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1 Zusammenfassung / Summary

1.1 Zusammenfassung

Das Zytokin Interleukin (IL)-1 ist ein wichtiger Botenstoff des angeborenen Immunsystems
und kann das komplette Spektrum der klinischen Symptome lokaler und systemischer
Entzindungsreaktionen auslosen. Auf zellularer Ebene reprogrammiert IL-1 Uber ein Netz an
Signalkaskaden die inflammatorische Genexpression im Zellkern. Im Vergleich zu den
zytoplasmatischen Signalwegen ist die nukleare Signalvermittiung allerdings weniger gut
verstanden. Neben der Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB werden weitere
Transkriptionsfaktoren, wie z.B. AP-1 Proteine, und Ko-Regulatoren aktiviert und an IL-1-
induzierte Zielgene, z.B. an die Loci von Chemokingenen rekrutiert, sodass offenbar eine
kooperative Regulation der Genexpression stattfindet. Im Verlauf dieser Arbeit wurde die
Rolle von NF-kB p65 an IL-1-induzierten Promotoren und regulatorischen Enhancern naher
charakterisiert. Mittels einer Kombination aus knockdown Anséatzen, ChIP-PCR und CHIP-
seq Experimenten konnte p65 lokal und genomweit eine Funktion als Masterregulator
zugeordnet werden. Hierbei fordert p65 nicht nur die H3K27 Acetylierung an bereits
vormarkierten Enhancern, wodurch diese weiter aktiviert werden, sondern es ist auch fur alle
nachfolgenden IL-1-regulierten Bindungsereignisse an Promotoren und Enhancern
essentiell. Diese Funktionen von p65 erfordern die katalytische Aktivierung der apikalen
zytoplasmatischen Proteinkinasen TAK1 und IKK2 und lassen sich durch niedermolekulare
Inhibitoren dieser Enzyme blockieren. Des Weiteren wurden durch einen gezielten RNAI-
Screen sechzehn neue nukledre Ko-Regulatoren des IL-1 Signalwegs identifiziert. Dabei
zeigten nur die Histonacetyltransferase Ep300 und der Transkriptionsregulator Sin3a eine IL-
1-abhéngige Rekrutierung an die prototypischen IL-1 Zielgene IL8 und CXCL2. Sin3a stellt
eine bisher unbekannte Komponente im nuklearen IL-1 Signalweg dar. Dieses Protein besitzt
selbst kein bekanntes DNA-Bindemotiv oder enzymatische Aktivitdt und wurde bisher vor
allem als Gerustprotein von Ko-Repressor-Komplexen charakterisiert. Die hier erhobenen
Locus-spezifischen ChIP-PCRs und genomweiten ChiP-seq Daten zeigten dagegen, dass
Sin3a vor allem mit der Ser5-phosphorylierten Form von RNA Polymerase Il an transkribierte
Gene ko-rekrutiert wird. Die Chromatinassoziation von Sin3a an IL-1-abh&ngige NF-kB
Zielgene in humanen Epithelzellen und murinen embryonalen Fibroblasten ist ebenfalls
durch den TAK1/IKK2/p65 Signalweg reguliert. Funktionelle Daten wiesen Sin3a eine gen-
und zelltypspezifische Rolle als eine Art shaping factor zu, der die Transkription von
Chemokinen modulieren kann. Die Befunde sind vereinbar mit der Formierung eines
Stimulus-abhéngigen und Sin3a-assoziierten RNA-Pol Il Komplexes, dessen Funktion es

sein konnte, eine UberschieRende Expression inflammatorischer mRNAs zu verhindern oder



eine De-Regulation des basalen Expressionsniveaus zu kontrollieren. Diese Mechanismen
und die dabei beteiligten Faktoren bieten neue Ansatzpunkte, um die molekulare Regulation
von Chemokinen oder weiteren IL-1 Zielgenen auf Chromatinebene besser zu verstehen. Da
eine Dysregulation der Transkription von IL-1- und NF-kB p65-abhangigen Genen zu
schweren chronischen Entzindungen und Autoimmunerkrankungen fihren kann, tragen
diese Erkenntnisse nicht nur zu einem verfeinerten Verstandnis der komplexen
entziindlichen Genregulation im Zellkern bei, sondern helfen auch, neue Zielstrukturen fiir

zukunftige Therapiemdglichkeiten zu definieren.

1.2 Summary

The cytokine interleukin (IL)-1 is an important mediator of the innate immune system and is
capable of triggering the entire spectrum of clinical symptoms during local as well as
systemic inflammation. At the cellular level, IL-1 reprograms inflammatory gene expression
within the nucleus through a network of signaling cascades. However, compared to the
cytoplasmic signaling pathways, the nuclear signal transduction is significantly less
understood. Besides the transcription factor NF-«B, further transcription factors, such as AP-
1 proteins, and co-regulators are activated and recruited to IL-1-induced target genes, for
example to the loci of chemokine genes. This points to cooperative modes by which these
factors regulate gene expression. Hence, in the course of this work, the role of NF-kB p65 at
IL-1-induced promoters and regulatory enhancers was characterized in detail. Using a
combination of knockdown approaches, ChIP-PCRs and ChlIP-seq experiments, the function
of a master regulator could be assigned to p65 that promotes locally but also genome-wide
the H3K27 acetylation at already pre-marked enhancers. Thereby, these enhancer elements
became further activated. p65 also controlled all subsequent IL-1-dependent binding events
at promoters and enhancers. These functions of p65 require the catalytic activation of the
apical cytoplasmatic protein kinases TAK1 and IKK2 and can be blocked by small molecular
inhibitors of their enzymatic activity. Furthermore, sixteen new nuclear co-regulators of the
IL-1 signaling pathway were identified by a restricted RNAi screen. Of these, only the histone
acetyltransferase Ep300 and the transcriptional regulator Sin3a showed an IL-1-dependent
recruitment to the prototypical IL-1 target genes IL8 and CXCL2. Sin3a represents a
previously unknown component of the nuclear IL-1 signaling pathway. This protein does not
contain any known DNA-binding motifs, lacks any enzymatic activity and has been previously
mainly characterized as a scaffold for co-repressor complexes. In contrast, the results
obtained during this thesis by locus-specific ChIP-PCRs or by genome-wide ChiP-seq
experiments revealed that Sin3a is co-recruited to transcribed genes in particular together

with the Ser5-phosphorylated form of the RNA-polymerase Il. The chromatin association of



Sin3a at IL-1-dependent NF-kB target genes in human epithelial cells and murine embryonic
fibroblasts is also regulated by the TAK1/IKK2/p65 pathway. Functional data indicated a
gene- and cell-type-specific role for Sin3a as a kind of shaping factor to modulate the
transcription of chemokines. These findings are compatible with the formation of a stimulus-
dependent and Sin3a-associated RNA-Pol Il complex whose function may be to prevent
excessive expression of inflammatory mRNAs or to control the de-regulation of their basal
expression levels. The mechanisms and the factors involved in this regulatory function
provide new approaches leading to a better understanding of the molecular regulation of
chemokines or other IL-1 target genes at the level of chromatin. As dysregulation of IL-1- and
NF-kB p65-dependent gene transcription can cause severe chronic inflammation and
autoimmune diseases, the findings of this work contribute to an improved understanding of
the complex gene regulation of nuclear inflammatory processes and may help to unravel new

targets for future alternative treatment options.



2 Einleitung

2.1 Zytokine und die Entziindungsantwort

Zytokine sind kleine Proteine, welche die Antwort auf Infektionen, Immunantworten und
Entzindungen regulieren. Einige Zytokine verstarken Entziindungen und sind damit pro-
inflammatorisch wirksam, andere unterstitzen die Wundheilung oder sind anti-
inflammatorisch [1]. Wéahrend einer Infektion werden PAMP (pathogen-associated pattern)
oder DAMP (damage- or danger-associated molecular pattern) Signale durch spezifische
Rezeptoren erkannt. Die aktivierten Rezeptoren filhren zur Synthese und Freisetzung von
inflammatorischen Zytokinen (Interleukinen [z.B.IL-1, IL-6, IL-33], Tumor Nekrose Faktor
[TNFa] und Chemokinen [z.B. IL-8 & CXCL2]). Diese Zytokine koordinieren die Wirtsantwort,
um die Infektion zu bekampfen [2, 3]. Dabei stammen PAMP Signale von pathogenen
Mikroorganismen, wahrend DAMP Signale auf eine sterile Infektion z.B. durch endogene
Mediatoren oder exogenen Stress zuriickgehen [4, 5]. Wahrend einer Entziindung kénnen
die freigesetzten Zytokine auch an die Rezeptoren auf der sezernierenden Zelle binden.
Dieser selbst-verstarkende Kreislauf (feed-forward loop) amplifiziert die angeborene
Immunantwort und fuhrt z.B. zu einer raschen Eindammung der Infektion. AnschlieRend
muss diese starke Amplifikation wieder herunterreguliert werden, was Uber negative
Regelkreislaufe geschieht (negative feedback loops). Hierzu gehért unter anderem die
Synthese von anti-inflammatorischen Zytokinen (IL-1Ra, IL-10, TGF-(, IL-37). Fehlfunktionen
beider Regelkreislaufe konnen zu schweren Erkrankungen fuhren, wie z.B. zu Rheumatoider
Arthritis, chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen (Morbus Crohn) oder Psoriasis [3, 6].
Ein Fokus der Entziindungsforschung besteht daher darin, Zytokinwirkungen therapeutisch
zu modulieren. Zum Teil ist dies Uber neutralisierende Antikdérper oder Rezeptorantagonisten

schon recht erfolgreich méglich [1].

2.2 Die Interleukin (IL)-1 Familie

Interleukin (IL)-1 ist ein wichtiger Bestandteil des angeborenen Immunsystems und der
lokalen und systemischen Entzindungsantwort [7]. Alle Zellen des angeborenen
Immunsystems und viele weitere Gewebe exprimieren Mitglieder der IL-1 Familie und/oder
werden von ihnen beeinflusst [8]. Dies beinhaltet Makrophagen, Neutrophile, Eosinophile,

Basophile und Mastzellen [7, 9].

Die IL-1 Familie besteht aus sieben Liganden mit Agonist-Aktivitat (IL-1a, IL-1B, IL-18, I1L-33,
IL-360a, IL-363 und IL-36y), drei Rezeptor-Antagonisten (IL-1Ra, IL-36Ra und IL-38) und
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einem anti-inflammatorischen Zytokin (IL-37) (Tab.l1). Zu den IL-1 Rezeptoren zahlen elf
Molekile (IL-1R1, IL-1R2, IL-1RAcP, ST2, IL-18Ra, IL-1Rrp2, IL-36R, IL-18RpB, TIRS,
TIGIRR-2 und TIGIRR-1) (Tab.1). Die Rezeptoren zeichnen sich mit wenigen Ausnahmen
durch eine extrazellulare Kette mit drei Immunglobulin (Ig)-&hnlichen Doméanen aus. Der
intrazellulare Teil wird durch eine TIR-Domane charakterisiert, die fur die Signalweiterleitung
Uber Myd88 bendtigt wird. Alle Mitglieder der IL-1 (IL-1R) und Toll-like (TLR)
Rezeptorfamilien besitzen eine TIR-Domane, welche fir IL-1 und LPS (Lipopolysaccharid)-
Signalwege essentiell ist [6]. Es werden vier signallibertragende Rezeptor-Komplexe
gebildet: IL-1 Rezeptor aus IL-1R1 und IL-1RACcP, IL-33 Rezeptor aus ST2 und IL-1RACP, IL-
18 Rezeptor aus IL-18Ra und IL-18Rf, sowie IL-36 Rezeptor aus IL-1Rrp2 und IL-1RACP.
AuBerdem existieren zwei decoy-Rezeptoren, IL-1R2 und IL-18BP, welchen die
zytoplasmatische Domane fehlt, sodass sie eine Signalweiterleitung in die Zelle blockieren.

TIR8 und IL-1RACcPb agieren dagegen als negative Regulatoren [8].

Zytokin Rezeptor Ko-Rezeptor Aktivitat
IL-1a IL-1R1, IL-1R2  IL-1RACcCP Alarmin, Entziindung, Th17 Zellantworten
IL-1B IL-1R1, IL-1R2  IL-1RACcP Antimikrobielle Resistenz, Entziindung,

Th17 Zellantworten

IL-1Ra IL-1R1 Inhibierung der Entziindung
(Anakinra)
IL-18 IL-18Ra IL-18RPB Entziindung, Thl Zellantworten
IL-33 ST2 IL-1RACP Entziindung, Th2 Zellantworten
IL-36a IL-1Rrp2 IL-1RACP Entziindung der Haut und Lunge
IL-36f3 IL-1Rrp2 IL-1RACP Entziindung der Haut und Lunge
IL-36y IL-1Rrp2 IL-1RACP Entziindung der Haut und Lunge
IL-36Ra IL-1Rrp2 Inhibierung der Entziindung
IL-37 IL-18Ra Inhibierung der Entziindung
IL-38 IL-1Rrp2 Inhibierung der Entziindung
TIR8 Inhibierung der Entziindung

TIGIRR-1 Nicht geklart
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TIGIRR-2 Nicht geklart

(IL-1R1) IL-1RACPDb Inhibierung der Entziindung

Tabelle 1: Nomenklatur und Funktionen der IL-1 Familie (modifiziert nach [8])

IL-1a und IL-1B8 werden von separaten Genen kodiert, binden aber an denselben Rezeptor
(IL-1R1) und haben &ahnliche biologische Fahigkeiten. Der IL-1a Vorlaufer wird konstitutiv in
Keratinozyten und Epithelien des Gastrointestinaltrakts, der Leber, Lunge und Nieren, sowie
in Endothelzellen und Astrozyten exprimiert. Er wird nicht sezerniert, sondern nur nach
einem Zelltod durch Nekrose freigesetzt, wodurch eine eher lokale Wirkung vermittelt wird [1,
10]. Zusatzlich prasentieren aktivierte Monozyten und B-Lymphozyten eine
membranstandige IL-1a Form [8, 11]. Im Gegensatz zum IL-18 Vorlaufer, ist der IL-1a
Vorlaufer voll aktiv und fungiert als Alarmsignal (Alarmin), indem er sehr schnell eine
Kaskade von inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen initiiert, die zur sterilen
Entziindung beitragen [10, 12]. Das Uber das Inflammasom freigesetzte IL-1f ist dagegen an
systemischen Entziindungsprozessen beteiligt, bei welchen es zur schnellen Sekretion und

Aktivierung des Inflammosoms kommt [1, 10].

2.3 IL-1-induzierbare Signalwege

IL-1 vermittelt Uber als Netzwerke verschaltete Signaltransduktionswege die komplexe
Regulation seiner Zielgene [13]. Nach der Bindung an den IL-1 Rezeptor folgen
Signalkaskaden, die schlieBlich zur Aktivierung der NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B-cells), JNK (c-Jun N-terminal kinase) und p38 MAP Kinase
Signalwege fiihren (Abb.1). Diese induzieren kooperativ die Expression von IL-1 Zielgenen
wie IL-6, IL-8, /kBa, IL-1a und IL-18 [13, 14].

Nach der Erkennung durch den IL-1 Rezeptor kommt es zu einer Konformationsanderung in
der ersten extrazellularen Doméane des Rezeptors, wodurch das IL-1 Rezeptor-assoziierte
Akzessorische Protein (IL-1RAcP) rekrutiert wird [15]. Die TIR-Doméanen des Triple-
Komplexes vermitteln ein rasches Anlagern von MYD88 (myeloid differentiation primary
response gene 88) und IRAK4 (interleukin-1 receptor-activated protein kinase 4) [16]. Durch
eine Autophosphorylierung von IRAK4 und anschlieRender Phosphorylierung von IRAK1 und
2 kommt es zur Rekrutierung und Oligomerisierung von TRAF6 (tumor necrosis factor-
associated factor) [17]. TRAF6 dient dabei als E3 Ubiquitin-Ligase, die K63-verknipfte, nicht-
degradative Polyubiquitinketten unter anderem auf die MAP3 Kinase TAK1 (TGF-B-activated

protein kinase kinase kinase 7) ubertragt [18, 19]. Dabei vermittelt das Adaptermolekil
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TAB2/3 die Interaktion zwischen dem TAKL/TAB1-Komplex mit TRAF6 und IRAK, wahrend
die regulatorische Untereinheit TAB1 die Stimulus-abh&ngige Auto-Phosphorylierung von
TAK1 aktiviert [20]. Das aktivierte TAK1 induziert als Komplex die nachfolgenden
Signalwege: NF-kB, JNK und p38 MAPK [13, 21] (Abb.1).

<IL-1 -
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\
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Abbildung 1: IL-1-induzierte Signalwege. IL-1 bindet an den IL-1 Rezeptor (IL-1R), welcher mit dem
IL-1R Akzessorischen Protein (IL-1RAcP) an der Zelloberflache assoziiert. Das Signal wird tber die
TIR-Domé&nen und MYDS88 in die Zelle weitergeleitet. Dadurch aktivierte IL-1R-assoziierte Kinasen
(IRAKSs) fordern die K63-verknlpfte Polyubiquitinierung von TRAF6, was zur Interaktion mit TAK1 im
Komplex mit TAB1/TAB2 fuhrt. TAK1 aktiviert den IKK-Komplex, der die Phosphorylierung,
Ubiquitinierung und schlie3lich den proteasomalen Abbau von IkBa bewirkt. Das freigesetzte NF-kB
Dimer kann in den Nukleus translozieren und inflammatorische Genexpression induzieren. Zusatzlich
fuhrt die Aktivierung von TAK1/TAB1/TAB2 zur Phosphorylierung und Aktivierung von Mitogen-
aktivierten Proteinkinasen (MAPKSs), JNK und p38. Diese Kinasen phosphorylieren und aktivieren
weitere Transkriptionsfaktoren und Ko-Faktoren, die kooperativ zur Induktion der inflammatorischen
Genexpression beitragen. (Abbildung modifiziert nach [22])

Die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB durch IL-1 h&ngt von der Aktivierung von

IKK2/B (inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase beta) ab. IKK1/a
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(conserved helix-loop-helix ubiquitous kinase), IKK2/8 und NEMO/IKKy (inhibitor of kappa
light polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase gamma) bilden zusammen den IKK-
Komplex [23, 24]. Der aktivierte Komplex phosphoryliert [kBa (nuclear factor of kappa light
polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha), was dessen Polyubiquitinierung und
proteasomalen Abbau bewirkt [25]. Durch den Abbau des inhibitorischen Proteins wird das
NF-kB Dimer aus p65 und p50 freigesetzt und kann in den Zellkern translozieren. Dort bindet
es an die DNA, indem es sein konserviertes kB-Sequenzmotiv erkennt. Dieses Motiv ist in
zahlreichen IL-1-responsiven Zielgenen zu finden [26]. Der C-Terminus von p65 beinhaltet
die transaktivierende Doméne (TAD), welche die mRNA Synthese durch die Rekrutierung
von Ko-Aktivatoren z.B. p300/CBP (CREB-binding protein) und der RNA Polymerase I
induziert [13, 27, 28].

TAK1 und MEKKS aktivieren neben NF-kB auch die MAPK Kinasen MKK3, 4, 6 und 7 [29,
30]. MKK4 und 7 aktivieren anschlieRend die MAP-Kinase JNK, die AP-1 Proteine aktiviert
[31, 32]. MKK3, 4 und 6 induzieren dagegen den p38 MAPK Signalweg, der fur die Stabilitat
von pro-inflammatorischen mRNAs benétigt wird [13, 33], nukledres NF-kB p65 tiber MSK1
an S276 phosphoryliert und dessen Zugéanglichkeit fur einige Promotoren durch die
Phosphorylierung an H3S10 verbessert [34, 35]. AP-1 Proteine sind bZIP-
Transkriptionsfaktoren, die eine basische DNA-Bindedoméne besitzen und durch ihr
charakteristisches Leuzin-Zipper-Motiv Homo- oder Heterodimere aus Mitgliedern der Jun-
(z.B. c-Jun, JunB und JunD), der Fos- (z.B. c-Fos, FosB, Fra-1 und Fra-2), Maf (c-Maf, MafB,
MafA, MafG/F/K und Nrl), sowie der ATF-Familie (z.B. ATF2, LRF1/ATF3, B-ATF, JDP1,
JDP2) ausbilden kénnen [36-39]. Sie binden an regulatorische Sequenzen der Promotoren
und Enhancer ihrer Zielgene, wobei ihre Zusammensetzung und Funktion je nach Zelltyp
und Stimulus variiert [40]. AP-1 Komplexe spielen eine wichtige Rolle bei der Proliferation,
Differenzierung, Transformation und Apoptose/Uberleben von Zellen, wobei sie sowohl pro-
onkogene als auch Tumorsuppressor-Eigenschaften besitzen [39, 40]. Da Vviele
Entziindungsgene Bindestellen fur beide Transkriptionsfaktoren, NF-kB und AP-1, besitzen,
findet durch die simultane Aktivierung ein Crosstalk bei der Regulation von IL-1-abhangigen

Zielgenen statt.

2.4 Der Transkriptionsfaktor NF-kB

Der Transkriptionsfaktor NF-kB tritt als Homo- oder Heterodimer auf und setzt sich aus den
funf Untereinheiten p65 (RelA), RelB, c-Rel, p100/p52 und p105/p50 zusammen [41]. Diese
Dimere zeigen verschiedene biologische Funktionen, was auf ihrer DNA Bindungsaffinitat

bzw. Spezifitat und ihrer Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren und Ko-Faktoren
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basiert [42]. Sie alle besitzen eine konservierte Rel-Homologiedoméane (RHD) nahe dem N-
Terminus, die eine Dimerisierung, Inhibitor Bindung, nukleare Translokation und DNA
Bindung ermdoglicht [43]. Je nach Zusammensetzung konnen transkriptionell aktive oder
inaktive Komplexe entstehen [26, 44]. Dazu besitzen nur p65, RelB und c-Rel C-terminale
transaktivierende Doméanen (TADs) [45]. Die TADs interagieren mit Komponenten des
Transkriptionsapparates z.B. TBP (TATA-bindendes Protein) [46], TFIIB (Transkriptionsfaktor
[IB) [47] und p300/CBP [48, 49]. Der prototypische NF-kB Komplex ist ein Heterodimer aus
p65 und p50 [50] (Abb.2).

Es wird zwischen dem klassischen (kanonischen) und alternativen (nicht-kanonischen) NF-
KB Signalweg unterschieden. Die Hauptfunktionen des nicht-kanonischen Signalwegs sind
die Entwicklung und Organisation von sekundaren lymphoiden Organen und die B-Zell
Reifung, wohingegen der kanonische Signalweg fir die Aktivierung von angeborenen
Immunantworten und das Uberleben von Immunzellen essentiell ist [51]. Der nicht-
kanonische Weg zeichnet sich vor allem durch die NF-kB Komplexe RelB/p52 oder RelB/p50
aus und wird uber die Kinase IKKa reguliert [52]. Die NF-kB Proteine werden im Zytosol
durch IkB inhibitorische Proteine zurtickgehalten, welche sich durch Ankyrin-Wiederholungen
charakterisieren. IkBa, als prototypisches Mitglied, bindet im Zytosol an den kanonischen
p65/p50-Komplex und muss degradiert werden, damit der Komplex in den Zellkern
translozieren kann [42] (Abb.2). Im nicht-kanonischen Signalweg fungiert dagegen p100, der
Vorlaufer von p52, als IkB-ahnliches Molekll mit Ankyrin-Wiederholungen und inhibiert die
Translokation [53]. Alle IkB-Proteine sind selbst NF-kB Zielgene und werden daher Uber

einen negativen Regelkreislauf kontrolliert [54].

RHD
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Abbildung 2: Aufbau von p65, p50 und IkBa. p65 und p50 besitzen eine N-terminale Rel-
Homologiedoméane (RHD), wobei der vordere Teil fur die spezifische DNA Bindung an kB-Motive
bendtigt wird und der hintere Teil fir die Dimer-Bildung und die Bindung an Proteine mit Ankyrin-
Wiederholungen z.B. IkBa. An IkBa gebunden ist das nukledre Lokalisationssignal (NLS) von p65
maskiert, wodurch eine Translokation in den Zellkern oder die Bindung an die DNA verhindert wird.
Die Phosphorylierung von zwei Serin-Resten in IkBa (SS) vermittelt die Polyubiquitinierung mit
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anschlieBendem proteasomalen Abbau. p65 besitzt im Gegensatz zu p50 eine C-terminale
Transaktivierungsdomane (TAD). p65 kann an verschiedenen Lysinen (K) und Serinen (S)
posttranslational modifiziert werden. Die Glycin-reiche Region (GRR) in p50 ist fir die ko-
translationale Prozessierung von p105 zu p50 wichtig. (Abbildung modifiziert nach [50])

2.5 Chemokine als typische IL-1 Zielgene

Pro-inflammatorische Chemokine sind chemotaktische Zytokine, die primar Leukozyten zu
Infektionen und Wunden rekrutieren und von verschiedenen Zelltypen exprimiert werden
kbénnen [22]. Dazu induzieren sie die Expression von Integrinen, welche die
konzentrationsabhdngige Wanderung von Immunzellen begiinstigen [22, 55]. Neben der
Chemotaxis Uben Chemokine weitere inflammatorische und homéostatische Funktionen aus
z.B. die Differenzierung von T-Helferzellen, Wundheilung und Angiogenese [56-58]. Zur Zeit

sind ca. 48 Chemokine und 23 Chemokin-Rezeptoren im humanen Genom bekannt [58, 59].

Chemokine sind eine Gruppe aus kleinen (8-12 kDa) Proteinen, die durch die Anwesenheit
von drei bis vier konservierten Cystein-Resten charakterisiert werden. Sie kénnen in vier
Familien unterteilt werden, wobei die Einteilung auf der Position der N-terminalen Cystein-
Reste basiert: CXC, CC, C und CX3C [22, 60]. Die Signaltransduktion von Chemokinen wird
durch eine Vielzahl an 7-Transmembran-Domanen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
vermittelt [61]. Die G-Proteine assoziieren dabei mit dem C-Terminus des Rezeptors. Ein

Stimulus induziert Konformationsanderungen, welche zur Signalweiterleitung fuhren [62].

Die meisten Chemokine sind durch Genduplikationen entstanden, was ihre genomische
Organisation gepragt hat [63, 64]. Viele Chemokine und Chemokin-Rezeptoren treten in
Clustern auf definierten Chromosomenabschnitten auf. Zwei in dieser Arbeit untersuchte
Cluster kodieren fir essentielle inflammatorische Chemokine: Der CXC-Cluster auf
Chromosom 4 (4q12-21) und der CC-Cluster auf Chromosom 17 (17q11.2). Beide Cluster
zeichnen sich durch ihre spezifische Funktion Neutrophile (CXC-Cluster) bzw. mononukleére
Zellen (CC-Cluster) zu rekrutieren aus [63]. Die CXC-Chemokine unterteilen sich in zwei
Subgruppen, basierend auf der Prasenz eines Glu-Leu-Arg (ELR)-Motivs vor dem ersten
Cystein-Rest. Chemokine mit diesem Motiv (CXCL1, 2, 3, 5, 6, 7, 8/IL-8) sind an der
Angiogenese beteiligt und binden an die CXCR1 und 2 Rezeptoren [58, 65, 66].

IL-8 (CXCLS) ist als kritischer inflammatorischer Mediator gut untersucht. Es rekrutiert als
Monomer und Dimer hauptsachlich Neutrophile, ist aber auch an der Migration von
Monozyten, Lymphozyten, Basophilen und Eosinophilen zum Entziindungsherd beteiligt [67,
68]. In gesundem Gewebe ist IL-8 kaum detektierbar, als Antwort auf ein inflammatorisches
Zytokin, bakterielle oder virale Produkte und zellularen Stress wird es jedoch umgehend

induziert [14]. Nach der Bindung von sekretiertem IL-8 an CXCR1 oder 2 fihren
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Signalkaskaden zur Chemotaxis der Zielzelle oder Degranulation [69]. Eine unkontrollierte
Expression von Chemokinen ist mit verschiedenen Auto-Immunerkrankungen, chronischen
Entziindungen und der Bildung von Metastasen verbunden [58]. Humane Krebszellen
exprimieren onkogene Ras-Proteine, welche das Tumorwachstum, die Invasionsféhigkeit
und die Induktion von neuen BlutgefalRen beeinflussen. Ras induziert die Sekretion von IL-8,
was eine lokale Entziindung hervorruft, welche fiir die Neubildung von Blutgefaf3en und das
Tumorwachstum kritisch ist [70, 71].

2.6 Regulation von NF-kB Zielgenen auf der Ebene des Chromatins

Die Expression von NF-kB Zielgenen wird in verschiedenen Zelltypen durch unterschiedliche
Stimuli induziert oder gehemmt. Dabei agieren die NF-kB Untereinheiten nicht allein,
sondern sind Teil einer groRen und komplexen Regulationsmaschinerie auf mehreren

Ebenen, die eine enorme Spezifitat der Zellantwort ermoglicht [41, 72].

Die Regulation beginnt bereits bei der Differenzierung von Zellen, indem Enhancer als
regulatorische Elemente durch die Besetzung von Schlisselregulatoren und
Transkriptionsfaktoren definiert werden [73, 74]. Enhancer werden als Sequenzen
charakterisiert, welche die Transkription eines Zielpromotors verstarken kénnen. Dabei kann
eine erhebliche Distanz von einigen Kilobasen bis zu einigen Hundert oder Tausend
Kilobasen zwischen Enhancer und Promotor liegen, wobei die Orientierung keine Rolle spielt
[75]. Weiterhin werden Enhancer durch eine Depletion an stabilen Nukleosomen definiert,
was eine Hypersensibilitit der DNA auf Nukleasebehandlungen verursacht. AufRerdem
weisen sie spezifische posttranslationale Modifikationen der Histone auf wie z.B. H3K4mel
und H3K27ac [76, 77]. Obwohl die Funktionsmechanismen von Enhancern bisher
unzulanglich beschrieben wurden, erméglichen sie vermutlich eine Rekrutierung von Ko-
Aktivatoren und der Transkriptionsmaschinerie zum Zielpromotor. Dies kann durch die
Ausbildung von DNA-Schleifen vermittelt werden, welche beide Loci in eine enge rdumliche
Néhe bringen [77, 78]. Mbglicherweise erlaubt zunéchst eine Sequenz von unmethylierten
CpG Dinukleotiden in pluripotenten Zellen die Bindung von Schlisselregulatoren [79, 80].
Dies ist mit Veranderungen in der Chromatinstruktur verbunden. Beispielsweise weisen
solche Regionen in Makrophagen eine niedrigere Nukleosomendichte auf, nachdem der
Schlisselregulator PU.1 gebunden hat [73, 74]. Die Rekrutierung fordert die
Monomethylierung an H3K4 (H3K4me1l), welche mit aktiven Enhancern assoziiert wird [76].
Diese markierten Enhancer-Regionen kdnnen in differenzierten Zellen Stimulus-spezifisch
reguliert werden. Dabei wird die maximale Zugénglichkeit dieser Regionen durch Chromatin-

Remodellierung erst durch den Stimulus induziert [72]. Zu den Chromatin remodellierenden
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Mechanismen zéhlen zwei Typen von Enzymen: Chromatin-Remodellierungs-Komplexe
(z.B. der SWI/SNF-Komplex), welche die Position oder Dichte von Nukleosomen verandern,
und Histon-modifizierende Enzyme (z.B. Histon-Acetyltransferasen, Histon-Deacetylasen,
Kinasen und Methyltransferasen), welche die N-Termini der Histone modifizieren [50].
Histonmodifikationen koénnen die Zuganglichkeit von Promotoren und Enhancern fur
Transkriptionsfaktoren, Ko-Faktoren und die Transkriptions-Maschinerie fordern oder als
Barrieren inhibieren und stellen daher einen Regulationsmechanismus der Genexpression
dar. Solche Barrieren, z.B. die Methylierung an H3K9 und H3K27 oder stabile Nukleosomen
an Promotoren, kénnen durch einen externen Stimulus entfernt werden [81-84]. Aktivierende
Histonmodifikationen an Promotoren oder Enhancern sind z.B. die Acetylierungen an H3K9
und H3K27 oder die Phosphorylierung an H3S10 [34, 85, 86].

Ein weiterer Regulationsmechanismus von NF-kB Zielgenen ist die Verwendung
verschiedener Dimer-Konstellationen in Kombination mit unterschiedlichen kB Sequenzen.
Die 9-11 bp langen Sequenzelemente setzen sich aus der Konsensussequenz 5°-
GGGRNWYYCC-3' (R Purin, N unbestimmte Base, W Adenin oder Thymin, Y Pyrimidin)
zusammen [87, 88]. Dabei zeigen die meisten kB Sequenzen keine oder nur wenig
Selektivitat fir bestimmte NF-kB Dimere. Es bestehen jedoch kleine Unterschiede in der
relativen Affinitat von NF-kB Dimeren fir eine kB Sequenz [89, 90]. Die geringe Selektivitat
der kB Sequenzen bedeutet jedoch nicht, dass alternative NF-kB Dimere funktional
aquivalent sind [88]. Jedes Dimer hat spezifische Effekte auf die transkriptionelle Aktivitat
und dient der Feinjustierung der Genregulation [91]. Es ist aber bisher weitgehend
unverstanden, wie einige Tausend kB Sequenzen interagieren, um die Aktivitat von 200-300
NF-kB Zielgenen zu regulieren [88]. Dabei ist auch die Kinetik der Genaktivierung reguliert
und kann sich in verschiedenen Zelltypen unterscheiden. Zum Beispiel wird NF-kB erst 2 h
nach einer LPS-Stimulation in Makrophagen an den IL6 Promotor rekrutiert, wahrend dies in

Fibroblasten sehr schnell geschieht [88].

Neben den Histonmodifikationen tragen auch posttranslationale Modifikationen der NF-kB
Dimere zur Regulation der Zielgene bei. Diese kénnen die Interaktion mit Ko-Regulatoren
beeinflussen, welche die Chromatinstruktur verédndern [72]. Hier sind vor allem
Phosphorylierung, Monomethylierung, Ubiquitinierung und Acetylierungen von Bedeutung
[50, 92]. Die p65 Untereinheit wird in ihrer RHD und TAD Domé&ne durch zahlreiche Kinasen
im Zytoplasma und im Zellkern durch verschiedene Stimuli an unterschiedlichen
Phosphorylierungsstellen phosphoryliert [50, 93] z.B. an Serin 536 durch IKKs [94-96], RSK1
[97], TBK1 [98] und CDK6 [99]. CDK®6 interagiert dabei nicht nur mit p65, sondern bindet
auch an induzierte Zielgene, wo es fir die Beladung mit p65 bendtigt wird [100]. Die

Phosphorylierung von p65 kann in einer gesteigerten oder reduzierten Transkription der
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Zielgene resultieren, indem es die Rekrutierung von weiteren Transkriptionsfaktoren und Ko-
Faktoren ermdglicht z.B. fuhrt die Phosphorylierung an Serin 276 zur Interaktion von p65 mit
CBP/p300 [50, 93, 101]. Reversible Acetylierungen an Lysinen von p65 im Zellkern
regulieren die Starke und Dauer der transkriptionellen Aktivitat, indem sie die Konformation
des Proteinkomplexes oder Bindungsaffinititen verédndern und eine Bindestelle fir
Transkriptionsfaktoren darstellen [93]. Die acetylierten Lysin-Reste koénnen von
Bromodomé&nen erkannt werden, welche in fast allen bekannten Histon-Acetyltransferasen
(HATs) vorkommen [102]. Zum Beispiel wird acetyliertes Lysin 310 in p65 durch zwei
Bromodomanen in Brd4 erkannt, welches CDK9 rekrutiert und aktiviert, um die RNA
Polymerase II fur die Transkription von NF-kB Zielgenen zu phosphorylieren [103]. Die Ko-
Regulatoren CBP/p300 und p300/CBP-assoziierter Faktor (PCAF) fungieren an vielen Lysin-
Resten als Acetyltransferasen, wahrend Histondeacetylasen z.B. HDAC3 und SIRT1 Acetyl-
Reste wieder entfernen [50, 92, 104-106]. HDAC3 kann dabei auch aktivierend auf die
Transkription von NF-kB Zielgenen wirken [92]. Die Modifikationen kénnen an verschiedenen
Lysinen unterschiedliche Funktionen besitzen. Zum Beispiel verstarkt die Acetylierung an
Lysin 221 die DNA Bindung von p65, wahrend die Acetylierung an Lysin 122 und 123 diese
Bindung hemmt [105]. Durch Assoziation mit neu synthetisiertem IkBa, welches zwischen
Kern und Zytoplasma translozieren kann, wird dann der nukledre Export erméglicht [104,
105, 107]. Neben der Phosphorylierung und Acetylierung sind auch reversible
Methylierungen und Ubiquitinierungen von p65 bekannt, welche zur Regulation der NF-kB
Aktivitat beitragen [93]. Die Polyubiquitinierung wird durch E3 Ubiquitin-Ligasen vermittelt
z.B. SOCS1/COMMD1 und PDLIM2 [108-110]. Ubiquitinierte NF-kB Untereinheiten werden
im Zellkern und an der DNA proteasomal abgebaut, sodass die Aktivitat von NF-kB terminiert
wird [111, 112] (Abb.3).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die komplexen Mechanismen der
Genregulation von NF-kB Zielgenen die synergistische Interaktion von variablen,
modifizierbaren Dimer-Komplexen mit anderen Transkriptionsfaktoren und Ko-Regulatoren,
die Remodellierung von Chromatinstrukturen, regulatorische Elemente z.B. Enhancer und
den nukledren Turnover der beteiligten Proteine, sowie viele weitere Faktoren beinhalten
[113]. An der Regulation dieser Mechanismen sind zahlreiche posttranslationale
Modifikationen von NF-kB beteiligt, wobei deren physiologische Bedeutung immer noch
unklar bleibt. Viele Modifikations-abhangige Interaktionspartner sind unbekannt und die

dynamische Regulation auf multiplen Ebenen ist damit nur unvollstandig verstanden [114].



