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1 Einleitung

1.1 Die Bedeutung von Epithelien und Zytokinen fur die Immunreaktion
Der menschliche Organismus ist vielen Umwelteinflissen ausgesetzt, die zu Zellschaden fiihren kdonnen. Das Immunsystem hat die
Funktion, solche Noxen zu erkennen, ihre Ausbreitung durch die Auslésung einer Entziindungsreaktion zu verhindern und einen
Heilungsprozess zu koordinieren. Eine Entziindung involviert fast immer die Migration von zellularen Bestandteilen des Immunsystems aus
dem Blut zum Ort der Noxe. Dabei spielen auch lokale nicht-Immunzellen eine wichtige Rolle. Da Epithelzellen die Oberflachen und Grenzen
der meisten Organe bilden, haben sie haufig als erstes Kontakt zu potenziell schadlichen Umwelteinflissen. Auf verschiedene Stimuli hin
synthetisieren und sezernieren Epithelzellen eine Reihe unterschiedlicher Zytokine. Diese beeinflussen als Mediatorproteine die
Genexpression des umliegenden Gewebes, der sezernierenden Zelle selbst und von ortsstandigen (zum Beispiel (z.B.) gewebsspezifischen
Makrophagen) und infiltrierenden Immunzellen (z.B. Granulozyten, Leukozyten), und kénnen auf diese Weise eine Entzuindungsreaktion

einleiten und verstarken bzw. modulieren kénnen (Nowarski et al. 2017).

Zytokine sind Polypeptide, welche anhand ihrer Funktion und der Art ihrer Rezeptoren in verschiedene Gruppen eingeteilt werden kénnen.
Drei dieser Gruppen sind fur die Immunreaktion von besonderer Bedeutung: Interferone, wie zum Beispiel Interferon 3 (INFB), sind vor
allem an der Regulation der Immunabwehr von Virusinfektionen und an der Apoptose beteiligt und wirken wachstumshemmend.
Chemokine, wie zum Beispiel Interleukin 8 (IL8) und C-X-C motif ligand 2 (CXCL2) vermitteln unter anderem die Chemotaxis von
Immunzellen zum Entziindungsort (Hughes und Nibbs 2018). Interleukine, zu der auch die Familie der Interleukine 1 (IL-1) gehort, regulieren
die Immunabwehr insgesamt, aber auch die Hamatopoese und die Apoptose (Biochemie und Pathobiochemie 2006). Die 11 Proteine der
Interleukin 1-Familie sind endogene Alarmmediatoren, die die Integritat von Barrieren und die Gesundheit der Zellen Uberwachen (Boraschi
et al. 2018). Als erstes wurden die Mitglieder der Interleukin 1-Familie Interleukin 1 alpha (IL-1a) und Interleukin 1 beta (IL-1B) entdeckt. IL-

1a und IL-1B unterscheiden sich vor allem im Expressionsmuster und der Sekretionsart:

Die Expression von IL-1a erfolgt in mesenchymalen Zellen konstitutiv und in myeloiden Zellen nach Induktion durch verschiedene Stimuli.
Die Vorstufe von IL-1a ist bereits in der Lage den IL-1-Rezeptor zu aktivieren. Sie liegt in mesenchymalen Zellen intrazellulér vor, wird bei
einer Zellnekrose freigesetzt und wirkt dann als DAMP (Mantovani et al. 2019). Weiterhin kommt IL-1a membranstandig vor und wirkt juxta-
und autokrin. (Weber et al. 2010; Boraschi et al. 2018).

IL-18 wird hauptsachlich von myeloiden Zellen, wie Makrophagen oder dendritischen Zellen, in Folge einer Bindung von pathogen
associated molecular patterns (PAMPs) oder damage or danger associated molecular patterns (DAMPS) an pattern recognition receptors

aus einer inaktiven Vorstufe gebildet und freigesetzt (Mantovani et al. 2019), und wirkt parakrin und systemisch (Weber et al. 2010).

IL-1a und IL-1B vermitteln durch die Bindung an den ubiquitdr vorhandenen IL-1-Rezeptor im Allgemeinen eine weitgehend vergleichbare
biologische Wirkung. Diese besteht in der Auslésung einer intrazellularen Signalkaskade, an deren Ende die Anderung der Transkription
von mehreren hundert Genen steht. Zu diesen gehéren die Gene IL71a und /L1718 selbst, sowie die Chemokingene IL8 und CXCL2 und das
Interleukin 6 codierende Gen (Weber et al. 2010). Durch die Anderung des Transkriptoms der Zellen kommt es zu einer erhéhten Produktion
proinflammatorischer Zytokine und Chemokine, was gemeinsam mit einer verstarkten Expression von Adhasionsmolekilen an
Endothelzellen zu einer Invasion von Immunzellen im Bereich der Noxe kommt. Die Aktivierung der Cyclooxygenase 2, der Phospholipase
A2 und der induzierbaren Stickstoffmonoxid-Synthase fiihren zu Fieber und Vasodilatation. Aul3erdem kommt es zu einer verstarkten
Differenzierung myeloider Progenitorzellen im Knochenmark, zur Stimulation von T-Zellen und zur Induktion der Differenzierung von T-
Helfer-17-Zellen (Dinarello 2009; Mantovani et al. 2019; Garlanda und Mantovani 2021).

Eine besondere Herausforderung fir das Immunsystem ist die exakte Regulation der Immunantwort auf einen Stimulus, um eine potentielle
Noxe ausreichend zu eliminieren ohne dabei das umliegende Gewebe zu schadigen (Nowarski et al. 2017). Im Sinne dieser Regulation ist
die Genexpression proinflammatorischer Gene in unstimulierten Zellen balanciert oder reprimiert, und kann auf einen Stimulus hin in sehr
kurzer Zeit stark induziert werden. FiUr dieses Expressionsmuster sorgen zwei Mechanismen: auf der einen Seite die Aktivierung
induzierbarer Transkriptionsfaktoren und auf der anderen Seite die Modulierung der Chromatinstruktur durch genregulierende Elemente
(Bhatt und Ghosh 2014). Wie diese beiden Mechanismen zu einer Reaktion auf den Stimulus IL-1 fuhren, wird in den Kapiteln 1.3. und 1.4.

modellhaft skizziert. Zuséatzlich begrenzen zahlreiche negative feedback loops die Entzlindungsreaktion (Weber et al. 2010).



1.2 Bei der Entstehung von Neoplasien wirkt der Entziindungsmediator IL-1 ambivalent
Eine Fehlregulation des IL-1-signalings kann zur Entstehung von Krankheiten wie neurodegenerativen Erkrankungen, Atherosklerose,
Autoimmunerkrankungen oder Malignomen beitragen (Mantovani et al. 2019). In der Pathogenese von Malignomen spielt Interleukin 1 eine
ambivalente Rolle (Malik und Kanneganti 2018). Einerseits wirkt Interleukin 1 anti-onkogen, da das Zytokin zur Rekrutierung von
Makrophagen und Neutrophilen in die Tumorumgebung fuhrt. Auch tragt IL-1 zur Migration von tumorantigenprasentierenden Zellen in die
Lymphknoten bei, wo eine spezifische T-Zell-vermittelte Immunreaktion gegen die Tumorzellen ausgeltst wird (Malik und Kanneganti 2018).
Andererseits zeigt die Aktivierung des IL-1-Signalwegs pro-onkogene Folgen: zum Beispiel erhoéht das Zytokin die Myelopoiese (Pietras et
al. 2016) und die Akkumulation von tumor associated macrophages und myeloid derived suppressor cells in der Tumormikroumgebung
(Lechner et al. 2011). Diese Zellen unterdriicken gemeinsam mit regulierenden T-Zellen die Aktivierung der anti-onkogen wirkenden
Immunzellen und tragen zu Angiogenese und Metastasierung bei (Malik und Kanneganti 2018). Des Weiteren erhoht IL-1 die Expression
von Genen, die mit Stammzelleigenschaften einhergehen und deren Aktivierung zur Entwicklung von Tumorzellen und zur Epithelial-
Mesenchymalen-Transition beitragt (Li et al. 2012; Malik und Kanneganti 2018). An Endothelzellen bewirkt IL-1 die Expression von
Adhéasionsmolekilen (Mantovani et al. 1992), was ebenfalls die Angiogenese und Metastasierung erhoht (Mantovani et al. 2018). Besonders
ist, dass IL-1a und IL-1B aufgrund ihrer unterschiedlicher Expressionsmuster und Sekretionsarten im Tumorgewebe unterschiedliche
Wirkungen zu erzielen scheinen: wahrend membranstandiges IL-1a immunstimulatorisch wirkt, scheint sezerniertes IL-1f in der
Tumormikroumgebung proentzindlich zu wirken und die Onkogenese, sowie die Invasivitéat und die Suppression des Immunsystems zu

erhéhen (Mansouri et al. 2022).

Das bessere Verstandnis des Einflusses von Entziindungsmediatoren auf die Karzinogenese ist ein wichtiger Schritt zur Entwicklung von
Ansatzpunkten fur eine zielgerichtete Krebstherapie. Eine selektive Stimulation der anti-onkogen wirkenden Aspekte des IL-1 Signalwegs
bei gleichzeitiger Inhibition antagonistisch wirkender Effekte kénnte mafRgeblich zur Etablierung einer effizienten und nebenwirkungsarmen

Therapie beitragen. Hierin besteht ein Ziel der Untersuchung der Feinregulation des IL-1-Signalwegs (Mantovani et al. 2019).

1.3 Aktivierung induzierbarer Transkriptionsfaktoren durch IL-1
Der IL-1-Signalweg lasst sich grob in 3 Schritte gliedern: ersten die Aktivierung induzierbarer Transkriptionsfaktoren Uber eine
zytosplasmatische Signalkaskade nach Bindung von IL-1 an spezifische Rezeptoren (modellhaft dargestellt in Abb. 1). Zweitens die Wirkung
der Transkriptionsfaktoren im Zellkern mit transkriptioneller Aktivierung der Zielgene. Drittens die Translation der IL-1-Zielproteine (Priester

et al. 2022). Die genauere Beschreibung der bisherigen Erkenntnisse Uber den IL-1-Signalweg erfolgt in diesem Kapitel und in Kapitel 1.4.

1.3.1 Rezeptornahe und zytoplasmatische Signalkaskade

IL-1a und IL-1B binden beide an den extrazelluldren Anteil des IL1-receptor type 1 (IL-1-R1) (Bird et al. 1988). Die Rezeptorbindung fihrt
zu einer Konformationsanderung des IL-1-R1, welche die Bindung des akzessorischen Proteins IL1-receptor type 3 (IL-1-R3) an IL-1-R1
ermdglicht (Wesche et al. 1997a; Vigers et al. 1997). Auf diese Weise werden die intrazellularen Toll- und IL-1-like (TIR)-Domé&nen von IL-
1-R1 und IL-1-R3 aneinander angendahert, was wiederum die Bindung von myeloid differentiation primary response gene 88 (MyD88) an
den Rezeptorkomplex erlaubt (Wesche et al. 1997b). MyD88-Oligomere dienen als Adapterproteine, welche die Gruppe der IL-1-
receptor-associated kinases (IRAKs) rekrutieren. Dabei wird vermutet, dass zunachst mehrere IRAK-4 Molekile Uber sogenannte death
domains an rezeptorgebundenes MyD88 binden, und als Adapterproteine die Oligomerisierung von IRAK-1 und -2 an den Rezeptorkomplex
ermoglichen (Lin et al. 2010; Motshwene et al. 2009). Eine durch Oligomerisierung von IRAK-4 ausgeldste Autophosphorylierung von IRAK-
4 fOhrt zur enzymatischen Aktivierung von IRAK-4 (Ferrao et al. 2014; Cushing et al. 2014). Daraufhin phosphorylieren aktivierte IRAK-4
IRAK-1 und -2 und leiten damit deren vollstdndige enzymatische Aktivierung ein (Burns et al. 2000; Li et al. 2002). Die Phosphorylierung
von IRAK-1 und -2 fuhrt zur Destabilisierung des entstandenen Rezeptorkomplexes, woraufhin aktivierte IRAK-1 und -2-Oligomere aus dem

Komplex dissoziieren (Boraschi et al. 2018).

Aktivierte IRAK-1 beziehungsweise (bzw.) -2-Oligomere rekrutieren die E3-Ubiquitin-Ligase tumor necrosis factor-associated factor 6
(TRAF-6) (Ye et al. 2002), sodass sich TRAF-6-Oligomere bilden (Yin et al. 2009). Die Oligomerisierung von TRAF-6 erhéht dessen
Ubiquitin-Ligase-Aktivitat (Baud et al. 1999), was fiur die anschlieBende Aktivierung der transforming growth factor-beta (TGFf)-activated
kinase 1 (TAK-1) eine wichtige Rolle spielt.

TAK-1 gehort zur Familie der mitogen activated protein kinase kinase kinases (MAP-KKKS). In ruhenden Zellen ist TAK-1 im Zytosol an die
TAK-1-binding proteins 1, 2 und 3 (TAB-1, TAB-2 und TAB-3) gebunden und inaktiv (Cheung et al. 2004). Oligomerisiertes TRAF-6 fugt

Lysin-63-gebundene Ubiquitinketten an TAB-2 und TAB-3 an (Kanayama et al. 2004), was zu einer Konformationsédnderung von TAB-2 und



TAB-3 fuhrt, wonach die Autophosphorylierung von TAK-1 mdoglich wird (Xia et al. 2009). TAK-1 dient als Integrator verschiedener
Signalwege und leitet den nachsten Schritt des IL-1-Signalwegs, die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren nuclear factor-«B (NF-kB) und
activator protein 1 (AP-1), ein (Hirata et al. 2017; Weber et al. 2010). Die Phosphorylierung von TAK-1 ist ein zentraler Schritt im IL-1-
Signalweg, da dessen Aktivierung fur die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-kB und AP-1 obligat ist (Jurida et al. 2015; Sato et al.
2005).

1.3.2 Aktivierung von nuclear factor-kB (NF-kB)

Als nachster Schritt im IL-1-Signalweg erfolgt die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren der NF-kB-Familie. Diese spielen eine zentrale
Rolle in der Vermittlung proinflammatorischer Reaktionen. Die Familie des nuclear factor-«B (NF-kB) ist eine der ze besteht aus den flnf
Proteinen: p65 (RelA), p50 (NF-kB1), p52 (NF-kB2), c-Rel und RelB. Diese Proteine bilden Hetero- und Homodimere und wirken als
Transkriptionsfaktoren (Hayden und Ghosh 2004). Alle Mitglieder der NF- kB-Familie besitzen eine N-terminale Rel homology domain
(RHD), welche ihre Dimerisierung sowie die die sequenzspezifische Bindung der Transkriptionsfaktoren an die nukledre
Desoxyribonukleinsdure (DNA) vermittelt (Hayden und Ghosh 2004). Die RHD enthélt weiterhin eine nuclear localization sequence (NLS),
durch die NF-kB-Dimere in den Zellkern translozieren kénnen (Hayden und Ghosh 2004). p65, c-Rel und RelB enthalten transactivation
domains, welche die Transkription aktivieren. p50 und p52 hingegen enthalten solche Doméanen nicht und scheinen als Bindungspartner
fur p65, c-Rel und RelB zu dienen oder in Form von Homodimeren repressiv auf die Transkription zu wirken (Hayden und Ghosh 2004). Es
konnte gezeigt werden, dass auf der einen Seite eine gewisse Redundanz zwischen den verschiedenen Proteinen besteht, sie auf der

anderen Seite aber auch spezifische Funktionen erfillen (Hacker und Karin 2006).

Das haufigste NF-kB-Dimer setzt sich aus p65 und p50 zusammen (Mitchell et al. 2016). Die Aktivierung von NF-kB kann stimulusabhangig
Uber einen kanonischen und einen nicht-kanonischen Weg erfolgen. IL-1 aktiviert den kanonischen Weg, welcher hier beschrieben werden
soll (Mitchell et al. 2016). In ruhenden Zellen sind die meisten p65:p50-Dimere an den inhibitor of nuclear factor kB (IkB) gebunden. IkB
maskiert die NLS von p65 und hélt die Dimere dadurch im Zytoplasma (Hayden und Ghosh 2004).

Der wichtigste Schritt fur die kanonische Aktivierung der NF-kB-Proteine ist die Phosphorylierung von IkB durch den IkB kinase (IKK)-
Komplex (Traenckner et al. 1995). Diese fiihrt zur Lysin-48-Polyubiquitinierung und dem anschlieRenden proteasomalen Abbau von IkB
(Chen et al. 1995; Karin und Ben-Neriah 2000). Der IKK-Komplex besteht aus den zwei katalytischen Untereinheiten IKK-1 und IKK-2,
sowie der regulatorischen Untereinheit NF-kB essential modifier (NEMO) (Karin und Ben-Neriah 2000). Im kanonischen Weg erfolgt die
Aktivierung des IKK-Komplexes durch NEMO: NEMO bindet Uber Methionin-1-gebundene Ubiquitinketten an die Lysin-63-gebundenen
Ubiquitinketten von TAB-2 oder TAB-3. Dies fuhrt zur Anndherung des IKK-Komplexes an TAK-1, sodass die Phosphorylierung von IKK
durch TAK-1 erleichtert wird. Nach dieser Phosphorylierung phosphorylieren sich die IKK selbst, erreichen damit ihre vollstandige
katalytische Aktivitat und phosphorylieren IkB (Zhang et al. 2014).

Sobald IkB abgebaut wurde, kénnen die p65:p50-Dimere in den Zellkern translozieren und an sogenannte kB-sites der DNA binden, wo sie
als Transkriptionsfaktoren wirken (Bhatt und Ghosh 2014). Die typischen kB-sites weisen die Sequenz 5-GGGAATTTCC-3‘ auf (Hu et al.
2010).

1.3.3 Aktivierung von activator protein 1 (AP-1)

Weiterhin fuhrt die Aktivierung von TAK-1 tber die Aktivierung von mitogen activated protein kinases (MAPK)-Signalwegen zur Aktivierung
des sequenzspezifischen Transkriptionsfaktors activator protein 1 (AP-1). Bei AP-1 handelt es sich um Homo- oder Heterodimere, welche
sich aus Proteinen der Jun-Familie (v-Jun, c-Jun, JunB, JunD), der Fos-Familie (v-Fos, c-Fos, FosB, Fral, Fra2), der Maf-Famlie (c-Maf,
MafB, MafA, MafG,F,K) und der activating transcription factor- (ATF-)Familie (ATF2-7, ATF3/LRF1, B-ATF1-3, JDP1,2) zusammensetzen
(Hess et al. 2004). Die Aktivierung von AP-1 erfolgt tber MAPK-Kaskaden: Es konnte gezeigt werden, dass die aktivierte MAP-KKK TAK-
1 die mitogen activated kinases (MKK) MKK4, MKK7, MKK3 und MKKG6 aktiviert (Widmann et al. 1999). MKK4 und MKK7 aktivieren c-Jun-
N-terminale Kinasen (JNK) (Tournier et al. 2001), die wiederum die Proteine c-Jun und ATF-2 phosphorylieren (Dérijard et al. 1994; Gupta
et al. 1995). MKK3, MKK4 und MKK6 aktivieren p38-MAPK (Cuenda et al. 1996; Winzen et al. 1999) welche ebenfalls ATF-2
phosphorylieren (Morton et al. 2004) und auBerdem die mRNA-Stabilisierung regulieren (Winzen et al. 1999). Die Phosphorylierung der
AP-1-Proteine fuhrt unter anderem zur Induktion der Transkription der AP-1-Proteine selbst, zur Minderung ihres Abbaus und zur
Verstarkung ihrer Transkription aktivierenden Wirkung (Karin 1995).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung wichtiger Regulationsschritte des IL-1-Signalweges.

Die Bindung von IL-1a oder IL-1B an den IL-1-R1 fiihrt zur Rekrutierung von IL-1-R3 und damit zur Bildung des IL-1-Rezeptorkomplexes. Die einander angenaherten TIR-
Doménen von IL-1-R1 und IL-1-R3 bilden die Grundlage fur die Oligomerisierung verschiedener Proteinkinasen: MyD88, IRAK 1, 2 und 4. Diese werden durch
Autophosphorylierung und gegenseitige Phosphorylierung aktiviert und I6sen sich dadurch vom IL-1-Rezeptorkomplex. Die aktivierten IRAK rekrutieren die Ubiquitinligase
TRAF6, welche die Aktivierung von der MAP-KKK TAK-1 initiiert. Die aktivierte TAK-1 fihrt Gber die Aktivierung weiterer Kinasen zum proteasomalen Abbau von IkB,
welches im basalen Zustand die Translokation der p65:p50-Dimere in den Zellkern verhindert. Nach dem Abbau von IKB koénnen die p65:p50-Dimere in den Zellkern
translozieren und dort als Transkriptionsfaktoren wirken. Weiterhin fuhrt TAK-1 tber MAPK-Kaskaden zur Phosphorylierung von Proteinen der AP-1-Familie. Dies erhdht
die Menge der AP-1-Proteine im Zellkern und verstérkt ihre protranskriptionelle Wirkung. Die aktivierten Transkriptionsfaktoren bewirken intranukleér eine Steigerung der
MRNA-Synthese von IL-1-Zielgenen. Die Abbildung wurde selbst erstellt und modifiziert nach Boraschi et al., 2018.

1.4 Wirkung induzierter Transkriptionsfaktoren im Zellkern
Die Transkriptionsfaktoren der AP-1- und NF-kB-Familien binden an spezifische Stellen der genomischen DNA, in der Regel in offenen
Chromatinbereichen, und regulieren dort die Transkription ihrer Zielgene (Mayr-Buro et al. 2019). Auch intranuklear wird die Wirkung der
beiden induzierbaren Transkriptionsfaktoren durch verschiedene Mechanismen auf lokaler und globaler Ebene reguliert (Bacher et al. 2021).
Dies wird in den Kapiteln 1.4.3 und 1.4.4 ausgefiihrt. Da hierbei die Organisation des Genoms eine grol3e Rolle spielt, soll in den Kapiteln

1.4.1 und 1.4.2 zunéchst auf den Aufbau des Zellkerns und die Organisation der DNA im Zellkern eingegangen werden.

1.4.1 Organisation des Zellkerns und Regulation seiner Grof3e

Der Zellkern enthalt die Desoxyribonukleinsdure (DNA), welche die Erbinformation codiert. Zellkerne sind normalerweise spharisch oder
ellipsoid geformt (Vukovic et al. 2016) und nehmen im Durchschnitt 8 — 10 % des Zellvolumens ein (Deolal et al. 2021). Der Zellkern wird
vom Zytoplasma durch die Kernhille abgegrenzt, welche aus einer inneren und einer Auf3eren Lipidmembran besteht. Die &ullere
Kernmembran geht kontinuierlich in das endoplasmatische Retikulum Uber (Rothballer und Kutay 2012). An einigen Stellen fusionieren
auBere und innere Kernmembran miteinander. Hier kommt es durch ringférmige Ansammlungen von je circa 30 Kernporenproteinen,
sogenannten Nucleoporinen, zu Kernporenkomplexen. Die Kernporenkomplexe ermoglichen den gezielten nukleozytoplasmatischen
Transport von Proteinen und messenger Ribonukleinsdure (mMRNA): Molekile bis zu einer Grof3e von 40 Kilodalton kénnen frei durch die
Kernporen diffundieren. GréRere Moleklle missen aktiv importiert oder exportiert werden. Daflr binden Transportrezeptoren spezifische
Sequenzen in den zu transportierenden Proteinen. Importine erkennen nuclear lokalization sequences (NLS) in Proteinen und vermitteln
danach den Import, Exportine erkennen nuclear export sequences (NES) und vermitteln daraufhin den Proteinexport (Hoelz et al. 2011).
Die Kernhiille wird von sogenannten Linker of nukleoskeleton and cytoskeleton (LINC) durchspannt, welche Interaktionen zwischen dem
Zytosklelett und dem Nukleoskelett vermitteln (Rothballer und Kutay 2012). Der inneren Kernmembran liegt die Kernlamina an, welche aus

einem Netzwerk aus Laminintermediarfilamenten besteht. In Wirbeltieren gibt es 4 Lamin-Isoformen: Lamin A und C, Lamin B1 und Lamin



B2. Die Kernlamina reguliert gemeinsam mit anderen Faktoren die Organisation des Chromatins, bindet Transkriptionsfaktoren an die
Kernhtille, ist mit LINC-Komplexen assoziiert und tragt zur mechanischen Stabilitéat des Zellkerns bei (Dittmer und Misteli 2011). Im Zellkern
befinden sich weiterhin verschiedene subnukledre Organellen, sogenannte nuclear bodies, die den intranukledren Raum
kompartimentieren. Auf diese Weise entstehen Bereiche, in denen sich Reaktionspartner konzentrieren, sodass biologische Reaktionen
effizient ablaufen kdnnen. Beispiele fir nuclear bodies sind der Nukleolus, in dem unter anderem ribosomale RNA synthetisiert und zu
Ribosomen zusammengesetzt wird, oder nuclear speckles, in denen Transkriptions-, Splicing- und RNA-Prozessierungsfaktoren

akkumulieren (Quinodoz et al. 2018; Mao et al. 2011). Abbildung 2 zeigt eine schematische Darstellung des Aufbaus des Zellkerns.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Aufbaus des Zellkerns.

Der humane Zellkern wird durch eine Doppellipidmembran zum Zytosol hin begrenzt. Die auRere Kernmembran geht in das endoplasmatische Retikulum {ber. An die
innere Kernmembran grenzt im Zellkern die Kernlamina aus Laminintermediarfilamenten. Die Kernhtlle wird von LINC-Komplexen durchspannt, welche Zytoskelett und
Nukleoskelett miteinander verbinden. An einigen Stellen gehen &uf3ere und innere Kernmembran ineinander Uber. Hier kommt es durch die Ansammlung von
Nukleoporinen zu Kernporenkomplexen, die den nukleozytoplasmatischen Transport vermitteln. Im Zellkern befinden sich neben der DNA, viele Transkriptions-, Splicing-
, und RNA-Prozessierungsfaktoren. Diese Faktoren akkumulieren in nuclear speckles, welche ein Beispiel fir nuclear bodies darstellen. Weitere bekannte nuclear bodies
sind Nukleoli, in denen die ribosomale RNA-Synthese stattfindet. Die Abbildung wurde selbst erstellt und modifiziert nach (Cantwell und Dey 2021).

Die genaue Regulation der Form und Grofl3e des humanen Zellkerns ist Gegenstand der aktuellen Forschung (Cantwell und Dey 2021).

Im Gegensatz zu friheren Vermutungen scheint die DNA-Menge (Ploidie, GenomgroRe) die KerngroRe nur indirekt zu beeinflussen
(Neumann und Nurse 2007). Stattdessen wird angenommen, dass die Gré3e der zum Zellkern gehdérenden Zelle ausschlaggebender fir
die KerngroRe ist, da in Hefezellen gezeigt wurde, dass Anderungen der DNA-Menge zu keiner Anderung von Kern- und ZellgréRe fiihrten
(Neumann und Nurse 2007) und sich die Kerngrol3e proportional zur ZellgroBe veranderte (Jorgensen et al. 2007; Neumann und Nurse
2007). Dabei scheint das Verhéltnis zwischen Zellkern und Zytoplasma in gesunden, eukaryonten Zellen zelltypspezifisch konstant gehalten
zu werden (Huber und Gerace 2007; Neumann und Nurse 2007; Cantwell und Nurse 2019b). Die ZellgréRe von Zellen mehrzelliger
Organismen ist das Ergebnis der differenzierten Regulation von zellularem Wachstum (Anderung der Zellmasse), Zellproliferation
(Zellteilung) und Zelliberleben. Ein Teil dieser Prozesse ist genetisch determiniert, wahrend ein anderer Teil durch extrinsische Faktoren
beeinflusst wird. Zu den extrinsischen Einflussfaktoren gehdren das Angebot von Nahrstoffen (z.B. Glukose, Aminosauren, Sauerstoff),
mechanische Einflisse, mitogene Faktoren und Wachstumsfaktoren (z.B. insulin like growth factor). Nicht-proliferierende Zellen behalten
ihre ungefahre GroRe bei, wohingegen die ZellgroRRe proliferierender Zellen eng mit dem Zellzyklus koordiniert ist (Lloyd 2013; Rhind 2021).
Im Verlauf der Interphase proliferierender Zellen vergrof3ern sich sowohl das Volumen des Zytoplasmas als auch das Volumen des Zellkerns
in &hnlichem Mafe (Cantwell und Nurse 2019b; Maeshima et al. 2010). Der Mechanismus, der fir die Aufrechterhaltung des (erstaunlich
konstanten) Verhaltnisses von Kern- und Zytoplasma ursachlich ist, ist bisher nicht vollstandig verstanden. Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht

Uber die durchschnittliche Zellgré3e, gemessen am Durchmesser, verschiedener Zelltypen.



Bakterien 1-10 pm

Erythrozyten 7,5 um
Hepatozyten 20-30 pm
Epithelzellen 20-40 pym
Humane Oozyte 100 um

Glatte Muskelzellen 0,05-0,2 mm
Froschei 1 mm
Quergestreifte Bis mehrere cm

Muskelfaser

Nervenzelle Bis Uber 1m

Tabelle 1: Ubersicht Uber die durchschnittliche ZellgréRe verschiedener Zelltypen gemessen an ihrem Durchmesser.

Selbst erstellt und modifiziert nach (Boenigk 2021; Buselmaier und Haussig 2018)

Ein weiterer wichtiger Einflussfaktor auf die Kerngrof3e und auf die Aufrechterhaltung eines konstanten Kern- / Zytoplasmaverhéltnisses (K-
/Z-Verhdltnis) scheint der nukleozytoplasmatische Transport zu sein: Neumann und Nurse konnten zeigen, dass die Menge des die
einzelnen Zellkerne umgebenden, Zytoplasmas die Kerngro3e beeinflusst (Neumann und Nurse 2007). Anhand von unterschiedlich grof3en
Krallenfrosch-Eiern wurde weiterhin gezeigt, dass Importin a und nuclear transport factor 2, welche den Import verschiedener Proteine
vermitteln, die Kerngrof3e an die ZellgroRe anpassen (Levy und Heald 2010; Brownlee und Heald 2019). Ferner wurde beobachtet, dass
der knockdown des Nukleoporins ELYS in humanen MCF10AT1k.cl2-Zellen zu einer Abnahme der Kernporen und zu einer Verringerung
der GroRe humaner Zellkerne fiihrte, wohingegen die Uberexpression von ELYS das Gegenteil bewirkte. Am ehesten wurde die
Veranderung des nuklearen Imports als Ursache fiir diese Anderung der KerngroRe in Betracht gezogen. Passend hierzu fiihrte eine
Verringerung des nukledaren Exports durch knockdown oder Hemmung des Exportproteins Exportin 1 zu groBeren Zellkernen mit
verandertem Kern-Zytoplasma-Verhéltnis (Jevti¢ et al. 2019). Ein genomweites Screening an Hefezellen zeigte ebenfalls, dass der knockout
von Proteinen, die den nukleozytoplasmatischen Transport regulieren (u.a. mMRNA export factor RAE1 ) zu groReren Zellkernen fihrte
(Kume et al. 2017). Es wird angenommen, dass die intranukleare Akkumulation groRerer Molekiilmengen eher mit einer Anderung der
KerngroRe verbunden ist, als die Stérung des Transports eines spezifischen Faktors (Kume et al. 2017; Cantwell und Dey 2021; Berry et
al. 2022).

Weiterhin konnte in genomischen Screenings an Hefezellen und humanen Mamma-Karzinomzellen fir einige an der Regulation der
Chromatinorganisation (u.a. Komponenten von chromatin remodelling complexes, Histonchaperone), der Transkription (u.a. Komponenten
von Histonacetylasen) und der mRNA-Prozessierung (Komponenten des SpleiReosomes) beteiligte Proteine ein Einfluss auf das Kern-
[Zytoplasma-Verhaltnis nachgewiesen werden (Kume et al. 2017; Cantwell und Nurse 2019a; Jevti¢ et al. 2019; Chen et al. 2019). Der
genaue Zusammenhang zwischen der Regulation der Transkription, der mMRNA-Prozessierung und der KerngréRe ist bisher noch unklar,
jedoch wird aktuell ein Modell vorgeschlagen, nachdem die intranukledre Akkumulation von Proteinen und mRNA, entweder durch
verminderten Export oder durch die gestbrte Prozessierung von mRNA zu vergroRerten Zellkernen fihren kénnte (Kume et al. 2017,
Cantwell und Nurse 2019a).

Ferner gibt es Hinweise, die fir eine Verbindung zwischen dem Grad der Verdichtung des Chromatins und der GréRe von Zellkernen
sprechen: In Tetrahymena, embryonischen Stammzellen von Mausen und Hela-Zellen wurde gezeigt, dass eine Reduktion der Verdichtung
des Chromatins durch den knockout von Histonproteinen und Kondensin-Untereinheiten mit grol3eren Zellkernen assoziiert war (Shen et
al. 1995; Fazzio und Panning 2010; George et al. 2014). In Embryonen von Krallenfréschen wiederum zeigte sich eine Assoziation zwischen

der starkeren Verdichtung des Chromatins und grof3eren Kernvolumina (Chen et al. 2019).

Auch die Veranderung im Stoffwechsel von Komponenten der Kernhiille scheint einen Einfluss auf die KerngréR3e zu haben: So hatte der
knockout von Proteinen des Lipidstoffwechsels und von Komponenten der LINC-Komplexe in Hefezellen aberrante Zellkernvolumina mit
verandertem Kern-/Zytoplasma-Verhéltnis zur Folge (Kume et al. 2017; Cantwell und Nurse 2019a). Weiterhin beeinflussten aberrante

intranukleare Lamin-Konzentrationen die KerngréRe (Jevti¢ et al. 2015). Ebenfalls wurde gezeigt, dass der Metabolismus der Komponenten
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des endoplasmatischen Retikulums, aus denen am Ende der Mitose die neue duRere Kernmembran entsteht, fir die Kerngréf3e eine Rolle
spielt (Christodoulou et al. 2016; Cantwell und Dey 2021).

In einem kirzlich durch Deviri und Safran publizierten Modell wird das Kernvolumen als Ergebnis physikalischer Krafte betrachtet, die
entweder von auf3en oder von innen auf die Kernhiille einwirken. Bei diesen Kréften handele es sich um den osmotischen Druck ausgehend
vom Chromatin und den lonen, die die negative Netto-Ladung des Chromatins ausgleichen, den elastischen Kraften des Zytoskeletts, dem
osmotischen Druck, der von Molekilen (Proteinen und RNA) ausgeht, welche durch aktiven nukleozytoplasmatischen Transport entweder
praferentiell im Zellkern oder im Zytoplasma lokalisiert sind, und der Oberflachenspannung der Kernhille. Bei einer Dysbalance der
osmotischen Driicke in Kern und Zytoplasma wiurde Flissigkeit durch die Kernporen in den Zellkern einstrémen, welche eine VergréRerung
des Zellkerns bewirke, bis eine Balance zwischen den osmotischen Drlicken beider Kompartimente hergestellt ware. Da die praferentiell
entweder im Zellkern oder Zytoplasma lokalisierten Molekule besonders leicht zu einer Dysbalance der osmotischen Driicke fuhren wirden,
wirden diese fir die Definition des Kernvolumens eine besonders wichtige Rolle spielen. Dieses Modell wirde auch die beschriebene
Konstanz des Kern-/Zytoplasma-Verhaltnisses und den beschriebenen Einfluss von Anderungen im nukleozytoplasmatischen Transport,

sowie der Transkription und Translation erklaren (Deviri und Safran 2022).

Veradnderungen der Kerngrof3e wurden bisher bei verschiedenen genetischen Erkrankungen, Alterungsprozessen und Tumoren gefunden
(Cantwell und Dey 2021). So ist beispielsweise das Kern-Zytoplasma-Verhéltnis in vielen malignen Zellen zugunsten eines grol3eren
Zellkerns verschoben (Jevic und Levy 2014). Diese Beobachtung wird in der Pathologie als Malignitatskriterium verwendet (Jevic und Levy
2014) und ist bei einigen Tumoren mit einer schlechteren Prognose assoziiert (ABDALLA et al. 2012). Die Mechanismen hinter diesem
Zusammenhang, sowie die Antwort auf die Frage, ob die erhdhte KerngrolRe und aberrante Kernform die Ursache oder Folge der malignen
Entartung ist, sind bislang jedoch ungeklart (Cantwell und Dey 2021). Allerdings konnte gezeigt werden, dass Zellkerne mit aberranter
GroRRe in Zellen auftreten, welche Tumorzellen umgeben (Chai und Brown 2009; Slaughter et al. 1953). Dies fuhrte zu der Vermutung, dass
sich Anderungen der KerngroRe in einem frihen Stadium der Karzinogenese ereignen (Cantwell und Dey 2021). Ein Zusammenhang
zwischen der GrofRe von Zellkernen und Entziindung beziehungsweise der Wirkung von Entziindungsmediatoren wie IL-1 wurde bisher

nicht untersucht.

1.4.2 Organisation der DNA

Bei der menschlichen DNA handelt es sich um ein Polymer aus Nukleinsduren mit einer Lange von circa 3.200 Megabasenpaaren. Wirde
die DNA einer Zelle als einzelnes lineares Molekil vorliegen, wére sie circa 1,8 Meter (m) lang (Heinrich et al. 2022). Um in Zellkernen von
einem durchschnittlichen Durchmesser von 10 Mikrometer (um) Platz zu finden, liegt die DNA in stark kondensierter Form vor, wofir sie an
Proteine gebunden ist. Der Komplex aus DNA und Proteinen wird als Chromatin bezeichnet (Dekker und Misteli 2015). Die menschliche
DNA verteilt sich auf 46 Chromosomen, welche in der Mitose durch ihre starke Kondensation leicht voneinander abgegrenzt werden kénnen
(Heinrich et al. 2022). Wahrend der Interphase befinden sich die Chromosomen in sogenannten chromosome territories (CT) (Cremer und
Cremer 2010). Die CT werden weiterhin in Bereiche eingeteilt, in denen das Chromatin aufgelockerter ist (Euchromatin, A-Kompartimente)
und Bereiche, in denen das Chromatin dichter ist (Heterochromatin, B-Kompartimente). Das Chromatin innerhalb eines Kompartiments
weist eine erhohte Interaktionswahrscheinlichkeit auf (Lieberman-Aiden et al. 2009). Chromatin wechselt dynamisch zwischen Euchromatin
und Heterochromatin. Euchromatin ist dabei mit einer héheren transkriptionellen Aktivitat assoziiert (van Steensel und Furlong 2019). Die
Gliederung des Chromatins in A- und B-Kompartimente ist ein erstes Beispiel dafur, dass funktionell dhnliche Chromatinabschnitte in

raumlicher N&he zueinander vorliegen (van Steensel und Furlong 2019).

Innerhalb der A-/B-Kompartimente gibt es 100 Kilobasenpaare bis 1 Megabasenpaar grol3e Bereiche, innerhalb derer besonders viele
intrachromosomale Interaktionen (auch bezeichnet als Interaktionen in cis) nachgewiesen wurden und die deutlich weniger Interaktionen
mit Genabschnitten aul3erhalb eines Bereiches zeigten. Diese Bereiche werden als topologically associated domains (TADs) bezeichnet
(Dixon et al. 2012). Innerhalb der TADs kommt es wiederum zur Ausbildung von DNA-Schleifen, die 25 Kilobasenpaare bis 940
Kilobasenpaare umfassen und wahrscheinlich die TADs weiter unterteilen. Diese DNA-Schleifen werden als insulated neighborhoods, sub-
TADs, loop-domains oder CTCF contact domains bezeichnet. Sowohl die TADs als auch die insulated neighborhoods weisen an ihren
Grenzen besonders viele Bindestellen fir den CCCTC-binding factor (CTCF) auf, welcher gemeinsam mit Cohesin fir die dynamische
Ausbildung der DNA-Schleifen verantwortlich ist (Hnisz et al. 2016). Die Chromatinschleifen erméglichen, dass eigentlich entfernte
Chromatinabschnitte in raumliche Nahe zueinander gelangen, sodass eine Interaktion mdglich wird. Hierdurch wird die Wahrscheinlichkeit
der Ausbildung spezifischer Enhancer-Promoter-Kontakte erhéht und die der Bildung potentiell schadlicher Interaktionen verringert (Hnisz

et al. 2016). Es wurde gezeigt, dass 90 % der Enhancer-Promoter-Interaktionen in humanen epithelialen Stammzellen innerhalb von



insulated neighborhoods stattfinden (Hnisz et al. 2016) und dass die Starke der Expression von Genen innerhalb derselben TAD wahrend
der Zelldifferenzierung miteinander korrelierte (Nora et al. 2012). Diese Beobachtungen werden als Hinweise daflr aufgefasst, dass TADs

und insulated neighborhoods die Genexpression beeinflussen (Nora et al. 2012; Hnisz et al. 2016).

Die kleinste organisatorische Einheit des Chromatins sind die Nukleosomen, welche einen aus acht Histonproteinen gebildeten
Nukleosomkern enthalten, um den je etwa 150 Basenpaare der DNA gewickelt sind (Heinrich et al. 2022). Die Wechselwirkung zwischen
den Histonen und der DNA ist sehr stark, sodass die Histone im kondensierten Zustand eine sterische Barriere bilden, die verhindert, dass

das Chromatin fur die Bindung der RNA-Polymerase Typ Il zuganglich ist (Bhatt und Ghosh 2014).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Chromatinorganisation im Zellkern.

Die DNA ist ein doppelstrangiges Polymer aus Ribonukleinséuren, welche mit Proteinen assoziiert als Chromatin bezeichnet wird. Das Chromatin ist um Histonoktamere
gewickelt, wodurch die Nukleosomen entstehen. Weiterhin kommtes CTCF-vermittelt zur Aushildung von Chromatinschleifen, die als insulated neigborhoods oder sub-
TADs bezeichnet werden. Diese bilden wiederum gréRere Schleifen, die topologically associated domains (TADSs), innerhalb derer sich die meisten intrachromosomalen
Chromatininteraktionen ereignen. Mehrere unterschiedliche TADs bilden A- und B-Kompartimente, in denen stérker und schwacher kondensiertes Chromatin clustert. Die
letzte Ebene der Chromatinorganisation sind die chromosome territories (CTs), die den Bereich bezeichnen, den ein einzelnes Chromosom im Interphasekern einnimmit.
Die Abbildung wurde selbst erstellt und modifiziert nach (Finn und Misteli 2019; Mohanta et al. 2021)

1.4.3 Lokale Wirkung der Transkriptionsfaktoren im Zellkern

Die Translokation von NF-kB in den Zellkern tragt wesentlich zur Initiation der Transkription von IL-1-Zielgenen an ihren Promotersequenzen
bei, indem sie zur lokalen Regulation der Chromatinzuganglichkeit und zur Rekrutierung zusatzlicher Transkriptionsfaktoren, Mediatoren
und Kofaktoren fuhrt (Priester et al. 2022; Weiterer et al. 2020; Bacher et al. 2021). Die Initiation der Transkription eines Gens beginnt mit
der Bindung allgemeiner und sequenz-spezifischer Transkriptionsfaktoren an die Promotersequenz innerhalb des Gens.
Promotersequenzen setzen sich aus einem proximalen und einem zentralen Abschnitt zusammen. Im proximalen Abschnitt binden unter
anderem sequenzspezifische Transkriptionsfaktoren (z.B. NF-kB, AP-1) an definierte Chromatinsequenzen (z.B. kB binding sites) und im
zentralen Promoterabschnitt binden allgemeine Transkriptionsfaktoren (z.B. transcriptionfactor IID (TFIID)) an konservierte DNA-Abschnitte
(z.B. die TATA box) (Bhatt und Ghosh 2014). Die Bindung der Transkriptionsfaktoren ist von der Zuganglichkeit der DNA abh&ngig, welche
durch die Kondensation der DNA im Nukleosom verringert wird. Proinflammatorische Stimuli filhren sowohl NF-kB-abhéngig als auch NF-
KB-unabhangig zu einem Umbau der Nukleosomen und damit zu einer erhéhten Zuganglichkeit des Chromatins an IL-1-Zielgenen (Weiterer
et al. 2020; Diermeier et al. 2014; Jurida et al. 2015).