IL-1R IL-1RACP

S~

Zytopl ""'_ TT -

e 1 I
Nukleus \

Enhancer

. Transkriptionsfaktoren \‘r’of’ e
* Ko-Regulatoren

Histonmodifikationen

Abbildung 3: Wichtige Schritte der Regulation von NF-kB. Nach der Aktivierung des proximalen
NF-kB Signalweges kommt es zum proteasomalen Abbau von IkBa im Zytoplasma und NF-kB
transloziert in den Nukleus, wo es an seine kKB Sequenzen u.a. an Promotoren und Enhancern bindet.
Dort agiert es synergistisch mit weiteren Transkriptionsfaktoren (TF) und Ko-Regulatoren (KR), um die
Gentranskription zu regulieren. Die Aktivitat wird aul3erdem tber Histonmodifikationen und Chromatin-
Remodellierungen gesteuert. Mehrere Wege fuhren zur Termination der Transaktivierung, welche die
IkB-vermittelte Ruckfihrung von NF-kB ins Zytoplasma und die Ubiquitin-vermittelte nukleare
Degradation beinhalten. (Abbildung modifiziert nach [113])

2.7 Der Transkriptionsregulator Sin3a

Sin3 (SWI-independent) wurde zuerst 1987 Uber einen genetischen Screen in Hefezellen als
negativer Regulator der HO-Endonuklease identifiziert [115, 116]. Nachfolgende Studien
charakterisierten das Protein primér als negativen transkriptionellen Regulator, obwohl auch
positive Regulation nachgewiesen wurde [117-122]. Sin3 interagiert mit DNA-bindenden
Faktoren und dient somit als Gerustprotein (scaffold), das Histondeacetylasen (HDACs) und

andere Chromatin-modifizierende Enzyme an die Zielgene rekrutieren kann [121].

Es existieren mehrere paraloge Proteinvarianten und alternative Spleil3-Formen von Sin3 in
verschiedenen Organismen, wodurch komplexe und divergente Funktionen von Sin3

ermdglicht werden [123]. In Saugern gibt es zwei paraloge Proteinformen, die von zwei
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separaten Genen kodiert werden und vermutlich durch Genduplikation entstanden: Sin3a
und Sin3b [124]. Diese zeigen eine hohe Sequenzahnlichkeit und Uberlappende
Expressionsmuster. Sin3b hat jedoch ein verkirztes N-terminales Ende [125]. Die beiden
Isoformen besitzen sowohl &hnliche, als auch nicht-tberlappende Funktionen [123, 126,
127]. Der Verlust einer Isoform kann durch die jeweils andere meist nicht kompensiert
werden [118, 126, 128]. Sie regulieren gleiche, aber auch unterschiedliche Zielgene und
binden an dieselben oder unterschiedliche Transkriptionsfaktoren bzw. Ko-Faktoren [120].
Besonders in der embryonalen Entwicklung besitzen die Isoformen jedoch nicht-redundante
Funktionen [117, 126, 129].

Das SIN3 Gen wurde zuerst in Saccharomyces cerevisiae als 5.8 kb DNA-Fragment kloniert.
Das Proteinprodukt beinhaltet 1536 Aminosauren (~175 kDa) [130].
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Abbildung 4: Aufbau und Interaktionspartner von Sin3. Dargestellt ist der Aufbau von Sin3 mit
seinen 4 PAH (paired amphipathic helices)-Doméanen, der Histondeacetylase (HDAC)-interagierenden
Doméne (HID) und der hoch-konservierten Region (HCR) am C-Terminus. Aul3erdem sind bekannte
Interaktionspartner und deren Bindungsstellen im Sin3 Protein gezeigt. Zum Kernkomplex gehdéren
HDAC1, HDAC2, Sin3-assoziierte Proteine SAP30, SAP18, SDS3/SAP45 und Retinoblastoma
Bindeproteine Rbbp4 und 7. Assoziierte HDACs konnen Histon H3 und H4 deacetylieren und bilden
die katalytische Untereinheit des Sin3/HDAC-Korepressor Komplexes. SMRT kann als Adapterprotein
fur Sin3a dienen. (Abbildung modifiziert nach [118, 121])

Mit Hilfe seiner sechs konservierten Doméanen kann Sin3 mit einer Vielzahl an
Transkriptionsfaktoren und Ko-Faktoren interagieren (Abb.4). Zu diesen Doménen gehdren
vier PAH-Domaénen (paired amphipathic helices), eine HDAC-interagierende Doméane (HID)
und eine hoch-konservierte Region (HCR) (Abb.4). Jedes PHA-Motiv besteht aus einer

hydrophilen und einer hydrophoben a-Helix, die durch 20 Aminosduren voneinander getrennt
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werden. Dabei dienen PAHL1 und 2 vor allem der Interaktion mit Transkriptionsfaktoren,
wahrend PAH3, HID und PAH4 eine Plattform fir die Bindung der weiteren
Komplexuntereinheiten bilden [118]. Die PAH-Domanen von Sin3 zeigen untereinander
geringe Sequenzahnlichkeiten, weisen aber groRe Ahnlichkeiten zu Helix-Loop-Helix
Proteinen der Myc (Mad-Max1) Familie von Transkriptionsfaktoren auf und interagieren auch
mit diesen [124, 131]. Die Struktur von Sin3 besitzt keine bekannten DNA-Bindemotive,
Kinasedoméanen, Membran-standige Bereiche oder ATP-Bindestellen. Seine Aktivitat als
globaler transkriptioneller Regulator bt Sin3 allein durch die Interaktion mit katalytisch-
aktiven Proteinen aus [121]. Die meisten beschriebenen Interaktionen finden zwischen PAH2
von Sin3a und Proteinen statt, die eine konservierte amphipathische a-Helix Doméane (SID =
Sin3-interagierende Domaéane) besitzen wie z.B. Mitglieder der Mad Familie, Sp-1 Familie und
Ume6 [132-134]. Darliber hinaus zeigen einige Transkriptionsfaktoren auch Interaktionen mit
PAH1 und Regionen auf3erhalb der PAH-Doménen. Die Interaktion kann aber auch indirekt
Uber ein Adapterprotein erfolgen [121]. N-CoR und SMRT Ko-Repressoren verbinden den
Sin3/HDAC-Komplex zum Beispiel mit nukledren Rezeptoren [135].

Der Sin3/HDAC Ko-Repressorkomplex ist ein Multiproteinkomplex aus mehreren
Untereinheiten: HDAC1, HDAC2, RBBP4/7, SDS3, SAP30, SAP18, MeCP2 und RBP1 [136-
138]. Es wurden weitere assoziierte Proteine identifiziert (SAP180, BRMS1, SAP130, SAP25
und ING1/2), welche die Interaktionen unterstiitzen und stabilisieren [137, 139, 140]. Sin3
besitzt selbst keine DNA-Bindeaktivitat und kann daher nur als Plattform dienen, um
Chromatin-modifizierende Enzyme wie Histondeacetylasen (HDAC1 und 2), N-
Acetylglucosamin-Transferasen (OGT), Histon-Lysin-Methylasen (ESET) und -Demethylasen
(RBP2), Transkriptionsfaktoren (p53, Rb, E2F, SMAR1 und REST/NRSF) und weitere
Faktoren (z.B. Insulator CTCF) zusammenzubringen, welche dann die Chromatinstruktur
reorganisieren [118, 121, 136, 141-143]. Die Zusammensetzung des Komplexes variiert

dabei zelltyp- und funktionsspezifisch [138].

Die klassische Genregulation vermittelt der Sin3/HDAC Komplex Uber die Deacetylierung
von Histon H3 und H4. In Kombination mit Methylierungen und Demethylierungen fuhrt dies
zur Sin3-vermittelten Genrepression [144]. Die Acetylierung der Kernhistone durch Histon-
Acetyltransferasen (HATSs) entspannt die Nukleosomen, sodass die DNA zuganglicher fir
Transkriptionsfaktoren und Ko-Aktivatoren wird. Die Acetylierung von Lysinen der
Histonenden verringert dabei die positive Ladung und fihrt somit zur Absto3ung von der
negativ geladenen DNA. Durch die Interaktion zwischen Ko-Repressoren und
Histondeacetylasen (HDACs) wird die kompakte Nukleosomenstruktur durch Deacetylierung

wieder hergestellt und stabilisiert [118]. Viele Studien zeigen, dass die Sin3-vermittelte
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Genrepression von der Hefe bis zum Menschen primar auf der Interaktion mit HDACs basiert
[118, 136, 138, 145, 146].

Neben seiner Aktivitat als Organisator transkriptioneller Repression, zeigt Sin3 auch
Aktivatorfunktionen in Hefen und Saugern, welche zum Beispiel durch Hitze oder
osmotischen Stress ausgelost werden kdnnen [147, 148]. Bernstein et al. konnten in
Expressionsanalysen von sin3A und rpd3A Hefezellen zeigen, dass 198 Gene herunter- und
107 Gene hoch-reguliert wurden, wobei die meisten Veranderungen von der HDAC-Aktivitat
des Komplexes abhangig waren [149]. In Drosophila z&hlten Pile et al. mittels RNAi 35
reprimierte und 364 hoch-regulierte Gene [150]. Die Mechanismen hinter der Genaktivierung
sind im Gegensatz zur Genrepression jedoch weitgehend unbekannt. Ein mdoglicher
Mechanismus ware die Rekrutierung an Promotoren, was die RNA Polymerase Il
Anlagerung ermdglicht und/oder eine Deacetylierung von Nukleosomen strangabwarts vom

Promotor, um eine effiziente Elongation zu unterstiitzen [147].

Obwohl zahlreiche Sin3-regulierte Genpromotoren identifiziert wurden, bleibt die Regulation
von Sin3-Komplexen weitgehend unverstanden [120]. N- und C-Termini sind ubiquitiniert
[151] und es wurde kurzlich eine post-transkriptionelle Regulation durch die Bindung einer
microRNA (miR-138) im 3'UTR Bereich nachgewiesen [152]. AufRerdem spielen
Phosphorylierungen eine wichtige Rolle bei der Auflosung von Sin3/Transkriptionsfaktor-
Interaktionen. Ellenrieder et al. konnten zeigen, dass die Madl-like SID-Doméne des SP1-
like Repressors TIEG2 durch den EGF-Ras-MEK1-ERK2 Signalweg Uber die
Phosphorylierung von vier Serin/Threonin Resten nahe der SID-Doméne inhibiert wurde.
Dies loste die Interaktion zwischen der SID-Domé&ne und Sin3a auf und inhibierte die
Repressor-Aktivitat von TIEG2 [153]. Sin3 kann aullerdem den Abbau von

Interaktionspartnern durch ihre Bindung beeinflussen z.B. von p53 [154].

Im letzten Jahrzehnt wurden diverse Rollen des Sin3 Komplexes identifiziert. Diese
beinhalten die normale Entwicklung, das Wachstum und die Differenzierung von Zellen, aber
auch die Transformation in Krebszellen [120]. Sin3 kann die Stabilitit von Proteinen
beeinflussen [150, 154-156], ist ein Schlisselregulator in der Embryonalentwicklung vieler
Organismen [121, 126, 157], hat Einfluss auf die Spermatogenese und Fertilitdt von Sdugern
[158], ist an der Entwicklung von Immunzellen beteiligt [129], spielt eine grof3e Rolle bei der
Muskelentwicklung [128] und Seneszenz von Zellen [159], ist wichtig fur die Proliferation und
Vitalitat von differenzierten und embryonalen Zellen [117, 128, 129, 160], ist fur die Kontrolle
des Zellzyklus notwendig [126, 127] und am Energiemetabolismus beteiligt [161, 162].
Daruber hinaus wird Sin3a fir die Segregation von Chromosomen, die rDNA-Stilllegung und
die DNA-Reparatur bendtigt [120].
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Die Rolle von Sin3 in Krebszellen ist sowohl onkogen, als auch suppressiv. Sin3a ist
essentiell fur das Uberleben von transformierten Zellen [117] und eine verringerte Expression
von Sin3a fuhrt zu verstarkter Apoptose in Tumorzellen [163]. Mitglieder der Myc Familie von
Onkogenen werden direkt oder indirekt in vielen humanen Tumoren aktiviert. Sie sind fur die
Transkription von Genen, welche die Zellproliferation, Transformation und Apoptose
unterstutzen, verantwortlich [121]. Das Wissen Uuber die Rolle von Sin3 fir die
Tumorentstehung ist jedoch noch unvollsténdig.

Sin3 spielt eine grol3e Rolle in der Embryonalentwicklung vieler Organismen. Ein Sin3a
knockout in M&ausen ist frih-embryonal letal. Die Sin3a Deletion in somatischen Zellen z.B.
embryonalen Maus Fibroblasten (MEFs) beeintrachtigt das Zellwachstum, die Apoptose und
den G2/M Arrest [117, 129, 160, 164]. Dieser Zellzyklus-Arrest kann auch in Drosophila nach
einer Sin3-Deletion beobachtet werden [150, 164]. Hier sterben Sin3 Null-Mutanten wahrend
der Larvenentwicklung. Fir die Vitalitdt von S. cerevisiae ist Sin3 dagegen nicht essentiell
[123].

2.8 Ziele der Arbeit

Der zytoplasmatische Signalweg der IL-1-induzierten Expression von Chemokinen ist relativ
detailliert untersucht, wahrend die nukledre Regulation auf Ebene des Chromatins noch
weitgehend unverstanden bleibt [50]. Auch hier existiert ein komplexes Netzwerk aus
kooperativen und  konkurrierenden  Transkriptionsfaktoren,  Ko-Regulatoren  und
Histonmodifikationen. Zur Untersuchung der molekularen Regulation dieser entziindlichen
Gene in der Arbeitsgruppe Kracht wurde ein Cluster von CXC-Chemokingenen auf
Chromosom 4 naher charakterisiert. Es konnte gezeigt werden, dass IL-1-induziertes NF-kB
p65 an alle aktive Promotoren und an zwei regulatorische Enhancer-Strukturen in diesem
Cluster bindet. Die IL8- bzw. CXCL2-flankierenden Enhancer zeichnen sich neben einer p65
Bindung auch durch eine IL-1-induzierte H3K27 Acetylierung und Rekrutierung von weiteren
Transkriptionsfaktoren wie z.B. AP-1 Proteinen aus (Abb.5). Diese Befunde warfen die Frage
nach der Hierarchie der untersuchten Bindungsereignisse und der Rolle von NF-kB p65 flr
die Aktivierung der Enhancer auf. Um diese Fragen zu beantworten, sollten in der folgenden
Arbeit ,loss-of-function Zellsysteme etabliert und pharmakologische Inhibitoren verwendet
werden, um Schlisselregulatoren des Signalwegs auszuschalten und die Effekte am
Chromatin mit Hilfe von Chromatin-Immunoprazipitationen (ChlP) auszulesen. Ein weiteres
Ziel dieser Arbeit war es, neue nukledre Ko-Regulatoren wie z.B. Histon-modifizierende
Enzyme und Chromatin-remodellierende Komplexe zu identifizieren, die an der Regulation

dieser IL-1-abhangigen Promotoren und Enhancer beteiligt sind. Dazu sollte ein RNAi-



24

Screen geplant und durchgefihrt werden, der die Regulation eines endogenen IL-1 Zielgens
analysiert. Potentielle neue nukleare Ko-Regulatoren sollten anschlielend né&her
charakterisiert und auf mogliche Funktionen und Interaktionspartner im Signalweg untersucht
werden.

_ IL-1
<=~ TAK1
5 . Enhancer |
7 IS \
\
\
\
Promotor
r
f
_— 50ip 65

B ?(Pol Il
Inflammatorische
AD O TFs/Ko-Regulatoren

Gene
O H3K4mel

O H3K27ac

Abbildung 5: Ausgangssituation zu Beginn der Arbeit. Dargestellt sind Promotor/Enhancer
Regionen von IL-1-induzierbaren inflammatorischen Genen wie z.B. IL8 und CXCL2. IL-1 fuhrt Uber
Signalkaskaden und die Kinase TAK1 schlielich zur Bindung von NF-kB an beide Regionen. Dort
kooperieren Transkriptionsfaktoren (TFs), sowie bekannte, aber auch bisher unbekannte Ko-
Regulatoren bei der Regulation der Genexpression. Ziel der Arbeit war es, die Rolle von NF-kB p65
fur den Verlauf der Rekrutierungsereignisse naher zu charakterisieren, sowie bisher unbekannte Ko-
Regulatoren mittels RNAIi-Screen zu identifizieren.
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3 Material

Alle Verbrauchsmaterialien wurden von den Firmen Brand, Eppendorf, Greiner, Life

Technologies, Neolab, Nunc, Omnilab, Roth oder Sarstedt bezogen.

3.1 Geréate

Gerat

Hersteller

7500 Fast Real Time PCR System
AT 250 Waage
BioruptorTMNextGen

Brutschrank CO, Autozero

Eismaschine

Elektrophorese Power Supply EPS 600, 601 und 3500

Elektrophoresekammer

Eppendorf Research Pipetten
Filmentwicklermaschine Curix 60
Fluoreszenzmikroskop DMIRE2

Gel iX Imager UV-Transilluminator

Kihl- und Gefrierschranke
Kihlzentrifuge 5415 R

Mikroskop DM IL

Multipette

Mupid-EXu submarine electrophoresis system
Nano Drop ND-1000 Spectrophotometer
OptimaTM TLX Ultrazentrifuge

Pipetboy

Qubit Fluorometer

Schuttler Unimax 2010

semi-dry-Blotter

Sonifier 250

Sorvall RC5S Plus

Spectramax Plus Microplate Spectrophotometer
Sterilwerkbank Lamin Air HB 2472
Thermocycler T Professional

Thermomixer compact

Tischzentrifuge 5424

Applied Biosystem
Mettler
Diagenode
Heraeus

Ziegra

Pharmacia Biotech
Thermo Scientific
Eppendorf

AGFA

Leica

INTAS

Heraeus, Bosch
Eppendorf

Leica

Eppendorf
Advance

Peqglab

Beckman Coulter
Integra

Invitrogen
Heidolph

Peglab Biotechnologie

Branson

Thermo Scientific
Molecular Devices
Thermo Scientific
Biometra
Eppendorf
Eppendorf
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TJ-25 Zentrifuge Beckman Coulter
Vac-Man® Laboratory Vacuum Manifold Promega

Vortex Genie 2 Scientific Industries
Wasserbad GFL

3.2 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien und Lésungsmittel wurden, wenn nicht anders angegeben,
von den Firmen Baker, Biomol, Fluka, Invitrogen, Merck, Pharmacia, Promega, Roth, Roche,

Serva und Sigma verwendet.

3.3 Puffer und Lésungen

3.3.1 Puffer fur Proteinlyse, Ko-Immunoprazipitation und Histon-Extraktion

Puffer Zusammensetzung

Bohmann/Weiss-Lysepuffer [165] 50 mM HEPES pH 7,4
50 mM NacCl
1% (v/v) Tween 20
2,5mMEGTA
1 mMEDTA
1 mM NaF
10 mM B-Glycerophosphat
0,1 mM NazVO,
1 mM PMSF
1x Proteaseinhibitormix
1 mMDTT

Bohmann/Weiss-Waschpuffer [165] 50 mM HEPES pH 7,4
450 mM NacCl
1% (v/v) Tween 20
2,5 mM EGTA
1 mM EDTA
1 mM NaF
10 mM B-Glycerophosphat
0,1 mM NazgVO,
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Speziallysepuffer

Puffer I fur fraktionierte Lyse

Puffer Il fur fraktionierte Lyse

1 mM PMSF
1x Proteaseinhibitormix
1 mMDTT

10 mM Tris

30 mM Natriumpyrophospat
50 mM NacCl

1% Triton X-100

2 MM NazVO;

50 mM NaF

20 mM -Glycerophosphat
1 mg/ml Pepstatin

5 mg/ml Leupeptin

200 mM PMSF

1 mM Microcystin

Mit HCI auf pH 7,05 einstellen

20 mM HEPES (pH 8,0)
10 mM KCI

1 mM MgCl,

0,1% (v/v) Triton X-100
20% (w/v) Glycerol

50 mM NaF

1 yM Microcystin

1 mM NazVO,

1x Proteaseinhibitormix

20 mM HEPES (pH 8,0)
2 mM EDTA

400 mM NacCl

0,1% (v/v) Triton X-100
20% (w/v) Glycerol

50 mM NaF

1 uM Microcystin

1 mM NazVO,

1x Proteaseinhibitormix
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Puffer Il fur fraktionierte Lyse 20 mM Tris (pH 7,5)
2 mM EDTA
150 mM NaCl
1% (w/v) SDS
1% (v/v) NP-40
50 mM NaF
1 uM Microcystin
1 mM NazVO,

1x Proteaseinhibitormix

Triton-Extraktionspuffer flir Histon-Extraktion PBS
0,5% Triton X-100 (v/v)
2 mM PMSF
0,02% (w/v) NaNs
50 mM NaF
1 uM Microcystin
1 mM NazVO,
1x Proteaseinhibitormix

3.3.2 Puffer fur Chromatin-Immunoprazipitation (ChlP)

Puffer Zusammensetzung
PBS/1mM PMSF 137 mM NaCl
2,7 mM KCI

4,3 mM Na,HPO,
1,4 mM KH,PO,
1 mM PMSF vor Gebrauch zugeben

Lysepuffer 1% SDS
10 mM EDTA
50 mM Tris/HCI pH 8,1
1 mM PMSF und 1,5x Roche vor

Gebrauch zugeben

Dilutionspuffer 0,01% SDS
1,1% Triton X-100
1,2 mM EDTA
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167 mM NacCl
16,7 mM Tris/HCI pH 8,1

Niedrigsalzpuffer 0,1% SDS
1% Triton X-100
2 mM EDTA
20 mM Tris/HCI pH 8,1
150 mM NaCl

Hochsalzpuffer 0,1% SDS
1% Triton X-100
2 mM EDTA
20 mM Tris/HCI pH 8,1
500 mM NacCl

LiCl-Puffer 0,25 M LiCl
1% NP40
1% Deoxycholat
1 mMEDTA
10 mM Tris/HCI pH 8,1

TE-Puffer 10 mM Tris/HCI pH 8,0
1 mM EDTA

3.3.3 Puffer fur SDS-PAGE, Westernblot und Agarose-Gelelektrophorese

Puffer Zusammensetzung

Trenngelpuffer 1 M Tris
mit HCI auf pH 8,8 einstellen

Sammelgelpuffer 1 M Tris
mit HCI auf pH 6,8 einstellen

10x Laemmli-Laufpuffer 250 mM Tris
1,92 M Glycin
1% (w/v) SDS
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1x Blotpuffer (semi-dry) 25 mM Tris
192 mM Glycin
20% (v/v) Methanol

Ponceau-Rot Féarbeldsung 0,1% (w/v) Ponceau S
5% (v/v) Essigsaure

TBS (10x) 100 mM Tris
1,5 M NaCl
mit HCI auf pH 7,4 einstellen

TBST (1x) TBS mit 0,05% (v/v) Tween 20
TAE 40 mM Tris

0,11% (v/v) Essigsaure

1 mM EDTA

3.3.4 Puffer fur CaPOg4-Transfektion

Puffer Zusammensetzung
HEBS (2x) 280 mM NacCl
50 mM HEPES

1,5 mM Na,HPO,
mit NaOH auf pH 7,12 einstellen

und sterilfiltrieren

HelLa Schockmedium DMEM-Vollmedium
10% (v/v) Glycerol

3.3.5 Medien fur Zellkultur und Bakterienkulturen

Medium Zusammensetzung
DMEM-Vollmedium (Dulbecco’s 10% (viv) FKS
modified Eagle’s medium) 20 pg/ml Streptomycin

20 U/ml Penicillin

2 mmol/l L-Glutamin
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Einfriermedium DMEM-Vollmedium
10% FKS (v/v)
10% DMSO (v/v)

LB-Medium 10 g BactoTrypton
10 g NaCl
5 g Hefeextrakt
add. 1l ddH,0

autoklavieren

LB-Platten 18,5 g Standard I-Nahragar (Merck)
add. 0,51 ddH,0O

autoklavieren

TSS-Puffer LB-Medium
10% Polyethylenglykol 6000
5% DMSO
50 mM MgSO4x7H,0

3.4 Kits, gebrauchsfertige Reagenzien und Materialien

Material

Hersteller

4x Rotiload Auftragspuffer

96-Well F96 MicroWellTM Platten
96-Well Fast Thermal Cycling Plates
Amersham ECL Western blotting
detection reagent

dNTP Set

ECL-Filme (Fuji X-ray film SUPER RX)
Fast SYBR® Green Master Mix
Filterpapier

Lipofectamine® LTX with Plus™ Reagent
Nicht essentielle Aminosduren (MEM Non-Essential
Amino Acids solution 100x)
NucleoBond® PC500 Maxi Prep Kit
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-Up
NucleoSpin® Plasmid

Roth

Thermo Scientific, Nunc
Life Technologies

GE Healthcare

New England Biolab, Fermentas
Fujifilm

Applied Biosystems

Whatman

Invitrogen

Gibco

Macherey-Nagel
Macherey-Nagel
Macherey-Nagel
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NucleoSpin® RNA II Kit

Protein A-Sepharose

Protein G-Sepharose

PureYield™ Plasmid Miniprep System
Random Hexamer Primer 0,2 ug/ul
Roti®-PVDF-Membran

Roti®-Quant Bradford-Kit

Serum-freies Medium (Opti-MEM®)
TagMan® Fast Universal PCR Mastermix
TagMan® PreAmp Cells-to-CT™ Kit

Macherey-Nagel
GE Healthcare

GE Healthcare
Promega

Thermo Scientific
Roth

Roth

Gibco

Applied Biosystems

Life Technologies

3.5 Enzyme
Enzym Hersteller
Bgl 1l (10 U/ul) Fermentas (# ER0081)

Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (CIAP; 1 U/ul)
EcoRlI (10 U/ul)

Hindlll (10 U/pl)

MMLYV Reverse Transkriptase (20 U/ul)

Proteinase K (600-1000 U/ml)

RNase A (10 mg/ml)

T4 DNA Ligase (200 CEU/puI)

T4 Polynukleotid Kinase (PNK; 10 U/pl)

Fermentas (# EF0654)
Fermentas (# ER0271)
Fermentas (# ER0501)
Fermentas (# EP0352)
Fermentas (# EO0491)
Fermentas (# EN0531)
Fermentas (# ELO014)
Fermentas (# EKO031)

3.6 Inhibitoren

Inhibitor Stockldsung Hersteller
Actinomycin D 10 mg/ml in DMSO Sigma (#A1410)
a-Amanitin 1 mg/mlin H,O Sigma (# A2263)

5,6-Dichlorobenzimidazol 1-3-D- 75 mM in DMSO

ribofuranosid (DRB)

5Z-7-Oxozeaenol 10 mM in DMSO
PHA-408 100 mM in DMSO
Trichostatin A (TSA) 1 mg/mlin EtOH

Sigma (# D1916)

Tocris (# 66018-38-0)
Axon MedChem (# 1651)
Sigma (#T78552)
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3.7 Marker

Marker Hersteller
GeneRuler DNA Ladder Mix Fermentas
PageRuler™ Prestained Protein Ladder Fermentas
3.8 Plasmide

Plasmid Herkunft

Bereits vorhandene Plasmide:
pCS2+MT

pCS2+MT mSin3a

pCS2+MT mSin3a AHID
pCS2+MT mSin3a N479
pCS2+MT mSin3a PAH3+HID
pEBB-HA

pEBB-HA p65 wt

pLKO.1

pLKO.1 GFP

pLKO.1 Scramble

pLKO.1 shRNA Plasmide (Abschnitt 7.3)
pLKO.1 shTAK1

pSuper.puro (pSP)
pSuper.puro shFOS

Im Rahmen der Arbeit generierte Plasmide:
pSuper.puro shjunD

pSuper.puro shp65

pSuper.puro shSin3a

AG Eisenman/Seattle
AG Eisenman/Seattle
AG Eisenman/Seattle
AG Eisenman/Seattle
AG Eisenman/Seattle
AG Schmitz/Giessen
AG Schmitz/Giessen
AG Braun/Bad Nauheim
AG Braun/Bad Nauheim
AG Braun/Bad Nauheim
AG Braun/Bad Nauheim
Sigma (TRCN0000195533,
NM_145332)

AG Kracht/Giessen

AG Kracht Dr. Katja

Handschick/Giessen

Johanna Sdlch/Beatrice Pfliger
Johanna Sdlch

Johanna Sélch

3.9 Real-Time PCR Sonden

(TagMan-Assays on Demand, Applied Biosystems)

Sonde

RefSeq

Assay-ID

Human:
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hActB
hCXCL2
hGusB

hiL8
hNFKkBIA
hRELA (p65)

hSIN3A

Murin:
mActB
mCarl3
mCcl2
mCcl20
mCcl7
mCxcll
mCxcl10
mCxcl2
mCxcl3
mCxcl5
mlcaml
mNfkbia
mNfkbiz

mSin3a

muUbe2|3

NM_001101.3
NM_002089.3
NM_000181.3
NM_000584.3
NM_020529.2
NM_001145138.1
NM_001243984.1
NM_001243985.1
NM_021975.3
NM_001145357.1
NM_001145358.1
NM_015477.2

NM_007393.3
NM_024495.5
NM_011333.3
NM_016960.2
NM_013654.3
NM_008176.3
NM_021274.2
NM_009140.2
NM_203320.3
NM_009141.3
NM_010493.2
NM_010907.2
NM_001159394.1
NM_001159395.1
NM_030612.3
NM_001110350.1
NM_001110351.1
NM_011378.2
NM_009456.2

Hs99999903_m1
Hs00236966_m1
Hs99999908 m1
Hs00174103_m1
Hs00153283_m1
Hs00153294 m1

Hs00411592_m1

MmO00607939_s1

MmO00517925 m1l
MmO00441242_m1l
MmO00444228 m1l
MmO00443113 m1l
MmO00433859_m1
Mm00445235_m1
MmO00436450_m1
MmO01701838_m1
MmO00436451 g1

MmO00516023 _m1
MmO00477798_m1
MmO00600514 m1

Mm00488255_m1

MmO00784559_s1
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3.10 Oligonukleotide fur shRNA-Klonierung und Sequenzierprimer

(Synthese von eurofins mwg operon)

Primer/Oligonukleotide

Sequenz

pSuper.puro shSin3a_A

pSuper.puro shSin3a_B

pSuper.puro shp65_C

pSuper.puro shp65_D

pSuper.puro shjunD_E

pSuper.puro shjunD_F

pSP_shRNA Seq

gatccccgtgaacatctagcacagaattcaagagattctgtgctagatgttc

actttttggaaa

agcttttccaaaaagtgaacatctagcacagaatctcttgaattctgtgctag

atgttcacggg

gatccccggattgaggagaaacgtaattcaagagattacgtttctcctcaat

cctttttggaaa

agcttttccaaaaaggattgaggagaaacgtaatctcttgaattacgtttctc

ctcaatccggg

gatccccaagaacagagtgttcgattttcaagagaaatcgaacactctgttc

titttttggaaa

agcttttccaaaaaaagaacagagtgttcgatttctcttgaaaatcgaacac

tctgttcttggg
gtgtcactaggcgggaacac

3.11 ChIP Primer

(Synthese von eurofins mwg operon)

Primer Entfernung sense antisense

zum TSS

[bp]
IL8 locus:
Promotor 0 aagaaaactttcgtcatactccg tggctttttatatcatcaccctac
Enhancer -14.406 aaaggggattcaaagggaga cttctccaggctccattcag
Enhancer upstream  -14.566 aaggaacttttcttcccacga gccattaggagccacaaaat
Enhancer -13.992 tacacagaggtcaccgtcca ggttgctgaaacacagctca
downstream
Negativkontrolle -899 atcatgggtcctcagaggtcagac  ggtgggagggaggtgttatctaat

g

CXCL2 locus:
Promotor 0 gtcagacccggacgtcact accccttttatgcatggttg
Enhancer -17.865 aggcctctgtgatggaaatg tccttetgttggctcecattc
Enhancer upstream -18.079 ggcctgggaacatttctgta gaatcttttggctgctgacc
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Enhancer -17.434 ctttgaaccaaagccaagga ctgaactagggaggggctct
downstream

Negativkontrolle -2.287 tgatgggctgattcttgaaa gccttgggcattaacagcta
C8orf4 Locus:

chr8 (39975970-

39977680)

Enhancer 1 -302 gcatgatattgtaaatcgtggatg tagggaggtggcitttttcct
Enhancer 2 0 ctggaatagtggcaccaagg gaggcgtcagtgatcctacc
Enhancer 3 +194 caaagcatgtgccttcttttc ttatgtctgcctttggagca
PPAP2B Locus:

chrl (56913983-

56915265)

Enhancer 1 0 tggaacctgggaagtgagac taaccctccaggaccttacg
Enhancer 2 +498 gcctgttgtacttgtcagtgga atgaggcctcctggagaaac
mCcl2 Locus:

Promotor 0 cgagggctctgcacttactc tcagtgagagttggctggtg
Enhancer -2.403 cccatgagagaactgcttgg ggcaggtcagaggcagagdta
murine upstream tttcatgcctctgagtgtge ttttccctggctttgaccta
Negativkontrolle von mCxcl5

3.12 Antikorper

3.12.1 Antikorper fur ChiIP

Antigen Hersteller

ATF2 Santa Cruz (sc-6233)

cFos Santa Cruz (sc-7202)

c-Jun Santa Cruz (sc-1694)

Ehmt2 Abcam (ab40542)

Epcl Abcam (ab112043)

FRA1 Santa Cruz (sc-605)

H3K27ac Diagenode (pAb-174-050)

H3K27me3 Abcam (ab6002)
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H3K4mel
H3K9ac
H3K9me3
HDAC2
Histon H3
Immunglobulin G (Kaninchen)
JunD
Kdm6a
Ncoal
P(S2)-Pol I
P(S5)-Pol I
p300

p50

p65

Padi2
Padi4
Phf21a
Ringl

RNA Pol Il
Sin3a
Sin3b

Sirt7
SMRT/NCor2
Suv420h1
TAF Il p250

Abcam (ab8895)
Millipore (07-352)
Abcam (ab8898)
Santa Cruz (sc-6296)
Abcam (ab1791)

Cell signalling (#2729)
Santa Cruz (sc-74)
Abcam (ab36938)
Abcam (ab2859)
Abcam (ab5095)
Abcam (ab5131)
Santa Cruz (sc-584)
Santa Cruz (sc-114)
Santa Cruz (sc-372)
Abcam (ab16478)
Sigma (P4749)
Santa Cruz (sc-98761)
Abcam (ab32644)
Millipore (17-620)
Santa Cruz (sc-994)
Santa Cruz (sc-768)
Abcam (ab62748)
Millipore (17-10057)
Abcam (ab49251)
Santa Cruz (sc-735)

3.12.2 Antikdrper fur Western Blot

Antigen

Hersteller

Ansatz

Prim&rantikorper:
cFOS

Histon H3

IkBa

JNK

JunD
Kaninchen-lgG

Santa Cruz (sc-7202)
Abcam (ab1791)

Cell Signaling, (#9242)
Cell Signaling (#9252)
Santa Cruz (sc-74)
Santa Cruz (sc-2027)

1:1000 in TBS-T, 5% BSA
1:2000 in TBS-T, 5% Milch
1:1000 in TBS-T, 5% Milch
1:1000 in TBS-T, 5% Milch
1:1000 in TBS-T, 5% BSA
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Maus-1gG

MYC (9E10)
P(S2)-Pol I
P(S32)-IkBa
P(S5)-Pol I
P(S536)-p65
P(T183/185)-IJNK
P(TY180/182)-p38
p38

p50

p65

Pan-Acetyl-Lysin
RNA Pol Il

Sin3a

TAK1

Tubulin

B-Actin
Sekundarantikorper:
Polyklonal Ziege Anti-
Kaninchen/HRP-konjugiert
Polyklonal Ziege Anti-
Maus/HRP-konjugiert

Santa Cruz (sc-2025)
Roche (#11667149001)
Abcam (ab5095)

Cell Signaling (#2859)
Abcam (ab5131)

Santa Cruz (sc-3033)
Cell Signaling (#9251S)
Zymed (36-8500)
Rzeczkowski et al., 2011
Santa Cruz (sc-8414)
Santa Cruz (sc-372)
Cell Signaling (#9441)
Millipore (17-620)
Abcam (ab3479)

Cell Signaling (#4505)
Santa Cruz (sc-8035)
JLA20, Calbiochem

Dako (P0448)

Dako (P0447)

1:500 in TBS-T, 5% Milch
1:10.000 in TBS-T, 5% Milch
1:1000 in TBS-T, 5% BSA
1:10.000 in TBS-T, 5% Milch
1:1000 in TBS-T, 5% BSA
1:1000 in TBS-T, 5% Milch
1:1000 in TBS-T, 5% Milch
1:1000 in TBS-T, 5% BSA
1:1000 in TBS-T, 5% Milch
1:1000 in TBS-T, 5% Milch

1:500 in TBS-T (0,1%), 5% BSA

1:10.000 in TBS-T, 5% Milch
1:2000 in TBS-T, 5% Milch
1:1000 in TBS-T, 5% Milch
1:1000 in TBS-T, 5% Milch
1:10.000 in TBS-T, 5% Milch

3.13 Bakterienstamme

Stamm

Genotyp

E.coli TOP 10 (Invitrogen)

E.coli XL1-Blue (Invitrogen)

F-mcrAA(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74
recA1 deoR araD139 A(ara-leu)7697galU galK rpsL (StrR)
endAl nupG

F' Tn10(Tetr) proA +B + laclgA(lacZ)M151 recA1 gyrA96
(Nalr) tbi-1bsdR17 (r-k m-k) ginvV44 relAl lac

3.14 Antibiotika

Antibiotikum

Finale Konzentration

Ampicillin (Amp)

100 pg/ml
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Puromycin (Puro) 1 pg/ml

3.15 Zelllinien

Zelllinie Herkunft
HelLa (humane, epitheloide ATCC

Zervixkarzinomzellen)

KB (humane, orale, epidermale ATCC
Karzinomzellen [92])

MEF (murine, embryonale Fibroblasten) HDAC3 " (TA7); [167]
immortalisiert nach NIH 3T3 Protokoll [166]

MEF (murine, embryonale Fibroblasten) p65 -/- KO bzw. p65 -/- [168]
HA-p65 Wt rekonstituiert

MEF MK2/5 [169]

3.16 Rekombinante Proteine

rekombinantes Protein Stocklésung Herkunft
in DMEM

humanes, rekombinantes IL-1la 10 pg/ml Prof. Dr. Saklatvala, London, England




40

4 Methoden

4.1 Arbeiten mit Bakterien
4.1.1 Herstellung chemisch-kompetenter Bakterien

Far die Transformation von Plasmid-DNA wurden chemisch-kompetente Bakterien
hergestellt. Dazu wurden 5 ml LB-Medium mit E.coli XL1-Blue bzw. E.coli TOP10 angeimpft
und Uber Nacht bei 37°C schiittelnd inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Kultur in 50-150
ml LB-Medium Uberfihrt und bis zu einer ODggo von 0,3-0,5 kultiviert. Nach der Pelletierung
(3000 rpm/ 4°C/ 10 min) wurden die Bakterien in 1/10 Volumen TSS-Puffer auf Eis
resuspendiert und in 1,5 ml-GefaRen als 100 ul Portionen aliquotiert. Die Aliquots wurden in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

4.1.2 Transformation

Fur Transformationen wurden chemisch-kompetente E.coli-Stdmme verwendet. Dazu
wurden 100 pl Bakteriensuspension auf Eis aufgetaut und mit einem Ligationsansatz bzw.
10-100 ng Plasmid-DNA gemischt. Nach 30 min Inkubation auf Eis erfolgte ein Hitzeschock
fur 45 s bei 42°C im Heizblock. Der Ansatz wurde sofort wieder fir 5 min auf Eis gestellt und
anschlieend mit 700 pl LB-Medium versetzt. Nach einer Inkubation von 1 h bei 37°C im
Schittler wurden verschiedene Verdinnungen des Ansatzes auf LB-Agarplatten mit
spezifischem Antibiotikum ausgestrichen und tber Nacht bei 37°C inkubiert. Am folgenden

Tag konnten Einzelkolonien fir Mini-oder Maxipraparationen verwendet werden.