Der Umbau der Nukleosomen wird auf der einen Seite durch posttranslationale Modifikationen an den Histonproteinen und auf der anderen
Seite durch chromatin remodelling complexes vermittelt (Bacher et al. 2021). Durch die posttranslationalen Modifikationen kann sich die
Ladung der Histone @ndern, was eine Anderung der Histon-DNA- und Histon-Histon-Interaktion zur Folge haben kann. Weiterhin fiihren
posttranslationale Modifikationen an Histonen zur Entstehung von Erkennungsstellen fir chromatin remodelling complexes. Haufige
posttranslationale Veréanderungen an Histonen sind die Acetylierung bzw. Deacetylierung und die Methylierung von Lysinresten, welche
teilweise konservierte und teilweise kontextabhangige Folgen haben. So geht die Histonacetylierung typischerweise mit der
transkriptionellen Aktivierung einer Chromatinregion einher (Venkatesh und Workman 2015). Bei chromatin remodelling complexes handelt
es sich um Enzyme, die entweder ebenfalls Uber posttranslationale Modifikationen der Histone oder Uber ATP-abhangige Hydrolyse der

Histon-DNA-Verbindungen die Chromatinstruktur verandern (Tyagi et al. 2016).

Die konzertierte Aktion der sequenz-spezifischen Transkriptionsfaktoren NF-kB und AP-1 wurde am Gen des Chemokins Interleukin 8 (IL8)
beschrieben: In unstimulierten Zellen wird die Initiation der Transkription am IL8-Promoter durch verschiedene Mechanismen gehemmt.
Erstens durch die Bindung von NF-kB-repressing factor (NRF) an das negativ regulierende Element (NRE) der Promotersequenz, welches
teilweise mit der kB-binding site Uberlappt (Nourbakhsh et al. 2001). Zweitens durch die Bindung von octamer 1 (OCT-1) an die octamer-
Bindestelle am komplementdren DNA-Strang gegentber der Bindestelle fur CCAAT/enhancer-binding protein (C/EBP) (Wu et al. 1997).
Drittens durch die Deacetylerung der Histonproteine im Bereich des Promoters (Ashburner et al. 2001).



Im Rahmen des IL-1-signalings translozieren NF-kB-Dimere in den Zellkern und binden an die kB-binding site (Stein und Baldwin 1993),
woraufhin NRF seine Funktion vom Repressor zum Koaktivator dndert (Nourbakhsh et al. 2001). OCT-1 wird durch den Transkriptionsfaktor
C/EBP ersetzt (Wu et al. 1997). Die Phosphorylierung der Transaktivierungsdoméanen von AP-1 und NF-kB (Schmitz et al. 2001; Gupta et
al. 1995; Morton et al. 2004), die Rekrutierung der Histonactyltransferasen cyclic adenosine monophosphate response element binding
protein binding protein (CBP) und p300 (Vanden Berghe et al. 1999) und die posttranslationale Modifikation von Histonen (Vanden Berghe
et al. 1999) fuhren zu chromatin remodelling. Durch das chromatin remodelling wird die TATA box fur allgemeine Transkriptionsfaktoren
zuganglich, sodass das TATA box binding protein (TBP) an diese Promotersequenz binden kann. Die Bindung des TBP an die TATA box
ist der erste Schritt fir die Rekrutierung des preinitiation complexes, bestehend aus weiteren allgemeinen Transkriptionsfaktoren und der
RNA-Polymerase Typ Il, und den Start der Transkription von IL8 mRNA (Bhatt und Ghosh 2014). An anderen Genen wie zum Beispiel
Interleukin 6 ist zusétzlich die Aktion von ATP-abhangigen chromatin remodelling complexes wie SWiItch/sucrose nonfermentable
(SWI/SNF) fir den ausreichenden Umbau des Nukleosomes notwendig (Ramirez-Carrozzi et al. 2006). Zusatzlich zur Initiation der
Transkription wurde gezeigt, dass TNFa-induziertes intranukleares NF-kB durch die Interaktion mit verschiedenen Proteinen auch zur
Elongation der mRNA von TNFa-Zielgenen, inklusive IL8, beitragt (Bacher et al. 2021; Barboric et al. 2001; Nowak et al. 2008).

Die protranskriptionelle Wirkung von NF-kB wird durch verschiedene negative feedback loops kontrolliert (Weber et al. 2010). Zu diesen
gehort, dass das fur IkBa codierende Gen NFKBIA nach IL-1-Stimulation vermehrt transkribiert wird (MaBmann 2021; Hu et al. 2010; Sun
et al. 1993). Daraufhin neu synthetisiertes IkBa transloziert zunachst in den Zellkern und bindet Chromatin-assoziiertes NF-kB, woraufhin
die NF-kB-Dimere wieder ins Zytosol translozieren. Unter anderem wird auf diese Weise die Transkription der NF-kB-Zielgene beendet

(Stein und Baldwin 1993; Mayr-Buro et al. 2019; Renner und Schmitz 2009; Arenzana-Seisdedos et al. 1997)

AP-1 NRF
IL-8 ...gatgactcaggtttgccctgaggggatgggccatcagtigcaaatcgtggaatttectetgac. .. . .. atataaa...
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Induktion der Transkription am IL-8-Promotor.

Oben: IL-8-Promotor in unstimulierten Zellen. Ohne Stimulus wird die Transkription durch Histondeacetylierung u.a durch Histondeacetylase 1 (HDAC1) und Bindung der
beiden Repressorproteine octamer 1 (OCT-1) und NF-kB-repressing factor (NRF) gehemmt. Unten: IL-8-Promotor nach IL-1-Stimulation: Es kommt zur Bindung von NF-
kB an die kB-Sequenz, zum Ersatz von OCT-1 durch C/EBP, zur Phosphorylierung (P) von AP-1 und NF-kB und zur Rekrutierung von CBP/p300 mit konsekutiver
Histonacetylierung. Weiterhin wechselt NRF die Funktion zu einem aktivierenden Faktor. Aus diesen Veranderungen resultiert ein chromatin remodelling, welches die
TATA box fur das TATA box binding protein (TBP) zugénglich macht. Daraufhin kommt es zur Zusammensetzung des preinitiation complex aus weiteren allgemeinen
Transkriptionsfaktoren (TF) und RNA-Polymerase 1l (RNA-Pol Il) und die Transkription startet. Die Abbildung wurde erstellt und modifiziert nach (Elke Hoffmann et al.
2002; Nourbakhsh et al. 2001).

Parallel zu Transkription bindet die pra-messenger RNA (pra-mRNA) an RNA binding proteins (RBPs), erhalt an ihrem 5'-Ende eine Kappe
aus methylierten Guaninen und wird an ihrem 3'-Ende von der RNA-Polymerase Typ Il gelést und polyadenyliert. Au3erdem werden die
meisten Introns kotranskriptionell aus der pra-mRNA herausgespleif3t. (Zarnack et al. 2020). Die mature mRNA wird aktiv tber die
Kernporen ins Zytoplasma transportiert. Im Zytoplasma wird die mRNA entweder stabilisiert (Winzen et al. 1999) und gespeichert, abgebaut
oder an Ribosomen in Proteine translatiert (Zarnack et al. 2020). Die synthetisierten Proteine werden final Uber verschiedene Wege
sezerniert (Priester et al. 2022). All diese posttranskriptionellen Schritte sind hoch regulierte Prozesse, die durch proinflammatorische Stimuli

modifiziert werden kdnnen (Zarnack et al. 2020; Priester et al. 2022).

Die Menge der mRNA einer Zelle insgesamt oder fir ein spezifisches Protein ist das Ergebnis aus der mRNA-Syntheserate

(Wahrscheinlichkeit pro Zeit, dass ein mRNA-Transkript produziert wird) und der mRNA-Abbaurate (Wahrscheinlichkeit pro Zeit, dass ein
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MRNA-Transkript abgebaut wird) insgesamt oder fir ein spezifisches Gen (Berry und Pelkmans 2022). Die mRNA-Synthese vieler (vor
allem der induzierbaren) Gene erfolgt nicht als linearer Prozess sondern in sogenannten transcriptional bursts. Unter transkriptional burst
wird die pulsartige Produktion von RNA-Molekilen in zufallig verteilten Zeitintervallen verstanden, welche durch eine kurzeitige Aktivierung
und Inaktivierung der Transkription entsteht (Raj et al. 2006; Finn und Misteli 2019). Die mRNA-Syntheserate ergibt sich aus der burst
frequency (Haufigkeit der bursts in einer bestimmten Zeit) und der burst size (Transkriptmenge, die pro burst synthetisiert wird) (Bass et al.
2021). Es wurde gezeigt, dass Stimuli wie tumor necrosis factor alpha (TNFa), welcher ebenfalls tiber die Aktivierung von NF-kB wirkt, die

burst size und burst frequency an ihren Zielgenen verandern (Bass et al. 2021).

1.4.4 Globale Regulation der Chromatinorganisation im Zusammenhang mit Transkription

Nach seiner Translokation in den Zellkern bindet NF-kB nicht nur an die spezifischen kB-binding sites in den Promoterregionen seiner
Zielgene, sondern auch genomweit an mehr als 1000 «kB-binding sites in intergenic regions und Enhancern (Jurida et al. 2015). Bei
Enhancer-Sequenzen handelt es sich um cis-regulatorische Chromatinsequenzen, die die zelltypspezifische Genexpression regulieren
(Huang et al. 2018). Auch eine NF-kB-abhéngige und NF-kB-unabhéngige genomweite Umstrukturierung der Chromatinzugénglichkeit ist
mit IL-1- bzw. TNFa-signaling verbunden (Weiterer et al. 2020; Diermeier et al. 2014). Solche Befunde rufen die Frage hervor, wie genau
die Entzindungsmediatoren IL-1 und TNFa die globale Chromatinorganisation beeinflussen und wie die Enhancer zur Regulation der
induzierten Genexpression beitragen. Hier besteht zum Beispiel die Frage, ob es IL-1-induziert zur Annédherung der Chromatinsequenzen
verschiedener IL-1-Zielgene durch Enhancer-vermittelte Chromatinschleifenbildung kommt und wie sich die Position dieser

Chromatinabschnitte im Verhaltnis zu anderen nukledren Landmarken verhalt.

Die Auswirkung der transkriptionellen Aktivierung verschiedener Gene auf die globale Chromatinorganisation wurde in den letzten Jahren
verstarkt mit mikroskopischen (Fluoreszenz In-Situ-Hybridisierung) und proximity-ligation-basierten (Chromosome conformation capture-
Analysen) Techniken untersucht. Auf diese Weise konnten einige allgemeine Eigenschaften der Verteilung des Chromatins im nuklearen
Raum herausgearbeitet werden: Die Verteilung der CTs und einzelner Chromatinabschnitte im Raum scheint nicht zufallig zustande zu
kommen, da Chromatinabschnitte haufiger an einigen Positionen zu detektieren sind als an anderen (Dekker und Misteli 2015). Das
Chromatin ist probabilistisch im Nukleoplasma verteilt, was bedeutet, dass die Position eines Chromatinabschnittes als Bereich aufgefasst
werden sollte, in dem sich dieser Abschnitt mit héherer Wahrscheinlichkeit befindet (Dekker und Misteli 2015). Die absolute Position
bestimmter Chromatinabschnitte weist innerhalb einer Zellpopulation eine hohe Variabilitat auf (Finn und Misteli 2019) und andert sich im
Zeitverlauf dynamisch (Finn et al. 2019). Die Position der CTs oder kleinerer Chromatinabschnitte wird relativ zur Peripherie (in der Regel
definiert durch die Kernlamina), anderen CTs oder Chromatinabschnitten, oder nukledren Kompartimenten, wie dem Nukleolus, gemessen
(Crosetto und Bienko 2020)

1.4.4.1 Radiale Position der CTs und kleinerer Chromatinabschnitte
Die Lokalisation eines Chromosoms oder einzelner Chromatinabschnitte im Verhaltnis zu Kernzentrum und -peripherie wird auch als radiale

Position bezeichnet (Crosetto und Bienko 2020). In menschlichen Zellen wurde gezeigt, dass genreiche Chromosomen, wie Chromosom
19, haufiger zentral lokalisiert sind und genarme Chromosomen, wie Chromosom 18, haufiger in der Kernperipherie liegen (Nagele et al.
1999; Boyle et al. 2001; Bolzer et al. 2005). Weiterhin scheint die genaue radiale Verteilung der CTs, sowie das Ausmald des Einflusses
der ChromosomengrofRe auf die radiale Position zelltypspezifisch zu sein (Bolzer et al. 2005). Auch einzelne Chromatinsequenzen scheinen
innerhalb des Zellkerns radial organisiert zu sein: es wurde gezeigt, dass genreiche und stark exprimierte Chromatinabschnitte in

Lymphozyten und Fibroblasten haufiger in der Nahe des Kernzentrums lagen als genarme, schwacher exprimierte (Kipper et al. 2007).

Auch wenn die radiale Verteilung der CTs und einzelner Chromatinregionen viel untersucht wurde, ist bisher nicht gut verstanden, wie es
zur Positionierung des Chromatins kommt und ob die Position eines Genlocus an sich wichtig fur seine Funktion oder lediglich ein
Nebenprodukt nukledrer Prozesse ist. Dies liegt unter anderem an der Schwierigkeit, einzelne intranukledare Prozesse voneinander zu
trennen und auf diese Weise Ursache und Wirkung voneinander zu differenzieren. Ein weiteres Problem ist, dass Expression und Position

verschiedener Gene Uber verschiedene Mechanismen reguliert werden, was das Erstellen einfacher Regeln erschwert (Meaburn 2016).
Es gibt folgende Hinweise auf eine Verbindung zwischen der Position und der Expression eines Gens:

In den meisten Zellkernen sind die Kernperipherie und die direkte Umgebung von Nukleoli reich an Heterochromatin, wahrend das
Kernzentrum und die direkte Umgebung von Kernporen und nuclear speckles reich an mit hoherer Transkriptionsaktivitdt assoziiertem
Euchromatin sind (Akhtar und Gasser 2007; van Steensel und Furlong 2019; Kalverda et al. 2010; Quinodoz et al. 2018).
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Unter dem peripher lokalisierten Chromatin gibt es Abschnitte, die Kontakt zur Kernlamina haben, indem sie an Kernlamine gebunden sind.
Diese Abschnitte werden als lamin-associated domains (LADs) bezeichnet und zeichnen sich durch Genarmut und geringe transkriptionelle
Aktivitdt aus (Guelen et al. 2008). Im Rahmen der Differenzierung von embryonalen Stammzellen von Mausen zu Astrozyten konnte eine
Losung vieler Gene von der Kernlamina beobachtet werden, welche mit einer Steigerung der Expression dieser Gene assoziiert war (Peric-
Hupkes et al. 2010). Weiterhin wurde gezeigt, dass die kinstliche Bindung einiger, aber nicht aller untersuchten Gene an die Kernlamina
in verschiedenen humanen Zellen zu einer verringerten Genexpression filhrte (Finlan et al. 2008). In Lamin-knockout-Zellen wurde im
Vergleich zu den Wildtyp-Zellen eine zentralere Lokalisation der Chromosomen 13 und 18 und eine starkere Expression von Genen auf
Chromosom 18 gezeigt (Malhas et al. 2007; Mewborn et al. 2010). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Kernlamina Einfluss auf

die Genexpression und die radiale Genposition hat.

Bei der Untersuchung, inwiefern die radiale Position von CTs und einzelnen Chromatinabschnitten, unabhéangig von der Assoziation mit der

Kernlamina, mit der Transkriptionsaktivitdt des Chromatins zusammenhangt, wurden jedoch ambivalente Beobachtungen gemacht:

Die Ergebnisse einiger Untersuchungen deuten fir bestimmte Genorte auf einen Zusammenhang beider Eigenschaften hin. In embryonalen
Stammzellen lag das den proneuronalen Regulator Achaete-Scute-Homolog 1 codierende Gen initial praferentiell peripher. Nach neuronaler
Induktion kam es zu einer Aktivierung und einer zentraleren Position dieses Gens (Williams et al. 2006). Zu einem &hnlichen Ergebnis kam
der Vergleich von transkriptionell aktiven und inaktiven glial fibrillary acidic protein-Genen, welche eine signifikant zentralere Position der
aktiven Gene zeigten (Takizawa et al. 2008). Gene wie INO1 und GAL1 hingegen naherten sich im Rahmen ihrer Aktivierung an die
Kernlamina an (Brickner und Walter 2004). Untersuchungen der Position des major histocompatibility complex-Genclusters und des
epidermal differentiation complex zeigten, dass diese Chromatinsequenzen nach ihrer Aktivierung starker am Rande ihrer CTs positioniert

waren als ohne Aktivierung (Volpi et al. 2000; Williams et al. 2002).

Die Ergebnisse anderer Untersuchungen stellen einen generellen direkten Zusammenhang zwischen Genposition und -expression eher in

Frage:

Meaburn und Misteli konnten zwar nachweisen, dass es in Mammaepithel-Zellen zu einer Anderung der radialen Genposition von 7 von 10
tumorassoziierten Genen (unter anderem transforming growth factor B) wahrend der Zelldifferenzierung und Karzinogenese kam. Allerdings
war diese Anderung entweder nicht verbunden mit einer Anderung der Genaktivitat oder es konnte keine reproduzierbare Richtung der

Reposition zum Kerninneren oder zur Kernperipherie festgestellt werden (Meaburn und Misteli 2008).

Auch mittels einer high-throughput-Analyse konnte kein Zusammenhang zwischen der radialen Position an sich und der
Transkriptionsaktivitat festgestellt werden, woraus geschlossen wurde, dass die Transkriptionsaktivitat unabhéangig von der Genposition
sein kann. In dieser Untersuchung wurde auch gezeigt, dass jeweils multiple Faktoren die radiale Position eines untersuchten Gens
gemeinsam beeinflussten, woraus abgeleitet wurde, dass die Position eines Genes eher das Ergebnis der konzertierten Wirkung
verschiedener Faktoren ist als das Ergebnis eines spezifischen Mechanismus. Weiterhin wurde gezeigt, dass die Position transkriptionell
aktiver Gene starker durch Transkriptionsfaktoren und chromatin remodeller beeinflusst wurde als die Position inaktiver
Chromatinabschnitte (Shachar et al. 2015).

Therizols et al. konnten zwar eine Anderung der radialen Genposition endogener Gene wie Pleiotrophin, Neuropilin 1 und SRY (sex
determining region Y)-box 6 in Richtung des Kernzentrums durch die transkriptionelle Aktivierung dieser Gene beobachten, jedoch hatte
die reine Dekondensation der Chromatinabschnitte ohne transkriptionelle Aktivierung den gleichen Effekt. Daher folgerte diese
Arbeitsgruppe, dass eher die Dekondensation als die transkriptionelle Aktivierung zu der Anderung der Genposition fiihrte (Therizols et al.
2014). Diese Erklarung wird unter anderem dadurch bestéarkt, dass die Acetylierung von Histonen an flr die transkriptionelle Aktivierung
charakteristischen Stellen mit einer zentraleren Position der Chromosomen 17, 18, 19, X und der Gene APC, TP53, and CCND1 im

Vergleich zu den nicht acetylierten Gensequenzen korrelierte (Strasak et al. 2009).

Aus diesen Beobachtungen sind zwei Modelle entstanden, die die radiale Organisation des Zellkerns beschreiben: Das periphery vs. center
model beschreibt eine bindre Organisation des Zellkerns, wonach inaktive Chromatindoméanen, wie LADs, B-Kompartimente, und B-TADs
hauptséchlich nahe der Kernlamina oder um Nukleoli herum lokalisiert sind, wahrend aktive Domé&nen, wie inter-LADs, A-Kompartimente
und A-TADs im restlichen Nukleoplasma verteilt sind. Das gradient model beschreibt die Bildung eines Gradienten aus inaktiven und aktiven
Chromatinabschnitten, bei dem sich die inaktivsten Chromatinabschnitte direkt an der Kernlamina oder um Nukleoli herum und die aktivsten
Abschnitte im Kernzentrum und um nuclear speckles herum befinden. Nach diesem Modell hat jeder Genort eine préaferierte radiale Position,

auch wenn die exakte Position jedes Genortes von Zelle zu Zelle variiert (Crosetto und Bienko 2020).
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Auch wenn die Ursache-Wirkung-Beziehung zwischen Genaktivitat und radialer Position noch nicht gut verstanden ist, gibt es Hinweise
darauf, dass die radiale Position des Chromatins eine funktionelle Relevanz hat. Dies wurde aus der Beobachtung abgeleitet, dass die
raumliche Organisation des Chromatins zelltyp-/ gewebespezifisch ist (Parada et al. 2004) und physiologische Situationen wie die
Zelldifferenzierung mit einer Anderung der radialen Position von CTs und Chromatinsequenzen einhergehen. Als Beispiele konnen hier die
Anderung der Position der Chromosomen 12 und 16 wahrend der Differenzierung von Adipozyten (Kuroda et al. 2004) und Astrozyten
(Peric-Hupkes et al. 2010), und die Anderung der radialen Position des Chromosoms 1 und der relativen Position des Lysozymgens zum
CT 1 wahrend der Differenzierung von Lymphozyten genannt werden (Stadler et al. 2004). Auch nach dem Einwirken des externen Stimulus
Phytohaemagglutinin auf Lymphozyten wurden Anderungen der radialen Position einiger CT und eine starkere Durchmischung
verschiedener CTs beobachtet (Branco et al. 2008).