4.1.3 Dauerkulturen von Bakterien

Fur eine langerfristige Lagerung von Bakterienkulturen wurden Glycerin-Dauerkulturen
angelegt. Dazu wurde die Kultur 1:1 mit Glycerin versetzt und in flissigem Stickstoff

schockgefroren. Dauerkulturen wurden bei -80°C gelagert.

4.2 Zellkultur
4.2.1 Auftauen und Einfrieren von Zellen

Zellen wurden als Aliquots in flissigem Stickstoff gelagert. Zum Auftauen wurden die

Aliguots zligig im Wasserbad bei 37°C aufgetaut, zentrifugiert (500 xg/ 4°C/ 5 min) und in
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DMEM-Vollmedium resuspendiert. Die Suspension wurde dann in eine Zellkulturflasche mit

vorgelegtem Medium Uberflhrt.

Zum Einfrieren wurden die Zellen zweimal mit warmem PBS gewaschen und mittels
Trypsin/EDTA im Brutschrank abgelost. Die Zellsuspension wurde anschlieBend in 3 mi
kaltem Einfriermedium resuspendiert und in Kryoréhrchen auf Eis aliquotiert. Die Réhrchen

wurden dann bei -80°C eingefroren und spater in flussigem Stickstoff gelagert.

4.2.2 Kultivieren und Passagieren von adharenten Zellen

Adhérente Zellen wurden im entsprechenden DMEM-Medium bei 37°C, 96% Luftfeuchtigkeit
und 5% CO, im Brutschrank kultiviert. Alle 4-5 Tage erfolgte das Passagieren der Zellen.
Dazu wurden die Zellen zweimal mit warmem PBS gewaschen und mit 1-2 ml Trypsin/EDTA
im Brutschrank abgeldst. AnschlieBend wurde die Zellsuspension in frischem Medium
resuspendiert und auf neue Zellkulturgefalle mit der gewiinschten Dichte verteilt. Zum
Auszéhlen der Zellen wurde eine Neubauer-Z&hlkammer verwendet. Unter dem Mikroskop
wurden die vier GroRquadrate der Kammer ausgezahlt und die Zellzahl nach folgender

Formel berechnet:

Y Zellen aller Grofdquadrate y

10*
4

Zellzahl proml =

4.2.3 Stimulation und Ernten von Zellen

Je nach Versuchsbedingungen wurden adhérente Zellen mit Stimulanzien und/oder
Inhibitoren behandelt. Eine Stimulation mit IL-1a [10 ng/ml] erfolgte fur die im Ergebnisteil
angegebenen Zeiten. Dazu wurde das Zytokin aufgetaut und als Verdinnung im
Zellkulturgefall zum Vollmedium zugegeben. Erfolgte eine Behandlung mit den Inhibitoren
(5Z-7-Oxozeaenol [30 min/ 1 pM], Actinomycin D [3 h/ 5 pg/ml], a-Amanitin [16 h/ 5 pg/ml],
DRB [3 h/ 100 pM], PHA-408 [30 min/ 5 pM]) oder TSA [24 h/ 300 ng/ml]), dann wurden
diese fiur die angegebene Zeit vor der Stimulation mit IL-1a als Verdinnung im
Zellkulturgefall zum Vollmedium dazugegeben. Als Kontrollen dienten Behandlungen mit

dem entsprechenden Losungsmittel der Inhibitoren bzw. eine unbehandelte Probe.

Zum Ernten wurden die Zellen zweimal mit kaltem PBS auf Eis gewaschen, in PBS mit
einem Gummischaber abgekratzt und bei 500 xg fir 5 min bei 4°C pelletiert. Die Zellen

wurden direkt lysiert oder als Pellet bei -80°C gelagert.
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4.2 .4 Transfektion

Bei der Transfektion wird Fremd-DNA in Form von Plasmiden in eukaryotische Zellen
eingebracht. Diese liegt entweder extra-chromosomal vor und kann nach dem Passagieren
wieder verloren gehen (transiente Transfektion), oder sie wird aufgrund eines
Selektionsdrucks oder (ber eine virale Transfektion in das Genom integriert (stabile
Transfektion). In dieser Arbeit wurden die mit ShRNA-Plasmiden transfizierten Zellen far 1-3
Tage mit Puromycin (1 pg/ml) anselektiert, um eine hohere knockdown-Effizienz zu

erreichen. Es wurden keine stabilen Zelllinien generiert.

4.2.4.1 Transiente Transfektion mit CaPOq,

Bei der Transfektion mit Kalziumphosphat wird die DNA mit einem Phosphat-haltigen Puffer
und Kalziumchlorid gemischt. Dabei fallt Kalziumphosphat aus, welches an die DNA bindet.
Diese Prazipitate setzen sich auf der Zelloberflaiche ab und werden (ber Endozytose

aufgenommen.
Folgende Angaben beziehen sich auf eine 145 cm? -Zellkulturschale:

Die Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion je nach Transfektionsdauer (2-3x10°
Zellen/Schale) in 20 ml Vollmedium ausgesét. Vor der Transfektion wurde das Medium auf
15 ml reduziert und der Transfektionsansatz unter Schwenken zugetropft. Der Ansatz fur

eine Schale setzte sich wie folgt zusammen:

Reagenz Menge
Wasser 2,25 ml
2x HEBS 2,5ml
DNA 80-100 ug
CaCl, (2M) 315yl

Dabei wurden Wasser, HEBS und DNA gemischt und kurz gevortext. Die Bildung der
Préazipitate erfolgte durch tropfenweise Zugabe des kalten Kalziumchlorids. Der Ansatz
wurde erneut gevortext und fir 10-15 min bei Raumtemperatur inkubiert, um ihn
anschliel3end auf die Zellen zu geben. Nach 4-6 h Inkubation im Brutschrank erfolgte ein
Glycerolschock bei HeLa-Zellen, um die Prazipitat-Aufnahme zu steigern. Dazu wurden die
Zellen fur 3 min mit 8 ml Schockmedium inkubiert und anschlieRend dreimal mit warmem
PBS gewaschen. Nach Zugabe von 20 ml frischem Vollmedium wurden die Zellen Uber
Nacht weiter im Brutschrank kultiviert. Bei Transfektionen, die zur Uberexpression von

Proteinen dienten, wurden die Zellen 24 h nach der Transfektion ggf. behandelt und
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geerntet. Fir die Generierung von knockdown-Zellen mittels shRNA-Plasmiden wurden die
Zellen fur 24-72 h unter Puromycin (1 pg/ml) weiter kultiviert. Dabei erfolgte je nach
Zelldichte ein Passagieren der Zellen. Um stérendes Kalziumphosphat auf den Zellen zu
entfernen, wurden die Zellen vor dem Ablésen einmal mit PBS/EDTA (0,4 mg/l) gewaschen.
Einen Tag vor dem Ernten wurde ein Mediumwechsel durchgefuhrt, um tote Zellen aus dem

Medium zu entfernen.

4.2.4.2 Transiente Transfektion mit Lipofectamine

MEF (TA7) Zellen wurden fir einen shRNA Screen mit Lipofectamine LTX with PLUS
reagent transfiziert. Dazu wurden 3,3x10* Zellen in einer 48-Well-Platte in 300 pl DMEM
ohne Antibiotika mit zugesetzten nicht-essentiellen Aminosauren ausgesat. Am néachsten
Tag erfolgte die Transfektion. Dazu wurden 270 ng pLKO.1-shRNA bzw. Vektorkontrollen,
270 pl PlusReagent und 1 pl Lipofectamine LTX in 40 pl Serum-freiem Medium (Opti-MEM)
in einem 1,5 ml-Gefal3 gemischt. Dieser Transfektionsansatz wurde unter Schwenken auf die
Zellen getropft. Die Zellen wurden fur 72 h weiter im Inkubator kultiviert, wobei nach 24 und
48 h ein Mediumwechsel mit Puromycin (1 pg/ml) erfolgte. 72 h nach der Transfektion

wurden die Zellen fiir 1 bzw. 3 h mit IL-1a (10 ng/ml) stimuliert und geerntet.

4.3 Arbeiten mit RNA und DNA
4.3.1 Isolierung von Nukleinsauren
4.3.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Um Plasmid-DNA aus transformierten Bakterien zu gewinnen, wurden Ubernachtkulturen in
4 ml (Minipraparation) bzw. 150 ml (Maxipraparation) LB-Medium mit dem entsprechenden
Selektionsantibiotikum angesetzt. Diese wurden im Schuttelinkubator bei 37°C fir ca. 16 h
kultiviert und anschlieRend mit den entsprechenden Kits der Firmen Promega (PureYield™
Plasmid Miniprep System) und Machery & Nagel (NucleoSpin® Plasmid bzw. NucleoBond®
PC500) nach den Angaben der Hersteller aufgearbeitet. Anschlielend erfolgte eine
Konzentrationsbestimmung mittels NanoDrop. Die isolierte Plasmid-DNA wurde bei -20°C

gelagert.

4.3.1.2 Isolierung von RNA

Fur Genexpressionsanalysen mittels Real-Time PCR und Microarray-Analysen wurde die

Gesamt-RNA aus humanen Zelllinien isoliert. Dafiir wurde das NucleoSpin® RNA 11 Kit von
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Machery & Nagel nach den Angaben des Herstellers verwendet. Die RNA wurde dabei in 30-
60 pl RNase-freiem Wasser eluiert. AnschlieRend erfolgte eine Konzentrationsbestimmung
mittels NanoDrop. Die isolierte RNA wurde bei -80°C gelagert.

4.3.2 Reverse Transkription (RT)

RNA wurde mit Hilfe der reversen Transkription in komplementdre DNA (cDNA)
umgeschrieben. Das Umschreiben der cDNA wurde durch das Enzym MMLV (Moloney-
Maus-Leukamie-Virus) Reverse Transkriptase mit Hilfe von Random Hexamer Primern

katalysiert.

Zusammensetzung eines 20 pl-Ansatzes:

Reagenz Menge
RNA 1 ug
RT-Puffer (5x) 4 ul
dNTP Set (10 mM) 0,5 ul
Random Hexamer Primer 0,5 ul
MMLV Reverse Transkriptase 0,5 ul

Folgendes Temperaturprofil wurde fir die reverse Transkription im Thermocycler verwendet:

Temperatur [°C] Zeit [min]
23 10
37 60
95 5
4 o0

Die cDNA wurde bei -20°C aufbewahrt oder konnte direkt in der Real-Time PCR eingesetzt

werden.

4.3.3 Quantitative Real-Time PCR

In dieser Arbeit wurde die Real-Time PCR eingesetzt, um cDNA und CHIP-DNA Proben zu
analysieren. Diese Methode ermdglicht eine quantitative Echtzeitanalyse der PCR mittels

Fluoreszenzfarbstoffen.
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4.3.3.1 TagMan-basierendes System

Fur cDNA Proben wurden TagMan-Assays on Demand der Firma Applied Biosystems
genutzt, welche alle bendtigten PCR-Reagenzien, sowie eine Sequenz-spezifische Sonde
enthalten. Diese Sonde ist am 5-Ende an den Reporterfarbstoff FAM (Carboxyfluorescein)
gekoppelt und besitzt am 3'-Ende den Quencher TAMRA (Tetramethylrhodamin). Wé&hrend
der PCR bindet die Sonde an ihre komplementare Zielsequenz. Durch die rdumliche Néhe
zwischen Reporter und Quencher wird dabei die lichtinduzierte Fluoreszenz des Reporters
Uber Fluoreszenzenergietransfer (FRET) auf den Quencher Ubertragen und kann nicht
gemessen werden. Die Tag-Polymerase unterbricht diese raumliche Nahe wahrend der
Synthese des komplementéaren Stranges durch ihre 5°-3"-Exonukleaseaktivitat und fuhrt so
zur Detektion des Fluoreszenzsignals. Das Signal nimmt dabei proportional zur Menge der
PCR-Produkte zu und ermdéglicht eine Berechnung der Ausgangsmenge. Dabei wird eine
relative Quantifizierung verwendet, indem ein Referenzgen (,Haushaltsgen®) parallel
gemessen und verrechnet wird (AACt-Methode). Der ermittelte Ct-Wert (Cycle Threshold)
beschreibt den Zyklus der PCR, in dem das Signal signifikant tber der Hintergrund-
Fluoreszenz ansteigt. Fir eine Normalisierung werden die Ct-Werte von Zielgen und nicht-
reguliertem ,Haushaltsgen“ voneinander subtrahiert (ACt). AnschlieRend erfolgt die
Berechnung der differentiellen Expression durch die Differenz zweier ACt-Werte (AACt). Die

unterschiedliche Expression wird dann als n-fache Expression mit n=2"“* angegeben.

In dieser Arbeit wurden die ,Haushaltsgene“ hACTB, hGUSB, mActB und mUbe2I3 zur
Normalisierung verwendet und die behandelten/stimulierten Proben auf die
unbehandelten/unstimulierten Kontrollen bezogen. Zur Analyse diente das ABI PRISM 7500
Sequence Detection System. Die cDNA-Proben fir jede PCR-Reaktion wurden als

Doppelwerte in 96-Well-Platten pipettiert.

Zusammensetzung eines 20 pl Ansatzes:

Reagenz Menge
cDNA 2 pl
TagMan FAST 2x Universal PCR Master Mix 10 pl
TagMan Assays on Demand 0.5 ul
Nuklease-freies Wasser 7.5 ul

Real-Time PCR Temperaturprofil:

Schritt Temperatur [°C]  Zeit [S] Zyklen
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Initiale Denaturierung 95 20 1
Denaturierung 95 3 40
Annealing/Elongation 60 30

4.3.3.2 SYBR Green-basierendes System

Zur Analyse von ChIP-DNA wurde das SYBR Green-basierende System verwendet. Der
Cynin-Fluoreszenzfarbstoff bindet an doppelstrangige DNA. Auch hier korreliert die Zunahme
des Fluoreszenzsignals mit dem Anstieg der PCR-Produkte. Der Farbstoff differenziert
jedoch nicht zwischen spezifischem PCR-Produkt und eventuell auftretenden
Nebenprodukten oder Primer-Dimeren. Mit Hilfe der Schmelzkurvenanalyse wurde am Ende
der PCR die Spezifitat der verwendeten Primer Uberprift. Durch einen kontinuierlichen
Temperaturanstieg wird dabei der DNA-Doppelstrang bei seiner spezifischen
Schmelztemperatur aufgeschmolzen. Der Farbstoff wird freigesetzt und eine Anderung des
Fluoreszenzsignals registriert. Eine Quantifizierung der Fluoreszenzsignale wurde nur dann

vorgenommen, wenn die Schmelzkurvensnalyse eindeutig ein einzelnes PCR-Produkt ergab.

Zusammensetzung eines 20 pl Ansatzes:

Reagenz Menge
ChIP-DNA 2 ul
FAST SYBR Green PCR Master Mix 10 pl
Primer sense (10 pM) 0,5 ul
Primer antisense (10 uM) 0,5 ul
Nuklease-freies Wasser 7l

Das verwendete PCR-Temperaturprofil entsprach dem der TagMan-basierenden PCR. Die
ermittelten Ct-Werte wurden in folgende Formel eingesetzt, um die Menge an DNA als

Prozent des eingesetzten Inputs anzugeben:

X% Input X Verdunnungsfaktor 100%
o Ct Input = Hctip

1009% x 2¢t mput 100%

— X 2Ct Input—Ct IP
2CtIP x Verdinnungsfaktor Verdinnungsfaktor

X% Input =

Da in der Regel in der IP ein hoéherer Ct Wert aufgrund einer niedrigeren DNA Menge zu
erwarten ist, wird der ACt Wert folgendermaflen umgeformt und mit einem negativen

Vorzeichen versehen:
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100%

— —(Ct IP—Ct Input)
Verdinnungsfaktor

Eingesetzter Input  Verdunnungsfaktor

100% 1
50% 2
10% 10

1% 100

Da 1% des Inputs als Referenz eingesetzt wurde, lasst sich diese Formel vereinfachen:

100%

X 2—(Ct IP—Ct Input) _ 2—(Ct IP—Ct Input)
100

X% Input =

4.3.4 mRNA-Expressionsanalyse mittels PreAmp Cells-to-Ctyy Kit

Die Aufarbeitung der Proben aus dem in dieser Arbeit durchgefiihrten shRNA Screen
erfolgte mittels PreAmp Cells-to-Ctyy Kit von ABI nach einem adaptiven Protokoll. Mit Hilfe
des Kits konnte cDNA aus einer kleinen Menge Zelllysat gewonnen werden. Diese wurde in
einem Pre-Amplifikationsschritt mit Gen-spezifischen Primern vervielfaltigt und anschlieend

in einer TagMan-basierenden Real-Time PCR analysiert.

Die Zellen wurden in 1,5 ml-Gefallen auf Eis geerntet und in 12,5 pl Lysepuffer-Ansatz
(12,375 pl Lysepuffer + 0,125 pl DNase) lysiert. Die Proben wurden gevortext, kurz
abzentrifugiert und fur 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Durch Zugabe von 1,25 pl
Stopplosung wurde die Lyse beendet und die Proben erneut gevortext. Die Lysate konnten
direkt auf Eis weiterverarbeitet oder bei -80°C gelagert werden. Im zweiten Schritt erfolgte
das Umschreiben der RNA in cDNA, wobei kein RNA-Isolationsschritt wie bei einer

herkdbmmlichen RT-PCR n6tig war. Die RT-Reaktion wurde als 10 pl-Ansatz durchgefihrt:

Reagenz Menge
Lysat 4.5 ul
RT-Puffer (2x) 5ul
RT-Enzym Mix (20x) 0,5 pl

Die reverse Transkription erfolgte bei folgendem Temperaturprofil im Thermocycler:

Temperatur [°C] Zeit [min]
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37 60
95 5
4 )

Im n&chsten Schritt wurde die gewonnene cDNA mit Gen-spezifischen Primern (TagMan
Assay-On-Demand) preamplifiziert. Dazu wurden die TagMan-Assays 1:100 in TE-Puffer
verdinnt und in folgendem 10 pl-Ansatz verwendet:

Reagenz Menge
cDNA (RT-Produkt) 2,5 ul
TagMan-Assay Pool (1:100) 2,5 ul
TagMan PreAmp MasterMix (2x) 5ul

TagMan-Assay Pool: mUbe2I3, mActB, mCxcll, mCxCl2, mCxCI3, mCxCl5, mCxCI10, mIL6,
mCCL1, mCCL2, mCCL7, mCCL11, mCCL20, mNfkbiz, mNfkbia, mCar13, mMcm?7, mEvl

Temperaturprofil fir PreAmp-PCR:

Temperatur [°C] Zeit Zyklen
95 10 min 1
95 15s
_ 15
60 4 min

Die Proben konnten bei -20°C gelagert oder direkt in der Real-Time PCR eingesetzt werden.

Dazu wurden die Proben 1:5 in TE-Puffer verdiinnt.

20 ul Real-Time PCR Ansatz:

Reagenz Menge
PreAmp-RT-Produkt (1:5) 4 ul
TagMan FAST 2x Universal PCR Master Mix 10 pl
TagMan Assays on Demand 1l
Nuklease-freies Wasser 5ul

Die Proben wurden als Doppelwerte in 96-Well Platten pipettiert. Die Analyse erfolgte mittels
ABI PRISM 7500 Sequence Detection System nach dem Temperaturprofil der Real-Time
PCR (Abschnitt 4.3.3.1).
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4.3.5 mRNA-Expressionsanalyse mittels Microarray

Neben mRNA-Expressionsanalysen Uber RT-gPCRs mit Einzelsonden, wurden Microarrays
durchgefuhrt. Dazu wurden MEF (TA7) Zellen fr 30 min mit IL-1a (10 ng/ml) stimuliert und
die RNA, wie in Abschnitt 4.3.1.2 beschrieben, isoliert. Das Experiment wurde zweimal
durchgefuhrt. Die Microarray-Analyse wurde von Dr. Oliver Dittrich-Breiholz (Institut far
Physiologische Chemie, MHH Hannover) durchgefiihrt. Es folgte ein Whole Mouse Genome
Oligo Microarray V2° (G4846A, ID 026655, Agilent Technologies), welcher 44397
Oligonukleotidsonden enthielt. Die cRNA-Synthese erfolgte mit dem Quick Amp Labeling kit,
one color (#5190-0442, Agilent Technologies). Die anschlieRende cRNA Fragmentierung,
Hybridisierung und die Waschschritte erfolgten nach dem Protokoll One-Color Microarray-
Based Gene Expression Analysis Protocol V5.7 (Agilent Technologies, 2008). Die
Arrayslides wurden in einem Agilent Micro Array Scanner G2565CA mit der Pixelauflésung 5
mm, Bittiefe 20 gemessen. Die Fluoreszenzdaten konnten mit der Feature Extraction
Software V10.7.3.1 und einem Standardextraktionsprotokoll verrechnet werden. Die
erhobenen Messwerte wurden in Genespring GX Version 11.5.1 (Agilent Technologies) von
Dr. Axel Weber (Rudolf-Buchheim-Institut fir Pharmakologie, JLU Giessen) normalisiert und
analysiert [92]. AnschlieRend wurden die 50 am starksten durch IL-1 regulierten Gene (Log2-
Werte der Mittelwerte) in absteigender Reihenfolge mittels Farbcode als Heatmap
(MultiExperimentViewer Version 4.8.1) dargestellt.

4.3.6 Klonierung von shRNA-Vektoren

Um einen transienten knockdown von p65 und Sin3a in HelLa Zellen zu generieren, wurden
shRNA-Vektoren kloniert. sh(short-hairpin)RNAs bilden eine Haarnadelstruktur aus und
konnen verwendet werden, um die Expression des Zielgens Uber RNA-Interferenz (RNAI)
stillzulegen. Als Ausgangsvektor diente der pSuper.puro Leervektor, der durch einen

Bglll/HindllI-Restriktionsverdau linearisiert wurde.

Zusammensetzung eines 20 pl Ansatzes:

Reagenz Menge
1ug pSuper.puro (1 pg/ul) 1l
1x Restriktionspuffer Red 2 ul
HindIll (10 U) 1l
Bglll (20 L) 2 ul

Wasser 14 pl
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Der Ansatz wurde 2 h bei 37°C inkubiert. Nach einem Hitze-Inaktivierungsschritt fir 20 min
bei 65°C wurde 1 pl CIAP hinzugegeben, um die offenen Enden des linearisierten Vektors zu
dephoshorylieren. Nach 30 min bei 37°C erfolgte eine Hitze-Inaktivierung fir 15 min bei
85°C. Der linearisierte Vektor wurde mit dem NucleoSpin®Gel and PCR Clean-Up Kit von
Macherey & Nagel nach Herstellerangaben aufgereinigt und in 15 pl Wasser eluiert.

Die synthetisierten 64-mer Oligonukleotide (Abschnitt 3.10), welche die Zielsequenz der
shRNAs beinhalten, wurden hybridisiert, anschlieBend phosphoryliert und schlieZlich in den
offenen Vektor ligiert. Fur die Hybridisierung wurde jeweils 1 pl [3 pg/pl] der Oligo-Paare mit
5 pl T4 PNK Puffer A und 43 pl Wasser gemischt, fur 4 min bei 95°C und 10 min bei 70°C
erhitzt und dann schrittweise abgekihlt. Fir die anschlielende Phosphorylierung der
doppelstrangigen Oligos wurde folgender 10 pl-Ansatz pipettiert:

Reagenz Menge
ds Oligo-Ansatz 2 ul
T4 PNK Puffer A 1l
ATP (1 mM) 1u
T4 Polynukleotidkinase (PNK) 1l
Wasser 5ul

Der Ansatz wurde 30 min bei 37°C inkubiert und fiir 10 min bei 70°C inaktiviert.

Fir die Ligation von linearisiertem Vektor und den Oligos wurde folgender Ansatz pipettiert:

Reagenz Menge
ds, phosphorylierte Oligos 2 pl
linearisierter, dephosphorylierter pSuper.puro Vektor 3 pl
T4 Ligase Puffer 1l
T4 Ligase 1l
Wasser 3ul

Als Negativkontrolle diente ein Ansatz ohne dsOligos. Nach 1 h Inkubation bei
Raumtemperatur oder tber Nacht bei 4°C wurde 1 pl Bglll hinzugefiigt und der Ansatz fur
weitere 30 min bei 37°C inkubiert. Da die Bglll-Schnittstelle des Vektors bei einer
erfolgreichen Insertion der Oligos zerstort wurde, reduzierte man so die Anzahl an negativen
Klonen. Der gesamte Ligationsansatz wurde fur eine Transformation in E.coli XL1-Blue
verwendet. Nach einer Minipraparation von einzelnen Klonen wurde ein Testverdau mit

EcoRl und Hindlll durchgefiihrt. Positive Klone zeigten ein 285 bp grof3es Fragment,
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negative Klone ohne Insert ein Fragment mit 221 bp. Die Fragmente wurden mittels
Agarose-Gelelektrophorese analysiert und Plasmide positiver Klone (40 pl mit 100 ng/ul)
wurden zur Sequenzierung versendet, welche von der Firma LGC Genomics durchgefiihrt

wurde. Dazu wurde der Sequenzierprimer pSP_shRNA_seq (Abschnitt 3.10) verwendet.

4.3.7 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Analyse eines Restriktionsverdaus (shRNA-Plasmid Klonierung) oder von
Scherungsgelen (ChIP und ChIP-seq) wurde die Agarose-Gelektrophorese verwendet. Dazu
wurden 1,5 % Agarose-Gele mit 0,1 pug/ml Ethidiumbromid versetzt. Die Nukleinsauren
wurden bei 100 V fir 30-45 min in 1x TAE Puffer aufgetrennt. Als Gré3envergleich diente ein
DNA-Marker (gene Ruler DNA-ladder Mix). Die Auswertung erfolgte optisch mittels Gel iX
Imager UV-Transilluminator (Intas).

4.3.8 Chromatin-Immunopréazipitation (ChlP)

Die Methode der Chromatin-Immunoprézipitation (ChlP) dient zur Detektion von
Transkriptionsfaktoren und Ko-Faktoren am Chromatin, sowie zur Analyse von Histonen und
deren Modifikationen. Dazu werden die zu untersuchenden Proteine aus einem zuvor
generierten Chromatin-Lysat immunoprazipitiert, wobei DNA und Proteine miteinander
vernetzt vorliegen. Um die Bindung der prazipitierten Proteine am Chromatin zu lokalisieren,
wird die ko-prazipitierte DNA mittels quantitativer Real-Time PCR und spezifischen

Primerpaaren analysiert.

Es wurden KB-, HelLa-Zellen und MEFs verwendet, die je hach Experiment zuvor behandelt
wurden. Je nach GroRRe des Experiments wurden die Zellen in 1-2 T175-Zellkulturflaschen
(KB) bzw. 2-4 143cm?-Zellkulturschalen (HeLa/MEF) geerntet. Um den Ist-Zustand des
Chromatins zu bewahren, wurde dem Medium 1% Formaldehyd zugesetzt, wodurch Proteine
und DNA quervernetzt wurden (Crosslinking). Die Reaktion wurde durch Zugabe von 0,1 M
Glycin fur 5 min bei Raumtemperatur abgestoppt. Die Zellen konnten dann mit einem
Zellschaber im Medium abgekratzt und zentrifugiert (1610 xg/ 4°C/ 5 min) werden. Das Pellet
wurde in kaltem PBS mit PMSF gewaschen und erneut pelletiert (1610 xg/ 4°C/ 5 min).
AnschlieRend erfolgte die Lyse der Zellen je nach Pelletgrof3e in 1-3 ml ChIP Lysepuffer fiir
10 min auf Eis. Die DNA wurde durch Sonifikation im Bioruptor (Diagenode) geschert (4°C,
28 Zyklen, 30 s ON/30 s OFF, Power high), so dass 200-500 bp Fragmente entstanden. Die
Scherung konnte mittels Agarose-Gelelektrophorese Uberprift werden. Durch Zentrifugation
wurden unldsliche Bestandteile entfernt (16100 xg/ 4°C/ 15 min) und das Chromatin bei -
80°C gelagert. Um eine Konzentrationsbestimmung durchzufiihren, wurden 20 pl des
Chromatins mit 100 pl TE-Puffer und 1 pl RNase A versetzt und bei 37°C fir 30 min
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inkubiert. Nach Zugabe von 1% SDS und 3,8 ul Proteinase K (20 mg/ml) wurden die Proben
fur weitere 2 h bei 37°C und anschlieBend tber Nacht bei 65°C inkubiert. Durch diese
Behandlung wurden RNA und Proteine verdaut, sowie das Crosslinking aufgehoben. Die
Test-Proben wurden mit Hilfe des Kits NucleoSpin® Gel and PCR Clean-Up (Macherey &
Nagel) aufgereinigt. Dazu wurden die Proben zunéchst in 240 pyl NTB Puffer (Macherey &
Nagel) resuspendiert und auf die Silica-Saule geladen. Nach einem Waschschritt mit 700 pl
Waschpuffer, sowie Trocknung der Saule durch Zentrifugation, erfolgte die Elution in 50 pl
Elutionspuffer. Die DNA-Konzentration wurde mittels Nanodrop gemessen (X ng/ul) und so
die Konzentration der Ausgangslysate zurlickgerechnet:

ng
Xulx50ul

Chromatinkonzentration [ng/pl] = 20 1l

Bsp: 1x T175 KB-
Zellen
in 2 ml lysiert
! Chromatin-
1 praparation

20 pl Chromatin fir
Konzentrations-
bestimmung
abnehmen

25 ug DNA pro IP 2,5 ug = 10% Input
einsetzen 1
| |

S
v

Aufreinigung:
50 pl Eluat

| S 110
| X
1% Input

1

Vel
2 pl Probe pro
PCR-Reaktion

Fur eine ChIP Probe wurde 25 pg Chromatinlysat eingesetzt. Dazu wurde das Chromatin auf
Eis aufgetaut und die berechnete Menge in 900 pl Dilutionspuffer (ca. 1:10) verdinnt. Der
Ansatz wurde auf zuvor in Dilutionspuffer preaquilibrierte Protein A/G-Sepharose Beads
gegeben (30 pl Mix) und mit 2 pg IgG (10 mg/ml) gemischt. Das Preclearing erfolgte
rotierend bei 4°C fir mindestens 2 h. Parallel dazu wurde 10% der eingesetzten
Chromatinmenge (Input) in Reaktionsgefalie Uberfiihrt und bis zum n&chsten Tag bei -20°C
gelagert. Die Beads wurden anschlieBend abzentrifugiert (2000 rpm/ 4°C/ 1 min) und der
Uberstand mit vorgereinigtem Chromatin in ein neues 1,5 ml-GefaR uberfiihrt. Dann erfolgte

die Inkubation mit einem spezifischen Antikdrper bei 4°C rotierend tber Nacht. Je nach
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Antikérper wurden 1-3 pg in einer IP eingesetzt. Am folgenden Tag wurden die Proben
erneut auf preaquilibrierte Protein A/G-Sepharose Beads (30 pl Mix) gegeben und far
mindestens 2 h bei 4°C rotiert. Um unspezifische Bindungen zu reduzieren, erfolgten
mehrere Waschschritte. Dazu wurden die Beads pelletiert (2000 rpm/ 4°C/ 1 min) und mit je
900 pl Waschpuffer (1x Niedrigsalzpuffer, 1x Hochsalzpuffer, 1x LiCl-Puffer und 2x TE-
Puffer) gewaschen. Zwischen den einzelnen Waschschritten rotierten die Proben bei 4°C fur
5 min. Die gewaschenen Beads, sowie die 10% Input-Proben, wurden dann in 100 pl TE-
Puffer aufgenommen und, wie bereits bei den Test-Proben zur Konzentrationsbestimmung
beschrieben, behandelt, um RNA und Proteine zu entfernen und das Crosslinking
aufzuheben. Auch die Aufreinigung und Elution mittels NucleoSpin® Gel and PCR Clean-Up
Kit (Macherey & Nagel) erfolgte nach den oben beschriebenen Angaben. Die in 50 pul eluierte
ChIP-DNA wurde bis zur Verwendung in der Real-Time PCR bei -20°C gelagert. Die 10%
Input-Proben wurden fiir den Einsatz in der Real-Time PCR 1:10 verdinnt (1%).

4.3.9 ChIP-DNA Sequenzierung (ChIP-seq) und bioinformatische Analysen

Mit der so gewonnenen ChIP-DNA wurden auch Hochdurchsatz-Sequenzierungen
durchgefiihrt. Dabei wurde die ermittelte Sequenz mit dem menschlichen Genom verglichen,
was eine genomweite Analyse von Bindungsereignissen am Chromatin erlaubte. Die Proben
wurden dabei wie unter 4.3.8 beschrieben generiert, die Elution der aufgereinigten DNA
erfolgte jedoch in 50 ul Wasser. Fir die Sequenzierung wurden 10 ng ChIP-DNA in 30 ul
Gesamtvolumen bendtigt. Diese Konzentration wurde durch das Zusammenfihren und die
Aufkonzentrierung mehrerer Proben erreicht. Zur weiteren Verarbeitung und Sequenzierung
wurden die Proben an das Helmholtz-Zentrum fur Infektionsforschung in Braunschweig
versandt (Dr. Michael Jarek und Dr. Sabin Bhuju). Dort wurden die Sequencing Libraries mit
dem lllumina ChiP-seq DNA Sample Prep Kit nach Herstellerangaben erstellt. Die Cluster
wurden mit der Cluster station von Illumina generiert und die Sequenzierung erfolgte nach
dem Protokoll des Genome Analyzer IlIx. Mittels Genome Analyzer Pipeline Analysis
software 1.8 (lllumina) wurden die Fluoreszenzsignale zu Sequenzen prozessiert. Die
bioinformatische Auswertung der Daten wurde von Dr. Marek Bartkuhn (Institut fir Genetik,
JLU Giessen) durchgefuhrt. Dabei wurde die Qualitat der Daten mit FastQC
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) Uberprift und die Sequenzen
(reads) mittels Bowtie auf die Genom-Referenz hgl9 RefSeq Annotationen aus llluminas
iGenome repository Ubertragen. Dabei wird die ,-k Option“ auf 1 gesetzt [170, 171]. Es
wurden nur reads weiter verwendet, die eindeutig einer Stelle im Genom zugeordnet werden
konnten. Fur die Generierung von Bindungsprofilen und Definition von Ho&chstpunkten
(peaks) wurden die Programme MACS v1.41 [172] und CCAT [173] herangezogen. Alle

Analysen, die Uber die Standardeinstellungen hinaus gingen, wurden mittels R/BioConductor
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(http://www.bioconductor.org) durchgefiihrt [174]. Bindungs-Hochstpunkte wurden mit einem
Poisson p-Wert von unter 10° und einem FDR von weniger als 5% als peak definiert. Fir
diese peaks wurde die Uberschneidung zwischen verschiedenen ChIP-DNA Proben
analysiert. Dabei galt eine Uberschneidung zwischen zwei peaks bei einem minimalen
Uberschneidungsintervall von 1lbp. Um nun Differenzen in der Bindung eines Faktors
zwischen verschiedenen ChIP-Proben zu bestimmen, wurden alle Bindestellen unter
verschiedenen Bedingungen zusammengefihrt und die Anzahl der reads fur diese Intervalle
verglichen. Zur Untersuchung von Uberlappungen in den Bindungsprofilen unterschiedlicher
Faktoren wurde das Programm BedTools suite mit eingeschalteter Cluster-Option
verwendet. Um die Bindungsprofile der untersuchten Faktoren zu visualisieren, wurden die
regelmafigen Abdeckungsvektoren (coverage vectors) berechnet und als Millionen reads
normalisiert. Mit Hilfe dieser Daten wurden interessante Regionen unterschiedlicher GroRRen
bestimmt. Die Bin-GrolRe (verwendetes Fenster) lag dabei bei 100 bp und die
durchschnittliche read-Dichte wurde fir jede Position kalkuliert. Daraus wurden kumulative
Bindungsprofile erstellt. Nach einer zusatzlichen Glattung der Daten (Kernel
Regressionsschatzung) konnten die Profile im Integrative Genomics Viewer (IGV V.2.3)

dargestellt werden [175].

4.4 Arbeiten mit Proteinen
4.4.1 Herstellung von Ganzzelllysaten eukaryotischer Zellen

Je nach Fragestellung wurden unterschiedliche Zelllyse-Protokolle zur Immunodetektion von
Proteinen mittels Westernblot durchgefiihrt. Dabei wurde stets auf Eis gearbeitet, um eine

Proteindegradation zu vermeiden.

4.4.1.1 Speziallysate

Die geernteten Zellen wurden in einem entsprechenden Volumen Speziallysepuffer
resuspendiert, kurz gevortext und fiur 15 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend erfolgte eine
Zentrifugation fir 15 min bei 4°C und 10.600 rpm. Der Uberstand wurde direkt zur

Proteinkonzentrationsbestimmung eingesetzt oder bei -80°C gelagert.

4.4.1.2 Bohmann/Weiss-Lysate

Die geernteten Zellen wurden in einem entsprechenden Volumen Bohmann/Weiss-
Lysepuffer [165] lysiert und fur 20 min auf Eis inkubiert. Zum vollstandigen AufschlieRen der

Zellen erfolgte eine Sonifikation (3x 20 min) mittels Branson Sonifier. Um unldsliche


http://www.bioconductor.org/

55

Bestandteile zu entfernen, wurden die Lysate fir 20 min bei 100.000 xg und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefal tiberfiihrt und konnte direkt

zur Proteinkonzentrationsbestimmung eingesetzt oder bei -80°C gelagert werden.

4.4.1.3 Fraktionierte Lyse

Zur Trennung von Proteinfraktionen in die zytosolische (C), l6sliche (N1) und
unldsliche/Chromatin (N2) Kernfraktion, wurde die fraktionierte Lyse durchgefiihrt [108].
Dazu wurde das geerntete Zellpellet sofort in Lysepuffer | resuspendiert und fur 10 min auf
Eis inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation fir 1 min bei 2300 xg bei 4°C. Der Uberstand
enthielt die zytosolischen Proteine (C) und wurde in ein neues Reaktionsgefall tberfuhrt.
Das restliche Pellet wurde in Lysepuffer Il (Volumen wie Lysepuffer |) resuspendiert und fur
20 min auf Eis inkubiert. Wahrend der Inkubation wurden die Proben zweimal kurz gevortext.
AnschlieBend erfolgte die Zentrifugation bei 20.400 xg fir 5 min bei 4°C. Der Uberstand
wurde erneut in ein Reaktionsgefafd Gberfuhrt und enthielt die l6slichen Kernproteine (N1).
Um die unléslichen Proteine in der Chromatinfraktion (N2) zu erhalten, wurde das restliche
Pellet in Lysepuffer Il (Volumen wie Lysepuffer | und II) kraftig gevortext. Flr einen
kompletten Zellaufschluss wurden die Proben aus N2 10-30 s sonifiziert (Branson Sonifier,
Stufe 2) und im Anschluss 50 min auf Eis inkubiert. Nach der Zentrifugation (20.400 xg/ 4°C/
5 min) wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt. Die Lysate der drei
Fraktionen (C, N1 und N2) wurden nun zur Proteinkonzentrationsbestimmung verwendet.

Die Lysate konnten bei -80°C gelagert werden.

4.4.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde nach Bradford durchgefuihrt. Die Methode
basiert auf der Bindung des Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue G-250 an Proteine in
saurer Losung. Dadurch kommt es zur Verschiebung des Absorptionsmaximums von 465 nm
zu 595 nm (Bradford 1976).

Die Lysate wurden in PBS verdinnt (1:200-1:400) und als 100 pl-Triplikate in eine 96-Well-
Platte pipettiert. Parallel wurde eine BSA (bovine serum albumin)-Standardreihe vorgelegt
(0-35 pg/ml in PBS). Dann wurden 100 pl der Farbstoffldsung zugegeben. Nach etwa 5 min
Inkubation bei Raumtemperatur, erfolgte die Messung der Extinktion bei 595 nm im
Microplate Spectrophotometer. Die Konzentration der Probe wurde anhand der BSA-
Standardreihe berechnet. Fir das Laden eines SDS/Polyacrylamid-Gels wurden 50 pg

Protein pro Probe verwendet.
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4.4 .3 Diskontinulierliche SDS-PAGE nach Laemmli

In einem elektrischen Feld kénnen Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt
werden. Dazu werden die Protein-haltigen Lysate bei 95°C in einem reduzierenden
Probenpuffer denaturiert und auf ein SDS/Polyacrylamid-Gel geladen. Die nun negativ
geladenen Proteine wandern zur Anode, wobei kleine Proteine schneller wandern als grof3e.
Bei einer diskontinuierlichen SDS-PAGE werden die Proteine zun&chst in einem Sammelgel
mit neutralem pH gesammelt, um anschlie@end in einem Trenngel mit basischem pH

aufgetrennt zu werden.

In Abhangigkeit der GréRe der untersuchten Proteine wurden 7,5-10%ige Trenngele und

5%ige Sammelgele verwendet.

Losung [ml] 7,5%iges 8%iges 10%iges 5%iges
Trenngel Trenngel Trenngel Sammelgel
ddH,0O 5,91 541 3,65 5,61
50% (v/v) Glycerol 2,38 2,38 2,38 0,9
Trenngelpuffer 10,12 10,12 10,12 -
Sammelgelpuffer - - - 1,26
2% (w/v) SDS 1,32 1,32 1,32 0,5
30% (w/v) Acrylamid 6,6 7,04 8,8 1,68
40% (w/v) APS 0,04 0,04 0,04 0,03
TEMED 0,027 0,027 0,027 0,02
Gesamt 26,4 26,4 26,4 10

Nach dem Polymerisieren des Trenngels wurde dieses mit Sammelgel Gberschichtet. Die
Proben wurden in 1x Roti-Load Auftragspuffer fir 10 min bei 95°C aufgekocht,
abzentrifugiert und in die Taschen des Sammelgels geladen. Als GroRenmarker wurde 10 pl
Page RulerTM Prestained Protein Ladder aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei 50
mA/Gel fir 2% h in 1x Laemmli-Laufpuffer. Anschliefend wurde das Gel fur einen

Westernblot verwendet.

4.4.4 Westernblot

Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden mittels semi-dry Westernblot auf eine
Membran Ubertragen, um sie anschlielBend Uber eine Immunodetektion zu visualisieren.
Dazu wurde das Gel auf eine Methanol-aktivierte PVDF-Membran gelegt und von oben und

unten mit jeweils zwei Lagen Whatman Papier bedeckt. Der Stapel wurde in 1x Blotpuffer



57

getrankt und in der Blotkammer eingespannt. Der Transfer erfolgte fur 2% h bei 0,75
mA/cm?. Im Anschluss wurde die Membran mit einer 0,1%igen Ponceau S-Lésung gefarbt,
um die Ubertragung der Proteine zu Uberprifen. Nach der Entfarbung mit TBST folgte die
Absattigung unspezifischer Bindungsstellen auf der Membran mit 5% Magermilch in TBST
(Blocken) fur 1 h bei Raumtemperatur. Fir eine Immunodetektion spezifischer Proteine
wurde die Membran tber Nacht bei 4°C in einer Primé&rantikdrper-Lésung (1:500-1:10.000 in
5% Magermilch/TBST oder 5% BSA/TBST) geschwenkt. Nach mehrmaligem Waschen der
Membran in TBST (4x 5 min) folgte die Inkubation mit einem HRP-gekoppelten
Sekundarantikorper (1:2000-1:5000 in 5% Milchpulver/TBST) fur 1-3 h bei Raumtemperatur.
Die Membran wurde erneut in TBST gewaschen (4x 5 min) und in ECL-Reagenz fur 1 min
inkubiert. Durch die Enzym-Substrat-Reaktion der HRP mit dem ECL-Reagenz konnte die
freiwerdende Energie in Form von Licht auf einem Film detektiert werden. Dieselbe Membran
konnte fur weitere Antikdrper-Inkubationen in Methanol reaktiviert werden. Nach dem
Blocken in 5% Milchpulver/TBST wurde die Membran Uber Nacht bei 4°C im
Primarantikorper geschwenkt.

4.4.5 Ko-Immunopréazipitation

Zur Detektion von Protein-Protein-Interaktionen wurde eine Ko-Immunoprazipitation
durchgefuhrt. Bei dieser Methode wird ein spezifischer Antikorper zu einem Zelllysat
zugegeben. Dieser bindet an sein Antigen und wird an Protein A-oder G-Sepharose Beads
gekoppelt. Unter optimalen Bedingungen koénnen so auch ko-immunoprazipitierte

Interaktionspartner des isolierten Antigens nachgewiesen werden.

Pro Ansatz wurde eine 50%ige Protein A/G Sepharose-Ldsung (30 ul) verteilt. Nach dem
Aquilibrieren der Beads mit 500 pl Bohmann/Weiss-Lysepuffer (2000 rpm/ 4°C/ 1 min),
wurden 500 pg-1 mg Proteinlysat (Bohmann/Weiss-Lyse) zugegeben und mit Lysepuffer auf
900 pl aufgeflillt. Die Proben wurden fir mindestens 2 h bei 4°C rotiert. Dieses Vorreinigen
(Preclearing) der Lysate sollte unspezifische Bindungen an die Beads abséttigen. Parallel
dazu wurden Proben zur Kopplung des Antikdrpers an die Beads vorbereitet. Daflr wurden
ebenfalls 30 pl der Protein A/G Sepharose-Losung pro Probe verteilt, in Lysepuffer
aquilibriert und mit 900 pl Lysepuffer aufgefillt. Hier erfolgte nun die Zugabe des
spezifischen Antikérpers (2 ug) bzw. der IgGs (2 ug; Kaninchen bzw. Maus). Diese Proben
wurden ebenfalls fir mindestens 2 h bei 4°C rotierend inkubiert. AnschlielRend wurden die
Antikorper-gekoppelten Beads einmal mit 500 pl Lysepuffer gewaschen und das gereinigte
Lysat zugegeben. Es folgte eine Inkubation Uber Nacht bei 4°C auf dem Rotierer. Die Beads
wurden dreimal mit 900 pl Bohmann/Weiss-Waschpuffer gewaschen und zwischen den

Waschschritten fiir 3 min bei 4°C rotiert. Dann wurden die pelletierten Beads in 30 pl 2x Roti-
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Load fur 10 min bei 95°C aufgekocht. Die ko-/immunoprazipitierten Proteine wurden mittels
SDS-PAGE und Westernblot analysiert.

4.4.6 ,Half-Way “ ChIP

Zusatzlich zur Ko-Immunoprazipitation wurde ein abgewandeltes ChiP-Protokoll (,Half-Way*
ChIP) verwendet, um Protein-Protein-Interaktionen nachzuweisen. Dabei wurde kein
Ganzzelllysat (Bohmann/Weiss-Lysat) verwendet, sondern ein Chromatin-Lysat. Dadurch
sollten Interaktionspartner von Chromatin-assoziierten Proteinen nachgewiesen werden
[176].

Die Durchfuhrung entsprach der Beschreibung des ChIP Protokolls unter 4.3.8, wobei ein
abgewandeltes Waschprotokoll verwendet wurde. Die Proben wurden nur zweimal in
Niedrigsalzpuffer und einmal in Hochsalzpuffer gewaschen. Die pelletierten Beads wurden
anschlief3end in 30 pl 2x Roti-Load fir 10 min bei 95°C aufgekocht. Parallel wurden 10% des
Inputs in 1x Roti-Load denaturiert. Die Analyse der ko-/immunoprazipitierten Proteine
erfolgte mittels SDS-PAGE und Westernblot.

4.4.7 Saureextraktion von Histonen

Um die globale Acetylierung von Histonen im Westernblot zu analysieren, wurde eine
Saureextraktion von Histonen durchgefiihrt. Dazu wurden KB-Zellen in 10 cm-Schalen
ausgesat und fir 24 h mit TSA (Trichostatin A) behandelt [100, 200, 300 und 400 ng/ml]
bzw. unbehandelt gelassen oder mit der entsprechenden L&ésungsmittelmenge (Ethanol)
behandelt. Nach dem Ernten wurden die Zellen in 600 pl Triton-Extraktionspuffer
resuspendiert und fir 10 min auf Eis lysiert. AnschlieRend wurden die Zellen zentrifugiert
(6500 xg/ 10 min/ 4°C) und der Uberstand verworfen. Das Pellet, welches nun die Zellkerne
enthielt, wurde in 300 ul Triton-Extraktionspuffer gewaschen (6500 xg/ 10 min/ 4°C) und
anschlie3end in 100 pl 0,2 N HCI resuspendiert. AnschlieRend wurden die Histone Uber
Nacht bei 4°C extrahiert. Nach einer Zentrifugation (6500 xg/ 10 min/ 4°C) konnte der
Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR Uberfihrt und die Proteinkonzentration nach

Bradford bestimmt werden.
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5 Ergebnisse

5.1 NF-kB p65 als Masterregulator von IL-1-induzierbaren Promotoren und

Enhancern

Ein initiales Ziel dieser Arbeit war es, im Kontext der Regulation von inflammatorischen
Genen den Einfluss der NF-kB p65 Untereinheit auf die Rekrutierung von weiteren
Transkriptionsfaktoren/Ko-Regulatoren und auf Promotor/Enhancer-spezifische
Histonmodifikationen zu bestimmen. Hierzu sollte geklart werden, welcher Faktor initial nach
Gabe des Stimulus bindet und essentiell fur die weiteren Ablaufe zur Aktivierung der
Genexpression ist. Zu diesem Zweck wurden p65 ,loss-of-function® Ansatze in murinen und
humanen Zellsystemen verwendet oder etabliert, welche es erlaubten, die Rolle von p65 am

Chromatin genauer zu charakterisieren.

5.1.1 Vergleich der IL-1- und p65-abhangigen Genexpression in humanen und

murinen Zellsystemen

Alle in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wiesen eine starke und reproduzierbare IL-1
Responsivitat auf, sodass IL-1-abhangige Effekte auf Ebene von Proteinen, der mRNA und
des Chromatins vergleichend untersucht werden konnten. In Abbildung 6 sind Microarray-
Analysen der hier verwendeten humanen und murinen Zelllinien dargestellt. Dabei werden
bereits existierende (Abb.6A, 6C, 6D), und im Laufe dieser Arbeit generierte (Abb.6B)
Analysen miteinander verglichen. Die Sortierung der 50 am starksten durch IL-1 induzierten
Gene macht deutlich, dass in dieser Arbeit untersuchte humane (IL8, CXCL2, CXCL3,
CXCL1, CCL2) und murine (mCxcl2, mCxcll, mCcl20, mCxcl10, mCcl7, mCcl2) Chemokine
erst durch den IL-1 Stimulus verstarkt exprimiert werden. Basal (im unstimulierten Zustand)
sind sie dagegen haufig kaum messbar (Abb.6). HeLa-Zellen, die im Zellzyklus durch 48 h
Serumentzug (Arrest in GO) mit anschlieender Serumzugabe fur 6 h (Eintritt in die G1-
Phase) synchronisiert wurden, zeigten, dass die Induktion vieler dargestellter Gene auch
Serum-abhéngig sein kann (Abb.6D). Eine zusétzliche Stimulation mit IL-1 verstarkt diese
Expression noch weiter (Abb.6D). AulRerdem verdeutlichen die Microarray-Analysen von NF-
KB p65-knockout murinen embryonalen Fibroblasten (p65 -/- KO MEFs) die zentrale Rolle
von p65 fir die Expression zahlreicher Zielgene (Abb.6C). Bisher ist jedoch nicht vollstandig
geklart, welche Faktoren synergistisch mit NF-kB fir die IL-1-abh&ngigen Ereignisse an den
Promotoren und Enhancern der Zielgene verantwortlich sind, welche Hierarchie der

Bindungsereignisse vorliegt und welche Chromatin-Verdnderungen stattfinden. Dies sollte im
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Folgenden anhand von prototypischen IL-1 Zielgenen mit Hilfe der hier dargestellten

Zellsysteme naher charakterisiert werden.
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Abbildung 6: Vergleichende Microarray-Analysen von in dieser Arbeit verwendeten
Zellsystemen fir die 50 am stérksten IL-1-induzierten Gene. Dargestellt sind Microarray-Analysen
von IL-1 stimulierten KB-Zellen (A), murinen embryonalen Fibroblasten TA7 (B), NF-kB p65-
defizienten (p65 -/- KO) bzw. mit HA-p65 rekonstituierten (p65 -/- HA-p65 Wt) murinen embryonalen
Fibroblasten (C) und im Zellzyklus synchronisierten HelLa-Zellen (D). Die Zellen wurden fur die
angegebenen Zeitpunkte mit IL-1 [10 ng/ml] stimuliert. Die isolierte RNA aus mindestens zwei
unabhéangigen Experimenten wurde fir Agilent Microarray-Analysen (Abschnitt 4.3.5) verwendet. Die
Mittelwerte der 50 am starksten durch IL-1 induzierten mRNAs sind als Log2 Ratio mittels Farbcode
(Heatmap) in absteigender Reihenfolge dargestellt. Rot markierte Gene werden durch IL-1 verstarkt
exprimiert, blaue dagegen vermindert. Eine graue Farbe markiert Gene mit niedrigen oder fehlenden
Hybridisierungssignalen. Chemokin-Gene werden griin hervorgehoben. Die Daten wurden aus in der
Arbeitsgruppe Kracht bestehenden (A modifiziert nach [177], C modifiziert nach [92], D modifiziert
nach [100]) und der in dieser Arbeit durchgefuhrten (B modifiziert nach [92]) Microarray-Analysen von
Dr. Axel Weber ausgewertet und mittels MultiExperimentViewer (V.4.8.1 [178]) dargestellt.

5.1.2 Analyse der Rekrutierung von Ko-Faktoren an die IL8 und CXCL2 Loci im
humanen p65 ,,loss-of-function“-Modellsystem

Im Folgenden wurde in HelLa Zellen ein shRNA-vermittelter p65-knockdown etabliert. Eine
fur die shRNA-kodierende cDNA wurde im Zuge dieser Arbeit in einen pSuper.puro Vektor
kloniert. Transient transfizierte Zellen wurden fir 48 h mit Puromycin selektiert, um eine

starke Defizienz zu gewahrleisten. pSuper.puro Transfektionen ohne shRNA Insert
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(Leervektorkontrollen) dienten hierbei als Kontrollen. In jedem dieser Experimente wurde die
verbleibende p65 mMRNA- und Proteinmenge mittels RT-gPCRs und Westernblots
guantifiziert (Abb.8C, 8D). Die funktionellen Auswirkungen der p65-Defizienz wurden auf
Ebene des Chromatins mittels Chromatin-Immunoprazipitationen (ChIP), der mRNA
Expression mittels RT-gPCR und der Proteinexpression mittels Westernblot im Vergleich zu
den Leervektorkontrollen analysiert (Abb.8). Als klassische IL-1 Zielgene wurden vor allem
IL8 und CXCL2, welche den CXC-Chemokincluster auf Chromosom 4 flankieren, naher
charakterisiert. In Abbildung 7 sind die Bezeichnungen und die anhand von ChiP-seq Daten
aus einem ebenfalls in der Arbeitsgruppe verwendeten humanen Epithelzellmodellsystem,
den KB Zellen, ausgewahlten Lokalisationen der PCR-amplifizierten Regionen
mafstabsgetreu dargestellt. Diese Primerpaare fur die IL8 und CXCL2 Loci wurden in den
nachfolgend beschriebenen ChlIPs verwendet. Es wurden sowohl die Promotoren als auch
die Enhancer, welche strangaufwarts der Promotoren liegen, untersucht. Die p65-bindenden
Enhancer wurden mittels genomweiter Auswertungen als Klasse Il-Enhancer definiert und
zeichnen sich durch eine IL-1-stimulierbare Acetylierung von H3K27 und eine IL-1-
unabhangige Monomethylierung von H3K4 aus [177]. Als Negativkontrollen dienten genfreie
Regionen zwischen Enhancern und Promotoren. Sowohl Enhancer als auch Promotoren
weisen unter den experimentell ermittelten regulierten p65 ChIP-seq Peaks NF-kB Motive
auf und zeichnen sich durch eine IL-1-induzierte p65 Bindung, sowie Promotor- und
Enhancer-spezifische Histonmodifikationen (H3K27ac und H3K4me1l) aus (Abb.7).
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Abbildung 7: Lokalisation der ChIP-PCR Regionen an den humanen IL8 und CXCL2 Loci.
Dargestellt sind Ausschnitte von ChIP-seq Profilen aus KB Zellen fiir die angegebenen Antikérper und
Stimulationsbehandlungen mit IL-1a [10 ng/ml / 1 h] an den IL8 und CXCL2 Loci auf Chromosom 4.
Markiert sind Regionen mit einem NF-kB Motiv, Klasse |l Enhancern und die mittels PCR
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amplifizierten DNA-Abschnitte. Die Experimente wurden von Liane Jurida durchgefuhrt. (Abbildung
modifiziert nach [177])

Um die IL-1-induzierte Bindung von Ko-Faktoren in p65-defizienten HeLa Zellen an den IL8
und CXCL2-Loci zu untersuchen, wurden ChlIP Experimente durchgefuhrt (Abb.8A, B). Am
IL8 Promotor wurde eine IL-1-induzierte Rekrutierung von p65, p50, RNA-Pol Il, P(S5)-Pol II,
c-Fos, JunD, c-JUN, FRAL1 und ATF2 gefunden. Am CXCL2 Promotor lag dagegen die
Detektion von c-JUN im Bereich der Negativkontrolle. In den p65-knockdown Proben waren
diese Bindungen gehemmt oder stark reduziert. Am IL8 und CXCL2 Enhancer konnte eine
signifikante IL-1-abhangige Bindung von p65, p50, c-Fos und JunD nachgewiesen werden.
Die Signale fur c-JUN und ATF2 lagen im Bereich der Negativkontrolle, wahrend FRAL eine
IL-1-unabhangige Bindung tber den Negativkontrollen aufwies. Der p65 Verlust fihrte auch
hier zu verminderten Signalen aller IL-1-induzierten Bindungen. JunD zeigte an beiden
Promotoren und Enhancern bereits eine basale Bindung, die durch IL-1 jedoch gesteigert
wurde. Im p65-knockdown sank die JunD Bindung wieder auf ihr basales Niveau zurick,
wurde aber nicht weiter reduziert (Abb.8A, B).
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Abbildung 8: NF-kB p65 spielt eine essentielle Rolle fiir die Rekrutierung von Ko-Faktoren an
die IL8 und CXCL2 Loci und fir die IL8 und CXCL2 mRNA Expression. HelLa Zellen wurden mit
pSuper.puro Kontrollvektor bzw. pSuper.puro-shp65 transfiziert, fir 48 h mit 1 pg/ml Puromycin
selektiert und mit IL-1a [10 ng/ml] fur 1 h stimuliert bzw. nicht behandelt. Die ChIP wurde mit den
beschriebenen Antikérpern durchgefihrt und mittels Real-Time PCR und den angegebenen
Primerpaaren fur die Promotoren, Enhancer und genfreien Kontrollregionen an den IL8 und CXCL2
Loci analysiert (Abb.7). IgG-IPs wurden als Negativkontrolle verwendet. Fur die jeweiligen Antikorper
sind die Mittelwerte +/- s.e.m [% Input] aus mindestens zwei, maximal vierzehn unabhangigen
Experimenten gezeigt (A)(B). Die p65-, IL8- und CXCL2-Expression wurden mittels RT-gPCR
untersucht und die Mittelwerte +/- s.e.m. aus sieben unabh&ngigen Experimenten dargestellt (C). Fur
die Analyse der Proteinmengen im Westernblot wurde eine IL-1 Zeitreihe mit den angegebenen
Zeitpunkten durchgefiihrt und die Expression der IL-1 Signalwegkomponenten p65, IkBa, P-p38, p38,
P-INK, JNK, c-Fos, JunD und p50 udberprift (in Kooperation mit Helmut Muller) (D). (Abbildung
modifiziert nach [177])

Die p65-Defizienz wirkte sich auch auf die Expression der Zielgene IL8 und CXCL2 aus. Hier
sank der induzierbare mMRNA-Spiegel fast komplett ab (Abb.8C). Auch der basale IL8 und
CXCL2 mRNA Spiegel war erniedrigt (Abb.8C).

Um die Auswirkungen des p65-knockdowns auf wesentliche Komponenten des IL-1
Signalwegs zu Uberprifen, wurden Westernblot Analysen nach einer IL-1 Zeitreihe

durchgefuhrt (Abb.8D). Die Expression der p65 Zielgene IkBa und p50 wurde im p65-
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knockdown wie erwartet gehemmt, wodurch vor allem die Resynthese des zytosolischen NF-
KB Inhibitors IkBa stark beeintrachtigt wurde. Ein p65-knockdown hatte erwartungsgemaf
daher auch massive Effekte auf seine proximal gelegenen Regulatoren. Dagegen waren die
Phosphorylierungen von p38 und JNK, sowie deren totalen Proteinmengen, deutlich weniger
und die Proteinmengen von c-Fos und JunD nicht beeinflusst. Folglich sind die in Abbildung
8A gezeigten Chromatineffekte des p65-knockdowns am ehesten auf die Rekrutierung der
beschriebenen Faktoren und nicht auf eine global verminderte Expression oder Regulation
zurickzufihren. Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass p65 einen zentralen und
essentiellen molekularen Schalter der IL-1-abhéngigen Genexpression darstellt, der eine
Vielzahl weiterer Bindungsereignisse am Chromatin kontrolliert.

5.1.3 Einfluss von NF-kB p65 auf den Histonstatus von IL-1-induzierbaren

Promotoren und Enhancern

Wie Liane Jurida im Laufe ihrer Dissertation in KB Zellen bereits zeigen konnte, wird die
Acetylierung von H3K27 an IL-1-abhéngigen Promotoren und Enhancern durch den IL-1
Stimulus weiter gesteigert, wahrend die Monomethylierung von H3K4 an diesen Loci
unverandert bleibt [177]. Durch die Verwendung des zuvor dargestellten p65 ,loss-of-
function* Modellsystems, sowie durch pharmakologische Hemmung von IKK2 bzw.
knockdown von TAK1, sollte im Folgenden der Signalweg, welcher zur IL-1-regulierten
H3K27ac flhrt, naher untersucht werden.
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Abbildung 9: Essentielle Rolle von p65 fir die IL-1-abh&ngige Acetylierung von H3K27 an den
IL8 und CXCL2 Loci. HelLa Zellen wurden mit pSuper.puro Kontrollvektor bzw. pSuper.puro-shp65
transfiziert, fir 48 h mit 1 pg/ml Puromycin selektiert und mit IL-1a [10 ng/ml] fir 1 h stimuliert bzw.
nicht behandelt. Die ChIP wurde mit den beschriebenen Antikdrpern durchgefiihrt und mittels Real-
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Time PCR und den aufgefihrten Primerpaaren fir die IL8 und CXCL2 Loci (in Abb.7 dargestellt)
analysiert. Gezeigt sind die Mittelwerte +/- s.e.m [% Input] aus mindestens zwei unabhangigen
Experimenten. (Abbildung modifiziert nach [177])

Es wurden ChIP Experimente in p65-defizienten HelLa Zellen mit IL-1 Stimulation
durchgefuhrt und die Auswirkungen des knockdowns auf die Acetylierung von H3K27 und
die Monomethylierung von H3K4 an den IL8 und CXCL2 Loci analysiert (Abb.9). In den
Vektorkontroll-Zellen nahm nach IL-1 Stimulation die Histondichte (H3) ab, sodass der Locus
offenbar zuganglicher fur Transkriptionsfaktoren und Ko-Faktoren wurde. AuRerdem stiegen
nach IL-1 Behandlung die Signale fir H3K27ac vor allem am IL8 Enhancer an. Die H3K4
Monomethylierung war relativ zur H3 Dichte durch IL-1 dagegen kaum beeinflusst. In den
p65-knockdown Zellen war die Abnahme der Histondichte und somit die weitere Offnung des
Chromatinlocus vermindert. Gleichzeitig wurde die IL-1-induzierte H3K27 Acetylierung stark
reduziert, wahrend H3K4mel relativ zur Histondichte kaum Veranderungen zeigte. Die
relativen Anderungen sind in Abb.15 noch einmal zusammenfassend mit weiteren
knockdown-Experimenten graphisch dargestellt. Die beobachteten Effekte auf die IL-1-
abhangigen Enhancer von IL8 und CXCL2 wurden zusétzlich an zwei weiteren als Klasse |l
Enhancer definierten Loci untersucht (Abb.10). Diese beiden Enhancer-Strukturen lagen in
der N&he von C8orf4 (Chromosom 8) bzw. PPAP2B (Chromosom 1) und wiesen ebenfalls
eine IL-1-induzierte p65 Bindung (11.7 bzw. 8.7-fach) und H3K27 Acetylierung (4.4 bzw.
11.3-fach) auf (Abb.10A).
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Abbildung 10: Charakterisierung von zwei zusatzlichen p65-abhangigen intergenischen
Enhancern. Die oben dargestellte Tabelle enthalt Informationen zur genomischen Lokalisation und
Regulation von zwei zusatzlichen Klasse II Enhancern auf Chromosom 1 und 8. Darunter sind
Ausschnitte fur diese Chromosomenabschnitte von ChlP-seq Profilen aus KB Zellen fir p65,
H3K27ac, H3K4me1l und die Inputkontrolle gezeigt. Dabei werden unbehandelte und IL-1a-stimulierte
Proben [10 ng/ml/ 1 h] verglichen. Zuséatzlich sind Regionen mit vorhergesagten NF-kB Motiven,
Enhancern/Klasse Il Enhancern und die mittels PCR amplifizierten DNA-Abschnitte markiert (A). HeLa
p65-knockdown Zellen wurden, wie in Abb. 9 beschrieben, behandelt und die IL-1-induzierte p65
Bindung, H3 Modifikationen und die H3 Beladung mittels ChIP untersucht. IgG-IPs dienten als
Negativkontrolle. Fur die jeweiligen Antikdrper sind die Mittelwerte +/- s.e.m [% Input] aus zwei
unabhéangigen Experimenten gezeigt (B). (Abbildung modifiziert nach [177])

Die Effekte in p65-defizienten HelLa Zellen konnten in ChIP Experimenten an beiden Loci
bestétigt werden: Die p65 Rekrutierung und die H3K27 Acetylierung wurden im p65-
knockdown gehemmt, wahrend die H3K4 Monomethylierung weitgehend unbeeinflusst blieb
(Abb.10B).

5.1.4 Charakterisierung der apikalen Signalwege der NF-kB p65-abhangigen
Effekte an IL-1-induzierbaren Promotoren und Enhancern

Liane Jurida konnte in ihrer Dissertation bereits zeigen, dass die zytosolische Kinase TAK1
eine essentielle Rolle fur die IL-1-induzierte p65 Bindung und H3K27 Acetylierung an den
Klasse Il Enhancern spielt [177]. Um den vorgeschalteten Signalweg weiter einzugrenzen,
der an der Gen-und Enhancer-spezifischen Rekrutierung von NF-kB p65 beteiligt ist, wurde
die TAKl-abhangige Kinase IKK2 spezifisch durch den reversiblen ATP-kompetitiven
Inhibitor PHA-408 [179] gehemmt. Die Inhibition von IKK2 verhindert die Stimulus-induzierte
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Phosphorylierung und den proteasomalen Abbau von IkBa. p65 wird dadurch im Zytosol

zuriickgehalten und die Translokation in den Zellkern ist gehemmt.

Zunachst wurde die Funktionalitat von PHA-408 mittels Westernblot und RT-gPCR in KB
Zellen Uberprift (Abb.11A-D). In einer zuvor getesteten Dosis-Wirkungskurve von PHA-408
(Daten nicht gezeigt) und mit einer dadurch ermittelten relativ niedrigen Konzentration des
Inhibitors (5 uM) in einer IL-1 Zeitreihe, konnte die Hemmung der IkBa Phosphorylierung und
damit der reduzierte Abbau von IkBa im Immunoblot nachgewiesen werden (Abb.11B).
Durch eine fraktionierte Lyse wurde die Lokalisation der upstream gelegenen Proteinkinase
TAK1, sowie des downstream gelegenen p65 Proteins nach unterschiedlichen IL-1
Zeitpunkten im Zytosol und der l6slichen bzw. unldslichen Kernfraktion untersucht
(Abb.11C). Wahrend die Expression und Lokalisation von TAK1 wie erwartet nicht vom
Inhibitor beeinflusst wurde, war die Translokation von p65 und p50 nach IL-1 Stimulation
gehemmt. p65 zeigte aufRerdem eine reduzierte Phosphorylierung an S536, welche mit
publizierten Ergebnissen Ubereinstimmt [94, 98]. Man erkennt dabei, dass sich der
Uberwiegende Anteil von p65 in der l6slichen Kernfraktion befindet und zu einem gegebenen
Zeitpunkt nur ein kleiner Anteil stabil mit dem Chromatin assoziiert ist. Die Menge an p65 in
beiden Fraktionen ist IL-1 stimulierbar (Abb.11C).
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Abbildung 11: Die Hemmung von IKK2 beeinflusst die nukledre Lokalisation von p65 und die
IL-1-induzierte H3K27 Acetylierung und Chemokinexpression. KB Zellen wurden mit dem IKK2
Inhibitor PHA-408 [5 uM/ 30 min] in Kombination mit IL-1a [10 ng/ml] fur die angegebenen Zeitpunkte
behandelt oder mit DMSO [0,005%)] inkubiert (A-E). Die mRNA Expression von IL8 und CXCL2 wurde
mittels RT-gPCR quantifiziert. Gezeigt sind die Mittelwerte als x-fache Regulation +/- s.e.m. aus drei
unabhéangigen Experimenten (A). Die suppressiven Effekte von PHA-408 auf den IkBa Abbau wurden
mittels Immunoblot aus Ganzzellextrakten mit den angegebenen Antikdrpern Uberprift. B-Aktin diente
dabei als Ladungskontrolle (in Kooperation mit Helmut Muller) (B). Es wurden die zytosolische (C),
I6sliche (N1) und unlésliche (N2) Kernfraktionen prapariert und auf die Prasenz von TAK1, P-p65, p65
und p50 NF-kB untersucht. B-Aktin, Tubulin und P(S2)-Pol Il dienten als Ladungs- bzw.
Reinheitskontrolle fur jede zellulare Fraktion (in Kooperation mit Helmut Mller) (C). Die Daten aus (C)
wurden quantifiziert und die relative Menge an p65 in N1 und N2 im Vergleich zur
Gesamtproteinmenge in unstimulierten Zellen, welche als Summe der Signale der Proteinbanden in
C+N1+N2 ermittelt wurde, graphisch dargestellt (D). In ChIP Experimenten wurden die PHA-408-
behandelten KB Zellen mit den angegebenen Antikérpern und Primerpaaren fur die 1L8 und CXCL2
Loci mittels Real-Time PCR analysiert. Gezeigt sind die Mittelwerte +/- s.e.m [% Input] aus
mindestens zwei unabhéngigen Experimenten (E). (Abbildung modifiziert nach [177])

Die ECL Signale der p65 Proteinbanden in N1 (losliche Kernfraktion) und N2
(Chromatinfraktion) wurden quantifiziert, wodurch eine ca. 60%ige Abnahme von p65 in N2
verdeutlicht wird (Abb.11D). Die verminderte Translokation von p65 fihrte in
Ubereinstimmung mit den p65-knockdown Ergebnissen auch zu einer reduzierten mRNA
Expression von IL8 und CXCL2 (Abb.11A). In ChIP Experimenten wurden anschlie3end die
Effekte des IKK2-Inhibitors auf Ebene des Chromatins analysiert (Abb.11E). Wahrend die

p65 Bindung an allen untersuchten Loci stark vermindert war und die P(S5)-Pol Il am
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Promotor reduziert vorlag, wurde die IL-1-induzierte H3K27 Acetylierung ebenfalls gehemmit.
Auch hier war die Monomethylierung von H3K4 durch den Inhibitor kaum beeinflusst
(Abb.11E). Die Daten aus Abbildung 11E wurden zusatzlich auf die H3-Dichte normiert und
mit Daten aus KB Zellen, die mit dem TAK-Inhibitor 5Z-7-Oxozeaenol behandelt wurden,
verglichen (Abb.12). Dieser Zell-permeable und ATP-kompetitive Kinase-Inhibitor bindet
kovalent an das Cystein an Stelle 174 innerhalb der ATP-Bindetasche von TAK1 und erlaubt
eine schnelle Inhibition von TAK1 in kultivierten Zellen [180, 181]. Im Gegensatz zur fast
unveranderten Monomethylierung von H3K4, zeigte die IL-1-induzierte Acetylierung von
H3K27 bei beiden Inhibitoren des TAK1-IKK2-Signalwegs eine deutliche Reduktion (Abb.12).
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Abbildung 12: Relative Effekte einer pharmakologischen TAK1- bzw. IKK2-Hemmung auf die IL-
1l-abhéngige H3K27 Acetylierung an den IL8 und CXCL2 Loci. Zusammenfassende Darstellung
der ChIP Experimente fur H3, H3K27ac und H3K4mel aus Abbildung 11E (fur PHA-408) mit analog
erhobenen Daten aus KB Zellen, die mit 5Z-7-Oxozeaenol [1 pM/ 30 min] vorbehandelt wurden. Die
Messungen fir H3K27ac und H3K4mel wurden dabei zusétzlich auf die H3 Dichte normiert und die
unbehandelten Proben jeweils gleich eins gesetzt. Gezeigt sind die Mittelwerte +/- s.e.m. von vier
(Vektorkontrollen) bzw. zwei (5Z-7-Oxozeaenol, PHA-408) unabhéngigen Experimenten. (Abbildung
modifiziert nach [177])

Eine Bestatigung der durch den TAK1-Inhibitor 5Z-7-Oxozeaenol beobachteten Effekte
konnte durch einen TAK1-knockdown erzielt werden (Abb.13). Hierzu wurden in
Zusammenarbeit mit Dr. Katja Handschick funf verschiedene shTAK1 Konstrukte getestet
und die Transfektions-/Selektionsbedingungen optimiert (Daten nicht gezeigt). Ein transienter
knockdown von TAK1 mit dem wirksamsten shRNA Konstrukt fihrte sowohl zu einer
deutlichen Reduktion der TAK1 Proteinmenge (Abb. 13B), als auch zu einer deutlich
reduzierten mRNA Expression der IL-1-induzierbaren IL8 und CXCL2 mRNA Expression
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(Abb.13A). In ChIP Experimenten konnte eine verminderte Bindung von p65 und P(S5)-Pol Il
an allen Loci beobachtet werden, sowie eine Reduktion der IL-1-induzierten H3K27ac
(Abb.13C).
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Abbildung 13: Einfluss einer Suppression der TAK1l Proteinmenge auf die IL-1l-abhé&ngige
Acetylierung von H3K27 und die Genexpression an den IL8 und CXCL2 Loci. HelLa Zellen
wurden mit pSuper.puro Kontrollvektor bzw. pSuper.puro-shTAK1 transfiziert, fir 48 h mit 1 pg/ml
Puromycin selektiert und mit IL-1a [10 ng/ml] fUr 1 h stimuliert bzw. nicht behandelt (A-C). Die mRNA
Expression von IL8 und CXCL2 wurde mittels RT-gPCR quantifiziert. Gezeigt sind die Mittelwerte als
x-fache Regulation +/- s.e.m. aus funf unabhangigen Experimenten (A). Mit Hilfe eines Immunoblots
wurde die Protein Expression von TAK1 uberprift. Tubulin diente als Ladungskontrolle (B). Die ChIP
wurde mit den beschriebenen Antikdrpern durchgefihrt und mittels Real-Time PCR und den
angegebenen Primerpaaren fir die IL8 und CXCL2 Loci (in Abbildung 7 dargestellt) analysiert.
Gezeigt sind die Mittelwerte +/- s.e.m. [% Input] aus mindestens zwei unabh&ngigen Experimenten
(C). (Abbildung maodifiziert nach [177]; in Kooperation mit Dr. Katja Handschick)