1.4.4.2 Positionen einzelner Geneloci im nukledren Raum zueinander
Durch die raumliche Nahe verschiedener Chromatinabschnitte zueinander steigt die Wahrscheinlichkeit ihrer Interaktion miteinander (Finn

et al. 2019). Die meisten Chromatininteraktionen treten innerhalb der insulated neigborhoods auf, gefolgt von den TADs, A- und B-
Kompartimenten und CTs (siehe Kapitel 1.4.2.) (Lieberman-Aiden et al. 2009). Dies lasst sich auch bei den IL-1-Zielgenen beobachten. So
liegen die Chemokine IL8, CXCL 1, 2 und 3 in einer TAD auf Chromosom 4 (Weiterer et al. 2020). Bereits in unstimulierten humanen KB-
Zellen konnten praformierte Kontakte zwischen dem CXCL2-Promoter und den Promotern anderer IL-1-Zielgene detektiert werden. Ferner
wurden IL-1-induzierbare starke Promoter-Promoter und Enhancer-Promoter-Kontakte innerhalb dieser TAD und den IL8- und CXCL2-
Enhancern in cis detektiert (Weiterer et al. 2020). Weiterhin wurde die NF-kB-vermittelte de novo-Formierung von sogenannten Super-
Enhancern durch Stimulation von humanen Endothelzellen mit TNF-a beobachtet (Brown et al. 2014). Als Super-Enhancer werden putative
Enhancercluster bezeichnet, die eine ungewoéhnlich hohe Enhanceraktivitdt und besonders ausgepriagte enhancertypische
Chromatineigenschaften, wie die Anreicherung von Masterregulatoren, Koaktivatoren, Mediatoren und Chromatinfaktoren aufweisen
(Huang et al. 2018). Fir den IL8-Enhancer auf Chromosom 4 gibt es ebenfalls Hinweise, dass er als ,master”“Enhancer agieren kénnte: so
fuhrte die Deletion der IL8-Enhancer-Sequenz zu einem verringerten Transkriptom der meistinduzierten IL-1-Zielgene, einer verringerten
Bindung von p65, RNA-Polymerase Il und acetylierten Histonen an Promoter und Enhancern von IL-1-Zielgenen in cis (CXCL1-3, 8) und
trans (IL6, NFkBIA, CCL20) und zu verringerten IL-8 und IL-6-Proteinspiegeln nach Stimulation mit IL-1a. Die Deletion des CXCL2-
Enhancers hatte deutlich geringere Folgen (Weiterer et al. 2020). Die Beeinflussung von IL6 mRNA und IL-6-Proteinspiegeln durch die
Deletion des IL8-Enhancers, obwohl der IL8-Enhancer und der IL6-Promoter auf verschiedenen Chromosomen liegen, deutet auf eine
interchromosomale Koregulation der beiden Gene hin. Chromatininteraktionen in cis und trans kénnen durch die Bildung von

Chromatinschleifen vermittelt werden (vergleiche Kapitel 1.4.2.).

Als eine der treibenden Krafte fur interchromosomale Interaktionen wird die Rekrutierung von Chromatinabschnitten zu bestimmten
nuklearen Stellen im Rahmen ihrer transkriptionellen Aktivierung diskutiert. Beispiele fur solche Stellen sind die Transkriptionsfabriken und
die nuclear speckles (Maass et al. 2019). Als Transkriptionsfabriken werden subnukleare Stellen definiert, an denen mindestens zwei RNA-
Polymerasen mindestens zwei DNA-Abschnitte transkribieren. AuRerdem befinden sich in den Transkriptionsfabriken Transkriptions- und
RNA-Prozessierungsfaktoren in besonders hoher Konzentration (Papantonis und Cook 2013). Es wird vermutet, dass
Transkriptionsfabriken durch die Akkumulation der fur die Transkription wichtigen Komponenten zu einer héheren Effizienz der Transkription
beitragen. Darlber hinaus gelten Transkriptionsfabriken als wichtiges Prinzip fur die Organisation des Zellkerns und des Chromatins (Rieder
et al. 2012).

Den Zellkern organisieren Transkriptionsfabriken, indem sie zum clustering von koregulierten Genen filhren. Beispielsweise konnte eine
Kolokalisation von Zytokin-induzierten Genen in Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVEC) gezeigt werden: Nach TNF-a-Stimulation
zeigten die Gene SAMD4A und EXT1 eine deutlich starkere Assoziation mit anderen NF-kB-responsiblen Genen. AuRerdem konnte eine
Kolokalisation der nascenten SAMD4A und EXT1-Transkripte mit NF-kB in putativen Transkriptionsfabriken mittels RNA-FISH visualisiert
werden. Hieraus wurde die Schlussfolgerung gezogen, dass die Stimulation mit TNF-a in HUVEC zu einer Formierung von spezifischen
NF-kB-Fabriken fuhrte. Analog hierzu fihrte auch die Stimulation von HUVEC mit tumor-growth-factor g (TGFB), dessen Wirkung tber
Transkriptionsfaktoren der Smad-Familie vermittelt wird, zu einer erhéhten Assoziation untersuchter Gene mit anderen TGF3-responsiblen
Genen, was auf die Bildung einer Smad-spezifischen Transkriptionsfabrik hindeutete (Papantonis et al. 2012). Infolge dieser
Beobachtungen vermuteten Papantonis et al., dass alle Zytokine Uber spezialisierte Transkriptionsfabriken wirken (Papantonis et al. 2012).
Der Nachweis der Bildung einer NF-kB-spezifischen Transkriptionsfabrik, in der die Gene IL8 und IL6 kolokalisieren, ist bis jetzt aber noch

nicht erfolgt.
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In 3D RNA-FISH-Experimenten wurde gezeigt, das sich einige Gene in B-Lymphozyten nach ihrer transkriptionellen Aktivierung Uber im
Mittel 500 nm zu einer Transkriptionsfabrik hin bewegen und dass fir Gene, die in trans in derselben Transkriptionsfabrik transkribiert

werden, eine Verkirzung der Distanz zwischen ihren pra-mRNA-Signalen zu erkennen ist (Osborne et al. 2007).

Fur erythroide Gene wurde gezeigt, dass sie haufig dieselben nuclear speckles teilen, obwohl sie eigentlich auf unterschiedlichen
Chromosomen oder viele Basenpaare voneinander entfernt liegen (Brown et al. 2008). Weiterhin clustern Gene unabhangig von nuclear
speckles, Transkriptionsfabriken und transkriptioneller Aktivitat. Das organisierende Prinzip hierfiir ist noch unbekannt. In Frage kommen
allerdings unter anderem die bevorzugte Assoziation einiger Chromatinabschnitte mit Kernporen, der Kernlamina und Nukleosomen (Rieder
et al. 2012).

1.4.4.3 Gene repositioning in malignen Tumoren als méglicher Ansatzpunkt fur die Diagnosestellung
Im Vergleich zu Zellen gesunder Gewebe oder benigner Tumoren wurden in malignen Tumorzellen Abweichungen der nukledren Position

einiger Genombereiche bzw. Gene festgestellt (Cremer et al. 2003; Murata et al. 2007; Meaburn et al. 2009). Zum Beispiel wiesen die
Chromosomen 18 und 19 in vielen Tumoren eine aberrante Position auf, wobei Chromosom 18 meist mehr zentral und Chromosom 19
meist peripherer lokalisiert war (Cremer et al. 2003). Besonders gut untersucht sind aberrante Genpositionen in Mamma- und
Prostatakarzinomen: Verschiedene Gene konnten in Epithelzellen von Mammakarzinomen reproduzierbar in anderer radialer Position
detektiert werden als in gesundem Mammagewebe (Meaburn et al. 2009; Meaburn et al. 2016). In Prostatakarzinomen zeigten die Gene
Flil, Mmp9 und Mmp2 eine aberrante radiale Position (Leshner et al. 2016; Meaburn et al. 2016). Im Gegensatz dazu anderten 94% der in
Prostatakarzinomgewebe und 57% der in Mammakarzinomgewebe untersuchten Gene ihre bevorzugte Position nicht (Leshner et al. 2016;
Meaburn et al. 2009).

Wie spezifische Gene ihre Position veradndern, scheint von der Tumorentitat abzuhangen: So wiesen nur 2 der 11 in Mamma- und
Prostatakarzinomen untersuchten Gene in beiden Tumorentitdten eine verédnderte Position im Vergleich zu gesundem Gewebe auf
(Meaburn et al. 2016). Hieraus wird gefolgert, dass die Anderung der Chromatinorganisation krankheitsspezifisch ist. Aus diesem Grund
wird aktuell von einigen Arbeitsgruppen an der Moglichkeit geforscht, die Genposition als diagnostisches Tool zu nutzen. Hier wird vor allem
die bereits weite Verbreitung von DNA-FISH und die vermutlich geringe zu untersuchende Gewebemenge als vorteilhaft betrachtet.
Weiterhin kdnnte durch die mogliche Kombination der Untersuchung mehrerer Gene eine hohe Genauigkeit erreicht werden (Meaburn
2016; Meaburn und Misteli 2019).

1.5 Regulation von Genpositionen und Kerngrof3en im IL-1-Signalweg

In, im Vorfeld durchgefuhrten, Studien der Arbeitsgruppe (AG) von Professor Kracht wurden 3D-Immuno-DNA-FISH-Experimente
durchgefiihrt, mit dem Ziel eine durch IL-1a induzierbare Anderung der radialen Position von IL8- und IL6-DNA-Loci und eine raumliche
Annaherung der beiden Gene in trans, als Hinweis flr eine interchromosomale Interaktion, zu detektieren. In diploiden immortalisierten
Epithelzellen der Retina (hnTERT-RPE-1-Zellen) hatte sich nach einstiindiger IL-1-Behandlung im Vergleich zu unbehandelten Zellen eine
signifikante Verringerung der Distanzen zwischen den beiden IL8-Genloci, zwischen beiden IL6-Genloci und zwischen den IL8- und IL6-
Genloci einer Zelle gezeigt (Signifikanzwert (p) p<0,01, StichprobengréRe (n) n=2). Weiterhin konnte eine signifikante Verringerung der
Distanz der IL8-und IL6-Genloci zum Kernzentrum nach einstiindiger IL-1-Stimulation im Vergleich zu unbehandelten Zellen gezeigt werden
(p<0,01, n=2) (unverdffentlichte Daten der AG Kracht). Um die Distanzen unabhéngig von der KerngréRe zu beurteilen, wurden sie als
Anteil vom Kernvolumen in Hoechstfarbung angegeben. Bei der Betrachtung des Kernvolumens IL-1a-stimulierter hTERT-RPE-1-Zellen
war im Vergleich zu unstimulierten Zellen ein signifikant héheres Kernvolumen aufgefallen (p<0,001, n=2) (unveroffentlichte Daten der AG

Kracht).
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Abbildung 5: Vorangehende Ergebnisse aus Immuno-DNA-FISH: stimulusinduzierte VergroRerung des Kernvolumens und Verringerung der Distanz zwischen
interchromosomalen Genloci.

A: Exemplarische Darstellung von hTERT-RPE-1 Zellkernen nach Durchfuhrung einer Immuno-DNA-FISH mit Sonden fir IL8 und IL6 DNA-Loci der Firma Empire
Genomics und einem Primarantikorper fir p65 (hier nicht gezeigt) sowie eine Zellkernmarkierung mit Hoechst. Die Zellen wurden in IBIDI slides der Firma IBDI ausgesat,
fur 1h mit Interleukin 1 behandelt oder unbehandelt belassen. DNA-FISH Protokoll wie in (Weiterer et al. 2020) beschrieben. Durchfiuihrung zweier technischer Replikate.
AnschlieBende Untersuchung von 231 unbehandelten und 270 behandelten Zellen. Unverdffentlichte Bilder AG Kracht erzeugt durch Anna Beierlein. B: Ergebnisse der
Messung des Kernvolumens mittels 3D Immunofluoreszenz-Mikroskopie und der LASX Software. Au3erdem Darstellung der Distanzen zwischen jeweils zwei IL8 Genloci,
IL8 und IL6 Genloci, zwischen zwei IL6 Genloci und zwischen IL8 bzw. IL6 Genloci und dem Kernzentrum. Jeweils schematische Darstellung der gemessenen Distanzen
und Darstellung der einzelnen Distanzen normiert auf das Kernvolumen in unstimulierten und 1h mit IL-1 stimulierten Zellen als Box Plots. Unverdffentlichte Daten AG
Kracht, erzeugt durch Anna Beierlein, Abbildungen erstellt und zur Verfigung gestellt von Michael Kracht.

1.6 Fragestellung dieser Arbeit und Vorgehensweise

Uber eine inflammatorisch induzierbare Regulation von zellularen Parametern wie Genpositionierung im nukledren Raum und Regulation
der Kern- bzw. Zellgréi3e ist nur sehr wenig bekannt. Pralimare 3D DNA-FISH Daten der AG Kracht zeigten einen schnellen, innerhalb von
1h stattfindenden, Einfluss des Zytokins IL-1 auf die interchromosomale Positionierung der IL-1 Zielgene IL8 und IL6, sowie auf die

Regulation der Kerngréf3e in diploiden, nicht malignen humanen Epithelzelllinien.
Aus diesen Befunden ergaben sich drei weiterflihrende Fragestellungen, deren Beantwortung das Ziel dieser Arbeit ist:

1. Ob und wie sich die Kern- bzw. Zellgré3e in hTERT-RPE-1-Zellen im Rahmen einer Stimulation mit IL-1 zeitabhangig verandern.

2. Ob und wie sich radiale Positionen aktiver, mittels RNA-FISH markierten IL8-, CXCL2- und IL6-Transkriptionsstellen in hTERT-RPE-
1-Zellen im Zeitverlauf der IL-1-Stimulation verandern.

3. Ob und wie sich die Positionen aktiver, mittels RNA-FISH markierten IL8-, CXCL2- und IL6-Transkriptionsstellen in hTERT-RPE-1-

Zellen zueinander, also in cis und in trans, im Zeitverlauf nach IL-1-Stimulation verandern.

Das Ubergeordnete Ziel dieser Untersuchungen ist es, ein besseres Verstandnis der nukledren Koregulation von spezifischen, Zytokin-
regulierten pro-inflammatorischen Genen im Kontext eines generellen biologischen Prozesses wie der Regulation der GroRe des Zellkerns,

des Zytoplasmas und der ZellgrélRe auf Einzelzellebene zu erreichen.

14



2 Material

2.1 Verbrauchsmaterial

Alle verwendeten Plastikwaren und Einwegmaterialien wurden von den Firmen Biosphere, eppendorf, greiner bio-one, ibidi, nerbe plus,

pipetman oder Sarstedt bezogen.

2.2 Gerate
Zellkultur

Brutschrank: Heraeus, Thermo Scientific, Modell BBD 6220
Sterilwerkbank: Kendo Laboratory Products, Modell HS12

Wasserbad: GFL

Mikroskope

Model Dmi8 automated, Leica Microsystems CMS GmbH
Model DMIL, Leica Microsystems CMS GmbH

Software
Adobe Photoshop CS2

open source Icy Bioimaging Software
Leica Application Suite X (LASX)

Sigma Plot
Graph Pad Prism

Version 9.0

Version 2.0.2.0.
Version 3.4.2.18368
Version 11.0.
Version 9.1.0.

Andere

Hybridisierungsofen: Techne Hybridiser HB-1D, thermo-DUX,

Tischzentrifuge: , Zentrifuge 5424, Eppendorf

2.3 Chemikalien, Losungsmittel, Gebrauchsfertige Reagenzien, Materialien und Kits

(Qualitatsstufe ,p.a., ,Fur die Mikrobiologie“ oder ,cell culture grade®).

Reagenzien Endkonzentration Hersteller Bestellnummer
4 % Paraformaldehydlésung 4% ChemCruz #sc-281692
Dimethylsulfoxid (DMSO) - Sigma Aldrich #D5879-500ML
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS) - PAN BioTech; #P04-36500
Fluoromount G - invitrogen #00-4958-02
Glycerol 30 % VVR Chemicals #56815
Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) - PAN BioTech #P04-32505
Hoechst 33342 1 mM Thermo Fisher Scientific #H3570
ibiTreat p-Slide VI 0,4 - ibidi #80606
Leptomycin B 20 ng/ml Santa Cruz Biotechnology # sc-358688
rekombinates IL-1a 10 ng/ml AG Kracht -
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normal donkey serum 10 % Jackson ImmunoResearch #017-000-121
Saponin 0,005 % Sigma #8047-15-2
Trypsin-/  Ethylendiamintetraessigséaure (EDTA-)

Lésung 0,05 %/ 0,02% PAN Biotech #P10-023100
Triton X-100 0,5 % MerckKGaA #90-36-19-5
Tween 20 0,1 % Sigma Aldrich #90-05-64-5
View RNA FISH cell assay kit - Invitrogen #QVC0001
2.4 Antikorper

Primarantikorper

Priméarantikorper Spezies Verdiinnung Hersteller Bestellnummer

Anti-Lamin A/C Maus (ms) 1:1000 Santa Cruz Biotechnology #sc-3762418
Anti-Lamin B1 Kaninchen (rb) 1:1000 abcam #ab16048

Anti-LMO7 Kaninchen 1:200 Santa Cruz Biotechnology #sc-3762418

Anti-p65 Ziege (gt) 1:100 Bethyl #A303-945A

Anti-p65 Maus 1:100 Santa Cruz Biotechnology #sc-80008

Anti-p65 Kaninchen 1:200 Santa Cruz Biotechnology #sc-372
Sekundarantikorper

Sekundarantikérper Spezies Verdinnung Hersteller Bestellnummer

Anti-Maus-lgG dyelight 488

(DL488) Esel 1:100 Immuno Reagent #DKXxMu003D488NHSX
Anti-Kaninchen-lgG DL488 Esel 1:100 Immuno Reagent #DKXRb003D488NHSX

Anti Ziege-lgG Cy3 Esel 1:200 Millipore #AP182C

Anti-Maus-lgG Cy3 Esel 1:100 Millipore #AP192C

Anti-Kaninchen 1gG Cy3 Esel 1:100 Millipore #AP182C
Anti-Kaninchen-lgG Cy5 Esel 1:500 Abcam Ab-977077
2.5 RNA-FISH Sonden

RNA-FISH-Sonde Type Spezies Verdinnung Hersteller Bestellnummer

CXCLS8 intronic type 1 (rot) Human 1:100 Affymetrix #VA1-6000437
CXCL2 intronic type 1 (rot) Human 1:100 Affymetrix #VA1-6001011
IL6 intronic type 4 (grin) Human 1:100 Affymetrix #VA4-6001007
IL8 mMRNA type 6 (violett) Human 1:100 Invitrogen #VA6-13192
IL6 MRNA type 6 (violett) Human 1:100 Affymetrix #VA6-612712
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CXCL2 mRNA type 4 (grin) Human 1:100 Affymetrix #VA4-3086648

2.6 Medien und Zusatze

Hersteller Bestellnummer
Dulbecco's Modified Eagle Medium / Nutrient Mixture F-12
(DMEM-F12) gibco #11320
Fetal bovine serum (FBS) Pan Biontech #P40475000
Antibiotikum Endkonzentration Hersteller Bestellnummer
Streptomycin/ Penicillin 100 pg/ml /200 U/ml PAN Biotech #P06-07100
Hygromycin B Gold 100 mg/ml InvivoGen #ant-hg-1

DMEM-F12-Vollmedium
500 ml DMEM-F12

+ 100 pg/ml Streptomycin

+ 100 U/ml Penicillin

+ 100 mg/ml Hygromycin B Gold
+10 % FBS

Einfriermedium
2,5 ml DMEM-F12 Vollmedium
0,5 ml DMSO
2ml FBS

2.7 humane Telomerase Immortalisierte Retinale Pigmentierte Epithelzellen Typ 1 (hnTERT-RPE-1)

Bei der hTERT-RPE-1-Zelllinie handelt es sich um primére pigmentierte Retinaepithelzellen einer weiblichen Patientin, die mit einem
Plasmid transfiziert worden sind, welches fiir die human Telomerase Reverse Transcriptase (WTERT) codiert ("nTERT RPE-1 ATCC ® CRL-
4000™ Homo sapiens Retina, eye; pigm 2021). Die hTERT verhindert die Verkirzung der Telomere bei der Zellteilung und kann auf diese
Weise die normale Lebensspanne der Retinaepithelzellen verlangern, ohne den Karyotyp oder Phanotyp der Zellen zu veréandern (Bodnar
et al. 1998). In unverdéffentlichten DNA-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungsexperimenten der Arbeitsgruppe konnte bestéatigt werden, dass
die verwendeten Zellen einen diploiden Chromosomensatz besitzen (unveroffentlichte Daten AG Kracht). Die Reaktion der hnTERT-RPE1-
Zellen auf humanes IL-1a wurde in der Dissertation von V. Malimann charakterisiert (Malmann 2021). Dabei zeigte sich, dass nach 1h IL-
1a in 80% der Zellen p65 in den Zellkern transloziert war, was ein Marker flr die Aktivierung des zytosolischen Teils des IL-1a Signalwegs
ist (MaRmann 2021). Diese Beobachtung spricht fiir eine homogene Reaktion der Zelllinie auf IL-1a in Uberinstimmung mit Bian et al. (Bian
et al. 2011). Mit diesen Eigenschaften war das Zellmodell geeignet, um in vitro KerngréRe und intranukledre Distanzen zwischen aktiven
Genorten von physiologischen Epithelzellen zu untersuchen. Die verwendeten Zellen wurden aus der AG Schmitz, Institut fir Biochemie,

Justus-Liebig-Universitat Giel3en bezogen.

3 Methoden
3.1 Zellkultur

3.1.1 Kultivieren und Passagieren von Zellen
hTERT-RPE-1-Zellen wurden in DMEM-F12-Vollmedium (siehe Kapitel 2.6.) im Brutschrank bei 37 °C, 6 % CO2 und 96 % Luftfeuchtigkeit
kultiviert und alle 3-4 Tage passagiert. Dafiir wurde zuerst das Medium entfernt und die Zellen zweimal mit 10 ml DPBS gewaschen, um

die Reste des Mediums und das darin enthaltene Serum zu entfernen. AnschlieRend wurden die Zellen mit einer Trypsin-/EDTA-LAsung
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benetzt, die der enzymatischen Ablosung der adharenten Zellen von der Zellkulturschale (detachment) diente. Dabei katalysiert die
Serinprotease Trypsin die hydrolytische Spaltung von Proteinen, die die Zell-Substrat-Adhasion vermitteln, und EDTA bildet einen Komplex
mit den zweiwertigen Kationen Calcium und Magnesium, die die Zell-Substrat-Bindung stabilisieren. Da Trypsin seine maximale Aktivitat
bei 37 °C erreicht (Schmitz 2020), wurden die Zellen im Brutschrank mit der Trypsin-/ETDA-L6sung inkubiert. Nach ca. 2 Minuten wurde
mikroskopisch kontrolliert, ob sich die Zellen abgerundet hatten und im Uberstand schwammen. Daraufhin wurde die Enzymaktivitat durch
5 ml DMEM-F12-Volimedium gestoppt und die Zellen in dem Medium resuspendiert. Mit Hilfe einer Neubauer-Zéahlkammer wurde die Anzahl
der Zellen pro Milliliter Zellsuspension ermittelt. Dazu wurden 10 pl Zellsuspension auf eine Neubauer-Zahlkammer pipettiert. Da das
Volumen in jedem Quadrat 0,1 mm? (das entspricht 0,1 pl) betrug, konnte die Zellzahl pro Milliliter berechnet werden, in dem die
durchschnittliche Zellzahl pro Quadrat mit 10* multipliziert wurde. AnschlieRend wurden die Zellen zu definierten Zellzahlen (je 100 mm
Schale: 1 Tag: 1,6*10° Zellen, 2 Tage: 7*10° Zellen, 3 Tage: 3*10° Zellen, 4 Tage: 1,5*10° Zellen) in eine neue Zellkulturschale mit DMEM-
F12-Vollmedium Uberfihrt.

3.1.2 Aussaat von Zellen

Fir die indirekte Immunfluoreszenz und die RNA-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung wurden die Zellen in p-Slides VI °4 (IbiTreat von ibidi)
ausgesat. Dazu wurde eine Zellsuspension von 350.000 hTERT-RPE1-Zellen pro ml eingestellt und davon je 30 pl pro Kanal verwendet,
was einer Zellzahl von 10.500 Zellen pro Kanal entspricht. Die Zellen wurden ca. 1 Stunde bei 37°C und 6% CO: inkubiert. Dann wurde
unter dem Mikroskop kontrolliert, ob die Zellen bereits adhérent waren. Sobald dies der Fall war, wurden die Kanale mit 100 pyl Medium

aufgefillt und die Zellen Uber Nacht im Brutschrank kultiviert.

3.1.3 Auftauen und Einfrieren von Zellen

Die in flussigem Stickstoff gelagerten hTERT-RPE-1-Zellen wurden im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Anschlielend wurden die Zellen in
eine Zellkulturschale mit frischen Vollmedium (siehe Kapitel 2.6.) Gberfiihrt und wie oben beschrieben kultiviert.

Um die Zellen einzufrieren, wurde das Medium entfernt, die Zellen zweimal mit vorgewarmtem DPBS gewaschen und mithilfe von Trypsin-
/EDTA-LO6sung von der Zellkulturschale geltést. Dann wurden die Zellen in 5 ml DMEM-F12-Vollmedium resuspendiert und 4 Minuten bei
500 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Zellpellet in 3 ml warmem Einfriermedium (siehe Kapitel 2.6.) resuspendiert
und auf drei Kryoréhrchen verteilt. Diese wurden in einem Styroporgefald zellschonend bei -80°C eingefroren und spéter in flissigen

Stickstoff fur eine langerfristige Lagerung tberflhrt.

3.1.4 Behandlung der Zellen mit Leptomycin B

Leptomycin B fuhrt durch die Hemmung des nuklearen Exports zu vergrof3erten Zellkernen und sollte daher in dieser Arbeit als positive
Kontrolle verwendet werden (Jevti¢ et al. 2019). In einer Konzentration von 20 ng/ml sollte mit Leptomycin B Uberprift werden, ob die
Kombination aus Immunfluoreszenz und der Auswertung der Mikroskopaufnahmen mit der Icy Bioimaging Software in der Lage ist,
Veranderungen der KerngroRe zu detektieren. Die Behandlung der Zellen mit Leptomycin B (Lagerungskonzentration 5 pg/ml geldst in
Ethanol) erfolgte an in p-Slides VI %* (Ibi Treat von ibidi) ausgeséaten Zellen fiir die im Ergebnisteil gezeigten Konzentrationen. Zuerst wurde
unter dem Mikroskop kontrolliert, ob die Zellen ausreichend konfluent, aber nicht zu dicht waren und keine morphologischen Auffélligkeiten
zeigten. Um in den p-Slides VI %4 die niedrigen finalen Konzentrationen zu erhalten, wurde zunéchst eine Vorverdiinnung des Leptomycin
B in Vollmedium vorgenommen und mit dem Gesamtvolumen im Kanal weiter verdunnt. AnschlieBend wurden die Zellen Giber 24 Stunden

im Brutschrank inkubiert.

3.1.5 Behandlung der Zellen mit IL-1

Die Stimulation der Zellen mit IL-1a (Endkonzentration 10 ng/ml, Lagerungskonzentration 10 pg/ml) erfolgte an in p-Slides VI %* (Ibi Treat
von ibidi) ausgesaten Zellen fir die im Ergebnisteil gezeigten Zeiten. Zuerst wurde unter dem Mikroskop kontrolliert, ob die Zellen
ausreichend konfluent, aber nicht zu dicht waren und keine morphologischen Auffalligkeiten zeigten. Um in den p-Slides VI %4 eine finale
Konzentration von 10 ng/ml zu erhalten, wurde zunachst eine Vorverdiinnung des IL-1a von 1:100 in Medium vorgenommen und mit dem
Gesamtvolumen im Kanal 1:10 weiter verdinnt. AnschlieBend wurden die Zellen fur im Ergebnisteil angezeigte Zeiten im Brutschrank

inkubiert.
3.2 Zellbiologische Techniken

3.2.1 Indirekte Immunfluoreszenz

Mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz (IF) kénnen Proteine und ihre Lokalisation innerhalb einer Zelle unter dem Mikroskop sichtbar
gemacht werden. Dazu werden ausgewahlte Proteine mittels primarer Antikorper markiert. An deren Fc-Rezeptoren binden wiederum
Fluorophor-gekoppelte Sekundarantikorper, deren Fluoreszenz unter dem Fluoreszenzmikroskop detektiert werden kann (Schmitz und
Desel 2018).
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hTERT-RPE1-Zellen wurden, wie unter Kapitel 3.1.2. beschrieben, in p-Slides VI %4 (Ibi Treat von ibidi) ausgesat und am darauffolgenden
Tag dem Versuchsaufbau entsprechend mit IL-1a (Endkonzentration: 10 ng/ml) oder Leptomycin B (Endkonzentration: 20 ng/ml) behandelt
oder unbehandelt belassen. Im Anschluss wurde die indirekte Immunfluoreszenz durchgefuhrt. Dazu wurden die Zellen zunachst noch
einmal unter dem Mikroskop auf morphologische Auffalligkeiten kontrolliert. AnschlieBend wurde das restliche Medium entfernt und die
Zellen zweimal mit 150 pl HBSS bei Raumtemperatur gewaschen, um Mediumreste zu entfernen. Danach wurden die Zellen mit 100 pl
4 %-iger Paraformaldehydlosung lber Nacht bei 4 °C fixiert. Durch Paraformaldehyd werden Proteine und Lipide so denaturiert, dass die
zellularen Strukturen weitgehend erhalten bleiben, Zellmembranen aber fiir Substanzen wie Antikérper durchlassig werden (Schmitz und
Desel 2018).

Die nachsten Schritte erfolgten bei Raumtemperatur. Die Zellen wurden dreimal 5 Minuten mit 150 ul HBSS gewaschen und fiir 15 Minuten
mit 100 pl des Detergens 0,5 % Triton-X-100 in HBSS permeabilisiert, damit die Antikérper bestmoglich in die Zelle und den Zellkern
eindringen konnten (Schmitz und Desel 2018). Das uberschissige Detergens wurde daraufhin entfernt und dreimal 5 Minuten mit je 150 pl
HBSS ausgewaschen. AnschlieBend wurden unspezifische Bindungsstellen mit 100 pl 10 %-igem Serum (generiert im Esel), gel6st in
HBSS mit 0,005 % Saponin, fur 30 Minuten blockiert, um unspezifische Fluoreszenzsignale zu reduzieren (Schmitz und Desel 2018). Dann
erfolgte die Inkubation mit 80 pl Primérantikdrpern tber zwei Stunden. Die Primarantikdrper wurden hierzu in Verhaltnissen zwischen 1:100
und 1:1000 (siehe Kapitel 2.4.) in HBSS mit 0,005 % Saponin gel6st. Daraufhin wurde die Primarantikérperlésung entfernt und die Zellen
dreimal 10 Minuten mit 150 ul HBSS mit 0,005 % Saponin gewaschen. Im Anschluss wurden die Zellen fir zwei Stunden mit ebenfalls in
HBSS mit 0,005 % Saponin gelosten Sekundarantikbrpern inkubiert. Ab diesem Schritt wurde im Dunkeln gearbeitet, um die
lichtempfindlichen, an die Antikérper gekoppelten, Fluorophore zu schonen. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen dreimal 10 Minuten
mit 150 pl HBSS gewaschen und fiir 5 Minuten mit 100 pl Hoechst 33342 inkubiert. Hoechst interkaliert in doppelstrangige DNA und emittiert
blaue Fluoreszenz. Auf diese Weise ist es mdglich die DNA und damit den Zellkern anzufarben (Schmitz und Desel 2018). Danach wurde
die Hoechstlésung entfernt, ihre Reste zweimal in 5 Minuten mit 150 pl HBSS ausgewaschen und die Zellen in 100 pl einer 30 %-igen
Glycerollésung (in HBSS geldst) eingebettet. Um eventuell vorhandene unspezifische Bindungen und Hintergrundfluoreszenz zu
bestimmen, wurde eine negative Kontrolle angefertigt, welche ohne Priméarantikdrper nur mit HBSS mit 0,005 % Saponin inkubiert und sonst
identisch behandelt wurde (Schmitz und Desel 2018). Die Mikroskopie der Zellen erfolgte am folgenden Tag an einem invertierten
Fluoreszenzmikroskop der Marke Leica (Modell DMi8 automated). Dabei wurden die jeweils scharfsten Schichten als zweidimensionale
(2D) Bilder mit der Software LASX aufgenommen und prozessiert, und im Anschluss mit der Icy Bioimaging Software analysiert (siehe
Kapitel 3.3.).

3.2.2 RNA-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Die RNA-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (RNA-FISH) ist eine Methode, um spezifische RNA-Abschnitte auf Einzelzellebene
nachzuweisen (Schmitz und Desel 2018).

Hierfir werden Sonden, sogenannte Probe Sets, verwendet, die aus Nukleinsaurefragmenten bestehen, die spezifisch an die
komplementéare Nukleinsdurezielsequenz der fixierten Zellen hybridisieren (Schmitz und Desel 2018). An die Probe Sets hybridisieren im
nachsten Schritt sequentiell Pre-Amplifier und Amplifier, die zur Signalverstarkung dienen (Schmitz und Desel 2018). An die Amplifier binden
als letztes Fluorophore, die Label Probes, deren Fluoreszenz mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops als punktférmiges Signal detektierbar
ist (ViewRNA™ |SH Cell Assay Kit 2023). Dabei kann jedes Signal als einzelnes RNA-Molekul betrachtet und daher fur die Quantifizierung
der mRNA-Menge auf Einzelzellebene verwendet werden (Femino et al. 1998).

In dieser Dissertation wurden Probe Sets verwendet, die hochspezifisch zum einen an mRNA-Sequenzen und zum anderen an Introns der
ungesplei3ten pra&-mRNA binden. Diese wurden speziell von der Firma Affymetrix designt. Pramature mRNA, die noch aus Introns und
Exons besteht, wird noch wéhrend des Transkriptionsprozesses vom sogenannten Spleiosom prozessiert. Es konnte gezeigt werden,
dass sich die SpleiRosomen direkt an der aktiven Transkriptionsstelle befinden (Huang und Spector 1996). Demzufolge befinden sich auch
die, durch die Bindung der Sonden an intronische mRNA-Abschnitte markierten, pra-mRNA-Molekile direkt an der aktiven
Transkriptionsstelle und werden im Folgenden als aktive Genloci bezeichnet. Besonders die Kolokalisation von mRNA und dazugehdériger
pra-mRNA kann als spezifischer Hinweis auf eine aktive Transkriptionsstelle (ATS) betrachtet werden.

Die Aussaat, Behandlung und Fixierung der hTERT-RPE-1 Zellen erfolgte analog zum Protokoll der IF und entsprechend dem jeweiligen
Versuchsaufbau (vergleiche Kapitel 3.2.1.).

Am auf die Aussaat und Fixierung der Zellen folgenden Tag wurde die Paraformaldehydlésung entfernt und die Reste dreimal 3 Minuten
mit 150 yl PBS ausgewaschen. Dann wurde die Zellmembran mit 100 pl des Detergens Tween 20 (1:1000 in PBS verdinnt) tber 5 Minuten
permeabilisiert. AnschlielBend wurde das Detergens entfernt und die Zellen zweimal 3 Minuten mit 150 pl PBS gewaschen. Um eine bessere

Zuganglichkeit der pra&-mRNA flir die verwendeten Sonden zu gewahren, wurden putativ an die pra-mRNA gebundene Proteine durch
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zehnminutige Inkubation der Zellen mit der Proteinase K (1:800 verdiinnt in PBS) enzymatisch entfernt (Angerer und Angerer 1991). Nach
dieser Inkubationszeit wurde das Enzym entfernt und seine Reste dreimal 3 Minuten mit 150 yul PBS ausgewaschen.

Danach erfolgte die Hybridisierung mit 50 pl der vorgewarmten Probe Sets, die in einer Verdinnung von 1:100 in einem speziellen Probe
Set Diluent geldst waren, bei 40°C fur 3 Stunden. Diese Temperatur diente der Beschleunigung der Hybridisierung der Probe Sets an die
RNA und damit der Vermeidung unspezifischer Hybridisierungen (Angerer und Angerer 1991).

Nach 3 Stunden wurden die Probe Sets entfernt und die Zellen dreimal fiir 3 Minuten mit 150 pl Waschpuffer gewaschen, um tberschiissige
Probe Sets zu entfernen und dadurch unspezifische Bindungen zu reduzieren (Schmitz und Desel 2018). Dann wurden die Zellen 30
Minuten lang mit 50 pl Pre-Amplifiern (1:30 verdinnt in Amplifier Diluent) bei 40°C inkubiert, dreimal fir 3 Minuten mit 150 pl Waschpuffer
gewaschen und fur 30 Minuten bei 40°C mit 50 yul Amplifiern (1:30 verdinnt in Amplifier Diluent) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit
dem Waschpuffer fir 3 Minuten erfolgte die Hybridisierung mit den Label Probes. Dabei wurde im Dunkeln gearbeitet, um zu verhindern,
dass die an den Label Probes befindlichen Fluorophore ausbleichen (Schmitz und Desel 2018). Die Zellen wurden bei 40°C 30 Minuten
lang mit 50 pl Label Probes (1:30 verdinnt in Label Probe Diluent) inkubiert. AnschlieRend wurden die Label Probes entfernt und die Zellen
zweimal 2 Minuten und einmal 10 Minuten mit 150 pl Waschpuffer gewaschen.

Danach wurden die Zellkerne angeféarbt, indem die Zellen 5 Minuten lang mit 100 ul 1 uM Hoechst inkubiert wurden. In den letzten Schritten
wurde die Hoechst-Lésung entfernt und ihre Reste zweimal in 5 Minuten mit PBS ausgewaschen und Zellen in 100 ul Fluoromount G
(Affymetrix) eingebettet. Fluoromount G gehdért zu den Anti-Fading-Reagenzien, die durch eine Kombination von Glycerin, physiologischen
Puffern und Antioxidantien das Ausbleichen der Fluorophore verringern (Schmitz und Desel 2018). Dies ist vor allem fir die instabilen
Cyanin (Cy)5-Signale hilfreich.

Fur die Mikroskopie der Zellen am folgenden Tag und die Bearbeitung der Aufnahmen wurde das Dmi8 automated Mikroskop von Leica
mit der LASX Software von Leica genutzt. Damit wurden zum einen 2D Aufnahmen der jeweils scharfsten Ebene gemacht, als auch
dreidimensionale (3D) Aufnahmen erstellt. Fiir die 3D-Aufnahmen wurden automatisiert pro Bild Uber eine H6he von 30 um insgesamt 60
Aufnahmen im Abstand von 500 nm gemacht, aus denen durch die LASX Software ein 3D Bild erstellt wurde (Finn et al. 2017).

3.2.3 Immuno-RNA-FISH

Um sowohl Proteine als auch spezifische RNA-Sequenzen in derselben Probe fluoreszenzmikroskopisch zu detektieren, wurden IF und
RNA-FISH kombiniert. Die Aussaat, Behandlung und Fixierung der hTERT-RPE-1 Zellen erfolgte analog zum Protokoll fir die IF (vergleiche
Kapitel 3.2.1.). Anschlieend wurde zuerst die RNA-FISH wie oben beschrieben durchgefiihrt und, nachdem die Label Probes zweimal 2
Minuten und einmal 10 Minuten mit Waschpuffer ausgewaschen worden waren, die IF angeschlossen. Dafiur wurden die Zellen zun&chst
zweimal 1 Minute mit 0,005% Saponin in HBSS gewaschen und dann 15 Minuten mit 0,5% Triton-X-100 in HBSS permeabilisiert. Die
folgenden Schritte waren zum oben geschilderten Vorgehen identisch, abgesehen davon, dass die Inkubation mit den Primar- und
Sekundarantikorpern bei 37 °C stattfand, und auf diese Weise auf jeweils eine Stunde verkirzt werden konnte. Zuletzt wurden die Zellen

in Fluoromount G eingebettet.

3.3 Computergestitzte Analyse der Immunfluoreszenz- und RNA-FISH-Experimente mit Icy Bioimaging
Software

Um eine standardisierte Auswertung der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen durchzufihren, wurde die frei verfugbare Software Icy

Bioimaging Software (Chaumont et al. 2012) genutzt. Die verschiedenen Tools der Software ermittelten Flachen, Umfange, Intensitaten

und Distanzen und erfassten, quantifizierten und lokalisierten Signale und Kolokalisationen. Diese Parameter wurden in Excel

zusammengeflihrt und einzelnen Zellen zugeordnet, sodass am Ende eine ausfiihrliche und nachvollziehbare Charakterisierung einzelner

Zellen moglich war. Die detaillierte Vorgehensweise und Informationen zu den genutzten tools finden sich im folgenden Abschnitt.

3.3.1 Definition der Zellgrenzen
Zunachst wurden Zellgrenzen manuell anhand des Phasenkontrastes umrandet, als ,Region of Interest® (ROI) definiert und
durchnummeriert (Abb. 6), um unvoreingenommen die Zellgrenzen zu bestimmen und anhand dieser die Zellflache, die

Fluoreszenzintensitat und die in der Zelle enthaltenen mRNA-Signale zu ermitteln. Verschiedene Parameter dieser ROl wurden mit dem

Abbildung 6: Definition der Zellgrenzen mit Icy Bioimaging Software.
Bildanalyse von hTERT-RPE-1 Zellen mit Hilfe der open source bioimaging Software Icy. 400x VergroRerung. Phasenkontrast. A: In die Software geladenes Bild. B:

Umrandung der Zellgrenzen als ROl mit dem tool ,ROI polygon® (rote Umrandungen). Weiller Kasten: Markierung der beispielhaft vergroRerten Zelle aus C. C:
Beispielhaft vergroRerte umrandete Zelle.
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tool ,ROI statistics® erhoben (Abb. 7H). Die Zellgrenzen-ROlI wurden fir die Weiterverwendung  gespeichert.
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3.3.2 Definition der Zellkerngrenzen

Um die Kernflache zu messen und im Kern enthaltene Proteine, mRNA-Signale und pra-mRNA zu detektieren, wurden die Kernumrisse
anhand von einer Hoechstfarbung oder der immunologischen Markierung der Kernlamine bestimmt. Daflir wurde das tool ,active
contours® der Software verwendet, welches in der Lage ist eine initiale Kontur, die um eine Struktur gezeichnet wurde oder die das
Programm generiert hat, automatisch so anzupassen, dass die Grenzen dieser Struktur genau umrandet werden (Dufour et al. 2011) (Abb.
7E, F). Diese Kontur kann als ROI definiert werden und wurde entsprechend der Zellgrenzen-ROIl nummeriert, um die Informationen spéater
einzelnen Zellen zuordnen zu kénnen (Abb. 7G). Auch die Kerngrenzen-ROI wurden fur die Weiterverwendung gespeichert. Bevor das tool
»active contours“ genutzt werden konnte, musste der Kontrast zwischen den Zellkernen und dem Hintergrund verstarkt werden. Dies wurde
erreicht, in dem zunéchst ein Schwarz-Weil3-Bild erzeugt wurde (Abb. 7A), welches anschlieRend mit dem tool ,, Thresholder” in ein binares
Bild umgewandelt wurde (Abb. 7B, C). Die dafiir gewahlten Einstellungen wurden fir jedes Replikat optimiert und innerhalb eines Replikates
konstant gehalten.