5.1.5 Einfluss von c¢-Fos und JunD auf die IL-1-abhangigen

Rekrutierungsereignisse und Enhancer-Formierungen am CXC-Cluster

Die vorhergehenden Experimente zeigten, dass NF-kB p65 eine zentrale Rolle in der
Rekrutierung von weiteren Faktoren und der IL-1-induzierten H3K27ac an den untersuchten

Loci einnimmt. Um den reziproken Fall zu untersuchen, d.h. ob Faktoren fir die Rekrutierung
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von p65 bendtigt werden, wurde die Expression zweier ausgewahlter AP-1 Faktoren (c-Fos
und JunD) uber RNAI-Experimente reduziert und die p65 Rekrutierung in ChiIPs analysiert
(Abb.14). c-Fos diente als Beispiel fir ein Protein, dessen zellulare Expression von IL-1
induziert wird und welches nur transient nach IL-1 Stimulation an den Enhancern und
Promotoren von IL8 und CXCL2 bindet. Dagegen zeigt JunD bereits eine konstitutive
Chromatinbindung, die durch IL-1 noch weiter gesteigert wird, wahrend die zellulare
Gesamtproteinmenge durch IL-1 nicht reguliert wird. Beide Bindungen sind jedoch von p65
abhangig (Abb.14). Ein transienter knockdown von c-Fos und JunD fuhrte zu einer
deutlichen Reduktion der Proteinmenge (Abb.14B). Zu dem gewahlten Stimulationszeitpunkt
(2 h IL-1a) wurden nur maRige Veranderungen auf die IL8 mRNA festgestellt, wahrend die
Depletion von c-Fos in einer ca. 50%igen Reduktion der CXCL2 mRNA resultierte. In ChIP
Experimenten (Abb.14C) war ebenfalls der knockdown beider Faktoren als verminderte
Rekrutierung am Chromatin detektierbar. Die Bindung von p65 und P(S5)-Pol Il war in den
depletierten Zellen nur wenig beeinflusst, wahrend die H3K27 Acetylierung nach IL-1 sogar

leicht anstieg. Dagegen waren die H3-Dichte und H3K4 Monomethylierung kaum veréndert.
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Abbildung 14: c-Fos und JunD haben wenig Einfluss auf die IL-1-abhangigen Effekte an den IL8
und CXCL2 Loci. HeLa Zellen wurden mit pSuper.puro Kontrollvektor bzw. pSuper.puro-shFOS oder
shJunD transfiziert, fir 48-72 h mit 1 pg/ml Puromycin selektiert und mit IL-1a [10 ng/ml] fir 1 h
stimuliert bzw. nicht behandelt (A-C). Die mRNA Expression von IL8 und CXCL2 wurde mittels RT-
gPCR quantifiziert. Gezeigt sind die Mittelwerte als x-fache Regulation +/- s.e.m. aus sechs
(Vektorkontrollen) bzw. mindestens zwei (shFOS, shJunD) unabhéangigen Experimenten (A). Mit Hilfe
eines Immunoblots wurde die Proteinexpression von c-Fos bzw. JunD uberprift. Tubulin diente als
Ladungskontrolle (B). Die ChIP wurde mit den aufgeftihrten Antikoérpern durchgefiihrt und mittels Real-
Time PCR und den angegebenen Primerpaaren fir die IL8 und CXCL2 Loci (in Abbildung 7
dargestellt) analysiert. Gezeigt sind die Mittelwerte +/- s.e.m. [% Input] aus funf (Vektorkontrollen)
bzw. mindestens zwei (shFOS, shJunD) unabhéngigen Experimenten (C). (Abbildung modifiziert nach
[177]; in Kooperation mit Dr. Katja Handschick)

In Abbildung 15 wurden die Daten fir H3K27ac und H3K4mel aus Abbildung 9, 13C und
14C zusatzlich auf die Histondichte (H3) normiert und vergleichend als relative Anderungen
dargestellt. Wahrend die Depletion von c-Fos und JunD wenig oder sogar eine induzierende
Wirkung auf die IL-1-abhangige H3K27 Acetylierung besal3, zeigten p65- und TAK1-
knockdown Zellen eine starke Inhibition. Die Monomethylierung an H3K4 war dagegen durch

keinen knockdown signifikant verandert.
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Abbildung 15: TAK1 und NF-kB p65 sind im Gegensatz zu c-Fos und JunD wichtige
Komponenten eines IL-1-regulierten Signalweges, der zur H3K27 Acetylierung an den IL8 und
CXCL2 Loci fuhrt. Die ChIP Experimente fur H3, H3K27ac und H3K4me1l aus Abbildung 9, 13C und
14C wurden hier zusammengefasst dargestellt. Die Messwerte fur H3K27ac und H3K4mel wurden
dabei zusatzlich auf die H3 Dichte normiert und die unbehandelten Proben jeweils gleich eins gesetzt.
Ein Datenpunkt fir den CXCL2 Locus (gezeigt in Abbildung 14C; shFOS; a-H3K4mel) wurde
aufgrund von sehr niedrigen H3 Werten, die zu nicht plausiblen falsch positiven Ratios fiihren, aus der
Analyse ausgeschlossen. Gezeigt sind die Mittelwerte +/- s.e.m. von zehn (Vektorkontrollen), drei
(shTAK1, shJunD) bzw. zwei (shp65, shFOS) unabhéngigen Experimenten. (Abbildung modifiziert
nach [177]; in Kooperation mit Dr. Katja Handschick)
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Zusammenfassend zeigen die in Kapitel 5.1 dargestellten Ergebnisse, dass NF-kB p65 eine
zentrale Rolle in der Regulation von Bindungsereignissen und Enhancer-Formierungen am
CXC-Chemokincluster nach IL-1 Stimulation einnimmt (Abb.16). Die Ergebnisse weisen eine
Hierarchie der Bindungsereignisse auf. p65 fungiert dabei als Masterregulator, denn erst
durch die Rekrutierung von p65 werden weitere Faktoren gebunden und die Enhancer-
spezifische H3K27 Acetylierung induziert. Durch die Manipulation von Regulatorproteinen im
zytosolischen IL-1 Signalweg konnte gezeigt werden, dass die beobachteten Effekte primér
Uber den TAK1-IKK2-p65 Signalweg reguliert werden, wahrend AP-1 Proteine wie c-Fos und
JunD wenig Einfluss besitzen.
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Abbildung 16: Zusammenfassende schematische Darstellung von NF-kB p65 als
Masterregulator an IL-1-induzierbaren Genen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass p65
eine zentrale Rolle bei der Offnung des Chromatins und der Rekrutierung weiterer Faktoren wie z.B.
AP-1 Faktoren und RNA-Pol Il an die Promotoren bzw. Enhancer von IL-1 induzierten Genen
einnimmt. Darliber hinaus ist p65 essentiell fur die Formierung von bereits durch H3K4mel markierten
Klasse Il Enhancern, indem es die nachfolgende Acetylierung an H3K27 ermdglicht. Die Hemmung
der zwei zytoplasmatischen Kinasen TAK1 und IKK2 grenzte den apikalen Signalweg der p65-
abhéangigen Effekte naher ein.
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5.2 ldentifizierung von neuen nukledren Ko-Regulatoren an IL-1-abhangigen
Promotoren und Enhancern mittels ,,loss-of-function“-Screening in murinen

embryonalen Fibroblasten

Die bisher dargestellten Ergebnisse zeigen die Komplexitat der Regulation IL-1-abhangiger
Gene am Beispiel eines Gen-Clusters. Zahlreiche Faktoren sind offenbar an der parallelen
Induktion mehrerer Zielgene beteiligt. Andere Faktoren werden fir die Aufrechterhaltung der
Transkription oder deren Begrenzung und Termination bengtigt. Trotzdem ist die genaue
Anzahl aller benétigten oder von der Zelle verwendeten nuklearen Faktoren, welche die IL-1
Wirkung im Zellkern molekular regulieren, nicht bekannt. Um neue nukleédre Ko-Regulatoren
der IL-1-abhangigen Genexpression zu identifizieren, wurde daher im Folgenden ein ,loss-of-

function“-Screening durchgefihrt.

5.2.1 Auswahl der Screening Bedingungen

Fir das Screening wurden transiente shRNA-vermittelte knockdowns von 170 ausgewahlten
nuklearen Ko-Regulatoren erzeugt. Dafilir stand eine nahezu genomweite murine shRNA-
Bibliothek aus bakteriellen Dauerkulturen zur Verfigung (TRC1 MISSION® shRNAs, AG
Braun, MPI Bad Nauheim). Die Histon-modifizierenden Enzyme und Proteine aus Chromatin-
remodellierenden Komplexen wurden vor allem aus zwei Publikationen (Kouzarides, 2007
[182] und Bao & Shen, 2007 [183]) ausgewahlt. Eine Liste aller Kandidaten und shRNA
Sequenzen wurde dem Anhang angefigt (Abschnitt 7.3). Fir jedes Zielgen waren drei bis
funf shRNA Konstrukte verfigbar, die auf dem pLKO.1-Puro Vektorsystem basierten
(Abb.19A). Die Plasmid-DNA wurde in Mini-Praparationen aufgereinigt. Fir die Durchflihrung
des Screenings wurde eine murine embryonale Fibroblasten Zelllinie (MEF TA7) verwendet.
MEFs boten den Vorteil ggf. knockout-Modelle fiir die spatere Validierung und weitere
mechanistische Untersuchungen zu benutzen. Die verwendeten TA7-Zellen zeigten eine
starke und reproduzierbare IL-1-Responsivitat verschiedener Zielgene (Abb.17 und Abb.18)
und eine geeignete Transfektionseffizienz. Dazu wurden zunachst verschiedene
Transfektionsreagenzien und Plasmidkonzentrationen ausgetestet (Daten nicht gezeigt). Die
beste Transfektions-Effizienz dieser Zelllinie erreichte Lipofectamine LTX Plus Reagent.
Jede Transfektion wurde durch einen GFP-markierten Kontrollvektor mikroskopisch
Uberpruft. Pro Transfektionsplatte wurden drei Kontrollvektoren (pLKO.1-Puro, pLKO.1-Puro
Scramble shRNA und pLKO.1-Puro-GFP) transfiziert, die fur die spétere Normierung der
Daten herangezogen werden konnten. Im Gegensatz zu vielen genomweiten RNAi-Screens,
die auf artifiziellen Reportergen-Assays basieren, wurden in dieser Arbeit die Effekte auf ein

endogenes Zielgen untersucht. Dazu wurde das am stérksten IL-1-regulierte Chemokingen
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mCxcl2 ausgewahlt. Sowohl in Microarray-Experimenten (Abb.18), als auch in RT-gPCRs
einer IL-1 Kinetik (Abb.17), wurde mCxcl2 als geeignetes Zielgen charakterisiert. Ahnlich wie
mCxcl1, mCcl2, mCcl7, mCcl20, mNfkbia und mNfkbiz zeigte mCxcl2 eine maximale mRNA
Induktion nach 1 h IL-1 Stimulation, die nach 3 h wieder verringert war. mCxcl5 und mll6
wiesen eine verzogerte Induktion auf, die nach 3 h oder evtl. erst spater ihr Maximum
erreichte. mCxcl10 und milcaml besaf3en ihr Maximum dagegen bei 2 h IL-1-Stimulation
(Abb.17).
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Abbildung 17: Expressionkinetik von IL-1-induzierbaren Zielgenen in murinen embryonalen
Fibroblasten (TA7). Die mRNA Expression von ausgewdhlten IL-1a Zielgenen wurde nach den
angegebenen Stimulationszeitpunkten [10 ng/ml] mittels RT-gPCR quantifiziert. Gezeigt sind die
Mittelwerte +/- s.e.m. als x-fache Regulation aus mindestens zwei unabhéangigen Experimenten. Die
Werte wurden auf das Haushaltsgen 8-Aktin (mActB) und die unbehandelte Kontrolle bezogen.

Mit Hilfe von Microarray-Experimenten (Abb.18A), durchgefiihrt mit 0,5 h IL-1 Stimulation,
wurden 13 IL-1-induzierte Gene (MCxcl2, mCxcll, mCcl20, mCxcl10, mCcl7, mCcl2,
mCh25h, mNfkbiz, mCxcl5, mll6, mNfkbia, mlcam1 und mVcam1) ausgewahlt, sowie 5 nicht-
regulierte ,Haushaltsgene® (mActB, mUbe2I3, mEvl, mMcm7 und mCarl3), fir die Gen-
spezifische Primer (TagMan-Assays) in einer Préa-Amplifikations-PCR eingesetzt wurden
(Abb.18A). Die ,Haushaltsgene“ wurden durch eine RT-gPCR validiert (Abb.18B). Da
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aufgrund der geringen Probenmengen und dem fehlenden RNA-Aufreinigungsschritt im
verwendeten Assay keine Konzentrationsbestimmung der eingesetzten RNA maoglich war,
war die Auswahl mehrerer ,Haushaltsgene“ notwendig, um eventuelle Auswirkungen des
knockdowns auf ein einzelnes ,Haushaltsgen® erfassen zu konnen und so Schwankungen

der Probenmengen auszugleichen.
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Abbildung 18: Auswahl der IL-1 Zielgene und ,Haushaltsgene“ fur das spatere RNAi-
Screening. Auswahl der IL-1-induzierbaren Zielgene in MEFs, welche als TagMan-Assays in der Préa-
Amplifikations-PCR eingesetzt wurden. Gezeigt sind zwei unabhangige Microarray-Experimente mit
30 min IL-1a [10 ng/ml] Stimulation. Die Werte sind als Log2 Ratios mittels Farbcode dargestellt. Rot
markierte Gene werden durch IL-1 verstarkt exprimiert, blau markierte dagegen vermindert, griine
Farben entsprechen den spéter per TagMan-PCR gemessenen IL-1 Zielgenen. Die Microarray-Daten
wurden von Dr. Axel Weber ausgewertet und dargestellt (modifiziert nach [92]) (A). Zusatzlich zu -
Aktin (mActB) wurden weitere IL-1-unabhéngige ,Haushaltsgene® mittels RT-qPCR Uberpruft, welche
anhand der Microarray-Experimente ausgewahlt und ebenfalls als TagMan-Assays in die Pra-
Amplifikations-PCR eingesetzt wurden. Dargestellt sind die Werte als x-fache Regulation +/- s.e.m. fur
die angegebenen mRNAs nach 3 h IL-1a [10 ng/ml] Stimulation, sowie die gemessenen Ct-Werte +/-
s.e.m. als Duplikate (B).
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Die Durchfihrung des Screening-Assays ist in Abbildung 19 schematisch dargestellt. Die
shRNA Konstrukte bzw. Negativkontrollen wurden als Duplikate transfiziert und fir 48 h mit
Puromycin selektiert, um einen effizienten knockdown zu erreichen. Anschlie3end erfolgte
die Stimulation mit IL-1. Es wurden zwei Screenings durchgefiihrt, wobei in Screen | die
shRNA-Konstrukte pro Gen einzeln transfiziert und die Zellen fur 3 h mit IL-1 behandelt
wurden. In Screen Il wurden die shRNAs pro Gen dagegen als Pool transfiziert und die
Zellen fur 1 h mit IL-1 stimuliert. Die Aufarbeitung der Proben erfolgte mittels PreAmp Cells-
to-Ct Kit. Mit Hilfe des Kits konnte die RNA direkt aus den Lysaten in cDNA umgeschrieben
werden, ohne diese vorher zu isolieren. AuRerdem ermdglichte das Kit eine Aufarbeitung von
sehr kleinen Zellmengen, sodass die Screens miniaturisiert werden konnten. Die cDNA
wurde zunachst in einer Pra-Amplifikations-PCR mit den zuvor ausgewahlten TagMan-
Assays linear vervielfaltigt, um sie anschlieBend in einer Standard Real-Time PCR zu
guantifizieren (Abb.19B).
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Abbildung 19: Durchfiihrung des Screening-Assays. Schematische Darstellung des pLKO.1-Puro
Kontrollvektors bzw. Ausgangsvektors fur die sShRNA-Sequenzen [184] (A). Schematische Darstellung
der Durchfiihrung pro 48-Loch-Transfektionsplatte. 3.5x10* Zellen (MEF TA7) wurden in einer 48-
Lochplatte ausgesat, am Folgetag transient mit 270 ng Plasmid-DNA von den jeweiligen pLKO.1-
shRNA Konstrukten bzw. Kontrollvektoren einzeln (Screen ) oder als Pool (Screen Il) mit
Lipofectamine LTX Plus Reagent transfiziert und fir 48 h mit Puromycin (1 pg/ml) selektiert. Die Zellen
wurden fir 3 h (Screen I) bzw. 1 h (Screen Il) mit IL-1a (10 ng/ml) stimuliert. Es folgte eine
denaturierende Lyse mit direkter reverser Transkription der RNA. AnschlieRend wurden ausgewahlte
TagMan-Assays fir eine Pra-Amplifikations-PCR der cDNA verwendet. Die amplifizierten Sequenzen
wurden mittels Real-Time PCR quantifiziert (B).

5.2.2 Berechnung und Darstellung von dCt und ddCt Werten zur Identifizierung
der starksten regulatorischen Effekte auf das Zielgen mCxcl2

Zur Analyse der knockdown-Effekte wurden in der finalen Real-Time PCR von Screen | die
Ct-Werte fur mCxcl2 und die beiden ,Haushaltsgene mActB und mUbe2l3 gemessen
(Abb.20A). Beide ,Haushaltsgene® zeigten wie erwartet keine Regulation durch IL-1,
wahrend die Expression von mCxcl2 zunahm. Die Ct-Werte fir mUbe2I3 wiesen geringere
Schwankungen auf, als fur mActB. Fur Screen Il wurde daher mUbe2I3 als ,Haushaltsgen®

guantifiziert.
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Abbildung 20: Darstellung der in Screen | und Il gemessenen Werte. Die Boxplots zeigen die
Verteilung der in Screen | und Il gemessenen Ct Werte der Real-Time PCR Messungen. Der
Interquartilsabstand (graue Box) enthalt 50% der Werte und besteht aus dem unteren (0.25) und
oberen (0.75) Quartil. Der schwarze Median markiert den Mittelwert dieser Datenmenge, wahrend der
rote Median den Mittelwert aller Werte darstellt. Die Whisker (1.5x Boxlange) und Ausreif3er definieren
die minimalen und maximalen Datenwerte (A-B). Gezeigt sind die Ct-Werte fir mActB, mUbe2I3 und
mMCxcl2 mit und ohne IL-1a Stimulation [10 ng/ml] aus Screen | (922 Werte) und Il (188 Werte) (A).
Die mMRNA Expression fiir mCxcl2 aus allen Vektorkontrollen in Screen | ist als x-fache Regulation, auf
mUbe2I3 normiert, dargestellt (43 Werte) (B).

Die Verteilung der Werte fir die x-fache Regulation von mCxcl2 der Vektorkontrollen aus
Screen | zeigte, dass pLKO.1-Puro GFP eine Hemmung der mCxcl2 Expression bewirkte
und pLKO.1-Puro Scramble shRNA groRere Schwankungen als pLKO.1-Puro aufwies
(Abb.20B). Die Daten aus Screen | und Screen Il wurden daher fur die finale Auswertung auf
die unstimulierte Vektorkontrolle pLKO.1-Puro bezogen und auf das ,Haushaltsgen®
mUbe2I3 normiert bzw. nicht normiert ausgewertet. Die Berechnungen fir delta(d)Ct mCxcl2
und delta delta(dd)Ct mCxcl2/mUbe2I3 sind in Abbildung 21 dargestellt. Die berechneten
Werte fur alle shRNAs wurden nach aufsteigender Reihenfolge auf einer logarithmischen
Skala aufgetragen und ein Schwellenwert von Log-2/+2 definiert (Abb.21). Alle knockdowns
daruber oder darunter zeigten eine mindestens 4-fache De-Regulation von mCxcl2.

ldctcxcl2 =-1x (Ct Cxcl2 Probe - Ct Cxcl2 pLKO.1) |
I ddCt Cxcl2/Ube2I3 = -1 x (dCt Cxcl2/Ube2I3 Probe - dCt Cxcl2/Ube2I3 pLKO.1)
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Abbildung 21: Darstellung der dCt und ddCt-Werte aus Screen | und Il. Gezeigt sind nach den
beschriebenen Formeln berechnete dCt und ddCt-Werte fir mCxcl2 und mUbe2I3 aus Screen | (IL-1a
10 ng/ml / 3 h) und 1l (IL-1a 10 ng/ml / 1 h). Die Mittelwerte der shRNAs pro Gen (Screen |) bzw. die
shRNAs als Pool (Screen Il) fir alle 170 getesteten Gene sind nach aufsteigender Reihenfolge
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aufgetragen (Log2). Es ist ein Schwellenwert von Log-2/2 markiert. Alle Messwerte dartber und
darunter weisen eine mindestens 4-fache De-Regulation des Zielgens auf.

Es wurden 16 Kandidaten ausgewahlt, die in mindestens drei der vier berechneten Werte
den Schwellenwert Uberschritten. Sie sind in Tabelle 2 dargestellt. Die knockdowns von
HDAC2, Kdm6a, Phf21a, Sin3a und Padi2 erreichten den Schwellenwert in allen Analysen
beider Screens. Alle 16 knockdowns wiesen eine starke Hemmung der IL-1-induzierten

Expression von mCxcl2 auf (Tabelle 2).

Nr. | shRNA Screen 1 dCt  Screen Il dCt Screen | Screen |l
mCxcl2 mCxcl2 ddCt mCxcl2 ddCt mCxcl2

mUbe2|3 mUbe2|3

1 HDAC2 -3.73 -2.16 -2.72 -2.43

2 Kdm6a -2.90 -7.30 -2.70 -5.05

3 Phf2la -3.24 -2.07 -2.24 -2.19

4 Sin3a -3.83 -3.69 -2.06 -3.04

5 Padi2 -4.37 -2.59 -2.66 -2.10

6 Sirt7 -2.79 -1.83 -2.01 -2.26

7 Ep300 -2.49 -3.08 -1.81 -3.13

8 | Tafl -3.70 -6.56 -1.19 -2.45

9 Ncoal -3.07 -4.17 -2.03 -0.72

10 | Ehmt2 -5.68 -1.68 -2.59 -2.56

11 | Suv420h1 -4.84 -2.90 -2.69 -1.91

12 | Ringl -2.51 -3.06 -0.71 -2.45

13 | Sin3b -2.05 -3.27 -1.88 -3.20

14 | Epcl -2.09 -4.25 0.34 -2.14

15 | Padi4 -7.29 -4.01 -3.36 -1.92

16 | NCor2 -2.95 -7.73 -1.18 -3.65

Tabelle 2: Die knockdowns von sechzehn ausgewdahlten Ko-Regulatoren zeigten eine
mindestens 4-fache Verminderung der mCxcl2 mRNA. Dargestellt sind die dCt und ddCt-Werte
von sechzehn ausgewahlten shRNAs. Die Auswabhlkriterien wurden so definiert, dass mindestens drei
der vier berechneten Werte Uber dem festgelegten Schwellenwert von Log-2/+2 (4-fache De-
Regulation) lagen.

5.2.3 Validierung der Screening Ergebnisse und Untersuchung der Effekte auf

weitere IL-1 Zielgene

Um die Effekte der 16 identifizierten nukledren Ko-Regulatoren zu validieren, wurde in einem
grolReren Malstab eine Standard RT-gPCR Analyse der mRNA-Expression nach 1 h IL-1
Stimulation von mCxcl2, aber auch von weiteren IL-1 Zielgenen in MEF TA7 durchgefuhrt
(Abb.22). Auch hier wurden alle Werte auf die unstimulierte pLKO.1-Puro Vektorkontrolle

bezogen und auf mUbe2I3 normiert.
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Abbildung 22: Validierung der Screening Ergebnisse fur 16 ausgewahlte Ko-Regulatoren und
Expressionsanalysen weiterer IL-1 Zielgene. MEF TA7 wurden mit pLKO.1 Kontrollvektor bzw.
shRNA Pool fuir die angegebenen Zielproteine mittels Lipofectamine LTX Plus Reagent transfiziert, fur
48 h mit 1 ug/ml Puromycin selektiert und mit IL-1a [10 ng/ml] fir 1 h stimuliert bzw. nicht behandelt.
Die mRNA Expression fir die beschriebenen IL-1-stimulierten Gene wurde mittels RT-gPCR
guantifiziert. Gezeigt sind die Mittelwerte als Prozent der x-fachen Regulation der IL-1-stimulierten
Vektorkontrolle +/- s.e.m. von mindestens zwei unabhé&ngigen Experimenten. Die Vektorkontrolle
entspricht 100% (A-B). Abbildung (A) enthalt die Daten fur das Screen-Zielgen mCxcl2, Abbildung (B)
zuséatzlich gemessene IL-1 Zielgene.

Es bestatigte sich die Rolle von allen 16 im Screen ermittelten Kandidaten als Ko-Aktivatoren
von mCxcl2 (Abb.22A). Dagegen waren die Effekte der knockdowns dieser Proteine auf
weitere IL-1 Zielgene sehr variabel (Abb.22B). Einige zeigten ebenfalls eine Reduktion,
keinen Effekt oder sogar eine Induktion nach IL-1-Stimulation. Die knockdowns von Sin3a,
Sirt7, Ep300 und Padi4 wiesen jedoch fur alle gemessenen Zielgene eine mindestens
20%ige Reduktion nach 1 h IL-1 Stimulation auf (Abb.22B).

5.2.4 Einfluss der Depletion von Sin3a auf die IL-1-induzierbare Genexpression

In Abbildung 23A sind die in den Validierungsexperimenten ermittelten Effekte eines Sin3a-
knockdowns auf weitere IL-1 Zielgene noch einmal als x-fache Regulation separat

dargestellt, um auch die unterschiedlichen mRNA-Expressionslevel vergleichen zu kénnen.
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Abbildung 23: Differentieller Einfluss der Depletion von mSin3a auf die IL-1-induzierbare
Genexpression. MEF TA7 wurden mit pLKO.1 Kontrollvektor bzw. shRNA Pool fur die beschriebenen
Zielproteine mittels Lipofectamine LTX Plus Reagent transfiziert, fir 48 h mit 1 pg/ml Puromycin
selektiert und mit den beschriebenen IL-1a Zeitpunkten [10 ng/ml] stimuliert bzw. nicht behandelt. Die
MRNA Expression flr die genannten IL-1-stimulierten Gene wurde mittels RT-gPCR quantifiziert.
Gezeigt sind die Mittelwerte als x-fache Regulation +/- s.e.m von mindestens drei (A) bzw. mindestens
zwei (B) unabhangigen Experimenten. Die Daten aus (A) sind bereits als Prozentwerte in Abbildung
22 integriert.

Zusatzlich wurde eine IL-1 Zeitreihe durchgeflihrt, um zu testen, inwieweit der suppressive
Phanotyp des Sin3a-knockdowns auf IL-1 Zielgene zu jedem Zeitpunkt detektierbar war
(Abb.23B). Hier konnte gezeigt werden, dass ein transienter Sin3a-knockdown verschiedene
Effekte auf die gemessenen mRNA-Mengen von IL-1 Zielgenen besaf3. So wiesen mCxcl2,
mCxcll und mCcl20 zu allen IL-1 Zeitpunkten eine gleichméafRige Reduktion in den
knockdown-Zellen auf, wahrend mCxcl5 und mCxcl10 eine Verschiebung der Induktions-
Maxima zu spateren Zeitpunkten zeigten. Die maximale Expression war im knockdown
dennoch reduziert. Fir mCcl2 und mCcl7 waren die Induktions-Maxima ebenfalls zu
spateren Stimulationszeitpunkten verschoben, wobei die maximalen mRNA-Mengen im
knockdown sogar die Vektorkontrolle Uberstiegen (Abb. 23B). Die Proteinmengen in
Vektorkontroll-Zellen und Sin3a-knockdown Zellen wurden im Westernblot Uberprift
(Abb.24A, 24C). In Ganzzelllysaten zeigte sich eine Verminderung der Sin3a Proteinmenge,
die sich auch reduzierend auf die p65 Proteinmenge auswirkte. Die RNA-Pol Il war im

knockdown dagegen nicht beeinflusst (Abb.24A). Eine transiente Uberexpression von
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aufsteigenden Mengen an mSin3a-MYC bewirkte eine Zunahme der p65 Proteinmenge
(Abb.24B). Um die Zellen komplett aufzuschlieRen und die Fraktionen zu trennen, wurde
eine fraktionierte Lyse durchgefihrt (Abb.24C). Hier wurden die Sin3a und p65 Mengen
quantifiziert. Sin3a war hauptsachlich in N1 (Iosliche Kernfraktion) und N2
(Chromatinfraktion) lokalisiert. Auch hier war ein partieller knockdown von Sin3a
nachweisbar (35-38% in N1). Dieser knockdown wirkte sich in Zytosol und N1 nicht auf die
p65 Proteinmenge aus, wahrend in N2 eine Reduktion von p65 von 24% auf 18% detektiert
werden konnte.
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Abbildung 24: Einfluss von mSin3a auf die p65 Proteinmenge in murinen embryonalen
Fibroblasten. MEF TA7 wurden mit pLKO.1 Kontrollvektor bzw. shSin3a Pool mittels Lipofectamine
LTX Plus Reagent transfiziert und fir 48 h mit 1 pg/ml Puromycin selektiert. Die Proteinmengen
wurden im Immunoblot mit den angegebenen Antikdrpern Uberprift (A). MEF TA7 wurden mit
pCS2+MT-MYC Kontrollvektor bzw. mSin3a-MYC in der beschriebenen Konzentrationsreihe mittels
Lipofectamine LTX Plus Reagent transfiziert, 1 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert bzw. nicht behandelt
und 24 h nach der Transfektion lysiert. Die Proteinmengen wurden im Immunoblot analysiert (B). Die
Zellen wurden wie in (A) beschrieben behandelt. Nach 1 h IL-1a Stimulation [10 ng/ml] erfolgte die
Préparation von zytosolischer (C), l6slicher (N1) und unléslicher (N2) Kernfraktion. Die Proteinmengen
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und Lokalisation von Sin3a, P-p65, p65 und P(S2)-Pol Il wurden im Westernblot untersucht. (3-Aktin,
Tubulin und P(S2)-Pol Il dienten als Ladungs- bzw. Reinheitskontrollen fir jede zellulare Fraktion. Die
Signale fir Sin3a und p65 wurden anschlieend relativ zur unbehandelten Vektorkontrolle quantifiziert
[%] (C).

Zusammenfassend zeigen die in Kapitel 5.2 dargestellten Ergebnisse, dass durch einen
gezielten RNAIi-Screen neue potentielle nukledre Ko-Regulatoren des IL-1 Signalwegs
identifiziert werden konnten. Alle sechzehn ausgewahlten Kandidaten besaflen Aktivator-
Funktionen auf die IL-1-induzierte Expression von mCxcl2, da ihr knockdown eine
mindestens  4-fache  Reduktion des mRNA Levels bewirkte (Abb.25). In
Validierungsexperimenten konnten die Effekte auf mCxcl2 bestétigt werden, wahrend sich
die knockdowns auf andere IL-1 Zielgene unterschiedlich auswirkten. Fur Sin3a wurde
zusatzlich gezeigt, dass der knockdown zu einer verminderten p65 Proteinmenge fuhrte und
sich negativ auf die Expression mehrerer IL-1 Zielgene auswirkte. Teilweise waren die
Expressionsprofile zu spateren IL-1 Zeitpunkten verschoben, im Fall von mCcl2 und mCcl7
fuhrte der knockdown sogar zu einer gesteigerten Expression. Der Screen fihrte damit zur
Detektion einer Gruppe an nukledren Kofaktoren, die differentielle und genspezifische
Effekte auf die Expression von IL-1 Zielgenen ausiben.
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Abbildung 25: Zusammenfassende schematische Darstellung der im RNAi-Screening
ermittelten Ko-Regulatoren auf das IL-1 Zielgen mCxcl2. Mittels RNAi-Screening wurden sechzehn
potentielle Ko-Regulatoren ermittelt, die eine Aktivator-Funktion fur das IL-1-induzierte Zielgen mCxcl2
in murinen embryonalen Fibroblasten besitzen.
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5.3 Bindungsanalysen der im Screening ermittelten Ko-Faktoren an NF-kB

Zielgenen

Es stellte sich daher die Frage, ob die im RNAi-Screening ermittelten Ko-Faktoren direkt an
IL-1 regulierte Zielgene binden, oder ob die Auswirkungen auf die Zielgene auf indirekten
Effekten beruhen. Um eine direkte Bindung nachzuweisen, wurden ChIP Experimente in

murinen und humanen Zellsystemen durchgefihrt.

5.3.1 IL-1-abhangige Rekrutierung von Sin3a

Zunachst wurden ChIP Experimente in humanen KB Zellen fir alle sechzehn Ko-
Regulatoren am IL8 und CXCL2 Promotor und Enhancer, sowie einer genfreien
Negativkontroll-Region durchgefiihrt (Abb. 26). Nach 1 h IL-1 Stimulation konnte neben der
Bindung von p65 eine IL-1-induzierte Rekrutierung von Sin3a und Ep300 an beiden
Promotoren detektiert werden (Abb.26A, 26B). Im Gegensatz zu Sin3a zeigte Ep300 auch
eine IL-1-abhdngige Rekrutierung an den beiden Enhancern (Abb.26C, 26D). Die
Negativkontrollprimer (Abb.26E) und IgG Kontrollen schlossen unspezifische Bindungen aus.

Fir alle weiteren verwendeten Antikbrper konnte keine spezifische Bindung nachgewiesen

werden.
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Abbildung 26: IL-1-abh&ngige Rekrutierung von Sin3a an die IL8 und CXCL2 Promotoren in
humanen KB Zellen. In KB Zellen wurden Bindungsanalysen der sechzehn im RNAi-Screening
ermittelten Ko-Faktoren durchgefiihrt. Die Zellen wurden dazu mit IL-1a fur 1 h (10 ng/ml) stimuliert
bzw. nicht behandelt. Mittels ChIP wurde dazu der IL8 Promotor (A) und Enhancer (C), CXCL2
Promotor (B) und Enhancer (D) bzw. eine genfreie Region (Negativkontrolle) (E) mittels Real-Time
PCR analysiert. Als Positivkontrolle diente die IL-1-abhéngige p65 Bindung an den beiden Promotoren
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und Enhancern. IgG-IPs wurden als Negativkontrolle eingesetzt. Gezeigt sind die Mittelwerte +/-
s.e.m. [% Input] aus mindestens zwei, maximal sieben unabhangigen Experimenten.

Im Vergleich zum humanen Zellsystem wurde anschliel3end die IL-1-abhéngige Rekrutierung
von Sin3a in murinen embryonalen Fibroblasten analysiert (Abb.27). Dazu wurde in zwei
MEF-Zelllinien (MK2/5 und TA7) der mCcl2-Locus auf eine Bindung untersucht. Der mCcl2
Promotor enthalt kein klassisches NF-kB Motiv, wahrend der Enhancer zwei Motive
beinhaltet [185]. Bei beiden MEF Zelllinien konnte p65 nach IL-1 Stimulation nur am mCcl2
Enhancer, nicht aber am Promotor detektiert werden. Die aktive P(S5)-Pol Il und Sin3a

zeigten dagegen nur am Promotor eine IL-1-induzierbare Rekrutierung (Abb. 27).
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Abbildung 27: IL-1-abhangige Rekrutierung von Sin3a an den mCcl2 Promotor in murinen
embryonalen Fibroblasten. Schematische Darstellung des murinen mCcl2 Locus (A). MEF Zelllinien
(MK2/5, TA7) mit und ohne 1 h IL-1a (10 ng/ml) Stimulation wurden mittels ChIP und Real-Time PCR
auf eine Sin3a Bindung analysiert. Dabei wurde der mCcl2 Promotor und Enhancer, sowie eine
genfreie Region upstream von mCxcl5 (Negativkontrolle) untersucht. Gezeigt sind die Mittelwerte +/-
s.e.m. [% Input] aus mindestens zwei unabhangigen Experimenten (B).

Zusammenfassend konnte in humanen und murinen Zellsystemen eine Rekrutierung von
Sin3a nach einer IL-1 Stimulation an Promotoren von NF-kB Zielgenen nachgewiesen
werden, wahrend regulatorische Enhancer-Strukturen keine Bindung aufwiesen. Der Ko-
Aktivator Ep300 zeigte dagegen eine Rekrutierung zu IL-1-abh&ngigen Promotoren und

Enhancern in humanen KB Zellen.

5.3.2 Einfluss von TAK1 und IKK2 auf die Rekrutierung von Sin3a

Um die vorgeschalteten Signalwege der IL-1-induzierten Sin3a Rekrutierung zu untersuchen,
wurden zwei zytoplasmatische Schlisselkomponenten des IL-1 Signalwegs in humanen
Zellen blockiert: TAK1 und IKK2. Wie bereits in Kapitel 5.1.4 gezeigt, spielen TAK1 und IKK2
eine essentielle Rolle fir die IL-1l-abhéngigen Bindungsereignisse und die induzierte
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Abbildung 28: Die Sin3a Rekrutierung ist TAK1-abhangig. KB Zellen wurden in der angegebenen
Kombination mit dem TAKZ1-Inhibitor 5Z-7-Oxozeaenol [1 pM/ 30 min] vorbehandelt und mit IL-1a (10
ng/ml/ 1 h) stimuliert bzw. nicht behandelt (A-B). Die Analyse der 5Z-7-Oxozeaenol Effekte erfolgte
Uber ChIP Experimente und Real-Time PCR. Dabei wurden die Promotoren von IL8 und CXCL2,
sowie eine genfreie Region (Negativkontrolle) untersucht (in Abbildung 7 dargestellt). IgG-IPs dienten
als Negativkontrolle. Fir die jeweiligen Antikdrper sind die Mittelwerte +/- s.e.m [% Input] aus
mindestens zwei, maximal vier unabhangigen Experimenten gezeigt (A). Die mRNA Expression wurde
mittels RT-gPCR analysiert und als x-fache Regulation relativ zur unbehandelten Kontrolle von funf
unabhangigen Experimenten angegeben (B). HeLa Zellen wurden mit pLKO.1 Kontrollvektor bzw.
pLKO.1-shTAK1 transfiziert, 48 h mit Puromycin [1pg/ml] selektiert und mit IL-1a [10 ng/ml/ 1 h]
stimuliert bzw. nicht behandelt. Die ChIP wurde wie in (A) beschrieben durchgefihrt und analysiert.
Dargestellt sind die Mittelwerte +/- s.e.m. [% Input] aus funf unabhangigen Experimenten. Die Daten
sind teilweise bereits in Abbildung 13C integriert (C).