Uber das tool ,ROI statistics“ konnten verschiedene Parameter der Kerngrenzen- und Zellgrenzen-ROI erfasst werden (Abb. 7H), die in
Excel exportiert wurden. Als Parameter fir die Kern- bzw. ZellgroRe wurde der Parameter area (Flache in Pixel (px)) und fur die Messung

intranuklearer Distanzen die X-, Y-Koordinaten der Mittelpunkte der Zellkern-ROI bestimmt.

21



T . s B

0%

0000000000000000000000000000

OO U0 |- o @ O

Abbildung 7: Definition der Kerngrenzen mit der Icy Bioimaging Software.

Bildanalyse von hTERT-RPE-1 Zellen mit Hilfe der open source Software Icy. 400x VergroRerung. IF mit Prim&rantikérpern fur Lamin A/C. Entscheidende Schaltfelder
und Einstellungen sind jeweils rot umrandet. A: Links: Zellkerne markiert durch Lamin A/C-Antikérper. Rechts: Erzeugung eines Schwarz-Wei3-Bildes durch die Funktion
~grey image“. B: Links: Schwarz-Weil3-Bild aus A. Rechts: Bindres Bild nach Anwendung des tools ,thresholder” mit markierten Einstellungen. C: Laden der Zellgrenzen-
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ROI in das Bild nach Anwendung des tools ,thresholder”. D: Umrandung der Zellkerne der eingeschlossenen Zellen mit rechteckigen ROI. E: Aktivitat des tools ,active
contours” mit den markierten Einstellungen. F: Ergebnis der Anpassung der Kerngrenzen: rechts: unverandertes Ergebnis. links: Die Ubertragung der Kerngrenzen-ROI
in das urspriingliche Bild mit durch Lamin A/C-Antikérpern markierten Zellkernen zeigt, dass die Kerngrenzen gut Ubereinstimmten. G: Nummerierung der Kerne analog
zu den Zellen. H: Nutzung des tools ,RO/ statistics“ um erwinschte Parameter in Excel zu exportieren.

3.3.3 Erfassung der mRNA-Menge pro Zelle und Kern

Die mRNA-Menge in der Zelle und im Kern wurde auf zwei verschiedene Weisen bestimmt: zum einen durch die Messung der Intensitat
der Cy5-Fluoreszenz, welche der RNA-FISH-Markierung entspricht, zum anderen durch die Detektion der einzelnen mRNA-Signale pro
Zelle bzw. im Zellkern der Zelle. Fur beide Ansatze wurden als erstes die gespeicherten Zellgrenzen-ROI und Zellkern-ROI in das Bild fur
den Cy5-Kanal geladen. Dann wurde fur die Messung der Intensitat das tool ,ROIl statistics* genutzt, welches die ,Sum intensity* (die
Gesamtintensitat der Cy5-Fluoreszenz) innerhalb dieser Flache bestimmte. Fir die Detektion und Quantifizierung einzelner mRNA-Signale
wurde das tool ,spot detector” (Olivo-Marin 2002) verwendet (Abb. 8A) und die Ergebnisse (Abb 7B) in Excel exportiert. Die vorgenommenen
Einstellungen (vgl. Abb. 8A) wurden fir jedes Replikat so optimiert, dass mdglichst viele, aber ausschlielich sichtbare Signale detektiert
und in der Kontrolle ohne Probe Sets keine Signale erkannt wurden. Die Einstellungen wurden innerhalb eines Replikates konstant gehalten.

Auf dieselbe Weise erfolgte die Quantifizierung der Signale innerhalb des Zellkerns.
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Abbildung 8: Detektion der mRNA-Signale pro Zelle mit der Icy Bioimaging Software.

Bildanalyse von hTERT-RPE-1 Zellen mit Hilfe der open source Software Icy. RNA-FISH. 400x VergroRRerung. IL8 mRNA. A: Nutzung des tools ,,Spot detector mit den
markierten Einstellungen (rote Umrandungen). B: Exemplarische Darstellung der detektierten Signale

3.3.4 Erfassung der pra&-mRNA-Signale und Berechnung intranukleéarer Distanzen

Als pra-mRNA-Signale und damit aktive Genloci wurden Fluoreszenzsignale definiert, die sich durch GréRe und Intensitat vom Hintergrund
und von multiplen kleineren Signalen unterschieden. Diese kleineren Signale kamen oft in enger rdumlicher Nahe zu den pra-mRNA-
Signalen, aber auch teilweise in Zellen ohne deutliches pr&-mRNA-Signal vor. Vermeintlich handelte es sich bei ihnen um herausgespleil3te
Introns, an die die fUr intronische Abschnitte codierenden Sonden hybridisiert hatten. Diese kleineren Signale wurden in den im Ergebnisteil

dargestellten Analysen nicht berilicksichtigt. In Abbildung 9A werden Beispiele fur subjektiv als pra-mRNA-Signale definierte Signale und
unspezifische Signale gezeigt.
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Zum einen sollten die detektierten pra-mRNA-Signale pro Zelle quantifiziert werden. Zum anderen sollte ihre Position im intranuklearen
Raum und zueinander erfasst werden. Dazu wurden verschiedene Distanzen berechnet: die absolute Distanz zum Kernzentrum, die
absolute Distanz zur Kernperipherie, absolute Distanzen zwischen zwei pra-mRNA Signalen, die relative Position der pra-mRNA-Signale
im intranukledren Raum zwischen Kernzentrum und Kernperipherie (Abb. 9B).
Die absolute Distanz zwischen zwei Punkten, wie zum Beispiel zwischen dem Kernzentrum und einem pra-mRNA-Signal oder zwischen
zwei pra-mRNA-Signalen, kann lber die X- und Y- Koordinaten dieser Punkte mit Hilfe des Satzes des Pythagoras berechnet werden. Die
Signale oder der Kernmittelpunkt werden als Punkte in einem Koordinatensystem betrachtet, welche die Koordinaten X und Y haben. Die
Distanz d zwischen den beiden Punkten, kann als Hypotenuse (normalerweise c, hier schon als Distanz d bezeichnet) eines rechtwinkligen
Dreiecks betrachtet werden, welches die beiden Seiten a und b hat (Abb. 9C)
Im rechtwinkligen Dreieck gilt der Satz des Pythagoras: d? = a* + b?
Die Lange d der Hypotenuse kann durch Umstellung des Satzes des Pythagoras berechnet werden:
d = a? + b2

Sind nicht die Strecken a und b, sondern die Koordinaten der Endpunkte der Hypotenuse bekannt, kénnen die Strecken a und b wie folgt
berechnet werden:

a=x,—Xxq

b=y, —n
Diese Terme koénnen in die Formel fir d eingesetzt werden:

absolute Distanz d = \/(xz —x1)%+ (v, —y1)?

Um die Distanzen aus verschiedenen Zellen unterschiedlicher Grol3e miteinander vergleichen zu kénnen, wurden die absoluten Distanzen

in relative Distanzen umgerechnet, in dem sie auf die Kernflaiche bezogen wurden:

\/(xz —x1)° + (v, — y1)?
Kernflache A

relative Distanz d =
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Abbildung 9:Visualisierung der Vorannahmen fir die Detektion von pra-mRNA-Signalen und die Berechnung intranukleérer Distanzen.
Bildanalyse von hTERT-RPE-1 Zellen mit Hilfe der open source Software Icy. A.: hTERT-RPE1-Zellen. RNA-FISH mit Sonden fiir IL8, IL6 oder CXCL2 pra-mRNA. 400x

VergroBerung. Beispiele fur pr&-mRNA-Signale und unspezifische Signale. Pfeil: pra-mRNA-Signal. Pfeilspitzen: unspezifisches Signal. B: Schematische Darstellung der
bestimmten Distanzen. C: Veranschaulichung zur Herleitung der Formel fur die Berechnung intranukleérer Distanzen

Die Anzahl der pra-mRNA-Signale pro Zellkern und ihre Distanz zur Kernperipherie wurde mit dem tool ,inclusion analysis® der Icy
Bioimaging Software (Yhello 2020) ermittelt. Dieses tool bestimmt die Anzahl der ROI, die von einer bestimmten ROl umgeben sind.
Zusatzlich ermittelt es die, entlang des lokalen Radius liegende, absolute Distanz des Mittelpunktes der inneren ROl zum Rand der duf3eren

ROI (Abb. 9B, 9C). Diese absolute Distanz gibt das tool auflerdem als relative Distanz, bezogen auf den lokalen Radius, als
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dimensionslosen Wert zwischen 0 und 1 an, wobei 0 fur eine maximal zentrale Position und 1 fir eine maximal periphere Position steht
(Abb. 9B).

Zu Beginn der Analyse wurde der Kontrast der Signale erhoht, in dem ein Schwarz-Weil3-Bild erstellt wurde (Abb. 7A). Die pr&-mRNA-
Signale wurden mit Hilfe des tools ,spot detector” detektiert. Dieses tool ermdglicht die Erkennung von Signalen mit bestimmter Intensitat
und GroRRe Uber die Einstellung von GréRe und Sensitivitdét und damit die Unterscheidung zwischen spezifischen und unspezifischen
Signalen. Die Einstellungen wurden fir jedes Replikat und Gen optimiert und innerhalb der Replikate konstant gehalten. Um die pra-mRNA-
Signale zu quantifizieren und die X-, Y-Koordinaten der Mittelpunkte der pra-mRNA-Signale zu bestimmen, sollten die pra&-mRNA-Signale
als ROI deklariert werden. Dies kann automatisch durch die Software vorgenommen werden. Da der Mittelpunkt der automatisch erstellten
ROI jedoch haufig nicht mit den tatsachlichen sichtbaren Mittelpunkten der Signale Ubereinstimmte, wurde entschieden, die ROI der
detektierten Signale manuell festzulegen. Da die Einstellungen nicht hundertprozentig optimiert werden konnten, wurden Einstellungen
akzeptiert, bei denen geringfiigig mehr pra&-mRNA-Signale detektiert wurden als durch den Betrachter im Bild erkennbar waren. Wahrend
der manuellen Festlegung der ROI wurden detektierte Signale, die im Bild subjektiv nicht als solche erkannt wurden, aussortiert. Das
nachtragliche Einfiigen von zuvor nicht detektierten Signalen erfolgte nicht (Abb. 10B). Dadurch wurde die falsch positive Erkennung von
pra-mRNA-Signalen geringgehalten.

Nachdem die pra-mRNA-Signale detektiert worden waren, wurde die X-, Y-Koordinate der pra-mRNA-Signale durch das tool ,ROI
statistics“ angegeben. Weiterhin wurde, durch das tool ,inclusion analysis® die Anzahl der Signale pro Zellkern quantifiziert, und ihre Distanz
zur Kernperipherie sowie die relative Orientierung der Signale im nuklearen Raum angegeben (Abb. 10C). Diese Parameter wurden den
einzelnen Zellen zugeordnet und die relativen Distanzen der pra-mRNA-Signale untereinander und zum Kernzentrum, wie oben

beschrieben, berechnet.
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Abbildung 10 Erfassung der pra&-mRNA Signale mit Icy Bioimaging Software.
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Bildanalyse von hTERT-RPE-1 Zellen mit Hilfe der open source Software Icy. 400x VergroRerung. A: Links: Originalbild IL6 pr&-mRNA-Kanal. Rechts: Schwarz-Weif3-
Bild. B: Detektion der pra&-mRNA-Signale und Definition als ROI mit den markierten Einstellungen. C: Quantifizierung und Bestimmung der radialen Distanzen mittels des
tools ,inclusion analysis®. Links: auRere ROI (Zellkerne) Rechts.: innere ROI (pra-mRNA-Signale).

3.3.5 Erfassung der Kolokalisationen von pra-mRNA und mRNA

In dieser Arbeit wurden Kolokalisationen aus der mRNA und der pr&-mRNA eines Genes genutzt, um spezifisch ATS zu erkennen (siehe
Kapitel 3.2.2.). Beispiele fur Kolokalisationen von IL8 bzw. IL6 pr&-mRNA und mRNA sind in Abb. 11A gezeigt. Um diese Kolokalisationen
zu bestimmen, wurde das tool ,colocalization studio“ verwendet (Lagache et al. 2015; Lagache et al. 2018). Dieses tool berechnet Uber
statistische Verfahren die Distanz zwischen zwei Punkten verschiedener Populationen (zum Beispiel Punkt 1 aus der mRNA-Population
und Punkt 2 aus der pr&-mRNA Population) und vergleicht diese statistisch mit der Distanz, die anzunehmen ware, wenn die zwei Punkte
sich zufallig im Raum befinden wirden. Ist die berechnete Distanz signifikant kleiner als die bei Zufélligkeit wahrscheinliche, werden die
Punkte als Kolokalisation deklariert (Lagache et al. 2015).

Im ersten Schritt wurden, wie in Kapitel 3.3.3. und Kapitel 3.3.4. beschrieben, mRNA- und préa-RNA-Signale detektiert und in einer
Zwischenablage (,Swimming Pool“) zwischengespeichert (Abb. 11B links). Im Colocalization Studio wurden diese Signale, wie in Abb. 10B
rechts dargestellt, hinterlegt. Die Ergebnisse der Kolokalisationsanalyse wurden als ROl ausgegeben (Abb. 11C rote ROI). In den letzten
Schritten wurde kontrolliert, ob die detektierten Kolokalisationen mit den zuvor definierten pra-mRNA-ROI Ubereinstimmten. Dazu wurden
die pra&-mRNA-ROI in das Bild tbertragen (Abb. 11C griine ROI) und vermeintliche Kolokalisationen aussortiert, bei denen pra&-mRNA-ROI
und errechnete Kolokalisations-ROI nicht tbereinstimmten. (Abb. 11C). Analog zu den pra-mRNA-ROI wurden alle Parameter erhoben, um

die intranukledren Distanzen zu berechnen (vergleiche Kapitel 3.3.4.).
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Abbildung 11: Erfassung von Kolokalisationen mit Icy Bioimaging Software.

Bildanalyse von hTERT-RPE-1 Zellen mit Hilfe der open source Software Icy. 400x VergroRerung. A: Beispiel fur Kolokalisationen der IL8- bzw. IL6 pré&-mRNA und der
korrespondierenden mRNA. B: Nutzung des tools ,Colocalization Studios®. Links: Mittels ,Spot Detector detektierte mMRNA und pra-mRNA Signale, die in den
Zwischenspeicher exportiert wurden. Rechts: ,,Colocalization Studio“ mit allen Einstellungen (rote Markierungen). Die Ergebnisse des ,Spot Detectors” wurden
entsprechend der Pfeile zugeordnet. C: Validierung der Kolokalisationen: Errechnete Kolokalisationen (rote ROI) und pra-mRNA-ROI (griilne ROI). Ubereinstimmungen
definieren tatsachliche Kolokalisationen (Pfeile). Fehlende pra-mRNA Uber errechneter Kolokalisation war ein falsch-positives Ergebnis und wurde aussortiert

(Pfeilspitze).

3.3.6 Berechnungen zuséatzlicher Parameter

Um die Flache des Zytoplasmas zu ermitteln, wurde die Differenz aus den Flachen der Gesamtzelle (A(Zelle)) und des Zellkerns (A(Kern))

gebildet:

A (Zytoplasma) = A (Zelle) — A(Zellkern)
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Um die Gesamtintensitdt im Zytoplasma zu bestimmen, wurde die Differenz aus den Intensitdten der Gesamtzelle (I(Zelle)) und des
Zellkerns (I(Kern)) gebildet:

I (Zytoplasma) = I (Zelle) — I(Zellkern)
Um das Verhaltnis aus Kern- und Zellflache (K-/Z-Verhéltnis der Flache) zu berechnen, wurde die Kernflache (A(Kern)) durch die Zellflache
(A(Zelle)) dividiert:

A(Kern)

K
— Verhaltnis = ————
Z A(Zelle

Um die durch Icy Bioimaging Software in Pixel angegebenen, gemessenen Distanzen und Flachen in die Einheit um umzurechnen, wurde

die Auflésung der Bilder tber Anzahl der Pixel des im Bild angegebenen scale bars ermittelt und daraus ein Faktor fiir die Umrechnung

gebildet:
Lange (scale bar) = 25 um; Anzahl der Pixel entlang der scale bar = 153 px
um
um = px X —
px
5um
Strecke (um)(errechnet) = Strecke (px) (gemessen) X
153 px
, 2 . 25um
Fliache (um#)(errechnet) = Flache (px)(gemessen) X (153 px)

3.4 Computergestitzte Analyse der 3D RNA-FISH Experimente mit der LASX-Software von Leica

Die Auswertung der erstellten 3D Mikroskopaufnahmen erfolgte gréRRtenteils tber die LASX-Software von Leica. Allerdings konnten die
Zellgrenzen in 3D nicht eindeutig bestimmt werden, sodass auch eine Zuordnung der mRNA-Molekile zu einer Zelle nicht sicher moglich
war. AufBerdem war fur die Auswertung der Kernvolumina und der Koordinaten der pra-mRNA-Signale eine Prozessierung der Aufnahmen
mit 3D deconvolution notwendig. Dieses tool reduziert die Unscharfe der durch z-Stapel erstellten 3D-Bilder, die aufgrund von
physikalischen Phanomenen wie der Beugung des Lichtes entsteht (Sibarita 2005). Auf die mit Cy5 markierten mRNA-Signhale angewendet,
reduzierte die deconvolution die Zahl der mMRNA-Signale so stark, dass sie nicht mehr mit den urspriinglichen Bildern zusammenpassten
und eine Auswertung der nach deconvolution noch messbaren Signale die mRNA-Menge vermutlich deutlich unterschétzt hatte. Aus diesen
Grinden wurde entschieden, die Zahl der mRNA-Signale pro Zelle analog zu den in 2D aufgenommenen Bildern mit Icy Bioimaging

Software in der z-Schicht zu bestimmen, in der die mMRNA-Signale am scharfsten waren.

Hierflr wurde als erster Schritt der Auswertung die z-Schicht ausgewabhlt, in der die mMRNA-Signale am schéarfsten erschienen und diese
aus dem z-Stapel mit der ,Crop“Funktion der Leica-LASX-Software ausgeschnitten (Abbildung 11). Diese z-Schicht wurde fir jedes Bild
separat ausgewahlt. AnschlieBend wurde der Hintergrund so angepasst, dass die RNA-FISH-Kontrolle keine Fluoreszenz mehr aufwies. In
den auf diese Weise erstellten 2D Bildern wurde, wie in Kapitel 3.3.3. beschrieben, die mRNA-Menge pro Zelle bestimmt. In die Auswertung
wurden alle Zellen miteinbezogen, deren Zellgrenzen komplett im Bild erfasst worden waren, die einen normalen Phénotyp und in der

Hoechst-Farbung keinen Mitosekern zeigten.

Im Anschluss erfolgte die Bestimmung der Kernvolumina und die Analyse der pr&-mRNA-Signale mit der Leica LASX-Software. Die hierfur
durchgefuhrten Arbeitsschritte waren im Vorfeld in der AG Kracht durch K. Beuerlein und A. Beyerlein etabliert worden. Als erstes wurde
mittels der ,Crop“Funktion der Phasenkontrast-Kanal entfernt, weil er fir die weitere Auswertung nicht mehr bendétigt wurde und so

Rechenleistung gespart werden konnte (Abbildung 12).

Im nachsten Schritt wurde an den Bildern eine 3D deconvolution im Modus blind mit 10 Durchgangen durchgefihrt (Abbildung 13). Danach
wurde die Autofluoreszenz durch das tool ,eliminate autofluorescence” reduziert (Abbildung 14). Im Anschluss wurden die einzelnen
Zellkerne aus dem Gesamtbild mittels der ,Crop“Funktion ausgeschnitten. Hierbei wurde darauf geachtet, die Kerne genauso zu
nummerieren, wie es fir die mRNA-Analyse mittels Icy Bioimaging Software erfolgt war, um eine eindeutige Zuordnung von mRNA und
Zellkern zu ermdglichen. Zuletzt wurde der Hintergrund reduziert bis in der RNA-FISH-Kontrolle keine Fluoreszenz zu detektieren war. Die

Ergebnisse dieser Prozessierung sind in den Abbildungen 45 bis 49 zu sehen.

Fur die Analyse wurden die in Abbildung 16 gezeigten Einstellungen vorgenommen. Diese Einstellung waren dafiir entscheidend, welche
Strukturen durch die Software erkannt und vermessen wurden. Es musste die minimale Grof3e (in Voxel) angegeben werden, die eine

Struktur haben musste, um durch die Software als einzelne Struktur erkannt und vermessen zu werden. Dies wurde anhand der RNA-FISH-
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Kontrolle so eingestellt, dass in der RNA-FISH-Kontrolle keine Signale vermessen wurden. In Abbildung 16 ist exemplarisch ein Zellkern
gezeigt, fur die pra-mRNA-Signale wurde identisch vorgegangen. Von besonderem Interesse waren die Kernvolumina, die
Fluoreszenzintensitat der Kerne, die Koordinaten des Mittelpunkts der Kerne und der pr&-mRNA-Signale. Die Ergebnisse der Messungen
der Software wurden in Tabellenform angegeben und konnten in Microsoft-Excel exportiert werden. Hier wurden die Messergebnisse den
entsprechenden mRNA-Signalen derselben Zelle zugeordnet und nach folgender Formel aus den Koordinaten die Distanzen zwischen

Kernzentrum und den pra-mRNA-Signalen und zwischen den verschiedenen pra-RNA-Signalen berechnet:

Distanz (Punkt 1 zu Punkt 2) =+/(x; —x1)% + (3, — y1)? + (2, — 2,)?

4 Noise Reduction
Median

Blur

4 Dye Separation

ic Dye Separation

XYT Jitter correction

Select Required Image Components

1!< thPosition

Set Start

Configuration

Abbildung 12: Auswahl der z-Schicht, in der die mRNA-Signale am schérfsten zur Darstellung kamen.
Screenshot aus der LASX-Software mit einem exemplarischen Bild aus 3D RNA-FISH mit Sonden fir IL8 mRNA, IL8 pr&-mRNA, IL6 pr&-mRNA, Hoechst-Farbung und

Phasenkontrast. Fir die Bestimmung der mRNA-Menge pro Zelle mittels Icy Bioimaging Software wurde aus den erstellten z-Stapeln die z-Schicht mit der Funktion
,Crop“ ausgeschnitten, in der die mRNA-Signale am schérften erschienen.
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Abbildung 13: Entfernung des Phasenkontrasts.

Screenshot aus der LASX-Software mit einem exemplarischen Bild aus 3D RNA-FISH mit Sonden fur IL8 mRNA, IL8 pré&-mRNA, IL6-pr&-mRNA Hoechst-Farbung und
Phasenkontrast. Da der Phasenkontrast fur die Analyse von Kernvolumen und pra-mRNA-Signalen in 3D nicht bendtigt wurde, wurde dieser Kanal (Channel 1) d
die ,Crop“Funktion entfernt.

Deconvolution Settings

Total Iterations: Method
Refractive Index: Faster processing / Lower resolution
Remove Background

Rescale Intensity

Set Expert Settings

Set Wavelength Resize to 16 bit depth

Add to Batch

Abbildung 14: Einstellungen fir die 3D deconvolution zur Erhéhung der Bildschérfe

Blind +

~ Autc Generate PSF

AutoCuant (TM) Deconvalution algorithms
licensed from Media Cybemetics Inc
Copyright 2009

Screenshot der deconvolution-Einstellungen aus der LASX-Software. Zur Erhéhung der Bildschérfe wurde eine 3D deconvolution mit 10 Durchfiihrungen in der Methode

blind durchgefihrt.
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Abbildung 15: Reduktion der Autofluoreszenz in 3D Mikroskopaufnahmen.
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Screenshot aus der LASX-Software mit einem exemplarischen Bild aus 3D RNA-FISH mit Sonden fur IL8 mRNA, IL8 pra&-mRNA, IL6 pr&-mRNA und Hoechst-Farbung.
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Abbildung 16: Ausschneiden einzelner Zellkerne fir die 3D Analyse.
Screenshot aus der LASX-Software mit einem exemplarischen Bild aus 3D RNA-FISH mit Sonden fur IL8 mRNA, IL8 pra&-mRNA, IL6 pr&-mRNA und Hoechst-Farbung.

Rechts: Gesamtbild in einer mdglichst scharfen z-Schicht, der mittels ,Crop” auszuschneidene Zellkern ist markiert. Links: vergroRerte Darstellung des rechts
ausgewahlten Zellkerns in einer z-Ebene. Vorschau wie neue Bild nach dem Schneiden aussehen wiirde.
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Abbildung 17: Analyse der Zellkerne in 3D mit Leica LASX-Software.

VergroRerte und ausgeschnittene Screenshots aus der LASX-Software mit einem exemplarischen Bild aus 3D RNA-FISH mit Sonden fur IL8 mRNA, IL8 pr&-mRNA, IL6

pra-mRNA und Hoechst-Farbung.

A: Einstellungen im Analysefenster: Anzeige im multichannel-Modus. Image processing pre-filter: Hoechst: kein; Kanéle, in denen pra-mRNA markiert worden war: find
white detail. B: Anpassung der Grenze der Fluoreszenzintensitat in jedem Kanal, die mitin die Auswertung einbezogen wird. Dafir wurde der Threshold fur jeden Kern

einzeln so gesetzt, dass der gemessene Bereich, dargestellt in D, dem als Signal sichtbaren Bereich, dargestellt in Abbildung C entsprach.
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Abbildung 18: Messung der Kernvolumina, Koordinaten des Kernzentrums und der Koordinaten der pra-mRNA-Signale.
VergréRerte und ausgeschnittene Screenshots aus der LASX-Software mit einem exemplarischen Bild aus 3D RNA-FISH mit Sonden fir IL8 mRNA, IL8 pr&-mRNA, IL6

pr&-mRNA und Hoechst-Farbung. A: Links: Einstellungen fir die kleinste GréfR3e (in Voxel), die eine Struktur haben muss, um als einzelne Struktur erkannt und
ausgemessen zu werden. Rechts: Erkannter und gemessener Bereich. B: Messwerte des in A dargestellten Zellkerns.

3.5 Statistische Auswertung mittel Graph Pad Prism Software

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software Graph Pad Prism. Fir die meisten Fragestellungen wurden die Mittelwerte von Zellen
aus mehreren Gruppen (unterschiedliche Dauer der Stimulation mit IL-1) miteinander verglichen. Hierfir wurden analysis of variance
(ANOVA)-Tests verwendet, die Vergleiche von mehr als zwei Gruppen méglich machen. Je mehr Gruppen jedoch miteinander verglichen
werden, umso hoher steigt die Wahrscheinlichkeit, mit der zufallig signifikante Ergebnisse entstehen, der a-Fehler steigt. Dies wird auch
als steigende family-wise error rate bezeichnet. Um dieses sogenannte multiple comparisons problem zu reduzieren, wurden verschiedene
Testverfahren etabliert, die die family-wise error rate reduzieren sollen. Diese unterscheiden sich darin, welche Gruppen miteinander
verglichen werden. Im Tukeys-Test erfolgt der Vergleich der Mittelwerte aller Gruppen untereinander. Mit dem Dunnetts-Tests wird jeweils

eine (Kontroll-)Gruppe mit den (behandelten) Gruppen verglichen. Und im Sidaks-Test konnen bestimmte Paare zum Vergleich miteinander
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ausgewahlt werden gasu (Gaus et al. 2023; H. J. Motulsky Accessed 2016). Um mdglichst wenig unspezifische Test durchzufiihren und die

family-wise error rate moglichst gering zu halten, wurden in dieser Arbeit jeweils die passenden Testverfahren ausgewahlt.
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4 Ergebnisse

4.1 Validierung der Methodik zur Messung von Kerngrof3en

Die indirekte Immunfluoreszenz (IF) ermdglicht den spezifischen Nachweis und die Darstellung der Lokalisation von Proteinen, wie zum
Beispiel Proteinen der Kernlamina, den Laminen. Durch die immunologische Farbung der Lamine wurde in dieser Arbeit deren Lokalisation
an der Nukleushiille nachgewiesen und der Umriss der Zellkerne dargestellt. Anhand dieser Umrisse sollte die Fragestellung nach einer IL-
1a-induzierten Anderung der KerngroRe in hTERT-RPE-1-Zellen beantwortet werden. Zusatzlich wurden die Zellkerne mit Hilfe des, in
doppelstrangige DNA interkalierenden, Farbstoffes Hoechst 33342 indirekt angefarbt. Initial wurde die Darstellung und Analyse der
Zellkerne in den einfacheren 2D-Verfahren durchgefiihrt, da die Validitat von 2D und 3D Aufnahmen davon abhangt, wie grol3 gemessene
Distanzen sind, wie die Form der Zellen ist, wie grof3 die Probengrof3e ist und ob ein Vergleich verschiedener Proben oder eine
originalgetreue Abbildung der Rohdaten angestrebt wird (Finn et al. 2017). Die Kerne von hTERT-RPE-1-Zellen sind eher flach
(unverdffentlichte Daten AG Kracht) und ihre Querschnittsflichen sind deutlich Uber 5 pm grof3 (Deolal et al. 2021). Weiterhin handelte es
sich bei dem Versuchsaufbau nicht um einen high-throughput-Ansatz und es sollten in erster Linie die KerngréRe unbehandelter Zellen und
die Kerngrof3e von mit IL-1a inkubierten Zellen verglichen werden. Damit Bedingungen gegeben nach denen anhand einer anderen Studie
eine 2D Darstellung ausreichend und einer 3D Darstellung vorzuziehen ist (Finn et al. 2017). Uber die Umrisse der Zellkerne sollte mit der
Icy Bioimaging Software die Kernflache bestimmt werden, da diese Software ein hohes Mal} an Transparenz und viele Mdoglichkeiten,
Zelleigenschaften zu quantifizieren, bietet (vergleiche Kapitel 3.3).

Im ersten Schritt wurde Uberprift, ob es mdglich ist, Unterschiede der Kerngréf3e mit der spezifischen Markierung der Kernhille tber
Kernlamine und der indirekten Markierung Uber die Hoechstfarbung kombiniert mit der Bildanalyse mit Icy Bioimaging Software
festzustellen. Weiterhin wurde (berpriift, ob Unterschiede zwischen beiden Markierungen in der Detektion von induzierbaren Anderungen
der ZellkerngréRe bestanden. Dazu wurde das urspringlich aus Streptomyces isolierte Polyketid Leptomycin B verwendet. Leptomycin B
bindet kovalent an den nukledren Exportmediator Chromatin Maintenance Region 1 (CRM1, auch bekannt unter dem Namen Exportin 1.
Dadurch kommt es zu einer strukturellen Modifikation eines Cystinrestes in CRM1, welcher essenziell fir die Bindung der nukledren
Exportsequenz (NES) von Proteinen oder mRNA an CRM1 ist. Fur den Export bestimmte RNAs und Proteine kénnen somit nicht an den
Exportmediator binden und werden nicht mehr aus dem Kern heraustransportiert (Ferreira et al. 2020). Es konnte gezeigt werden, dass die
Hemmung des nukledren Exports durch Leptomycin B (20 ng/ml) zu einer GréBenzunahme der Zellkerne behandelter Zellen fuhrt (Jevti¢
et al. 2019).

Um die Auswertungsmethode zu validieren, wurden die hTERT-RPE-1-Zellen in IBIDI p-Slides VI ausgesat und am nachsten Tag Uber 24
Stunden (h) mit Leptomycin B (20 ng/ml geldst in Ethanol) behandelt, unbehandelt belassen oder zur Kontrolle des Einflusses des
Lésungsmittels mit Ethanol behandelt. AnschlieRend wurden die Zellen Gber Nacht bei 4 °C fixiert und eine indirekte Immunfluoreszenz mit
Antikérpern fur Lamin B1 und p65 durchgefuhrt (Abbildung 18A). p65 gehort zu den Proteinen, deren Export durch CRM1 vermittelt wird
und akkumuliert daher in den Zellen die auf Leptomycin B reagieren (Huang et al. 2000). Aus diesem Grund wurde die verstarkte
Lokalisation von p65 im Zellkern als Marker fur die Wirkung von Leptomycin B auf Einzelzellebene herangezogen. Die Zellen, die nicht oder
mit Ethanol behandelt worden waren, waren im Phasenkontrast morphologisch unauffallig und entsprachen in ihrer Konfluenz den
Erwartungen. Die mit Leptomycin B behandelten Zellen waren deutlich groBer und weniger konfluent. In den Kontrollzellen (unbehandelt
bzw. mit Ethanol behandelt) befand sich p65 Uberwiegend im Zytoplasma, wohingegen p65 nach erfolgter Leptomycin B-Behandlung bei
fast allen Zellen eine ausgepragte Lokalisation im Zellkern aufwies. Dies zeigte die starke und homogene Wirkung der gewéahlten Menge
Leptomycin B auf die gesamte Zellpopulation. Anhand der Markierung des Kernlamins B1, sowie Uber die Farbung der DNA mit Hoechst,
wurde der Zellkern beurteilt, der sich in den mit Leptomycin B behandelten Zellen deutlich gro3er als in den anderen Zellen darstellte. In
der IF-Kontrolle, fiir die unbehandelte Zellen ausschlieZlich mit den verwendeten Sekundarantikorpern inkubiert wurden, zeigten sich keine
unspezifischen Signale.

In Abbildung 19B sind der Median, die Quartile und die Haufigkeitsverteilung der Kernflachen, die anhand der Markierung des Kernlamins
B1 und anhand der Hoechstfarbung gemessen wurden, als Violin Plot dargestellt. Zunachst sollen die Ergebnisse der immunologischen
Markierung von Lamin B1 beschrieben werden. In den unbehandelten Zellen hatten die Zellkerne im Mittel eine Flache von 292,3 pm? und
im Median eine Flache von 280,5 pm?. 50% der unbehandelten hTERT-RPE-1-Zellen waren zwischen 250,5 pm?und 323,7 pm? gro3. Nach
Leptomycin B-Behandlung war die Kernfliche im Mittel 362,1 um? und im Median 330,0 um? gro3. Damit war die Kernflaiche behandelter
Zellen im Vergleich zu den unbehandelten Zellen im Median um 18 % signifikant groRer (Dunnett's Test, p<0,05). Der groRe Unterschied
zwischen Median und Mittelwert der Flachen der mit Leptomycin B behandelten Zellen deutet auf eine schiefe Verteilung der Daten hin.

50% der Flachen der mit Leptomycin B behandelten Zellen waren zwischen 296,7 pm? und 435,5 um? groR. Dieser Bereich ist im Vergleich
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zum Interquartilsabstand (IQA) der unbehandelten Zellen grol3, und deutet auf eine starke Streuung der Kernflachen nach Leptomycin B-
Behandlung hin.

Die mit Ethanol behandelten Zellen hatten im Mittel einen 293,0 pm? groRen Zellkern (Median: 280,3 um?, IQA: 80) und unterschieden sich
damit nicht signifikant von den unbehandelten Zellen (Dunnett's Test; p=0,05).

Der Violin Plot visualisiert zusatzlich die Haufigkeitsverteilung. Die unbehandelte und die mit Ethanol behandelte Population stellten sich
als homogene Gruppen dar, die ihre haufigste Auspragung ungefahr auf der Hohe des Medians besal3en. Im Gegensatz dazu waren in der
mit Leptomycin B inkubierten Population zwei Subpopulationen erkennbar, von denen die eine grol3ere und die andere kleinere Kernflachen
besal.

Genauer zu sehen war die Heterogenitat der mit Leptomycin B behandelten Zellen und ihre Aufspaltung in die zwei Subpopulationen in den
Verteilungen der relativen Haufigkeiten der Kernflachen, gemessen anhand der Markierung von Lamin B1 (Abb. 18C). Aus der relativen
Haufigkeitsverteilung ist ersichtlich, dass es sich bei der Kernflache unbehandelter und mit Ethanol behandelter Zellen um ein symmetrisch
verteiltes Merkmal handelte, welches in den beiden Populationen eine sehr dhnliche Verteilung aufzeigte. Dabei hatten jeweils die meisten
(19 % der unbehandelten, 17 % der mit Ethanol behandelten) Zellen eine Kernflache zwischen 260 und 280 um?. Dies ist ein weiterer
Hinweis auf den geringen Einfluss von Ethanol auf die Kernflache. Die mit Leptomycin B inkubierte Zellpopulation zeigte hingegen eine
zweigipflige, nach rechts verschobene Haufigkeitsverteilung. Am haufigsten (15 % der Gesamtpopulation) waren in dieser Population
Kernflachen zwischen 320 und 340 pm?. In 6 % der Gesamtpopulation lagen die Kernflachen zwischen 460 und 480 pm?, was den zweiten
Gipfel der Verteilung bildete. Diese Kernflachen waren in den anderen beiden Gruppen nur selten (unter 1 % der Gesamtpopulation) zu
beobachten. Die Aufspaltung der mit Leptomycin B behandelten Zellen in zwei Subpopulationen deutet darauf hin, dass das Polyketid
unterschiedlich (stark) auf die Zellen gewirkt hat, aber in allen Zellen eine VergroRerung der Kernflache bewirkte.

Wurden die Ergebnisse der Markierung von Lamin B1 jeder Bedingung mit den dazugehérigen Ergebnissen der Hoechstfarbung verglichen,
ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (Abb. 19B) (Sidak-Test, p=0,05). Weiterhin besaRen die Haufigkeitsverteilung und die
GroRenordnung der Ergebnisse beider Farbungen eine groRe Ahnlichkeit. In der Vergangenheit wurden bereits Daten veroffentlicht, nach
denen sich Kernflachen, die Uber die Hoechstfarbung gemessen wurden, nicht signifikant von Kernflachen derselben Zellen unterschieden,
die Uber eine Lamin-Markierung ermittelt wurden (Jevti¢ et al. 2019). Somit kann aus den Ergebnissen dieses Abschnitts geschlossen
werden, dass die Hoechstfarbung, die nur indirekt den Zellkernumriss visualisiert, ebenfalls zur Beurteilung einer putativen Anderung der
Kerngro3e herangezogen werden kann.

Insgesamt zeigten diese Versuche eine signifikante Erh6hung der Kernflache der hTERT-RPE-1-Zellen nach Leptomycin B-Behandlung im
Vergleich zur unbehandelten oder mit dem Lésungsmittel behandelten Kontrolle. Dies entspricht den veréffentlichten Daten (Jevti¢ et al.
2019) und bestatigt daher, dass sich mit der immunologischen Anfarbung der Kernlamina in 2D und der gewahlten Auswertungsmethode
Veranderungen der ZellkerngroRe spezifisch quantifizieren lassen. Die Hoechst-Farbung kann ebenfalls zur Messung der Zellkerngrof3e
herangezogen werden. Des Weiteren ist festzustellen, dass die unphysiologische Hemmung eines wichtigen Exportmediators eine
Veranderung des Medians der Kerngréf3e um 18 % des Medians der KerngréRe in unbehandelten Zellen bewirkt hat. Dies deutet darauf
hin, dass potenzielle physiologische Veranderungen der KerngrdofRe im Rahmen einer Stimulus-induzierten Entzindungsreaktion in

kleinerem Umfang zu erwarten sind.

38



A Leptomycin B (ng/ml) EtOH IF-Kontrolle
Lamin B1
Hoechst
p65
Merge
25
B C H
% %k %k %k % %k % %k
700 — ) 25
600~ BN Lamin Bl < unbehandelt (n=405)
& Hoechst % 20= Lept. B (n=285)
€ 500- 5
= X~ Ethanol-Kontrolle (n=611)
O 4004 D 15+
c Y
S vy E
@ 300 I W A T 10-
é 200 2
© 5+
100+ o)
0 T T T T 1 O T TTTTTTTTTTI T I I i 7omimid
0(\‘0‘ V‘b &\O\z\ \\f{@ ,V‘b \(\o‘z‘ T N O N A
R & AR . 2
v v Kernflache (um®)

Abbildung 19: Validierung der Analysemethoden der Kerngréf3e mit Leptomycin B.

A:hTERT-RPE-1 Zellen wurden in IBIDI p-Slides VI ausgeséat und nach einem Tag fur 24h mit Leptomycin B (20 ng/ml) oder Ethanol behandelt oder unbehandelt belassen.
Nach Fixierung der Zellen bei 4 °C lber Nacht wurde eine indirekte Immunfarbung (IF) durchgefiihrt. Dabei wurden die Primarantikdrper anti-Lamin B1 (rb) der Firma
abcam #ab16048 (markiert mit Sekundarantikérper Cy3 der Firma Millipore #AP182C) und anti-p65 (ms) der Firma Santa Cruz Biotechnology #sc-8008 (markiert mit
Sekundéarantikdrper DL488 der Firma Immuno Reagent #DKxMu003D488NHSX) verwendet. Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 angeférbt. Als IF-Kontrolle dienten
unbehandelte Proben ohne Markierung mit Primarantikérpern. Die Aufnahme der Bilder erfolgte mit dem Dmi8 Mikroskop bei 400-facher VergréRerung mit der LASX-
Software. Messbalken: 25 pm. B: Darstellung der Mediane, Quartile und der Haufigkeitsverteilung der Kernflache in einem Violin Plot aus 3 voneinander unabhéngigen
Experimenten in den Gesamtpopulationen von mindestens 285 Zellen pro Bedingung. Mittels Dunnett's Test wurden die Mittelwerte der behandelten Populationen gegen
die der unbehandelten Population mit einem Signifikanzniveau von a=0,05 getestet. ****: p<0,0001. C: Darstellung der Verteilung der relativen Haufigkeiten der, tber die
Lamin B1-Markierung gemessenen, Kernflachen in Prozent von der Gesamtpopulation aus 3 voneinander unabhéngigen Experimenten in den Gesamtpopulationen von
mindestens 285 Zellen pro Bedingung. Abkirzungen: EthOH: Ethanol; unb.: unbehandelt; Lept. B: Leptomycin B.

4.2 Anderungen der Zellmorphologie und des Zellkernes als Reaktion auf den Entziindungsreiz IL-1a

Die in Kapitel 4.1. validierte Untersuchungsmethode sollte genutzt werden, um den Einfluss des Entziindungsmediators IL-1a auf die
KerngroRe zu untersuchen. Da die KerngroRe unter anderem mit der GroRe des Zytoplasmas assoziiert ist und das Kern- /Zytoplasma-
Verhéltnis (K-/Z-Verhéltnis) unter physiologischen Konditionen konstant gehalten wird (Huber und Gerace 2007; Neumann und Nurse 2007,
Cantwell und Nurse 2019b), wurden zusatzlich die Zytoplasmafliche und das K-/Z-Verhdltnis der Zellen erfasst. Hierfir wurde die Flache
der gesamten Zelle Uber den Phasenkontrast ermittelt und die Zytoplasmaflache sowie das K-/Z-Verhdltnis aus der Zell- und Kernflache
errechnet (vergleiche Kapitel 3.3.6.). Weiterhin sollten nur die Zellen in die Auswertung einbezogen werden, die stimulusbezogen auf IL-1
reagiert hatten (vergleiche Kapitel 5.1.). Um stimulusassoziiert reagierende Zellen von nicht oder prolongiert reagierenden Zellen zu
unterscheiden, wurde die subzellulare Lokalisation des Proteins p65 erfasst. Der Transkriptionsfaktor p65 ist in unbehandelten Zellen
hauptsachlich im Zytosol lokalisiert und transloziert, als wichtiger Bestandteil der Endstrecke des zytosolischen IL-1-Signalwegs, nach
halbstiindiger Inkubation der Zellen mit IL-1 in den Zellkern (Stein und Baldwin 1993; Mayr-Buro et al. 2019). Nach 90 Minuten wird p65

wieder von neu synthetisiertem IkBa gebunden und transloziert zurtick in das Zytoplasma, wodurch die Aktivierung der Transkription durch
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p65 aufgehoben wird (Mayr-Buro et al. 2019). Aus diesem Grund kann die Lokalisation von p65 innerhalb einer Zelle als Indikator fiir die
Aktivierung des zytoplasmatischen IL-1-Signalweges in einer Zelle betrachtet werden.

hTERT-RPE-1-Zellen wurden in IBIDI p-Slides VI ausgeséat und mit IL-1a (10 ng/ml) behandelt. Da die Reaktion auf IL-1 ein dynamischer
Prozess ist (Bacher et al. 2021), sollte die Morphologie der Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten nach IL-1 Behandlung und im Vergleich
zu unbehandelten Zellen zu beurteilt werden. Dafir wurden die Zellen unbehandelt belassen oder 0,5h, 1h, 3h oder 6h nach der IL-1-
Behandlung bei 4°C Uber Nacht fixiert. Am nachsten Tag wurden die hTERT-RPE-1-Zellen mit Primarantikérpern fir Lamin A und C und
p65 angefarbt und die Zellkerne mit Hoechst markiert (Abb. 20). Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen mit dem DMi8-Mikroskop von
Leica und der LASX-Software mikroskopiert und die Bilder mit der Icy Bioimaging Software analysiert.