TAK1 wurde zunachst in KB Zellen mit dem Kinase Inhibitor 5Z-7-Oxozeaenol blockiert und
die Bindungsereignisse am Chromatin mittels ChIP analysiert (Abb.28A). Wie bereits
bekannt, wurden die IL-1-abh&ngigen Bindungen von p65 und RNA-Pol Il an den beiden
Promotoren von IL8 und CXCL2 durch die Inhibition von TAK1 stark reduziert. Dies wirkte
sich auch negativ auf die mRNA Expression der beiden Zielgene aus (Abb.28B). Die Sin3a
Rekrutierung war in den 5Z-7-Oxozeaenol-behandelten Zellen ebenfalls deutlich gehemmt
(Abb. 28A). Die Effekte des Inhibitors wurden anschlie3end mit Hilfe eines knockdowns von
TAK1 in HelLa Zellen validiert (Abb.13, 28C). Auch hier hemmte die Reduktion der TAK1
Proteinmenge alle nachfolgenden Bindungsereignisse an den beiden untersuchten

Promotoren.
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TAK1 fuhrt in der IL-1 Signalkaskade unter anderem zur Aktivierung des IKK-Komplexes.
Durch den Inhibitor PHA-408 wurde in KB Zellen die Kinase IKK2 blockiert und die IL-1-
induzierten Bindungsereignisse am Chromatin mittels ChlIP untersucht (Abb.11, 29). Auch
hier kam es durch die Inhibition des zytoplasmatischen IL-1 Signalwegs zur reduzierten
Bindung von p65, RNA-Pol Il und Sin3a an den beiden Promotoren (Abb.29).
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die IL-1-induzierte Sin3a Rekrutierung an
die IL8 und CXCL2 Promotoren von TAK1 und IKK2 abhangig ist.
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Abbildung 29: Die Sin3a Rekrutierung ist IKK2-abhangig. KB Zellen wurden in der angegebenen
Kombination mit dem IKK2-Inhibitor PHA-408 [5 puM/ 30 min] vorbehandelt und mit IL-1a (10 ng/ml/ 1
h) stimuliert bzw. mit DMSO behandelt. Die Analyse der PHA-Effekte erfolgte Uber ChIP Experimente
und Real-Time PCR. Dabei wurden die Promotoren von IL8 und CXCL2, sowie eine genfreie Region
(Negativkontrolle) untersucht (in Abbildung 7 dargestellt). IgG-IPs dienten als Negativkontrolle. Fir die
jeweiligen Antikdrper sind die Mittelwerte +/- s.e.m [% Input] aus zwei unabhéngigen Experimenten
gezeigt. Die Daten sind teilweise in Abbildung 11E integriert.

5.3.3 Einfluss von HDACs auf die Sin3a Rekrutierung

Sin3a wird haufig als Ko-Repressorkomplex mit HDACs zusammen aufgereinigt und daher
funktionell mit einer Korepressoraktivitdt in Verbindung gebracht. Hierbei vermitteln die
Histondeacetylasen HDAC1 und 2 die katalytische Aktivitdit des Komplexes und kdnnen
aktivierende Histonacetylierungen entfernen [120, 186]. In dieser Arbeit wurde untersucht, ob

die Aktivitat von Klasse | und Il Histondeacetylasen fur die Sin3a Rekrutierung benétigt wird
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(Abb.30). Dazu wurde der HDAC-Inhibitor Trichostatin A (TSA) verwendet, welcher die
Aktivitdt von Klasse | und Il HDACs hemmt und somit zu einer Hyperacetylierung von
Histonen fuhrt [187].

Zunachst wurden verschiedene TSA Konzentrationen im Westernblot analysiert (Abb.30C).
Ab einer Konzentration von 200 ng/ml TSA war eine deutlich verstarkte Acetylierung von
Histon H3 und H4 an selektiven Lysinen detektierbar. Fur anschlieBende ChlP-Experimente
und RT-gPCRs wurden 300 ng/ml TSA verwendet. Eine TSA-Behandlung in KB-Zellen
bewirkte eine deutliche Hemmung der CXCL2 mRNA-Menge, eine geringe Beeinflussung
der IL8 mRNA-Menge (Abb. 30B) und kaum Veranderungen bei der Rekrutierung von p65,
RNA-Pol Il und Sin3a an die IL8 und CXCL2 Promotoren (Abb. 30A). Diese Daten zeigen,
dass eine globale Hemmung von Klasse | und Il HDACs durch TSA die Sin3a Rekrutierung
an den untersuchten IL-1 Zielgenen nicht beeinflusst.
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Abbildung 30: Die Hemmung von Klasse | und Il HDACs durch TSA beeinflusst die Sin3a
Rekrutierung nicht. KB Zellen wurden in der angegebenen Kombination mit Trichostatin A (TSA)
[300 ng/ml/ 24 h] bzw. Ethanol [0,03%] vorbehandelt und nachfolgend mit IL-1a (10 ng/mil/ 1 h)
stimuliert (A-B). Die Analyse erfolgte tber ChIP Experimente und Real-Time PCR. Dabei wurden die
Promotoren von IL8 und CXCL2, sowie eine genfreie Region (Negativkontrolle) untersucht (in
Abbildung 7 dargestellt). IgG-IPs dienten als Negativkontrolle. Fir die jeweiligen Antikdrper sind die
Mittelwerte +/- s.e.m [% Input] aus drei unabhangigen Experimenten gezeigt (A). Die Expression der
MRNAs wurde mittels RT-gPCR untersucht und die Mittelwerte +/- s.e.m. als x-fache Regulation
relativ zur Ethanol-behandelten Kontrolle aus drei unabhangigen Experimenten angegeben (B). Die
Acetylierung von Histonen wurde mit ansteigender Konzentration an TSA Uber eine Saure-Extraktion
der Histone analysiert. Die Detektion erfolgte mit einem Antikdrper gegen acetyliertes Lysin im
Westernblot. H3 diente dabei als Ladungskontrolle (C).

5.3.4 Genomweite Analysen der IL-1-abh&ngigen Sin3a Chromatinrekrutierung

Nachdem eine IL-1-abhangige Rekrutierung von Sin3a an den untersuchten IL8 und CXCL2
Promotoren in humanen Zellen validiert werden konnte, wurde die genomweite Rekrutierung

in KB Zellen mittels Sequenzierung der ChlIP-DNA (ChlP-seq) untersucht.

Anzahl Reads Anzahl Peaks (macs14) Anzahl Peaks (ccat)
Pol Il P(S5)-Pol Il Sin3a Polll  P(S5)-Polll Sin3a [Polll P(S5)-Pol Il Sin3a
Kontrolle 6502593 21826796 30063614 [60125 40260 15318 |20225 30560 3032
IL-1 4104577 20966330 27923148 |96949 53524 12087 24363 52074 3808
5Z-7-Oxo0. 17640233 18832175 34185518 (48462 50438 20093 (24187 53193 6675
5Z-7-Ox0./IL-1]|9257238 25391116 17618225 |8314 54123 21902 [9250 60900 13123
(13.759) (42.860)
(10.268) Pol Il P(S5)-Pol Il (17537

Sin3a p65

Uberlappende Peaks (Sin3a 100%)

Sin3a/P(S5)-Pol I 81%
Sin3a/Pol I 74%
Sin3a/p65 67%
Sin3a/P(S5)-Pol I/p65 63%

Sin3a/P(S5)-Pol /p65/Pol Il 60%
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Abbildung 31: Uberblick iiber die Gesamtzahl an ChlIP-seq Reads/Peaks und Anzahl der
Uberlappenden Peaks von Sin3a, Pol Il, P(S5)-Pol Il und p65. Fur Sin3a und P(S5)-Pol 1l wurden
ChIP Experimente durchgefiihrt. KB Zellen wurden dazu mit dem TAKZ1-Inhibitor 5Z-7-Oxozeaenol fir
30 min vorinkubiert und mit IL-1a (10 ng/ml/ 1 h) stimuliert bzw. nicht behandelt. Die ChIP-DNA wurde
anschlieBend mittels lllumina Plattform sequenziert (ChiP-seq). Dargestellt sind die Profile nach
bioinformatischer Analyse der Daten durch Dr. Marek Bartkuhn. Als Vergleich sind bereits in der
Arbeitsgruppe existierende Profile fir p65 und RNA-Pol Il gezeigt (Dissertation Liane Jurida).
Spezifische Bindungsereignisse (Peaks) fur alle Behandlungen wurden Uber zwei unterschiedliche
Algorithmen (Macs14 [Model-based Analysis of ChlP-seq Data] und ccat [Control-based ChlP-seq
Analysis Tool]) ermittelt (A). Fur diejenigen Peaks von Sin3a, Pol Il, P(S5)-Pol Il und p65, die in
mindestens zwei der vier Bedingungen miteinander Uberlappten, wurde eine Overlap-Analyse (Venn-
Diagramm) durchgefiihrt, wobei ein gemeinsamer Bereich von 1 bp bereits als Uberlappung gewertet
wurde. Darunter sind die prozentualen Anteile fiir eine Sin3a-Uberlappung angegeben (B).

Dabei wurden maximal vier Bedingungen parallel analysiert (unstimulierte Kontrolle, IL-1, 5Z-
7-Oxozeaenol, 5Z-7-Oxozeaenol/IL-1) und die Profile von Sin3a und P(S5)-Pol Il mit bereits
in der Arbeitsgruppe existierenden Profilen von p65 und RNA-Pol Il (Dissertation Liane
Jurida) verglichen. Die bioinformatischen Analysen wurden von Dr. Marek Bartkuhn

durchgefuhrt und graphisch dargestellit.

Abbildung 31A gibt einen Uberblick tiber die genomweit gemessenen Reads der ChIP-seq
Proben und den daraus ermittelten Peaks fiir Sin3a, P(S5)-Pol Il und Pol Il. Im Gegensatz zu
Pol 1l und P(S5)-Pol Il zeigte sich fur Sin3a genomweit eine Erh6hung der Peaks durch die
Behandlung mit 5Z-7-Oxozeaenol im Vergleich zur unbehandelten oder IL-1-stimulierten
Probe (Abb.31A). Das Venn-Diagramm vergleicht auerdem individuelle und Uberlappende
Peaks der vier Profile miteinander (Abb.31B). Dabei war eine sehr starke Uberschneidung
zwischen Sin3a und P(S5)-Pol Il Peaks zu verzeichnen: 81% der Sin3a Peaks wiesen auch
eine Bindung der P(S5)-Pol Il auf. 67% der Sin3a Peaks uberlappten auRerdem mit p65
Peaks. Insgesamt zeigten 60% der Sin3a Peaks auch eine Bindung von Pol II, P(S5)-Pol I
und p65 (Abb.31B).

In Abbildung 32 wurden konstitutive Sin3a Peaks mit IL-1-induzierten Sin3a Peaks fur alle
vier Behandlungen verglichen. Dabei wurden 43788 konstitutive und 957 induzierbare Sin3a
Peaks identifiziert (Abb.32A). Wahrend die IL-1 Stimulation bzw. 5Z-7-Oxozeaenol
Behandlung keinen Einfluss auf die konstitutiven Peaks besal3, erhthte sich die Zahl der
Sin3a Bindungen nach einer Stimulation mit IL-1 deutlich. Dies wurde durch die
Vorbehandlung mit 5Z-7-Oxozeaenol verhindert (Abb.32A). Zusatzlich wurde analysiert, wie
stark sich die Peaks dieser beiden Gruppen (konstitutiv vs. IL-1-induzierbar) mit der Bindung
von RNA-Pol Il und P(S5)-Pol Il Gberschnitten (Abb.32B). Wéahrend fir RNA-Pol Il nur eine
ahnliche Tendenz der Effekte zu erkennen war, wies P(S5)-Pol Il eine starke
Uberschneidung mit Sin3a an IL-1-induzierbaren Peaks auf. Auch hier war eine Zunahme mit

IL-1 und eine Hemmung durch 5Z-7-Oxozeaenol zu detektieren (Abb.32B).
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Abbildung 32: Identifizierung einer Gruppe an IL-1-regulierten Sin3a Peaks. ChlIP-seq Daten
wurden verwendet, um die differentielle Regulation zwischen konstitutiven (graue Boxen; 43788
Peaks) und einer Gruppe an IL-1-induzierten (griine Boxen; 957 Peaks) Sin3a Bindungsereignissen
anhand der normalisierten read counts zu kalkulieren (A). Zusatzlich wurden alle ChlP-seq Signale fur
Pol Il und P(S5)-Pol II uber den Bereichen der konstitutiven bzw. IL-1-induzierbaren Sin3a Peaks
ermittelt und analog als Boxplots dargestellt.

Des Weiteren wurde analysiert, an welchen genomischen Elementen (TSS transcriptional
start site, upstream vom TSS, Intron, Exon, TES transcriptional end site, intergenisch) eine
Bindung von Sin3a im Vergleich zur normalen Verteilung dieser Elemente im Genom auftritt
(Abb.33). Auch hier wurden konstitutive Sin3a Bindungen mit IL-1-induzierten Sin3a
Bindungen verglichen. Dabei wiesen beide Bindungsgruppen eine verstarkte Anreicherung
von Sin3a an TSSs, Exons, TESs und upstream von TSSs auf, wahrend eine verminderte
Bindung an Introns und in genfreien Bereichen (intergenisch) im Vergleich zur genomischen
Verteilung vorlag (Abb.33).
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Abbildung 33: Verteilung genomischer Elemente Gber Regionen mit signifikanter konstitutiver
vs. IL-1-induzierter Sin3a Bindung. Dargestellt ist die gemessene Verteilung der konstitutiven
(43788) und IL-1-induzierten (957) Sin3a Peaks im Vergleich zu der normalerweise vorhandenen
Verteilung der Elemente (TSS transcriptional start site, TSS upstream, Intron, Exon, TES
transcriptional end site und intergenisch) im Genom (A). Darstellung als Anreicherung von Sin3a
relativ zur Frequenz dieser Elemente im Genom (B).

In Abbildung 34 ist die durchschnittliche Verteilung der Sin3a, Pol Il und P(S5)-Pol I
Bindungen aller vier Behandlungen lber den Genen und ihren upstream/downstream
Bereichen dargestellt. Dabei wurden alle RefSeg-annotieren Gene mit einer Gruppe von 189

IL-1-induzierten Genen verglichen.
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Abbildung 34: Durchschnittliche Verteilung der Sin3a Bindung Uber den genomischen
Regionen der in KB Zellen exprimierten Gene. Meta-Gen Profile fir Sin3a ChlP-seq Daten unter
den 4 verschiedenen Behandlungsbedingungen. Fir jedes Gen wurde der upstream (-5000 bp) und
downstream (+5000 bp) Bereich in 50x100 bp bins aufgeteilt und fiur jedes bin die coverage
berechnet. Ebenso wurde jeder Genkorper in 50 bins, mit je nach Genlédnge variabler GroR3e, zerlegt
und die coverage berechnet. Graphisch dargestellt ist die durchschnittliche coverage von Sin3a je bin
Uber alle in einer Gruppe befindlichen Gene. Dabei wurden alle RefSeqg-annotierten Gene mit 189 IL-
1-induzierten Genen verglichen.

Wahrend die Verteilung der Bindungsereignisse fir alle drei Faktoren fir die Gesamtheit der
Gene unter allen vier Behandlungen nahezu unverandert war, zeigten die IL-1-induzierten
Gene im basalen Zustand eine etwas erhdhte Bindung der drei Faktoren an den TSSs. Diese
Bindungen wurden durch IL-1 deutlich verstarkt und durch die Vorbehandlung mit 5Z-7-
Oxozeaenol gehemmt. Gleichzeitig wurden die Bindungen von Sin3a und P(S5)-Pol Il Uber
den gesamten Genkérpern und an den TESs ebenfalls durch IL-1 verstarkt und durch eine
5Z-7-Oxozeaenol Vorbehandlung gehemmt. Dabei dhnelten sich vor allem die Profile von
Sin3a und P(S5)-Pol Il (Abb.34).
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Abbildung 35: Korrelation der relativen Chromatinbindung von Sin3a, P(S5)-Pol Il und Pol Il mit
der mRNA Expression. Meta-Gen Profile fir Sin3a, P(S5)-Pol Il und Pol Il ChiP-seq Daten unter 4
verschiedenen Behandlungsbedingungen. Alle RefSeg-annotierten Gene wurden anhand ihrer FPKM-
Werte (fragments per kilobase of exon per million fragments mapped reads) sortiert und nach ihrer
relativen Expressionstarke in 10 gleich groRe Gruppen eingeteilt. Die Expressionslevel der Gene in
den Gruppen mit 10, 50 und 90%iger Expressionstarke wurden gemittelt und die durchschnittliche
coverage fir diese Gengruppen wie in Abb.34 beschrieben graphisch dargestellt.
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Parallel wurde diese Art der Darstellung verwendet, um die Korrelation der
Bindungsereignisse von Sin3a, Pol Il und P(S5)-Pol Il mit der Starke der Genexpression
darzustellen (Abb.35). Unabhéngig von der Behandlung der Zellen zeigten alle drei
untersuchten Faktoren genomweit eine verstarkte Bindung mit zunehmender Expression der
Gene. Dabei wiesen Sin3a und P(S5)-Pol Il erneut ein sehr &hnliches Profil auf, wobei auch
Uber den Genkorpern und TESs mit steigender Expression eine verstarkte Bindung auftrat
(Abb.35). Durch einen Vergleich der Sin3a ChiP-seq Daten mit bereits in der Arbeitsgruppe
Kracht existierenden RNA-seq Daten aus identisch behandelten KB Zellen (Dissertation
Liane Jurida), konnte eine weitere Korrelationsanalyse in Bezug auf die Sin3a Bindung und
die Genexpression in unbehandelten und IL-1-induzierten Zellen durchgefihrt werden
(Abb.36). Wahrend die Gesamtheit der Sin3a-bindenden Gene durch eine IL-1 Stimulation in
ihrer Bindung und Starke der Expression nicht beeinflusst wurde, zeigten IL-1-induzierte
Sin3a-bindende Gene eine Zunahme der Bindung bei steigender Expression. Dazu wurden
beispielhaft die prototypischen IL-1 Zielgene IL8 und CXCL2 naher betrachtet (Abb.36A).
Durch eine separate Darstellung der IL-1-induzierbaren Gene, wird diese Verschiebung nach
einer Stimulation mit IL-1 noch deutlicher (Abb.36B).

unbehandelt
A B
vs. IL-1
unbehandelt IL-1 = — |

T ,I_..__I.—__.‘_.. OI T T
— £ . 2 . -“‘ PL | 21 H4o2
z . o .":. e @ 1_:
4 ol * :..w.gl ° :l
& o o "o S é o . ‘l.ll
o . H
(] . a
¢ . o
< = = = 4
2 ! ! 1
S
>
o g,‘ T al_ T
— oo

Log2 (Sin3aread counts)

Abbildung 36: Genomweite Korrelationsanalyse von mRNA Expression und Sin3a Bindung.
Dargestellt sind Scatter Plots der normalisierten RNA-seq Daten (FPKM) und der Sin3a ChIP-seq
Daten (read counts) fir unbehandelte und IL-1-stimulierte KB Zellen. Jedes XY Paar entspricht dem
MRNA-Expressionswert eines Gens und dem dazu gehérigen Sin3a Peak. Die Gesamtheit der Gene
ist grau dargestellt, wahrend eine Gruppe an IL-1-induzierten Genen (mit den Modellgenen IL8 und
CXCL2 in griin) rot hervorgehoben ist (A). Dargestellt ist nur die Gruppe an IL-1-induzierbaren Genen
ohne (rot) und mit (blau) IL-1 Behandlung. Die Boxplots geben die Verschiebung der Werte nach der
Stimulation mit IL-1 an (B).
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Um nun die Effekte der jeweiligen ChlP-seq Proben unter den vier Behandlungen
(unstimuliert, +IL-1, 5Z-7-Oxozeaenol, 5Z-7-Oxozeaenol +IL-1) miteinander zu vergleichen,
wurden paarweise Korrelationsanalysen durchgefiihrt (Abb.37). Dabei wiesen alle Scatter-
Plots der drei untersuchten Faktoren eine hohe Korrelation der verglichenen Werte auf (R?
20,75). Vor allem fur Sin3a und P(S5)-Pol Il setzten sich IL-1 induzierte ,Ausreil3er von der
Gesamtheit der Gene ab, die durch die Vorbehandlung mit 5Z-7-Oxozeaenol gehemmt
wurden (Abb.37A, 37B). Fur Pol Il trat die IL-1-spezifische Verteilung dieser ,Ausreif3er”
deutlich geringer auf und auch die Hemmung durch 5Z-7-Oxozeaenol war nur partiell zu
beobachten (Abb.37C).
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Abbildung 37: Korrelationsanalyse aller Quartil-normalisierten read counts fir Sin3a, P(S5)-Pol
Il und Pol Il unter den vier Behandlungsbedingungen. Dargestellt sind die Quartil-normalisierten
read counts fur die Union aller Peaks im paarweisen Vergleich zwischen den vier
Behandlungsbedingungen (unstimuliert/Kontrolle, +IL-1, 5Z-7-Oxozeaenol und 5Z-7-Oxozeaenol +IL-
1) als Scatter-Plots fur Sin3a (A), P(S5)-Pol Il (B) und Pol Il (C). Je ndher die Messwerte entlang der
Ursprungsgeraden verlaufen, desto hoher die Korrelation der Daten (angegeben als durchschnittlicher
Pearson’s Korrelationskoeffizient RZ). Schwarze Dots stellen ,Ausreiler” dar, die durch die Stimulation
mit IL-1 bzw. durch die Behandlung mit 5Z-7-Oxozeaenol hervorgerufen werden. Die Farbskala gibt
dabei die Dichte der Messwerte an.

AnschlieRend wurden die ChlP-seq Profile fir das CXC-Chemokincluster auf Chromosom 4
mit den flankierenden Genen IL8 und CXCL2 fir unbehandelte und IL-1-stimulierte Zellen
naher charakterisiert (Abb.38A, 38B).
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Abbildung 38: ChlP-seq Analyse von Sin3a am CXC-Cluster auf Chromosom 4. Fir Sin3a und
P(S5)-Pol Il wurden ChIP Experimente durchgefiihrt. KB Zellen wurden dazu mit dem TAKZ1-Inhibitor
5Z-7-Oxozeaenol fur 30 min vorinkubiert und mit IL-1a (10 ng/ml / 1 h) stimuliert bzw. nicht behandelt.
Die ChIP-DNA wurde anschlielend mittels lllumina Plattform sequenziert (ChlP-seq). Dargestellt sind
die Profile nach bioinformatischer Analyse der Daten durch Dr. Marek Bartkuhn im IGV2.3-Viewer. Als
Vergleich sind bereits in der Arbeitsgruppe existierende Profile fir p65 und RNA-Pol Il gezeigt
(Dissertation Liane Jurida). Es ist das CXC-Cluster auf Chromosom 4 fir unbehandelte und IL-1-
stimulierte Proben dargestellt (A), sowie ein Ausschnitt am IL8 und CXCL2 Locus (B). Die Sin3a
Profile sind fur das CXC-Cluster (C), sowie ein Ausschnitt am IL8 und CXCL2 Locus im Vergleich zu
RNA-seq Profilen von analog behandelten KB Zellen gezeigt (RNA-seq Experimente von Liane Jurida
durchgefuhrt) (D).

Es konnte eine Uberlappende IL-1-induzierte Bindung von p65, RNA-Pol II, P(S5)-Pol Il und
Sin3a an allen aktiven Genen des Clusters (IL8, CXCL1, CXCL3 und CXCL2) detektiert
werden. Die beiden flankierenden regulatorischen Enhancer Strukturen von I1L8 und CXCL2
wiesen dagegen nur eine Bindung von p65 auf (Abb.38A, 38B). Bei ndherer Betrachtung der

beiden Modellgene fiel auch hier im Vergleich mit den genomweiten Daten auf, dass sich vor
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allem die Profile von Sin3a und P(S5)-Pol Il sehr ahnlich waren (Abb.38B). Wéahrend p65 und
RNA-Pol Il die starksten Signale an der Promotorregion aufwiesen, zeigten Sin3a und P(S5)-
Pol 1l starke Signale Uber das Gen verteilt, die sich weitgehend tberlappten. Verglich man
die Profile fir Sin3a unter allen untersuchten Bedingungen, konnte am CXC-Cluster
(inklusive 1L8 und CXCL2) bestatigt werden, dass die Inhibition von TAK1 durch den Inhibitor
5Z-7-Oxozeaenol zu deutlich verminderten Signalen an allen aktiven Genen fiihrte (Abb.38C,
38D). Vor allem bei der ndheren Betrachtung von IL8 wurde im Vergleich zu RNA-seq
Profilen (Dissertation Liane Jurida) deutlich, dass die starksten Signale fur Sin3a nach IL-1
Stimulation Uber den Exonen lagen (Abb.38D).

Zusammenfassend konnte in Kapitel 5.3 gezeigt werden, dass Sin3a IL-1-abhangig an die
Promotoren, nicht aber an die Enhancer von NF-kB Zielgenen in humanen und murinen
Zellsystemen rekrutiert wird (Abb.39). Diese Rekrutierung héngt von den zytoplasmatischen
Signalkomponenten TAK1 und IKK2 ab. Klasse | und Il HDACs besitzen dagegen kaum
Einfluss auf die Rekrutierungsereignisse am IL8 und CXCL2 Promotor. In genomweiten
Analysen wurde deutlich, dass die Rekrutierung von Sin3a sich vor allem mit der Bindung
der aktiven RNA-Pol Il Uberlagert, sich uber den gesamten Genkdrper von transkribierten

Genen erstreckt und mit der Starke der Gentranskription korreliert.
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Abbildung 39: Zusammenfassende schematische Darstellung der IL-1-abhéngigen Sin3a
Rekrutierung an aktivierte NF-kB Zielgene. Mittels ChIP und ChIP-seq Analysen konnte in dieser
Arbeit die IL-1-abhéngige Rekrutierung von Sin3a an aktivierte NF-kB Zielgene gezeigt werden. Dabei
konzentrierte sich die Lokalisation auf die Promotoren und Exone der Zielgene, wahrend
regulatorische Enhancer-Strukturen keine Bindung aufwiesen.
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5.4 Untersuchungen zur Interaktion von Sin3a mit NF-kB p65 und RNA-

Polymerase Il

In ChIP und ChIP-seq Experimenten zeigte sich, dass Sin3a zusammen mit p65 und RNA-
Pol Il an IL-1-induzierte Gene rekrutiert wird (Abb.38). Des Weiteren sollte untersucht
werden, ob eine direkte Interaktion zwischen diesen Faktoren besteht und welche Hierarchie

der Bindungsereignisse vorliegt.

5.4.1 Kinetische Analyse der IL-1-abhangigen Bindungsereignisse an den IL8 und
CXCL2 Loci

In KB Zellen wurde zunachst eine IL-1 Kinetik der Bindungsereignisse von p65, P(S5)-Pol Il
und Sin3a am IL8 und CXCL2 Promotor erstellt (Abb.40).
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Abbildung 40: Kinetische Analyse der IL-1-induzierten Rekrutierung von p65, P(S5)-Pol Il und
Sin3a. KB Zellen wurden mit IL-1a (10 ng/ml) fir die angegebenen Zeiten stimuliert und in ChIP
Experimenten mit Hilfe der angegebenen Antikdrper und Primerpaare (in Abbildung 7 dargestellt)
analysiert. IgG-IPs dienten als Negativkontrolle. Gezeigt sind die Mittelwerte +/- s.e.m. [% Input] aus
mindestens vier unabhangigen Experimenten.
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p65 und P(S5)-Pol Il zeigten die starksten Signale nach 1 h IL-1 Stimulation und einen
gleichméaRigen Abfall bis zum 6 h Stimulationswert. Dagegen wurde die maximale Sin3a
Bindung bereits nach 30 min IL-1 detektiert und zeigte einen langsameren Abfall auf das
basale Niveau.

5.4.2 Auswirkungen einer p65 Depletion auf die Sin3a Rekrutierung in humanen

HelLa Zellen und murinen embryonalen Fibroblasten

Um die Hierarchie der Bindungsereignisse zu untersuchen, wurde die Rekrutierung von
RNA-Pol Il und Sin3a in p65-depletierten Zellen untersucht. Dazu wurden ChIPs in p65-
knockdown HelLa Zellen (Abb.8, 41A) und rekonstituierten p65 Wildtyp (wt) / p65-knockout
(KO) murinen embryonalen Fibroblasten (MEFs) (Abb.41B-D) durchgefiihrt. In HelLa Zellen
fuhrte die verminderte p65 Proteinmenge wie zuvor beschrieben zu einer deutlichen
Reduktion der RNA-Pol Il Bindung am IL8 und CXCL2 Promotor. Die Rekrutierung von Sin3a
war an beiden Loci ebenfalls stark gehemmt (Abb.41A). Die Depletion von p65 hatte jedoch
keinen Einfluss auf die Sin3a Proteinmenge (Abb.43C).
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Abbildung 41: p65 ist essentiell fur die IL-1-abhé&ngige Rekrutierung von Sin3a. HelLa Zellen
wurden mit pSuper.puro Kontrollvektor bzw. pSuper.puro-shp65 transfiziert, fir 48 h mit 1 pg/ml
Puromycin selektiert und mit IL-1a [10 ng/ml] fur 1 h stimuliert bzw. nicht behandelt. Die ChIP wurde
mit den beschriebenen Antikdrpern durchgefuhrt und mittels Real-Time PCR und den angegebenen
Primerpaaren fur die IL8 und CXCL2 Loci analysiert. IgG-IPs wurden als Negativkontrolle verwendet.
Fur die jeweiligen Antikorper sind die Mittelwerte +/- s.e.m [% Input] aus mindestens sechs, maximal
vierzehn unabhéngigen Experimenten gezeigt. Der knockdown von p65 wurde analog zu Abb.8
Uberpruft (A). MEF p65 Wildtyp (wt) rekonstituierte bzw. knockout (KO) Zellen wurden fur 1 h mit IL-1a
[10 ng/ml] stimuliert oder nicht behandelt. Die ChIP wurde mit den beschriebenen Antikdrpern
durchgefuhrt und mittels Real-Time PCR und den angegebenen Primerpaaren fiir den mCcl2 Locus
und eine Negativkontrollregion analysiert. IgG-IPs wurden als Negativkontrolle verwendet. Gezeigt
sind die Mittelwerte +/- s.eem [% Input] aus mindestens zwei, maximal vier unabhangigen
Experimenten (B). Die Expression von mCxcl2 und mCcl2 wurde mittels RT-qPCR quantifiziert und
die Mittelwerte +/- s.e.m als x-fache Regulation aus zwei unabhangigen Experimenten dargestellt (C).
Die Proteinmengen fur die angegebenen Proteine wurden im Westernblot analysiert. Tubulin diente
als Ladungskontrolle (D).

Ein knockout von p65 in MEFs beeinflusste die Proteinmengen von Sin3a und P(S5)-Pol I
ebenfalls nicht (Abb.41D). Auf Ebene des Chromatins konnte bereits in p65-rekonstituierten
MEFs eine basale Bindung von p65 am mCcl2 Enhancer bzw. von P(S5)-Pol Il und Sin3a
am mCcl2 Promotor detektiert werden (Abb.41B). Diese Bindungsereignisse waren in p65-
knockout Zellen vollstandig gehemmt (Abb.41B) und die p65 Zielgene mCxcl2 und mCcl2
wurden kaum mehr exprimiert (Abb.41C). Eine p65-Depletion in beiden Zellsystemen zeigte,

dass die p65 Bindung essentiell fiir die Rekrutierung von RNA-Pol Il und Sin3a ist.
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Um die weitere Hierarchie der Rekrutierungsereignisse von RNA-Pol Il und Sin3a zu
untersuchen, wurden drei Arbeitshypothesen erstellt (Abb.42). p65 als Masterregulator
konnte die Rekrutierung der RNA-Polymerase Il bewirken, welche wiederum fiir die Sin3a
Rekrutierung notwendig ware (Modell 1). Im umgekehrten Fall kdnnte p65 die Sin3a
Rekrutierung bewirken, was wiederum zur Anlagerung der Polymerase fiihrt (Modell 2). Es
ware jedoch auch eine Ko-Rekrutierung von RNA-Pol Il und Sin3a denkbar (Modell 3). Um
die drei Modelle zu Uberprifen, wurden im Folgenden weitere ,loss/gain-of-function® und

pharmakologische Ansatze angewandt.

7 O\
Modell 1 P65 RNA Pol Il Sin3a

Modell 2 p65 Sin3a RNA Pol Il

/\ I—}

Sin3a

Abbildung 42: Schematische Darstellung von drei Arbeitsmodellen zur Hierarchie der
Rekrutierungsereignisse an IL-1-induzierten NF-kB Zielgenen. Mittels ,loss-of-function® Ansatz
konnte gezeigt werden, dass die Rekrutierung von RNA-Pol Il und Sin3a von der p65 Bindung
abhéngig ist. Die weitere Hierarchie der Rekrutierungsereignisse war noch ungeklart und sollte im
Folgenden durch ,loss/gain-of-function® und pharmakologische Ansatze naher charakterisiert werden.

5.4.3 Analyse der IL-1-induzierbaren Bindung von p65 und RNA-Pol Il in
humanen Sin3a-knockdown Zellen

Neben der p65-Depletion wurde auch die shRNA-vermittelte Verminderung der Sin3a
Proteinmenge und deren Einfluss auf die Bindungsereignisse von p65 und RNA-Pol I
untersucht. Dazu wurde eine gegen Sin3a gerichtete ShRNA Sequenz in den pSuper.puro
Vektor kloniert. Transient transfizierte HeLa-Zellen wurden fur 48 h mit Puromycin selektiert,
um eine moglichst starke Defizienz zu gewdhrleisten. Eine langere Selektion der Sin3a-
knockdown Zellen fiihrte zu vermehrtem Zellsterben. Daher war es nicht méglich eine stabile
Zelllinie zu etablieren (Daten nicht gezeigt). Die verbleibende mRNA und Proteinmenge
konnte durch RT-gPCRs und Westernblot quantifiziert werden (Abb.43B, C, D). Im
Westernblot war keine gegenseitige Beeinflussung von p65 und Sin3a im jeweiligen
knockdown zu detektieren (Abb.43C). Im Gegensatz zum sehr effektiven p65-knockdown,

war der Sin3a-knockdown nur partiell. Es wurden weitere shRNA Sequenzen gegen Sin3a
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gerichtet kloniert, welche die knockdown-Effizienz jedoch nicht steigerten (Daten nicht
gezeigt). Auf mRNA Ebene konnte mittels RT-gPCR eine 40-60%ige Reduktion von Sin3a je
nach Transfektion nachgewiesen werden (Abb.43B, D). Der knockdown fuhrte zu einer
gesteigerten Expression von IL8 und CXCL2. In einer IL-1 Kinetik konnte gezeigt werden,
dass die De-Regulation auf das basale Level zu spateren Zeitpunkten verschoben war
(Abb.43D). Auf Chromatin-Ebene war ebenfalls eine ca. 50%ige Abnahme der Sin3a
Rekrutierung am IL8 und CXCL2 Promotor detektierbar (Abb.43A). Die Bindung von p65 und
P(S5)-Pol Il war in diesen Sin3a-depletierten Zellen jedoch nur wenig beeinflusst.
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Abbildung 43: Sin3a reprimiert die Expression der IL-1 Zielgene IL8 und CXCL2. HelLa Zellen
wurden mit pSuper.puro Kontrollvektor bzw. pSuper.puro-shSin3a transfiziert, fur 48 h mit 1 pg/ml
Puromycin selektiert und mit IL-1a [10 ng/ml] fur 1 h stimuliert bzw. nicht behandelt. Die ChIP wurde
mit den beschriebenen Antikdrpern durchgefuhrt und mittels Real-Time PCR und den angegebenen
Primerpaaren fur die IL8 und CXCL2 Loci analysiert. IgG-IPs wurden als Negativkontrolle verwendet.
Fur die jeweiligen Antikorper sind die Mittelwerte +/- s.e.m [% Input] aus mindestens zwei
unabhéngigen Experimenten gezeigt (A). Die Expression der mRNA fur IL8, CXCL2 und Sin3a wurde
mittels RT-PCR quantifiziert und die Mittelwerte +/- s.e.m. als x-fache Regulation aus vier
unabhéangigen Experimenten dargestellt (B). Die Proteinexpression von Sin3a und p65 in Sin3a- und
p65-defizienten HelLa Zellen wurde im Westernblot untersucht. p-Aktin diente als Ladungskontrolle
(C). Der Verlauf der mRNA Expression von IL8, CXCL2 und Sin3a wurde nach den angegebenen IL-
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1a (10 ng/ml) Stimulationszeiten durch RT-gPCR Experimente analysiert. Gezeigt sind die Mittelwerte
+/- s.e.m. als x-fache Regulation aus mindestens zwei unabhangigen Experimenten (D).

5.4.4 Untersuchung der Bindungs-Abhangigkeiten mittels ,,gain-of-function*

Ansatzen

Zur weiteren Untersuchung von Bindungsereignissen wurde der Einfluss einer
Uberexpression von p65 bzw. Sin3a naher untersucht. Hier konnte gezeigt werden, dass die
exogene Expression von HA-p65 in HeLa Zellen schon in unstimulierten Zellen zu einer
gesteigerten Bindung von p65, P(S5)-Pol Il und Sin3a fiihrte (Abb.44).
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Abbildung 44: Die Uberexpression von p65 fiihrt zu einer gesteigerten Rekrutierung von Sin3a.
HelLa Zellen wurden mit pEBB-HA Kontrollvektor bzw. pEBB-HA-p65 wt transient transfiziert. Die
Analyse erfolgte in der ChIP und Real-Time PCR mit den angegebenen Antikérpern und Primerpaaren
fur den IL8 Locus. Gezeigt sind die Mittelwerte +/- s.e.m. [% Input] aus mindestens drei unabhéngigen
Experimenten (A). HelLa Zellen wurden wie in (A) beschrieben transfiziert und 24 h nach der
Transfektion fir 1 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert. Die Proteinmengen wurden im Westernblot
analysiert. B-Aktin diente als Ladungskontrolle (B). Abbildung modifiziert nach [100]. Die mRNA
Expression von IL8 wurde aus analogen Experimenten zu (A) und (B) von Dr. Katja Handschick
analysiert (C).

Die Uberexpression von Sin3a-MYC zeigte eine leichte Reduktion der Expression von IL8
und CXCL2 (Abb.45B). Parallel zu ChIP- (Abb.45A) und ,Half-Way“ ChIP-Experimenten
(Abb.53) aus einer Chromatin-Praparation, wurden die Chromatin-Lysate im Westernblot
analysiert (Abb.45C). Hier zeigte sich eine Verminderung der RNA-Pol Il Signale in Sin3a-
Uberexprimierenden Zellen, wéhrend die p65 Proteinmenge nicht beeinflusst war. In ChIP
Experimenten war die p65 Bindung ebenfalls kaum veréandert, wahrend die P(S5)-Pol Il, trotz

gehemmter Expression, eine leicht gesteigerte Bindung zeigte. Die Uberexpression von



Sin3a flihrte jedoch zu keiner vermehrten Rekrutierung von Sin3a selbst am Chromatin
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Abbildung 45: Die Uberexpression von Sin3a besitzt kaum Einfluss auf die

Rekrutierungsereignisse und die IL-1-abhéngige Genexpression von IL8 und CXCL2. HelLa
Zellen wurden mit pCS2+MT MYC Kontrollvektor bzw. pCS2+MT mSin3a-MYC transient transfiziert.
Die Analyse erfolgte in der ChIP und Real-Time PCR mit den angegebenen Antikérpern und
Primerpaaren fir die IL8 und CXCL2 Loci. Gezeigt sind die Mittelwerte +/- s.e.m. [% Input] aus zwei
unabhéangigen Experimenten (A). Die mMRNA Expression von IL8 und CXCL2 wurde mittels RT-qPCR
analysiert. Es sind die Mittelwerte +/- s.e.m. als x-fache Regulation aus zwei unabh&ngigen
Experimenten dargestellt (B). Die Proteinmengen im ChIP-Lysat wurden im Westerblot Uberpruft
(,Half-Way* ChlIP) (C).

5.4.5 Einfluss der RNA-Pol Il Aktivitat auf die Rekrutierung von p65 und Sin3a

Wie bereits beschrieben, zeigte Sin3a eine auffallige Kolokalisation mit P(S5)-Pol Il in ChiIP-
seq Profilen. Um die Hierarchie der Bindungsereignisse weiter zu charakterisieren, wurden
neben ,loss-of-function® und ,gain-of-function Ansatzen fir p65 und Sin3a auch
Transkriptions-Inhibitor Experimente durchgefiihrt, um die RNA-Pol Il Bindung bzw. Aktivitat
zu manipulieren. Dazu wurden KB Zellen mit Actinomycin D (ActD), DRB (5,6-dichloro-1-3-D-

ribofuranosylbenzimidazole) und a-Amanitin vorbehandelt und die Bindungsereignisse am



113

IL8 Locus analysiert. Die Eigenschaften der verwendeten Inhibitoren sind in Tabelle 3

zusammengefasst. Die verwendeten Dosen und Inkubationszeiten wurden zuvor mittels RT-

gPCR anhand der IL8 mRNA Expression ausgetestet (Daten nicht gezeigt).

Eigenschaft

Actinomycin D

DRB

a-Amanitin

Ziel

Konsequenz fur

DNA Interkalati

on

Elongation inhibiert, CTD

RNA-Pol Il Hyperphosphorylierung
Reversibilitat schwach

Wirkzeit schnell [min]
Konzentration >1 pg/ml (in DMSO)

CDK9 in P-TEFb

Elongation inhibiert,

CTD S2

Dephosphorylierung

ja

schnell [min]

100 pM (in DMSO)

RNA-Pol Il

Degradation von RNA-
Pol 1l, RNA Synthese
inhibiert

nein
langsam [h]

>2 pg/ml (in H,O)

Tabelle 3: Uberblick uber verwendete Transkriptionsinhibitoren und deren Eigenschaften.
(Tabelle modifiziert nach [188])
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Abbildung 46: Actinomycin D blockiert die Rekrutierung von p65, RNA-Pol Il und Sin3a.
Schematische Darstellung der amplifizierten PCR-Regionen am IL8 Locus (Abbildung modifiziert nach
[100]) (A). KB Zellen wurden fur 3 h mit Actinomycin D [5 pg/ml] bzw. DMSO [0,05%)] vorbehandelt
und in der angegebenen Kombination mit IL-1a [10 ng/ml/ 1 h] stimuliert. Die Chromatinbindung der
genannten Proteine wurde in der ChlP am IL8 Locus Uberprift. Gezeigt sind die Mittelwerte +/- s.e.m.
[% Input] aus mindestens zwei unabhangigen Experimenten (B). Die mRNA Expression von IL8 und
CXCL2 wurde mittels RT-gPCR quantifiziert und die Mittelwerte +/- s.e.m. als x-fache Regulation aus
zwei unabhangigen Experimenten dargestellt (C).

Es wurde sowohl die Promotor-, als auch die Enhancer-Region untersucht, sowie der IL8
Genkorper (Abb.46A). Neben den Bindungsereignissen der drei Faktoren p65, RNA-Pol I
und Sin3a, wurde auch die Aktivitat der Polymerase anhand der Phosphorylierungen an
Serin 5 bzw. 2 analysiert. Actinomycin D-behandelte Zellen zeigten nahezu keine Bindung
von p65, RNA-Pol Il und Sin3a am gesamten IL8 Locus (Abb.46). Die mRNA Expression von
IL8 und CXCL2 war ebenfalls vollstandig inhibiert (Abb.46C).
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Abbildung 47: DRB hemmt die Transkriptionselongation durch RNA-Pol Il und vermindert die
Sin3a Rekrutierung. KB Zellen wurden fir 3 h mit DRB (5,6-Dichlorobenzimidazole 1-B-D-
ribofuranoside) [100 uM] bzw. DMSO [0,13%] vorbehandelt und in der angegebenen Kombination mit
IL-1a [10 ng/ml/ 1 h] stimuliert. Die Chromatinbindung der genannten Proteine wurde in der ChIP am
IL8 Locus uberprift. Gezeigt sind die Mittelwerte +/- s.e.m. [% Input] aus mindestens zwei
unabhéangigen Experimenten (A). Die mMRNA Expression von IL8 und CXCL2 wurde mittels RT-qPCR
quantifiziert und die Mittelwerte +/- s.e.m. als x-fache Regulation aus zwei unabhé&ngigen
Experimenten dargestellt (B).

In DRB-behandelten Zellen war die p65 Bindung am Enhancer und Promotor kaum
verandert (Abb.47A). Die Rekrutierung von RNA-Pol Il am Promotor war ebenfalls nur wenig
beeinflusst, wahrend die Bindung an den Exonen reduziert war. Die Phosphorylierung an
Serin 5 zeigte eine deutliche Reduktion am gesamten IL8 Gen. Dies war auch fiir Sin3a zu
beobachten. Die Expression von IL8 und CXCL2 wurde durch DRB partiell inhibiert
(Abb.47B).
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Abbildung 48: a-Amanitin reduziert die RNA-Pol Il Bindung und hemmt die Sin3a Rekrutierung.
KB Zellen wurden fir 16 h mit a-Amanitin [5 pg/ml] vorbehandelt und in der angegebenen
Kombination mit IL-1a [10 ng/ml/ 1 h] stimuliert bzw. nicht behandelt. Die Chromatinbindung der
genannten Proteine wurde in der ChlP am IL8 Locus Uberprift. Gezeigt sind die Mittelwerte +/- s.e.m.
[% Input] aus zwei unabhéngigen Experimenten (A). Die mMRNA Expression von IL8 und CXCL2 wurde
mittels RT-qPCR quantifiziert und die Mittelwerte +/- s.e.m. als x-fache Regulation aus zwei
unabhéangigen Experimenten dargestellt (B).

a-Amanitin flhrte zu einer leichten Steigerung der p65 Bindung am Enhancer und Promotor.
Die RNA-Pol Il zeigte nur wenig Bindung am gesamten IL8 Gen, wahrend die
Phosphorylierungen an Serin 2 und 5 ebenfalls gehemmt waren. Die Sin3a Rekrutierung lag
am gesamten IL8 Gen reduziert vor (Abb.48A). Die Expression der beiden untersuchten
Zielgene war deutlich gehemmt (Abb.48B). Die verwendeten Transkriptions-Inhibitoren
zeigten, dass die p65 Bindung am IL8 Gen weder von der Bindung oder Aktivitat der RNA-
Pol 1, noch von der Sin3a Rekrutierung abhangig ist. Die Sin3a Rekrutierung unterliegt

dagegen sowohl der Pol Il Bindung als auch ihrer Aktivitat (Abb.49).

shRNA/ Actinomycin D

1
ws /N @0 \N@ "
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Abbildung 49: Zusammenfassende schematische Darstellung der hierarchischen
Bindungsereignisse von p65, RNA-Pol Il und Sin3a an NF-kB Zielgenen. In dieser Arbeit konnte
mit Hilfe des shRNA-vermittelten knockdowns von p65 bzw. Sin3a, sowie pharmakologischer
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Hemmung der Transkription, die Hierarchie der Bindungsereignisse an IL-1-induzierten NF-kB
Zielgenen naher charakterisiert werden. Eine Hemmung von p65 und RNA-Pol Il bewirkte eine
Reduktion der Sin3a Rekrutierung, wahrend eine Verminderung der Sin3a Proteinmenge die Bindung
der beiden primaren Faktoren nicht beeinflusste, aber zu einer gesteigerten Genexpression der
Zielgene flhrte.

5.4.6 Analyse von Protein-Protein-Wechselwirkungen zwischen Sin3a und p65
bzw. RNA-Pol I

Die Bindungsanalysen und Untersuchungen der Hierarchie der drei Faktoren p65, RNA-Pol I
und Sin3a zeigten, dass Sin3a sowohl von p65, als auch von der RNA-Pol Il Bindung und
Aktivitat abhéngig ist (Abb.41, 46, 47 und 48). Um eine direkte Interaktion der Faktoren
nachzuweisen, wurden Ko-Immunoprazipitationen (Ko-IPs) aus Ganzzelllysaten (Abb.51, 52)
und ,Half-Way* ChlPs (Abb.53) aus Chromatin-Lysaten durchgefihrt.

In Ko-IPs war eine schwache Interaktion zwischen p65 und Sin3a nur in Sin3a-MYC
Uberexprimierenden Zellen detektierbar (Daten nicht gezeigt). Die Signale wurden deutlicher,
wenn beide Interaktionspartner Uberexprimiert wurden (Abb.51, 52). Neben einem Wildtyp
mSin3a-MYC Konstrukt wurde auch die Interaktion von verkirzten Sin3a Konstrukten mit
p65 untersucht, um die p65-interagierende Domane zu identifizieren. Die verschiedenen
Konstrukte sind in Abbildung 50A dargestellt. Die Expression dieser Konstrukte wurde
zunachst im Westernblot Gberprift (Abb.50B). Die ProteingroRen entsprachen den
angegeben Konstrukten und eine IL-1 Stimulation hatte keinen Einfluss auf die
Proteinmengen. Die Effekte der Konstrukte auf die Expression der IL-1 Zielgene IL8 und
CXCL2 wurden mittels RT-gPCR analysiert (Abb.50C). Beide waren nur minimal reduziert

oder nicht beeinflusst.

Die Ko-IPs wurden in p65-HA und Sin3a-MYC bzw. Sin3a-Varianten tberexprimierenden
HelLa Zellen durchgefuhrt. Dabei wurden die Proteine mit einem MYC bzw. p65 Antikdrper
prazipitiert. Die Expression der Konstrukte in den Lysaten wurde im Westernblot Gberpruft
(Abb.51A, 52A). In beiden gezeigten Ko-IPs war eine vergleichbare Interaktion von Sin3a-
MYC Wildtyp bzw. Sin3a-MYC AHID mit HA-p65 detektierbar (Abb.51B, 52B). Diese
Interaktion war in den Konstrukten N479 und PAH3+HID dagegen deutlich geschwécht bzw.
war kaum mehr nachweisbar, wenn tber den Myc-Tag das Myc-Sin3a ko-immunoprézipitiert
wurde (Abb.52B). Eine Stimulation der Zellen mit IL-1 spielte fiir die Interaktion keine Rolle
(Abb.51B). Eine Interaktion zwischen endogener RNA-Pol Il und exogenem Sin3a bzw. p65
konnte in diesen Ko-IPs nicht nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Die

durchgefiihrten Ko-IPs zeigten, dass Sin3a im Uberexpressionssystem IL-1-unabhangig mit
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p65 interagieren kann, wobei die PAH4-Doméane am C-Terminus von Sin3a flr eine stabile

Interaktion bendtigt wird.
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Abbildung 50: Expression von verkiurzten Sin3a-Konstrukten. Schematische Darstellung der
Sin3a-Konstrukte (Abbildung modifiziert nach [136]) (A). HelLa Zellen wurden mit pCS2+MT
Kontrollvektor bzw. mSin3a-MYC-Konstrukten transient transfiziert und 24 h nach der Transfektion fir
1 h mit IL-1a [10 ng/ml] stimuliert. Die Expression der Proteine wurde mit den angegebenen
Antikoérpern im Westernblot analysiert. Tubulin diente als Ladungskontrolle (B). Die mMRNA Expression
von IL8 und CXCL2 wurde mittels RT-gPCR quantifiziert und die Mittelwerte +/- s.e.m. als x-fache
Regulation aus drei unabhangigen Experimenten dargestellt (C).
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Abbildung 51: IL-1-unabhé&ngige Interaktion von p65 und Sin3a. HelLa Zellen wurden transient mit
den angegebenen mSin3a-Konstrukten bzw. dem Kontrollvektor in Kombination mit gleichen Mengen
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HA-p65 transfiziert und 24 h nach der Transfektion mit IL-1a [10 ng/ml/ 1 h] stimuliert bzw. nicht
behandelt. Es wurde eine Ko-IP mit anti-p65 bzw. Kaninchen IgG durchgefiihrt und die Lysate (A) und
prazipitierten Proteine (B) im Westernblot analysiert. B-Aktin diente als Ladungskontrolle.
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Abbildung 52: Interaktion von Sin3a und p65. HelLa Zellen wurden transient mit den angegebenen
mSin3a-Konstrukten bzw. dem Kontrollvektor in Kombination mit gleichen Mengen HA-p65 transfiziert.
Es wurde eine Ko-IP mit anti-MYC bzw. Maus IgG durchgefiihrt und die Lysate (A) und prazipitierten
Proteine (B) im Westernblot analysiert. 3-Aktin diente als Ladungskontrolle.

Um eine Interaktion am Chromatin nachzuweisen, wurden Chromatin-Immunoprézipitate im
Westernblot analysiert (,Half-Way“ ChIP) (Abb.53). Hier wurde nur Sin3a-MYC Wildtyp in

einem Teil der Proben Uberexprimiert. Die Lysate wurden bereits in Abbildung 45C
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dargestellt. Da die Proben sowohl spezifisch préazipitierte Proteine, als auch durch
Formaldehyd verknipfte DNA und RNA enthielten, war eine saubere Trennung der
Proteinbanden schwierig. Dennoch konnte ein spezifisches Signal fir exogenes Sin3a in der
p65-IP, sowie RNA-Pol Il in der Sin3a-IP detektiert werden. Die Interaktionen waren nur in
jeweils eine Richtung nachweisbar. Die ko-immunopréazipitierte RNA-Pol Il zeigte
schwéachere Signale in den Sin3a-Uberexprimierten Proben. Dies war bereits fur die
Expression der Polymerase in den Lysaten zu erkennen (Abb.45C).
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Abbildung 53: IL-1-unabhangige Interaktion von Sin3a mit p65 und RNA-Pol Il am Chromatin.
HelLa Zellen wurden transient mit mSin3a-MYC bzw. dem Kontrollvektor transfiziert und 24 h nach der
Transfektion mit IL-1a [10 ng/ml/ 1 h] stimuliert bzw. nicht behandelt. Es wurde eine ChIP mit den
angegebenen Antikdrpern bzw. Kaninchen IgG als Negativkontrolle durchgefiihrt und die Lysate (in
Abbildung 45C gezeigt) und préazipitierten Proteine (,Half-Way* ChIP) im Westernblot analysiert.

Zusammenfassend konnte in Kapitel 5.4 gezeigt werden, dass p65 als Masterregulator fir
die IL-1-abh&ngige Rekrutierung von RNA-Pol Il und Sin3a fungiert. Die Rekrutierung von
p65 ist fur die Bindung und Aktivitdt der RNA-Pol II essentiell, welche wiederum fir die
Rekrutierung von Sin3a notwendig ist. Ein Verlust von Sin3a hat dagegen keine
Auswirkungen auf die beiden primaren Faktoren. Sin3a interagiert direkt mit p65 Uber seine
PAH4-Doméne und geht Interaktionen mit der RNA-Pol Il ein. In humanen Zellen wird die
Expression der IL-1 Zielgene IL8 und CXCL2 im Sin3a-knockdown gesteigert, wahrend in
murinen Zellen die Expression einiger IL-1 Zielgene gehemmt, die anderer aber induziert
wird. Die Daten weisen Sin3a eine moduliernde Funktion fir die Expression
inflammatorischer Gene zu, die durch Integration in genspezifische Pol lI-Komplexe reguliert

sein kénnte. Hierbei scheint Sin3a als Pol ll-assoziiertes Scaffold Protein zu fungieren.
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6 Diskussion

6.1 Charakterisierung von NF-kB p65 als Masterregulator, der die Bindung
weiterer Chromatinfaktoren, die Rekrutierung von RNA-Pol 1l und die
Ausbildung von Histonmodifikationen an IL-1-induzierbaren Promotoren und

Enhancern vermittelt

In dieser Arbeit wurde die Hierarchie der IL-1-abh&ngigen Rekrutierung von Untereinheiten
der NF-kB und AP-1 Transkriptionsfaktorfamilien (p65, p50, c-Fos, JunD, c-JUN, FRA1 und
ATF2), der RNA-Polymerase Il und das Auftreten von Enhancer-spezifischen
Histonmodifikationen (H3K4mel und H3K27ac) an den IL8 und CXCL2 Loci naher

untersucht.

Die prinzipielle Bindung der untersuchten Transkriptionsfaktoren an diesen Loci ist bereits
bekannt [14, 177, 189, 190]. Die Menge, die subzellulare Lokalisation und der
Aktivierungsstatus (z.B. durch posttranslationale Modifikationen) von NF-kB und AP-1
Faktoren werden in verschiedenen Zelltypen durch eine Vielzahl an Stimuli Gber
unterschiedliche Mechanismen reguliert. Letztlich binden diese Transkriptionsfaktoren aber
oft an gemeinsam regulierte Zielgene als ,Endstrecke® der Signaltransduktion wie z.B. an
das IL8 Gen [191, 192]. Jenseits der Bindungsereignisse ist in der Regel aber oft keine
kausale Evidenz verfigbar, wie und wann eine NF-kB oder AP-1 Untereinheit einen
molekularen Prozess am Chromatin reguliert. Diese Aussage trifft insbesondere fir das IL-1
System zu [189, 191].

Mittels Chromatin-IPs konnte in p65-defizienten Hela-Zellen gezeigt werden, dass die
Rekrutierung der hier untersuchten Transkriptionsfaktoren an die Promotoren und Enhancer
von IL8 und CXCL2 direkt von der p65-Prasenz abhangig ist (Abb.8A, 8B). p65 ermdoglicht
als essentieller Transkriptionsfaktor nicht nur die Bindung dieser ko-regulierenden Faktoren,
sondern wird auch fir die Aktivierung der Klasse II-Enhancer nach einem IL-1 Stimulus
bendtigt (Abb.9, 10). Wahrend die bereits bestehende und IL-1-unabhéngige
Monomethylierung an H3K4 in den p65-knockdown Zellen kaum beeinflusst ist, wird die
weitere Offnung des Chromatins und die Acetylierung an H3K27 in diesen Zellen inhibiert
(Abb.9, 15).

Die Stimulation mit IL-1 verandert dabei auch die Nukleosomendichte, sodass der Locus
zugéanglicher fur Transkriptionsfaktoren, Ko-Faktoren und die Transkriptionsmaschinerie
wird. Einige Promotoren inflammatorischer Gene bendétigen Chromatin-remodellierende

Faktoren wie z.B. den Swi/Snf-Komplex, wahrend andere Swi/Snf-unabhéngig induziert
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werden konnen [84, 193]. Viele rasch induzierbare NF-kB Zielgene kdénnen ohne
Nukleosomen-remodellierende Komplexe aktiviert werden [84, 194]. Diese Promotoren
enthalten meist CpG-Inseln, besitzen eine offene Chromatinstruktur und aktivierende
Histonmodifikationen, z.B. H3K9ac [77, 84, 194, 195]. Das untersuchte CXC-Cluster auf
Chromosom 4 Dbesitzt CpG-haltige Promotoren [84, 196] und weist aktivierende
Histonmodifikationen und eine relativ offene Chromatinstruktur auf, die durch IL-1 jedoch
noch weiter gedffnet wird. Die Depletion von p65 zeigt, dass p65 fur diesen Prozess
essentiell ist (Abb.9). Eine Mehrheit aller schnellen, Signal-abhangigen NF-kB Bindungen
findet in Regionen statt, die auch in unstimulierten Zellen eine geringe Nukleosomendichte
aufweisen [197]. Somit fallen die Promotoren des hier untersuchten CXC-Clusters nicht
unerwartet in die Gruppe der schnell-induzierbaren Promotoren [198], die durch NF-kB p65

fur eine rasche Induktion aktiviert werden.

Im Gegensatz zur Monomethylierung an H3K4 wird die Acetylierung an H3K27 an den
untersuchten Promotoren und vor allem Enhancern durch die IL-1 Stimulation gesteigert
[177]. Dieser induzierte Effekt wird durch die Depletion von p65 ebenfalls gehemmt (Abb.9).
Die H3K27ac unterscheidet konstitutiv aktive von noch weiter aktivierbaren Enhancern [85,
199, 200]. Die Acetylierung wird dabei durch die Histonacetylase Ep300/CBP vermittelt,
daher stellt die Bindung dieser HATs ein zusatzliches ,enhancer mark® dar [73, 78, 201]. Der
Verlust von p65 verhindert die Formierung und damit Aktivierung der Enhancer an IL8 und
CXCL2 (Abb.9). Neben den Modellloci IL8 und CXCL2 wurden noch zwei weitere Enhancer-
Regionen untersucht, welche ebenfalls als Klasse II-Enhancer charakterisiert wurden
(Abb.10) [177]. Hier konnten die inhibitorischen Effekte der p65-Depletion auf die
induzierbare Acetylierung an H3K27 validiert werden. Da die vorgeschalteten zytosolischen
Signalwegkomponenten, die nicht direkt durch p65 reguliert werden, durch den knockdown
von p65 kaum beeintrachtigt waren (Abb.8D), sind die beobachteten Effekte hauptsachlich
auf den Verlust von p65 zurtickzufuhren. Zhang et al. konnten in ChlP-seq Analysen in
VEGFA (vascular endothelial growth factor A)-stimulierten HUVECs (human umbilical vein
endothelial cells) zeigen, dass die dynamische Deposition von H3K27ac und die assoziierte
Veranderung der Chromatinkonformation an Enhancern nach einer Stimulation die Aktivitat
von Ep300 bendtigen [201]. p65 kénnte somit fur die Rekrutierung von Ep300/CBP in HelLa-
Zellen essentiell sein, welches die anschlieende Aktivierung der H3K4mel-vormarkierten
Enhancer initiilert. Im p65-knockdown konnte auf sehr niedrigem Niveau eine reduzierte
Bindung von CBP gezeigt werden [177]. Dies kann fur Ep300 in nachfolgenden analogen

Experimenten Gberpruft werden.

Im Vergleich zum p65-knockdown besitzt die Depletion zweier ausgewahlter AP-1 Faktoren

(JunD und c-Fos) kaum Einfluss auf die p65 Bindung und Ausbildung der IL-1-abhéngigen
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Effekte an den Promotoren und Enhancern (Abb.14). Dies bestétigt die beobachtete
Hierarchie der Bindungsereignisse und somit die Rolle von p65 als Master-
Transkriptionsfaktor, der die Ausbildung eines Transkriptionsfaktor-Kollektivs an IL-1-
abhangigen Promotoren und Enhancern ermoglicht. AP-1 Faktoren uben womdoglich
Funktionen bei der Feinjustierung der Enhancer-Aktivierung oder Regulation der
Genaktivierung aus. Khanjani et al. konnten in Zellen des humanen Myometriums im Uterus
ebenfalls zeigen, dass NF-kB nach einer IL-1f Stimulation eine zentrale Rolle fir die
nachfolgenden Rekrutierungsereignisse von AP-1 Faktoren am IL8 Locus einnimmt.
Mutationen der AP-1 Bindestelle oder siRNA-vermittelter knockdown von AP-1 Faktoren
reduzierte die IL8 Expression nur schwach, wahrend die Depletion von NF-kB die Expression
deutlich verminderte [192]. Die Mutationen der Bindestelle basierten jedoch auf Plasmid-

Konstrukten, und spiegeln nicht den Chromatin-assoziierten endogenen Locus wieder.

Die Hemmung der IL8 und CXCL2 mRNA Spiegel war in p65-knockdown Zellen komplett
(Abb.8C). Dies geschah offenbar durch eine vollstdndige Abschaltung der Gentranskription,
da die Rekrutierung der RNA-Polymerase Il inhibiert wurde (Abb.8A, 8B). In Epithelzellen ist
p65 daher ein essentieller, nicht ersetzbarer Faktor fir die Expression dieser Chemokingene.
Die Transkription in Eukaryoten hangt von der Assemblierung des Prainitiationskomplexes
(PIC) am Kernpromotor nahe dem Transkriptionsstart ab [202]. Ein prototypischer PIC
besteht aus mehr als 85 Polypeptiden [203]. Der Kernpromotor enthélt die TATA-Box,
welche vom TATA-bindenden Protein (TBP/TFIID) erkannt wird. Dies fuhrt zur Formierung
eines generellen Transkriptionsfaktor-Komplexes, der TFIIA, TFIIB, TFID, TFIIE, TFIF,
TFIIH, TAF Untereinheiten und einen groRen Mediator-Ko-Aktivator-Komplex enthélt und die
RNA-Polymerase Il rekrutiert, sodass die Transkription gestartet werden kann. Die RNA-Pol
Il besteht aus 12 Untereinheiten, ist in Eukaryoten hoch konserviert und dient als die zentrale
katalytische Komponente des PIC [203, 204]. Die Elongation der Transkription benétigt
zusatzliche Modifikationen des PIC und des umgebenen Chromatins. Dazu werden weitere
Aktivatoren, Chromatin-modifizierende Enzyme und Elongationsfaktoren rekrutiert. Die
Erkennung der Kernpromotor-Sequenz ist der erste Schritt in der Transkription und kénnte
primér durch NF-kB p65 reguliert werden [205]. An vielen rasch induzierbaren Genen ist der
PIC bereits vorgebunden und wird erst durch einen Stimulus aktiviert, sodass eine schnellere
Induktion der Gene gewabhrleistet ist [84, 206]. Es existieren aber auch Beobachtungen, dass
das Vorhandensein einer pausierenden Polymerase und eine offene Chromatinstruktur keine
essentiellen Voraussetzungen fir die schnelle Aktivierung von Genen darstellen [207, 208].
Barboric et al. konnten bereits eine Interaktion in vivo und in vitro zwischen NF-kB p65 und
P-TEFb nach einer Stimulation mit TNFa nachweisen. Dabei triggert TNFa die Rekrutierung
von P-TEFb zum NF-kB-regulierten IL8 Gen. Dies kann durch den P-TEFb-Inhibitor DRB

gehemmt werden [4]. P-TEFb (positive transcription elongation factor b) phosphoryliert die
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Rbpl Untereinheit der Polymerase in der C-terminalen Doméane (CTD) an Serin 2 durch die
CDKO9-vermittelte Kinase-Aktivitat. Dies erlaubt die Elongation der Transkription [209]. Viele
Faktoren, die eine Rekrutierung von P-TEFb foérdern, z.B. NF-kB, kénnen aul3erdem die
Beladung mit der RNA-Polymerase Il und die transkriptionelle Initiation stimulieren [77]. Die
in dieser Arbeit untersuchten NF-kB Zielgene weisen eine signifikante RNA-Polymerase ||
Rekrutierung an die Promotoren erst nach einer Stimulation mit IL-1 und der resultierenden
Bindung von p65 auf. Im Gegensatz zu IL8 kann an CXCL2 ein relativ schwaches Signal fur
die RNA-Polymerase Il in ChlPs und ChlIP-seq Profilen im unstimulierten Zustand am
Promotor detektiert werden.

Es stellte sich die Frage, welche apikalen Signalwegkomponenten an den Promotor- und
Enhancer-spezifischen Rekrutierungsereignissen und Chromatinveranderungen beteiligt
sind. Um den Signalweg weiter einzugrenzen, wurden Schlisselproteine des kanonischen
NF-kB Signalwegs (TAK1 und IKK2) [210] Uber spezifische Inhibitoren (5Z-7-Oxozeaenol
und PHA-408) oder uber einen RNAi-vermittelten knockdown gehemmt (Abb.11, 12, 13).
Dabei zeigten die Inhibitionen von TAK1 und IKK2 ahnliche Effekte. Beide Proteine waren
wichtig fir die Aktivierung des p65-p50 Dimers, die Translokation in den Zellkern und dessen
Rekrutierung an die untersuchten Zielgene. Durch die resultierende Hemmung der p65
Rekrutierung war die Bindung der Polymerase, die IL-1-induzierte Steigerung der H3K27ac
und die Expression von IL8 und CXCL2 stark reduziert (Abb.11, 12, 13). Dabei wies der
TAK1-Inhibitor den starksten Hemmeffekt auf die H3K27 Acetylierung auf (Abb.12). Die
erzielten Ergebnisse zeigen, dass der TAK1-IKK2-p65 Signalweg eine fundamentale Rolle
fur die Ausbildung von Promotor- und Enhancer-Komplexen und der induzierten H3K27
Acetylierung einnimmt, um die maximale mMRNA Expression der IL-1 Zielgene IL8 und
CXCL2 zu ermoglichen. Diese Ergebnisse definieren damit eine neue Signalkaskade, die IL-

1-abhangig spezifische Loci im Genom an H3K27 acetyliert.

In der Literatur wird bereits diskutiert, ob NF-kB eine Pionier-Funktion an Promotoren und
regulatorischen Elementen besitzen konnte [114, 205, 211, 212]. Allgemein wird
angenommen, dass ein Pionier-Faktor an kompakte bzw. heterochromatische nukleosomale
DNA binden sollte, um lokale Chromatin-Remodellierungen zu initiieren, sodass fiur weitere
TFs/Ko-Aktivatoren zugadngliche DNA-Bereiche entstehen [213]. Pionier-Faktoren werden
daher bereits frih-embryonal exprimiert und bleiben wahrend der Zelldifferenzierung
bestehen. Die uUber Zellteilungen hinweg vererbbare Assoziation mit Promotoren und
Enhancern fihrt zu einer Zelltyp-spezifischen Chromatin-Architektur, die zum einen die
stabile Expression von Differenzierungsgenen vermittelt, welche den Phéanotyp der Zelle
erhalten, andererseits aber auch immer noch zugénglich fir weitere Stimulus-induzierte

Transkriptionsfaktoren bleibt [77]. Fir NF-kB Dimere wurde aufgrund ihrer dreidimensionalen
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Struktur lange vermutet, dass sie nicht an Nukleosomen binden kdnnen. Dies wirde
ausschlie3en, dass NF-kB eine Pionier-Stellung einnimmt [205]. Fur p50 und p52 konnte
jedoch eine Bindung an nukleosomale DNA gezeigt werden [205, 214, 215]. Ein Beispiel fur
einen sehr gut definierten Pionier-Faktor in wichtigen Immunzellen (B-Zellen, Makrophagen
und dendritischen Zellen) ist PU.1. Seine Anwesenheit geht mit der Depletion von
Nukleosomen und der H3K4 Monomethylierung der umgebenden Histone einher, wodurch
erst die Bindung vieler weiterer Chromatinfaktoren gebahnt wird [73, 74]. PU.1 ist daher
ahnlich wie p65 in den hier untersuchten Epithelzellmodellen auch essentiell fur die
Expression von inflammatorischen Genen im LPS Signalweg [73]. Im Unterschied zu PU.1
zeigte sich im knockdown von p65 in HeLa-Zellen allerdings kein Einfluss auf die bestehende
H3K4 Monomethylierung (Abb.15). Daher muss noch ein weiterer Faktor existieren, der in
HelLa und KB Zellen die Rolle eines Pionier-Faktors Ubernimmt und so die untersuchten
Zielloci auf eine spatere Stimulus-abhéngige Bindung von p65 vorbereitet. Diese neuen
Ergebnisse zeigen, dass das Repertoire an Pionier-Faktoren und essentiellen
Chromatinregulatoren zell- und stimulusabhdngig angelegt ist und dadurch auf
Chromatinebene IL-1- und LPS-Signale unterschiedlich molekular verschalten werden

kdénnen.

6.2 Identifizierung neuer Ko-Regulatoren des nuklearen IL-1 Signalwegs

Wie aus den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen und den bisherigen Ausfihrungen dazu
hervorgeht, sind die nukledren Prozesse der NF-kB-regulierten Genexpression sehr komplex
und immer noch unvollstandig verstanden. Viele Regulationsmechanismen arbeiten
kooperativ und beeinflussen sich gegenseitig. Durch eine Fille an posttranslationalen
Modifikationen von beteiligten Proteinen bzw. Proteinkomplexen und dynamischen
Konformationsanderungen des Chromatins, existieren zahlreiche Kombinationsmdglichkeiten
der agierenden Mechanismen. Neben Pionier-Faktoren, sowie essentiellen
Masterregulatoren, sind verschiedene Ko-Regulatoren an entscheidenden Prozessen wie
Chromatin-Remodellierung, Modifikationen von Histon- und Nicht-Histon-Proteinen,
Rekrutierung von weiteren Faktoren, Aktivierung, Inhibierung oder Termination von
Reaktionen beteiligt. Um neue Ko-Regulatoren von NF-kB zu identifizieren, wurden bisher
einige RNAI-Screens durchgefiihrt. Dabei basieren die meisten genomweiten [26, 216-219]
oder auf spezifische Proteingruppen limitierten [220-222] Screens auf der artifiziellen
Integration von Reportergenkonstrukten (z.B. fur Firefly Luciferase oder GFP), die sich gut
fur genomweite, automatisierte und miniaturisierte Assays eignen, aber nicht die nattrliche
Chromatin-Umgebung rekapitulieren kdnnen. Durch die RNAi-vermittelte Depletion von

Proteinen kdnnen aufRerdem indirekte oder sekundare Effekte auftreten, ein Fakt, der stets
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bei der Validierung von potentiellen Kandidaten bertcksichtigt werden muss. Ein alternativer
Ansatz, um neue nukledre Ko-Regulatoren von NF-kB zu identifizieren, die direkt am
Chromatin binden oder die Chromatinregulation endogener Loci von NF-kB Zielgenen
bewirken, ist die Durchfiihrung von ChiIP-seq Experimenten. Durch die genomweite (Ko)-
Lokalisation der beteiligten Proteine z.B. mit p65 oder durch Untersuchung der umgebenden
DNA-Sequenz auf abundante Bindemotive mittels de novo Motivanalyse, kbnnen neue NF-
kKB Ko-Regulatoren postuliert werden. Beispielsweise konnten Lim et al. in ChiIP-seq
Analysen eine Uberreprasentation von E2F1-Bindemotiven in der N&he von p65-
gebundenen Loci nachweisen. Sie identifizierten E2F1 als transkriptionellen Regulator von
einigen LPS-stimulierten NF-kB Zielgenen in Monozyten [223]. Ein Vorteil dieser
Herangehensweise ist das Vermeiden von off-target Effekten durch si/shRNAs. AuRerdem
missen die verwendeten Zellen genetisch nicht manipuliert werden. Ein Nachteil der de
novo Motivanalyse ist, dass unbekannte Faktoren ohne hoch-konserviertes Bindemotiv oder
ko-rekrutierte Faktoren, nicht erfasst werden. Ein weiterer Nachteil ist, dass ChlP-seq Daten
zunachst nur korrelative Evidenz fur Ko-Lokalisationen am Chromatin hervorbringen und

weitere Experimente nétig sind, um kausale Zusammenhange zu definieren.

Unter Abwagung dieser Mdglichkeiten, wurde in dieser Arbeit ein limitierter RNAi-Screen von
170 ausgewdhlten Ko-Regulatoren (Abschnitt 7.3) durchgefiihrt, um neue nukleare
Regulatoren im IL-1 Signalweg zu identifizieren (Abschnitt 5.2). Im Vergleich zu bereits
existierenden RNAIi-Ansatzen zeichnet sich die hier beschriebene Vorgehensweise durch ein
Readout (Abb.19) auf Basis des sorgfaltig ausgewahlten endogenen IL-1-induzierbaren
Zielgens mCxcl2 (Abb.17, 18) aus. Dadurch wurde gewahrleistet, dass die beobachteten
Auswirkungen der knockdowns im natlrlichen Chromatin-Kontext stattfinden. Mittels
miniaturisiertem Assay mit anschlieBender Real-Time PCR konnten die erhobenen
Messwerte auf eine unstimulierte Kontrollvektor Probe und das validierte ,Haushaltsgen®
mUbe2I3 normalisiert werden (Abb.20, 21). Um eine eventuelle Beeintréachtigung der
Expression von mUbe2I3 durch den shRNA-vermittelten knockdown zu berticksichtigen,
wurde parallel eine nur auf den Kontrollvektor bezogene Analyse durchgefiihrt (Abb.21).
Durch das Setzen eines strengen Schwellenwerts (Cut-off: 4-fache Regulation des Zielgens),
wurden 16 potentielle Ko-Regulatoren des IL-1 Signalwegs herausgefiltert (Tab.2). Dieser
Schwellenwert wurde nach eigenem Ermessen festgelegt und ermdglichte die Filterung von
wenigen, aber sehr starken Effekten auf die Expression des untersuchten Zielgens. Eine
Verringerung des Schwellenwerts filhrte zu einer vielfach erhdhten Anzahl von potentiellen
Kandidaten, z.B. der cut-off einer 2-fachen Regulation des Zielgens resultierte in 64 Hit-
Kandidaten (Daten nicht  gezeigt). Die Komplexitdt  der  nachfolgenden

Validierungsexperimente und ChIP-Experimente limitierte eine vollstandige Untersuchung
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aller dieser potentiellen Kandidaten, sodass eine Fokussierung auf die sechzehn Kandidaten

erfolgte.

Die Signifikanz vieler RNAIi-Screens wird mit Hilfe eines statistischen Parameters, z.B. dem
Z-Faktor ermittelt [26, 224]. Dieser dimensionslose Koeffizient reflektiert die Qualitat und
Reproduzierbarkeit des verwendeten Assays [225]. Durch die verschiedenen Normierungs-
und Auswertungsmaoglichkeiten der hier erhobenen Ct-Werte, die mogliche Variabilitat einer
IL-1-Responsivitat und die Verfligbarkeit zweier unabhéngiger Screens mit unterschiedlicher
Durchfiihrung (3 h vs. 1 h IL-1 Stimulation, Transfektion einzelner shRNAs pro Gen vs. Pool
an shRNAs) wurde bei der Filterung der potentiellen Kandidaten auf einen statistischen
Parameter verzichtet. Ein vergleichbares Vorgehen wahlten Chew et al. in einem auf
Phosphatasen limitierten RNAIi-Screen. In diesem Screen wurde WIP1 als negativer
Regulator von NF-kB in TNFa-stimulierten A549 Zellen identifiziert. Es wurde ebenfalls ein
cut-off zur Identifizierung der starksten Effekte verwendet [220].

Bei der Darstellung der berechneten dCt und ddCt-Werte von Screen | (Abb.21) fallt auf,
dass nur Ko-Regulatoren, die eine aktivierende Wirkung auf das Zielgen mCxcl2 besitzen,
auf3erhalb des cut-off’s liegen. Diese Verteilung tritt in Screen Il durch die Verwendung von
shRNA-Pools nicht auf (Abb.21). Das Poolen von shRNA kann die Effizienz des knockdowns
steigern und das Auftreten von einzelnen shRNA-Ausreiern vermeiden. Regulatoren, die
dennoch in beiden Screens die gleichen starken Effekte aufwiesen (Tab.2), zeigten die
stabilsten Ergebnisse und wurden in nachfolgenden Validierungsexperimenten Uuberprft
(Abb.22). Fur alle sechzehn Hit-Kandidaten bestatigte sich die Reduktion der mCxcl2-
Expression in den knockdowns (Abb.22A). Viele dieser selektierten Faktoren weisen keine
publizierte molekulare Verbindung zum IL-1/p65 (RelA) Signalweg auf, wahrend flir andere

z.B. eine funktionelle Verknipfung bereits existiert (Abb.54).
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confidence score high 0,7] zwischen den 16 potentiellen nukledaren Ko-Regulatoren im IL-1 Signalweg
und p65 (RelA) mit Hilfe der STRING Datenbank [226].

Ep300 ist, wie bereits diskutiert, eine Histon-Acetyltransferase, die durch NF-kB rekrutiert
wird und als Ko-Aktivator der Genexpression dient [48, 101, 227]. Der shRNA-Screen
charakterisierte Ep300 ebenfalls als Ko-Aktivator im IL-1 Signalweg. In den Validierungs-
Experimenten zeigte Ep300 Aktivator-Funktionen fur die meisten gemessenen IL-1 Zielgene
(Abb.22B). ChIP-Experimente in KB Zellen bestatigten eine IL-1-abhangige Rekrutierung
dieses Faktors an die IL8 und CXCL2 Promotoren und Enhancer (Abb.26). Somit diente

Ep300 als interne Positivkontrolle fur einen Ko-Aktivator im IL-1 Signalweg.

Kdmé6a (UTX) und Kdméb (JIMJD3) sind H3K27-Demethylasen [228]. Die Methylierung an
H3K27 spielt eine wichtige Rolle in der Entwicklung und Differenzierung, beispielsweise bei
der Regulation der Hox-Gene, welche die anterior-posteriore Entwicklung bei Tieren
kontrollieren [229]. Flir Kdm6b wurde dokumentiert, dass es durch pro-inflammatorische
Stimuli rapide induziert wird [230] und an den Transkriptionsstart der meisten LPS-
induzierten Gene in Makrophagen rekrutiert wird [231]. Kruidenier et al. identifizierten einen
spezifischen Kdm6-Inhibitor (GSK-J4), der die Demethylase-Aktivitdt von Kdm6a und Kdm6b
hemmt. In LPS-stimulierten Makrophagen inhibierte GSK-J4 die Expression von 16 aus 34
induzierten Zytokinen. Dieser Effekt konnte am TNFa-Gen nur durch den knockdown von
Kdmé6a und Kdm6b erreicht werden [232]. Viele der untersuchten Zielgene hatten
Uberraschenderweise kein detektierbares H3K27me3 Signal [231, 232]. In den
durchgefuhrten ChlIP-Analysen konnte Kdm6a an den IL8 und CXCL2 Loci in IL-1-
stimulierten KB-Zellen mit dem verwendeten Antikorper nicht detektiert werden (Abb.26).
Auch hier ist kein Signal fir H3K27me3 messbar (Daten nicht gezeigt). Die Verwendung des
mittlerweile kommerziellen Inhibitors ware auch in diesem System hoch interessant und
konnte die Effekte des knockdowns validieren. Kdm6a ist aul’erdem eine spezifische
Untereinheit des MLL3/MLL4/Trr-Komplexes [233], welcher als Methyltransferase fur die

Monomethylierung an H3K4 in Enhancer-Regionen in Frage kommt [78].

Aul3erdem wurden zwei PAD-Proteine als ko-aktivierende Regulatoren im RNAi-Screen
identifiziert (Tab.2). Peptidylarginin Deiminasen (PADs) sind Enzyme, die positiv-geladene
Arginin-Reste in Proteinen Kalzium-abhéngig zu neutralen Citrullin-Resten konvertieren
[234]. Es wurde gezeigt, dass PADI4 unmodifizierte und monomethylierte Histon-Arginin-
Reste deiminiert, was zur Repression der Transkription einiger Gene fuhrt [235-238]. Zhang
et al. konnten dagegen nachweisen, dass PADI4 auch ko-aktivierende Funktionen
einnehmen kann. In ChIP-chip Analysen von MCF-7 Zellen zeigten sie eine Anreicherung

von PADI4 und dem Transkriptionsfaktor Elk-1 nahe dem Transkriptionsstart einiger aktiver
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Gene. Beispielsweise interagiert PADI4 am c-Fos Promotor mit Elk-1 (ETS-like protein 1),
was nach EGF-Stimulation zur Deiminierung mit anschlieBender ERK-abhéngiger
Phosphorylierung von EIk-1, H4-Acetylierung am c-Fos Promotor und der Aktivierung der
Transkription fuhrt [239]. In Validierungsexperimenten zeigten alle gemessenen IL-1
Zielgene eine reduzierte Expression im Padi4-knockdown, wahrend Padi2 sehr variable
Effekte aufwies (Abb.22). Padi4 ist somit ebenfalls ein interessanter Kandidat, der auch die
IL-1-abhangige Expression von NF-kB Zielgenen beeinflussen konnte. In ChlP-Experimenten
konnte jedoch keine direkte Rekrutierung an die IL8 und CXCL2 Loci mit den verwendeten
Antikorpern nachgewiesen werden (Abb.26).

HDACs und Ncor/SMRT weisen Verbindungen zu NF-kB-regulierten Signalwegen auf, wobei
sie jedoch meist Ko-Repressor-Funktionen einnehmen [240-244]. Dabei besitzt Ncor/SMRT
selbst keine enzymatische Aktivitat und rekrutiert die katalytische Aktivitdt von HDACs, um
Histone zu deacetylieren [245]. Generell sind aber zunehmend auch aktivierende Funktionen
der Genregulation bekannt [92, 246-250]. Genomweite Assays haben HDAC1/2 und ihre
assoziierten Proteine an transkriptionell aktiven Loci lokalisiert und alternative Funktionen
aufgezeigt [251], wobei ihre repressiven Funktionen auf die Balancierung zwischen
Aktivierung und Reprimierung ausgeweitet wurden [252]. Im RNAi-Screen und den
nachfolgenden Validierungsexperimenten zeigten Ncor2/SMRT und HDAC2 Aktivator-
Funktionen fir einige IL-1-induzierte Zielgene auf (Abb.22). In ChIP-Experimenten konnte mit
den verwendeten Antikorpern keine Rekrutierung an die IL8 und CXCL2 Loci nachgewiesen
werden (Abb.26).

Sin3a und Sin3b werden ebenfalls meist mit repressiven Eigenschaften als Teil von Ko-
Repressor-Komplexen assoziiert. Dabei kénnen SMRT, HDAC1 und HDAC2 ebenfalls
Bestandteile des Komplexes sein [253]. Fir Sin3a werden zunehmend ebenso aktivierende
Eigenschaften auf die Gentranskription in Hefen, Drosophila und Saugerzellen
nachgewiesen [120-122, 147, 148]. Der Sin3a-knockdown zeigte in den
Validierungsexperimenten eine Reduktion der Expression vieler untersuchter IL-1 Zielgene
bei einem Stimulationszeitpunkt (1 h IL-1) (Abb.22, 23A). Proteinanalysen wiesen jedoch
darauf hin, dass der knockdown bzw. die Uberexpression von Sin3a die Expression von NF-
KB p65 in der verwendeten MEF-Zelllinie (TA7) beeinflusste (Abb.24). Somit kdnnte es in
murinen Zellen zu einer Uberlagerung von direkten und indirekten Effekten kommen. Sin3a
ist fur das Wachstum und die Vitalitdit von MEFs essentiell. Deletionen resultieren in einer
Akkumulation in der G2/M-Phase des Zellzyklus, verstarkter Apoptose und der De-
Repression hunderter Gene, die den Zellzyklus, die DNA-Replikation/Reparatur und den
Zelltod kontrollieren [117]. Wie bereits in HeLa-Zellen diskutiert, spielt p65 eine essentielle

Rolle fir die Aktivierung von IL-1 Zielgenen, sodass eine Reduktion der Proteinmenge
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drastische Auswirkungen auf deren Expression besitzen kann. Eine kinetische Analyse in der
Expression einiger IL-1-responsiver Gene in diesen MEFs zeigte, dass Gen-spezifische
Effekte des Sin3a-knockdowns zu beobachten waren. mCcl2 und mCcl7 wiesen eine
Verschiebung der Induktionsmaxima zu spéateren IL-1 Zeitpunkten auf und fuhrten sogar zu
einer gesteigerten Expression im Sin3a-knockdown, wahrend mCxcl2, mCxcll, mCxcl5,
mCxcl10 und mCcl20 zu allen Stimulationszeitpunkten reduziert exprimiert wurden
(Abb.23B). In ChiP-Experimenten konnte eine bisher in der Literatur noch nicht beschriebene
IL-1-abhangige Rekrutierung von Sin3a an aktive humane und murine NF-kB-regulierte
Promotoren detektiert werden (Abb.26, 27). Dies fuhrt zu der Annahme, dass Sin3a an den
untersuchten Zielgenen eine genspezifische Funktion als Modulator der Genexpression

besitzt, was im folgenden Kapitel naher diskutiert werden soll.

6.3 Sin3a reqguliert IL-1-abhéangig die Expression von NF-kB Zielgenen

Als Ko-Regulator, der an aktive IL-1-induzierte Gene rekrutiert wird, stand Sin3a im Fokus
der nachfolgenden Experimente. Mit Hilfe von ChIP-Experimenten konnten die Bedingungen
der Rekrutierung und die Funktion von Sin3a an den Loci bestimmter Chemokingene
analysiert werden. Obwohl die Ergebnisse des shRNA-Screens in MEFs erzielt wurden,
wurde fir ChIP-Experimente auf das humane KB und Hela Zellsystem zurlickgegriffen.
ChIPs in MEF TA7 Zellen waren zwar prinzipiell durchfiihrbar, die detektierbaren Signale fur
IL-1-abhangige Effekte waren jedoch relativ niedrig (Abb.27). Es gab Hinweise darauf, dass
innerhalb der MEF Population einzelne Zellen eine sehr starke IL-1 Antwort zeigen, wahrend
der Grof3teil der Population nur schwach oder gar nicht antwortet (Masterthesis Juliane
Kums). Da in einem ChIP-Experiment die gesamte Zellpopulation analysiert wird, werden
diese starken Einzelzellantworten Uberlagert. Alternative MEF-Zelllinien (MK2/5 und p65
wt/KO) zeigten deutlich starkere IL-1-abh&ngige Signale (Abb.27, 41B), waren jedoch nur
schwer transfizierbar, sodass eine Manipulation z.B. durch knockdown der beteiligten
Proteine mit ausreichenden Zellmengen nur schwer realisierbar war (Daten nicht gezeigt).
Fur KB-Zellen existierten innerhalb der Arbeitsgruppe bereits umfangreiche ChlP-seq Profile
fur beteiligte Transkriptionsfaktoren, die RNA-Polymerase und einige Histonmodifikationen
(Dissertation Liane Jurida) unter verschiedenen Behandlungsbedingungen. Auf3erdem
weisen KB-Zellen auch auf Einzelzellebene eine sehr starke und gleichmaliige IL-1 Antwort
auf [177]. Im Gegensatz zu KB-Zellen, die nur schwer genetisch manipulierbar sind, boten
HelLa-Zellen den Vorteil einer guten Transfizierbarkeit mit hohen knockdown-Effizienzen. Die
Antwort auf IL-1 war ebenfalls stark und die Population ausreichend gleichmaRig. Primer-
Paare, die anhand von ChiP-seq Profilen in KB-Zellen generiert wurden, waren auch auf das

HelLa-Zellsystem anwendbar (Abb.7). Sowohl in KB- als auch in HeLa-Zellen konnte eine IL-
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1l-abhéngige Rekrutierung von Sin3a an die Promotoren von IL8 und CXCL2 detektiert
werden, jedoch nicht an die regulatorischen Enhancer-Regionen (Abb.26, 41A). Am mCcl2-
Locus in MEFs zeigte sich sogar eine rAumliche Trennung zwischen dem Promotor, welcher
eine Sin3a und RNA-Pol Il Rekrutierung aufwies, und dem Enhancer, an den p65 nach IL-1
Stimulation gebunden hatte (Abb.27). Sin3a scheint somit keine Funktion an weiter upstream
gelegenen regulatorischen Elementen fir die Transkription der untersuchten Gene
einzunehmen, sondern wird spezifisch am Ort der Transkription benétigt. In der aktuellen
Literatur sind nur wenige Hinweise einer Sin3a Rekrutierung an regulatorische Enhancer-
Strukturen gegeben. Beispielsweise wiesen Solaimani et al. eine induzierte Rekrutierung von
Sin3a als Aktivator an den Cyplal Promotor und Enhancer in Hepa-1 Mauszellen nach
[122].

Analog zur p65-Analyse wurden die apikalen Signalwege, welche an der Sin3a Rekrutierung
beteiligt sind, untersucht. Dabei zeigte sich auch hier eine Abhangigkeit von den
zytosolischen Kinasen TAK1 und IKK2 (Abb.28, 29). Die Unterbrechung des kanonischen IL-
1-Signalwegs durch Hemmung dieser beiden zentralen Kinasen blockierte alle beobachteten
IL-1-abhangigen Effekte an den IL8 und CXCL2 Loci inklusive der Sin3a Rekrutierung.

ChiP-seq Experimente boten die Madglichkeit genomweite Aussagen fir die Sin3a
Rekrutierung unter den gewéhlten Bedingungen zu treffen. Bioinformatische Analysen der
Daten zeigten, dass Sin3a eine starke Uberlappung mit der aktiven RNA-Polymerase |
(P(S5)-Poal II) aufwies. Dabei zeigten 81% der Sin3a Peaks auch einen P(S5)-Pol Il Peak auf
(Abb.31B). Es konnte eine Gruppe an IL-1-induzierbaren Sin3a Peaks identifiziert werden,
deren Sin3a Bindung durch 5Z-7-Oxozeaenol gehemmt wurde und eine ebenso regulierte
Bindung von P(S5)-Pol Il aufwies (Abb.32, 37). Die genomweite Verteilung der Sin3a Peaks
zeigte, dass es hauptséachlich an die TSSs, Exone und TESs rekrutiert wird (Abb.33). An IL-
1-induzierten Genen war eine starke Zunahme der Bindungen von Sin3a und P(S5)-Pol Il an
diesen Elementen zu beobachten (Abb.34). Des Weiteren konnte eine Korrelation zwischen
der Sin3a/P(S5)-Pol Il Bindung und der Genexpressionsstarke gezeigt werden (Abb.35, 36).
Anhand des CXC-Clusters auf Chromosom 4 konnten die Bindungen unter anderem an den
beiden prototypischen IL-1 Zielgenen IL8 und CXCL2 naher charakterisiert werden (Abb.38).
Sin3a und P(S5)-Pol Il zeigten eine IL-1-abhangige Rekrutierung an alle aktivierten Gene
(IL8, CXCL1, CXCL3 und CXCL2). stillgelegte Gene wie CXCL6 und CXCL5 und die
Enhancer-Regionen wiesen dagegen keine Rekrutierung von Sin3a oder P(S5)-Pol Il auf.
Auch hier waren alle Rekrutierungsereignisse von TAK1 abhé&ngig. An IL8 und CXCL2
konnte die Uberlappung der IL-1-abh&ngigen Signale von Sin3a und P(S5)-Pol Il tiber den
gesamten Genkorpern verdeutlicht werden (Abb.38). Im Vergleich zu P(S5)-Pol Il zeigte die

RNA-Pol Il in allen Analysen eine schwéachere Uberlappung mit Sin3a auf, wobei die
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Tendenzen der Regulation und Verteilung ahnlich waren. Dies kdénnte an der geringeren
Effizienz des RNA-Pol Il Antikbrpers in der ChIP liegen, sodass schwachere Peaks im
Hintergrund verschwinden. Sowohl die genomweiten Analysen, als auch die Fokussierung
auf IL-1-induzierte Gene weisen auf einen Sin3a-assoziierten RNA-Polymerase-Komplex hin,
der an stark exprimierte Gene bindet und sich wéahrend der Transkription tber das Gen
bewegt.

Eine kinetische Analyse der Bindungsereignisse von p65, aktiver RNA-Pol Il und Sin3a an
den IL8 und CXCL2 Promotoren wies darauf hin, dass alle drei Faktoren relativ zeitgleich
nach einer IL-1 Stimulation rekrutiert wurden, wobei Sin3a eine etwas fruhere und
andauernde Rekrutierung zeigte (Abb.40). AnschlieRend wurden die Abhangigkeiten der drei
Faktoren genauer untersucht. Dabei bestatigte sich die Rolle von p65 als Masterregulator fir
alle nachfolgenden Rekrutierungsereignisse. Analog zu den untersuchten AP-1 Faktoren und
der RNA-Polymerase Il ist auch die Rekrutierung von Sin3a von der p65-Prasenz abhéngig
(Abb.41, 42). Der Verlust von Sin3a hatte dagegen nur magRige Auswirkungen auf die IL-1-
abhangige Bindung von p65 und RNA-Pol Il, fuhrte jedoch zu einem erheblichen Anstieg der
Transkription von IL8 und CXCL2 (Abb.43). Die knockdown-Daten in HelLa Zellen weisen
ebenfalls darauf hin, dass Sin3a eine Modulator-Funktion als shaping factor einnimmt. Dabei
wird die Induktion der Zielgene IL8 und CXCL2 nicht blockiert, sondern eine fiir die Zelle
unphysiologische, UberschieBende Transkription vermieden und die Rickregulation zu
einem basalen Niveau gesteuert. Fir Sin3b konnten Jelinic et al. einen zu S.cerevisiae
homologen Komplex in Saugern identifizieren, der downstream der TSS von transkribierten
Genen bindet und das Fortschreiten der RNA-Pol Il drosselt. HDAC1 als katalytische
Untereinheit des Komplexes reguliert den Grad der Histon-Acetylierung und damit die
Transkription, wéahrend die Chromodomanen der Komplex-Untereinheit Mrgl5 an H3K36me3
am Ende der transkribierten Region binden. Eine Inaktivierung der Komplex-Untereinheiten
forderte das Fortschreiten der RNA-Pol Il und fihrte zu einer gesteigerten Transkription
[254]. Analog zu den Effekten des Sin3a-knockdowns in dieser Arbeit, wurde fir Sin3b somit

eine ,fine-tuning“ Funktion zugeordnet.

Sin3a, welches selbst kein bekanntes DNA-Bindemotiv und intrinsische enzymatische
Aktivitat besitzt, (bt seine Funktion tber die Fahigkeit verschiedenste Proteine zu binden und
spezialisierte Komplexe zu formen aus [118]. Dadurch bringt Sin3a Chromatin-
remodellierende Faktoren z.B. HDACs und Histon-Methylasen/Demethylasen, andere
spezialisierte Enzyme (z.B. OGT (O-linked N-acetylglucosamine transferase)) und zahlreiche
Transkriptionsfaktoren (p53, Rb, E2F, SMAR1, REST/NRSF) zusammen, welche die
Chromatin-Struktur reorganisieren und die transkriptionelle Aktivitat regulieren [118, 120,

121]. Dies ermdglicht eine enorme Komplexitat von Interaktionen und Funktionen, die sich
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gen- und zelltypspezifisch sowohl aktivierend, als auch reprimierend auswirken kénnen. In
dieser Arbeit sprechen sowohl die genomweiten ChlP-seq Analysen, als auch die Sin3a-
knockdown Ergebnisse fir eine Interaktion zwischen Sin3a und der aktiven RNA-Polymerase
Il. Eine Uberexpression von mSin3a-MYC zeigte in ChIP-Experimenten dagegen kaum
Veradnderungen der Bindungen von Sin3a, p65 und RNA-Pol Il. Die exogene Zugabe
reduzierte zwar die Expression der RNA-Pol I, hemmte die Transkription der Zielgene
jedoch nur leicht (Abb.45). Um den Einfluss der RNA-Pol Il auf Sin3a genauer zu
untersuchen, wurden RNA-Pol II Inhibitorversuche durchgefuhrt (Abschnitt 5.4.5). Die
Behandlung mit Actinomycin D blockierte komplett die Bindung von p65 am IL8 Locus und in
der Folge auch alle weiteren Ereignisse (Abb.46). Vergleichbar mit einem p65-knockdown
fuhrte dies zum erwarteten Verlust der RNA-Pol Il und der Sin3a Bindung. Eine Degradation
der RNA-Pol Il durch die Behandlung mit a-Amanitin (Abb.48) und die Hemmung ihrer
Aktivitat durch DRB (Abb.47) zeigten, dass die Sin3a Rekrutierung nicht nur von der Bindung
der Polymerase, sondern auch von ihrer Aktivitdt abhangt. AulRerdem konnte eine IL-1-
unabhangige, endogene Bindung zwischen RNA-Pol Il und Sin3a in HelLa Zellen
nachgewiesen werden. Dabei ko-immunoprazipitierte nur eine geringe Menge RNA-Pol Il in
der Sin3a-IP, wahrend durch Prazipitation von RNA-Pol Il kein Sin3a ko-immunoprazipitiert
werden konnte (Abb.53). Dies spricht dafiir, dass nur eine kleine Fraktion der Gesamt-RNA-
Pol Il Molekule der Zelle zu diesem Zeitpunkt stabil mit Sin3a assoziiert war. Mittlerweile wird
angenommen, dass die Komponenten des Préinititiationskomplexes (PIC) nicht fest
zusammengestellt sind, sondern dass verschiedene Klassen von PICs existieren, wodurch
eine ungeahnte zelltyp-und genspezifische Diversitat geschaffen wird [203, 255]. Fir die hier
untersuchten Chemokingene ist ein Stimulus (IL-1)-induzierter PIC denkbar, der sich unter
anderem aus Sin3a und assoziierten Ko-Regulatoren zusammensetzt. In der Literatur ist
eine direkte Verbindung zwischen Sin3a und der RNA-Polymerase uber die O-GIcNAc
Transferase (OGT) bekannt [134, 256, 257]. Viele Transkriptionsfaktoren, Histone und die
RNA Polymerase Il konnen durch O-verknipfte N-Acetylglucosamin (O-GIcNAC)
Monosaccharide an Serin und Threonin-Resten modifiziert werden, was durch OGT
katalysiert wird [258]. Die C-terminale Doméane (CTD) der grof3ten RNA-Pol Il Untereinheit
kann durch mehrere O-GIcNAc-Reste modifiziert werden, was zu einem Arrest der
transkriptionellen Elongation fiihrt [256]. Yang et al. konnten zeigen, dass OGT mit Sin3a
Uber dessen PAH4-Doméane interagiert und an Promotoren rekrutiert wird, um die
Transkription zu reprimieren [134]. Es gibt Hinweise darauf, dass OGT fir das Recyceln der
Polymerase wahrend der Transkription bendtigt wird. Die CTD ist wahrend der Initiation der
Transkription dephosphoryliert und O-GlcN-acetyliert und wird wahrend der Elongation
phosphoryliert und die O-GIlcNAc-Modifikation entfernt [259]. An einem aktiv transkribierten

Gen wird dieser Zyklus aufrechterhalten, indem OGT und eine CTD Phosphatase kooperativ
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am Recyceln der Polymerase nach einer Transkriptionsrunde arbeiten. Sin3a kdnnte Uber
OGT die Polymerase auf einer Seite dieses Zyklus blockieren, sodass es zur Repression der
Transkription kommt [134]. p65 wird ebenfalls durch OGT modifiziert [260-262]. Einige
Studien besagen, dass diese Modifikation pro-inflammatorisch wirkt [2, 261], andere konnten
eine anti-inflammatorische Wirkung aufzeigen [262-264]. Allison et al. beobachteten, dass
die O-GIcNAc Modifikation den Glukose-Metabolismus mit der p300-abhangigen
Acetylierung von p65 an K310 und somit der Transkription verknlpft. Ein knockdown von
OGT in HEK293T Zellen fuhrte zu einer reduzierten Expression von IL8 nach einer
Stimulation mit TNF. AuRerdem konnten sie mittels ChIP eine Ko-Lokalisation von p65, p300
und OGT am IL8 Promotor nachweisen [2]. Eine direkte Interaktion zwischen p65 und Sin3a
konnte nur im Uberexpressionssystem gezeigt werden (Abb.51, 52, 53). Dabei wurde die
PAH4-Doméne von Sin3a fir die Interaktion mit p65 benétigt (Abb.51, 52). Durch seine
sechs konservierten Domanen (PAH1-4, HID und HCR) interagiert Sin3a mit einer grof3en
Zahl an unterschiedlichen Proteinen [120]. Dazu binden PAH1 und 2 hauptséchlich an
Transkriptionsfaktoren, wahrend PAH3, 4 und HID als Andockstellen fir andere Komplex-
Untereinheiten dienen [118]. Die PAH1-3 Domaénen bilden vorgefaltete Bindemodule, &hnlich
einer Perlenkette, aus [265]. Im Gegensatz dazu bildet PAH4 kein 4-Helix-Blindel, sondern
weist eine alternative Faltung auf [266]. Sin3a kdnnte als Plattform fur die RNA-Pol Il, NF-kB
p65 und weitere assoziierte Faktoren z.B. OGT dienen, um seine Funktion auf die

Gentranskription von induzierten IL-1 Zielgenen auszuliben.

Haufig werden HDAC1 und 2 als katalytische Untereinheit mit Sin3a-Repressorkomplexen in
Verbindung gebracht [267]. Der Sin3/HDAC-Komplex deacetyliert H3 und H4, was in
dynamischer Kombination mit Methylierung/Demethylierung von Lysin-Resten zur Sin3a-
vermittelten Genrepression fiihrt [120]. Es werden aber auch Nicht-Histonproteine durch
Sin3/HDAC deacetyliert. Icarda et al., konnten eine Deacetylierung von STAT3 durch den
Sin3a/HDAC-Komplex zeigen. Dies war fur die STAT3-vermittelte Repression von Zielgenen
essentiell [268]. In dieser Arbeit konnte durch die Hemmung der Aktivitéat von Klasse | und Il
HDACs mit TSA gezeigt werden, dass ihre Aktivitat fur die Rekrutierung von Sin3a an IL8
und CXCL2 nicht bendtigt wird. Aul3erdem flihrte dies zu keiner gesteigerten Genexpression
(Abb.30), was gegen eine Sin3a-HDAC vermittelte Dampfung der Gentranskription spricht.
Eine direkte Detektion von HDAC1l (Daten nicht gezeigt) und 2 (Abb.26, Daten mit
alternativen Antikdrpern nicht gezeigt) an den untersuchten Loci war mit den verwendeten
Antikdrpern nicht méglich. Es gibt zunehmend Hinweise darauf, dass die transkriptionelle
Regulation durch Sin3a auch unabhéngig von Histondeacetylierungen stattfinden kann [134,
136, 155, 269]. Beispielsweise besitzen die knockdowns von HDACs und Sin3a gegenteilige

Effekte auf die Acetylierung von H3 und H4 [150] und zeigen nur einen geringen Overlap in
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Genexpressionsanalysen [270], wobei Sin3a eine grof3e Zahl an positiven Regulationen
aufweist [127].

Chromatin-assoziierte Proteine und posttranslationale Modifikationen von Histonen spielen
eine wichtige Rolle fUr die transkriptionelle Kontrolle in der normalen Entwicklung von Zellen.
Veranderungen dieser beteiligten Prozesse kénnen in verschiedenen Krankheiten und der
Entstehung von Krebs resultieren [271]. Aktuelle Studien, die eine neue Klasse an
spezifischen Inhibitoren gegen verschiedene Chromatin-assoziierte Proteine verwenden,
sind vielversprechend fiir neue Therapieansatze. Ziel dieser ,epigenetic drugs“ sind
beispielsweise Histon-Methyltransferasen, Histon-Demethylasen und Proteine deren
Doménen (z.B. Bromo-, Chromo-, Tudor-Doméanen) spezifische Histonmodifikationen
erkennen [271]. Proteine mit Bromodomanen erkennen und binden an acetylierte Lysine von
Histonenden, sodass sie eine Lesefunktion fir den Histoncode einnehmen. Dabei fungieren
sie als Gerustproteine fur den Aufbau von groRRen Multiproteinkomplexen, welche die
Zuganglichkeit des Chromatins regulieren, und sie werden fir die Rekrutierung von
Schliisselkomponenten der Transkriptions-Maschinerie, wie z.B. der RNA-Pol Il, bendétigt
[271]. Proteine der BET-(bromodomain and extraterminal domain) Familie (z.B. Brd2,3,4 und
T) kbnnen gezielt durch kleine molekulare Antagonisten inhibiert werden [272, 273], wodurch
der Aufbau eines aktiven Transkriptions-Komplexes inhibiert wird. JQ1 und IBET151 zeigten
anti-proliferative Aktivitaten bei verschiedenen Blutkrebsarten, indem sie z.B. die Expression
des Onkogens MYC inhibierten [274, 275]. Brown et al. konnten mithilfe des JQ1-Inhibitors
vor kurzem zeigen, dass BRD4 durch NF-kB p65 zu TNFa-stimulierten Super-Enhancern
rekrutiert wird und die Expression proximaler inflammatorischer Gene in Endothelzellen
reguliert [276]. Durch die Verwendung dieser Inhibitoren kénnte auch die Rolle von Sin3a im
Pol lI-Kontext weiter charakterisiert werden. Erste Ergebnisse der Arbeitsgruppe zeigen,

dass JQ1 die IL-1-induzierte IL8 Expression hemmen kann (Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend konnten im Verlauf dieser Arbeit die komplexen Mechanismen der
nuklearen Genregulation in der Entziindungsantwort von Epithelzellen weiter charakterisiert
werden. Dabei wurde die Funktion von p65 als Masterregulator an IL-1-induzierten
Chemokingenen weiter aufgeklart. p65 war nicht nur essentiell fir die Rekrutierung von allen
untersuchten Chromatinfaktoren an die untersuchten Promotoren und regulatorischen
Enhancer, sondern filhrte auch zur Aktivierung von bereits vormarkierten Enhancer-
Strukturen, insbesondere indem die H3K27 Acetylierung weiter gesteigert wurde. Aul3erdem
wurden durch einen gezielten shRNA-Screen neue potentielle Ko-Regulatoren des nuklearen
IL-1 Signalwegs identifiziert. Dazu konnte erstmals eine TAK1/IKK2/p65-abhéngige
Rekrutierung von Sin3a an IL-1-induzierte NF-kB Zielgene in humanen Epithelzellen und

murinen embryonalen Fibroblasten gezeigt werden. Die Funktion von Sin3a und die
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molekularen Mechanismen der Rekrutierung wurden im Laufe dieser Arbeit ausfihrlich
untersucht. Es gab Hinweise darauf, dass Sin3a eine gen- und zelltypspezifische Rolle als
eine Art Modulator oder shaping factor einnimmt, um die Transkription von Chemokinen zu
regulieren, um gegebenenfalls eine UberschieRende Expression zu verhindern oder eine De-
Regulation zu einem basalen Expressionsniveau zu kontrollieren. Dies kdnnte durch die
Formierung von Stimulus (IL-1)-spezifischen RNA-Pol II-Komplexen in Assoziation mit Sin3a
und NF-kB p65 an den untersuchten Chemokingenen geschehen. Der Mechanismus der
Regulation von Sin3-Komplexen selbst ist immer noch weitgehend ungeklart [120].
Vermutlich spielen post-translationale Modifikationen eine bedeutende Rolle. Innerhalb der
Arbeitsgruppe konnte durch eine phospho-proteomweite massenspektrometrische Analyse in
HelLa-Zellen eine IL-1-abhangige Phosphorylierung von Sin3a an S277/T284 nachgewiesen
werden (Daten nicht gezeigt). Diese Modifikation kdnnte fir IL-1-spezifische Funktionen und
Interaktionen von Sin3a in Frage kommen. Durch die Generierung eines spezifischen
Phospho-Sin3a  Antikérpers und die Verwendung von inaktivierenden bzw.
phosphomimetischen Mutationen dieser Phosphorylierungsstellen kann der Mechanismus
der IL-1-abhéngigen Rekrutierung von Sin3a in zuklnftigen Experimenten weiter analysiert
werden. Abbildung 5 fasst die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse zu den IL-1-regulierten

Chromatinfaktoren und -prozessen zusammen.
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Abbildung 55: Schematische Darstellung der in dieser Arbeit charakterisierten molekularen
Mechanismen der Chromatin-abhangigen Regulation inflammatorischer Gene. NF-kB p65
konnte als Masterregulator der IL-1-induzierten Chemokine IL8 und CXCL2 definiert werden. Dabei ist
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p65 fur die Aktivierung von regulatorischen Enhancern und die Rekrutierung weiterer Faktoren
essentiell. Die Bindung von p65 und alle nachfolgenden Bindungsereignisse und Chromatin-
Veranderungen hangen von den zytoplasmatischen Kinasen TAK1 und IKK2 ab. Mittels eines shRNA-
Screens konnten 16 neue potentielle nukledre Ko-Regulatoren des IL-1 Signalwegs identifiziert
werden. Darunter konnte die Rekrutierung von Ep300 an die untersuchten Loci mittels ChlIP bestatigt
und ein neuer Ko-Regulator, Sin3a, validiert werden. Sin3a wird ebenfalls TAK1/IKK2/p65-abhangig
an die untersuchten aktivierten Gene rekrutiert. Dort dient Sin3a vermutlich, in enger Assoziation mit
p65 und vor allem der aktiven RNA-Pol Il, der Modulation der Gentranskription.

Wie zu Beginn ausfuhrlich beschrieben, spielen Zytokine der IL-1 Familie eine wichtige Rolle
in pathophysiologischen Prozessen, die bei chronisch-entziindlichen Erkrankungen und
Tumoren beteiligt sind. Die in dieser Arbeit charakterisierten neuen Faktoren, welche in den
Zytokin-Signalwegen regulatorische Schlusselrollen einnehmen, kénnen zukiinftig als Ziele

von innovativen, auf Chromatinprozesse ausgerichteten, therapeutischen Ansatzen dienen.
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7.3 shRNA-Verzeichnis der Screening Kandidaten

Eine Liste aller verwendeten shRNA-Plasmide aus der TRC1 Bibliothek wurde auf der

beigefugten DVD hinterlegt.

7.4 Abkurzungsverzeichnis

A Ampere

Abb. Abbildung

as antisense

APS Ammoniumperoxodisulfat
ATP Adenosintriphosphat

b Basen

bp Basenpaare

BSA Rinder-Serumalbumin
bzw. beziehungsweise

ca. circa

cDNA complementary DNA
ChiP Chromatinimmunoprazipitation

ChiP-seq ChIP-Sequenzierung

Da Dalton

d.h. das heif3t

DMEM Dulbecco’s modified Eagle s Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

ddH,O doppelt destilliertes Wasser

DNA desoxyribonucleic acid

dNTP Desoxynucleotidtriphosphate

DRB 5,6-Dichlorobenzimidazol 1-B-D-ribofuranosid
ECL Enhanced chemiluminescence

E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

FKS Fetales Kalberserum

g Gramm

h Stunde

H Histon

HAT Histonacetyltransferase

HDAC Histondeacetylase



H3K9ac
H3K27ac
H3K4mel
H3K9me3
H3K27me3
I9G

IL

kb

I

LB

LPS

MAPK
Mb
mg
min
mi
MRNA
n
NP40
oD
PBS
PCR
gPCR
pH
PMSF
Pol
pSP
PVDF
Ra
RNA
RNAI
rpm
RT
SDS-PAGE

se

154

Acetylierung des Lysins K9 am Histon H3
Acetylierung des Lysins K27 am Histon H3
Monomethylierung des Lysins K4 am Histon H3
Trimethylierung des Lysins K9 am Histon H3
Trimethylierung des Lysins K27 am Histon H3
Immunoglobulin G

Interleukin-1

Kilobasen

Liter

lysogeny broth

Lipopolysaccharid

Molar (mol/l)

mol

mitogen-activated protein kinase
Megabasen

Milligramm

Minute

Milliliter

messenger RNA

nano

Nonidet P-40

optische Dichte

phosphate buffered saline

polymerase chain reaction

guantitative polymerase chain reaction
potentia hydrogenii
Phenylmethylsulfonylfluorid

Polymerase

pSuper.puro

Polyvinylidenfluorid

Rezeptor-Antagonist

ribonucleic acid

ribonucleic acid interference

rounds per minute

reverse Transkription

Natriumdodecylsulfat- Polyacrylamidgelelektrophorese

sense
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sh short-hairpin

TAE Tris-Acetat-EDTA

Tab. Tabelle

TBS Tris buffered saline

TBST TBS mit Tween 20

TE Tris mit EDTA

TEMED N, N', N*-Tetramethylendiamin
TGF-B transforming growth factor g
TIR Toll/interleukin-1 receptor
TLR Toll-like receptor

TNFa Tumor Nekrose Faktor a

Tris Tris(hydroxymethyl)aminoethan
U Units; Enzymeinheit

Vv Volt

wit Wildtyp

z.B. zum Beispiel

Xg Erdbeschleunigung

°C Grad Celsius

u Mikro
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