Im Phasenkontrast waren in allen Kanédlen Zellen mit unauffalligem Phéanotyp, erwarteter Konfluenz und Adhéarens zu sehen. Sowohl die
Farbung der Zellkerne mit Hoechst, als auch die Markierung der Kernproteine Lamin A und C zeigten ovale Zellkerne mit homogener Grolie
und optisch &hnlichem Kern-/ Zytoplasmaverhaltnis. Bei der Betrachtung des merge aller Fluoreszenzkanéale war zu sehen, dass die grine
Fluoreszenz, ausgehend von den Kernlaminen, einen dinnen Ring um die Hoechst-Farbung bildete. Weiterhin fiel die Variation der
Lokalisation von p65 auf: in unbehandelten Zellen, war p65 erwartungsgemaf weitgehend im Zytoplasma lokalisiert, nach 0,5h und 1h IL-
1-Stimulation vorwiegend im Zellkern. Nach 3h und 6h konnten Zellen ausgemacht werden, bei denen p65 vorwiegend im Zytoplasma,
vorwiegend im Kern oder gleichmafiig in beiden Kompartimenten lokalisiert war. Fir die Analysen wurden nur Zellen verwendet, bei denen
p65 subjektiv nach halb- und einstiindiger IL-1 Stimulation im Zellkern lokalisiert war. Aus den unbehandelten und den 3h bzw. 6h mit IL-1
inkubierten Zellen wurden jene ausgewahlt bei denen IL-1 hauptsachlich im Zytoplasma lokalisiert war, um den Einfluss der IL-1 Stimulation
in Zellen mit einer stimulus-induzierten pulsatilen IL-1 Reaktion zu untersuchen und den Einfluss prolongierter, verzogerter oder
stimulusunabhéngiger Aktivitaten des IL-1 und NF-kB Signalweges auf die KerngroRe moglichst auszuschlieen (Abb. 20) (Malimann 2021;
Bacher et al. 2021).
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Abbildung 20: Reprasentative Bilder der Immunfluoreszenz zur Untersuchung des Einflusses von IL-1a auf den Phénotyp von hTERT-RPE-1-Zellen.

hTERT-RPE-1 Zellen wurden in IBIDI p-Slides VI ausgeséat und nach einem Tag fir unterschiedliche Zeiten mit IL-1a behandelt oder unbehandelt belassen. Nach Fixierung
der Zellen bei 4 °C Uber Nacht wurde eine indirekte Immunférbung (IF) durchgefiihrt. Dabei wurden die Primérantikorper anti-Lamin A/C (ms) der Firma Santa Cruz
Biotechnology #sc-3762418 (markiert mit Sekundérantikbrper DL488 der Firma Immuno Reagent #DKxMu003D488NHSX) und anti-p65 (gt) der Firma Bethyl #A303-945A
(markiert mit Sekundarantikdrper Cy3 der Firma Millipore #AP182C) verwendet. Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 angefarbt. Als IF-Kontrolle dienten unbehandelte
Zellen ohne Inkubation mit Primérantikdrpern. Die Aufnahme der Bilder erfolgte mit dem Dmi8 Mikroskop bei 400-facher VergrofRerung mit der LASX-Software.
Messbalken: 25 pm.

In Abbildung 20A sind der Median, die Quartile und die Haufigkeitsverteilung der Kernflachen, die Gber die Markierung der Lamine A und C
und die Hoechstfarbung gemessen wurden, als Violin Plot dargestellt. Die unbehandelten hTERT-RPE-1-Zellen hatten im Mittel eine
Kernflache von 280,0 pm? (Median: 273,4 um?), wobei 50% der Zellkerne zwischen 239,2 um? und 317,1 pm? gro3 waren (jeweils gemessen
Uber die Markierung der Kernlamine A/C). Die Mittelwerte der Kernflichen der behandelten Zellen und die mittlere Kernflache der
unbehandelten Zellen zeigten keine signifikanten Unterschiede (Dunnett's Test p>0,05). Weiterhin war in den Unterschieden zwischen den
Mittelwerten oder Medianen der behandelten und unbehandelten Zellen kein Muster erkennbar, welches auf eine Verdnderung der
KerngroR3e, entsprechend der IL-1-Kinetik schlie3en lassen wirde.

Der Mittelwert der iiber Hoechst gemessenen Kernflache der unbehandelten Zellen lag bei 262,8 um? (Median: 263,0 pm?). Auch fiir die
Ergebnisse aus der Hoechst-Farbung der mittleren Flache der unbehandelten Zellen und der behandelten ZellkerngréRen konnten keine
signifikanten Unterschiede festgestellt werden (Dunnett's-Test, p>0,05). Allerdings lagen die durch die Hoechst-Farbungen gemessenen
Mittelwerte und Mediane der Kernflachen ungefahr 10 bzw. 20 pm? unter denen, die iiber die Lamin A/C-Markierung ermittelt wurden, wobei
es sich um einen signifikanten Unterschied handelte (Sidak-Test, p<0,05). Die Form der Verteilung, sowie die Grof3e der Unterschiede
zwischen den Versuchsbedingungen waren jedoch sehr ahnlich zu den Ergebnissen aus der Markierung der Kernlamine A/C.

Die Verteilung der relativen Haufigkeit der Kernflachen die Uber die Lamin A/C-Markierung gemessen wurden, wird in Abbildung 20B

gezeigt. Da die Haufigkeitsverteilung fir alle Bedingungen einer Log-Normalverteilung glich, wurde sie in das Modell dieser Verteilung
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angepasst, um die Kurven zu glatten und auf diese Weise eine bessere Ubersicht zu erhalten. Die Haufigkeitsverteilungen waren fur die
unbehandelten Zellen und alle Behandlungszeitpunkte symmetrisch und fiur alle Bedingungen weitgehend identisch, das heil3t keine der
Kurven war im Vergleich zu den anderen deutlich nach rechts verschoben. Die mit 37-45 % der Gesamtpopulation in allen Bedingungen
haufigste Auspragung waren Kernflachen zwischen 240 um? und 280 pm?. Vergleichswerte anderer Arbeitsgurppen lagen fiir diese Zelllinie
nicht vor, allerdings die Gro3enordnung Vorbefunden fur HeLa, humanen Mammaepithelzellen und humanen Lungenfibroblasten) (Vukovi¢
et al. 2016; Jevti¢ et al. 2015; Jevti¢ et al. 2019).

Insgesamt konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Mittelwerten der Kernflachen ohne und nach IL-1-Behandlung festgestellt
werden. Dies wurde sowohl anhand der Farbung der Kernlamina tber den Nachweis der Proteine Lamin A und C als auch anhand des in
die DNA interkalierenden Farbstoffs Hoechst 33342 gezeigt. Weiterhin waren die Haufigkeitsverteilungen der Kernflachen unbehandelter
Zellen und mit IL-1 inkubierter Zellen kaum voneinander zu unterscheiden. Daher kann aus den Ergebnissen dieser Versuche geschlossen
werden, dass der Entziindungsmediator IL-1 die KerngréRe einer gesamten Population nicht beeinflusst. Anhand der indirekten Farbung
der Kernumrisse Uber die Gegenfarbung der DNA mittels Hoechst konnten signifikant kleinere Kernflachen gemessen werden als anhand
des Nachweises der Kernhille tGiber die Detektion der Proteine Lamin A und C. Dies kann dadurch erklart werden, dass die Kernlamina, die
durch Hoechst angefarbte DNA umgibt (Cantwell und Dey 2021). Ferner entsprachen die Formen der Haufigkeitsverteilungen und die Grol3e
der Unterschiede zwischen den verschiedenen Inkubationsbedingungen der Uber die Hoechst-Farbung gemessenen Kernflachen, denen,
die Uber die Markierung von Lamin A/C gemessen wurden. Daher scheint die Hoechst-Farbung ein zuverlassiger Marker fir Veranderungen

der KerngroRe zu sein. Eine Aussage Uber die tatséchliche Kernflache sollte allerdings eher anhand der Lamin A/C-Farbung getroffen

werden.
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Abbildung 21: Beeinflussung der Kernflache in hTERT-RPE-1-Zellen durch IL-1.

A: Darstellung der Mediane, Interquartilsabstande und der Haufigkeitsverteilung der Kernflache in einem Violin Plot aus 3 voneinander unabhéngigen Experimenten in
den Gesamtpopulationen von mindestens 202 Zellen pro Bedingung. Mittels Dunnett's Test wurden die Mittelwerte der behandelten Populationen gegen die der
unbehandelten Population mit einem Signifikanzniveau von p=0,05 getestet. Mit dem Sidak’s-Test wurden die Mittelwerte der Ergebnisse der Lamin-Féarbung mit einem
Signifikanzniveau von p=0,05 gegen die jeweiligen Ergebnisse der Hoechstfarbung getestet. Dargestellt sind nur signifikante Ergebnisse. ***: p<0,001; **: p<0,01; *:
p<0,05. B: Darstellung der relativen Haufigkeiten der iber die Markierung der Kernproteine Lamin A und C gemessenen Kernflachen als in die Log-Normalverteilung
gefittete Kurven. Zusammenfassung der Daten aus 3 voneinander unabhéngigen Experimenten mit Gesamtpopulationen von mindestens 202 Zellen. Originalkurven siehe
Abbildung 54.

Fur die Beurteilung des Einflusses des Entziindungsmediators IL-1 auf die Zytoplasmaflache wurde eingangs die Zellflache anhand des
Phasenkontrasts bestimmt. AnschlieRend wurden die Kernflachen, die tber die Markierung der Kernlamine A und C gemessen worden
waren, von der Zellflaiche subtrahiert. In Abbildung 21A werden der Median, die Quartile und die Haufigkeitsverteilung der auf diese Weise
bestimmten Zytoplasmaflachen als Violin Plot dargestellt. Die unbehandelten hTERT-RPE-1-Zellen hatten im Mittel eine Zytoplasmaflache
von 1643 um? (Median: 1532 um?), wobei die mittleren 50 % der Zytoplasmaflachen unbehandelter Zellen zwischen 1210 pm? und 1957
um? grol3 waren. Es bestand kein groRer oder signifikanter Unterschied zwischen den Mittelwerten und Medianen der verschiedenen
Bedingungen (Dunnett's Test; p>0,05) und auch die IQA, und damit die Streuung, wiesen groRBe Ahnlichkeiten auf. Die Verteilung der
relativen Haufigkeiten der Zytoplasmaflachen (Abb. 22B) entsprach einer Log-Normalverteilung und wurde, um die Ubersichtlichkeit zu
erhdhen, an dieses Modell angepasst. Dabei konnte fir alle Bedingungen eine symmetrische Form, sowie eine gleiche Verteilung ohne
Verschiebung nach rechts oder links festgestellt werden. Zwischen 39 % und 50 % der Gesamtpopulation und damit die meisten Zellen
hatten eine Zytoplasmaflache zwischen 1200 und 1600 um?2.

Aus den kleinen und nicht signifikanten Unterschieden zwischen der Zytoplasmaflache von mit IL-1 behandelten und unbehandelten Zellen,

sowie den ahnlichen Haufigkeitsverteilungen lasst sich schlieBen, dass IL-1 zu keiner Veranderung der Zytoplasmagrofe fihrte.
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Abbildung 22: Untersuchung der Beeinflussung der Zytoplasmaflache von hTERT-RPE-1-Zellen durch IL-1.

A: Darstellung der Mediane, Quartile und der Haufigkeitsverteilung der Zytoplasmaflache in einem Violin Plot aus 3 voneinander unabhangigen Experimenten in
Gesamtpopulationen von mindestens 204 Zellen pro Bedingung. Mittels Dunnett's Test wurden die Mittelwerte der behandelten Populationen gegen die der unbehandelten
Population mit einem Signifikanzniveau von p=0,05 getestet. B: Darstellung der relativen Haufigkeiten der Zytoplasmaflachen als in die Log-Normalverteilung gefittete
Kurven. Zusammenfassung der Daten aus 3 voneinander unabhéngigen Experimenten mit Gesamtpopulationen von mindestens 204 Zellen. Originalkurven in Abbildung
54B.

Da das Kern- / Zytoplasma-Verhaltnis (K-/Z-Verhéaltnis) und seine Aufrechterhaltung unter physiologischen Konditionen eine besondere
Bedeutung innezuhaben scheint (Cantwell und Nurse 2019b), sollte der Einfluss des Entziindungsmediators IL-1 auf dieses Verhaltnis
untersucht werden. Dafilir wurde das K-/Z-Verhéaltnis aus den zuvor Uber die Markierung der Kernlamine A und C ermittelten Flachen der
Kerne und des Zytoplasmas errechnet. Der Median, die Quartile und die Haufigkeitsverteilung der K-/Z-Verhaltnisse sind in Abbildung 22A
als Violin Plot dargestellt. FUr das K-/Z-Verhaltnis in unbehandelten hTERT-RPE-1-Zellen ergab sich ein Mittelwert von 0,20 und ein Median
von 0,18 (IQA: 0,7). Nach einer halbstiindigen und dreistiindigen IL-1-Behandlung lag das mittlere K-/Z-Verhéltnis bei 0,19, nach 1h und 6h
bei 0,20. Der Median des K-/Z-Verhéltnisses schwankte zwischen 0,18 (nach 0,5h, 3h und 6h IL-1) und 0,19 (1h). Diese kleinen
Unterschiede zeigten kein Muster und waren nicht signifikant (Dunnett's Test, p>0,05).

Die Verteilung der relativen Haufigkeit der K-/Z-Verhdltnisse wird in Abbildung 22B dargestellt. Zu erkennen war eine der Log-
Normalverteilung sehr ahnliche symmetrische Verteilung fiir alle Bedingungen, weswegen die Verteilungen, um den Kurvenverlauf zu
glatten, an dieses Modell angepasst wurden. Am haufigsten lag das K-/Z-Verhéltnis in unbehandelten Zellen und nach sechsstindiger
Stimulation zwischen 0,15 und 0,2 und nach 0,5h, 1h und 3h IL-1-Stimulation zwischen 0,2 und 0,25. Diese Unterschiede kdnnten auf eine
Veranderung des K-/Z-Verhéltnisses in Richtung gréRerer Zellkerne nach IL-1-Stimulation hinweisen, welche sich nach sechsstiindiger

Stimulation wieder zuriick entwickelte.
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Abbildung 23: Untersuchung der Beeinflussung des K-/Z-Verhéltnisses von hTERT-RPE-1-Zellen durch IL-1.

A: Darstellung der Mediane, Quartile und der Haufigkeitsverteilung der K-/Z-Verhéltnisse fur die Flachen, berechnet anhand der Kernflachen, die Uber die Markierung der
Kernlamine A und C ermittelt wurden, in einem Violin Plot aus 3 voneinander unabhéngigen Experimenten in Gesamtpopulationen von mindestens 223 Zellen pro
Bedingung. Mittels Dunnett’'s Test wurden die Mittelwerte der behandelten Populationen gegen die der unbehandelten Population mit einem Signifikanzniveau von a=0,05
getestet. B: Darstellung der relativen Haufigkeiten der K-/Z-Verhéltnisse fur die Flachen als in die Lognormalverteilung gefittete Kurven. Zusammenfassung der Daten aus
3 voneinander unabhéngigen Experimenten mit Gesamtpopulationen von mindestens 223 Zellen. Originalkurven in Abbildung 54C.

In der Zusammenschau zeigten die Ergebnisse keine signifikanten Unterschiede zwischen den Mittelwerten der Kernflache, der

Zytoplasmaflache oder K-/Z-Verhéltnisse der unbehandelten und mit IL-1 inkubierten hTERT-RPE-1. Weiterhin waren in den Verteilungen
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der relativen Haufigkeiten der Kernflachen, Zytoplasmaflachen und der K-/Z-Verhdltnisse keine eindeutigen Unterschiede zwischen der
unbehandelten Population und den mit IL-1 behandelten Populationen zu erkennen. Aus diesem Grund wird angenommen, dass der

Entzindungsmediator IL-1 weder die Kernflache noch die Zytoplasmaflache, und damit auch nicht das K-/Z-Verhaltnis beeinflusst.
4.3 Reaktion von hTERT-RPE-1 Zellen auf IL-1a

4.3.1 Translokation von p65 in den Zellkern

Der zu der NF-kB-Familie gehdrende Transkriptionsfaktor p65 transloziert als Teil des IL-1-Signalweges nach 10- bis 30-mindtiger IL-1-
Stimulation in den Zellkern (Mayr-Buro et al. 2019; Bacher et al. 2021). Wird p65 immunologisch angefarbt, ist dessen Lokalisation im
Zellkern ein messbarer Parameter fir die Reaktion der Zellen auf die Stimulation mit IL-1 auf Einzelzellebene (Meier-Soelch et al. 2021).
Fir die Analyse der Starke dieser Reaktion sollte die relative Menge von p65 in den Zellkernen des in Kapitel 4.2 beschriebenen
Experiments quantifiziert werden, woflir die Gesamtintensitat der Immunfluoreszenz des Sekundarantikbrpers Cy3 (mit welchem p65
indirekt markiert wurde) gemessen wurde.

Abbildung 24 stellt den Median, die Quartile und die Haufigkeitsverteilung der pro Zellkern detektierten Gesamtfluoreszenz fir Cy3 als Violin
Plot dar. In unbehandelten hTERT-RPE-1-Zellen war die Gesamtintensitat im Mittel 91.292 (Median 81.641) Nach halbstindiger und
einstindiger IL-1-Stimulation nahm die mittlere Gesamtintensitat flr Cy3 im Zellkern zu und lag nach 0,5h bei 117.575 (Median: 110.495)
und nach 1h bei 120.482 (Median: 111.714). Nach drei und sechsstiindiger IL-1-Stimulation nahm die mittlere Gesamtintensitéat der Zellen
wieder ab und betrug nach 3h 115.101 (Median: 101.336) und nach 6h 105.159 (Median: 93.817). Damit unterschied sich die
Gesamtintensitat in den Zellkernen aller behandelten Zellen signifikant von der Gesamtintensitat in unbehandelten Zellkernen (Dunnett’s-
Test, p<0,05). Nach 6h war die Gesamtintensitat allerdings noch nicht wieder auf die Intensitat in den Zellkernen unbehandelter Zellen
zurlickgegangen, obwohl, wie in Kapitel 4.2 beschrieben, nach drei- und sechsstiindiger Stimulation nur Zellen analysiert worden waren,
bei denen sich subjektiv deutlich mehr p65 im Zytosol als im Kern befand. Bei der Betrachtung der Interquartilsabstdnde (IQA) der
Gesamtintensitat fielen weitere Unterschiede zwischen den Populationen auf. in unbehandelten Zellen war der IQA mit 42.335 am
geringsten und stieg nach halb- und einstiindiger IL-1 Stimulation leicht auf 52.028 (0,5h) bzw. 55.466 (1h). Dies kdnnte eine relativ
homogene p65-Menge innerhalb der Zellkerne andeuten. In den Zellen die 3h und 6h mit IL-1 behandelt worden waren, zeigten sich deutlich
grol3ere 1QA von 71.774 (3h) und 73.911 (6h), was auf eine zunehmende Heterogenitat der Starke der p65-Translokation in der isogenen
Zellpopulation hindeuten kann.

Die Ergebnisse spiegelten die bekannte Kinetik des IL-1 signalings wider, im Rahmen dessen nach halb- und einstiindiger IL-1-Stimulation
besonders viel p65 in die Zellkerne transloziert, welches diese nach 3h und 6h wieder verlasst (Meier-Soelch et al. 2021; Mayr-Buro et al.
2019). Zusatzlich konnten auch nach 6h IL-1-Behandlung noch viele Zellen, die héhere p65 Konzentrationen enthielten beobachtet werden,
sowie eine Zunahme des IQA im Zeitverlauf der IL-1-Behandlung, die zusammen auf eine zunehmende Heterogenitat der Reaktion der

Gesamtpopulation im Zeitverlauf auf IL-1 hindeutet.
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Abbildung 24: Die Gesamtintensitat von Cy3 im Zellkern als indirektes Mal fur die Stérke der Reaktion einer Zelle auf IL-1
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A: Darstellung der Mediane, Quartile und der Haufigkeitsverteilung der intranukledren Gesamtfluoreszenzintensitét des Cy3-Sekundarantikorpers, welcher p65 indirekt
markierte, in einem Violin Plot aus 3 voneinander unabhangigen Experimenten in Gesamtpopulationen von mindestens 202 Zellen pro Bedingung. Mittels Dunnett's Test
wurden die Mittelwerte der behandelten Populationen gegen die der unbehandelten Population mit einem Signifikanzniveau von a=0,05 getestet. B: Relative
Haufigkeitsverteilung der intranukledren Gesamtfluoreszenzintensitat des Cy3-Sekundarantikorpers, welcher p65 indirekt markierte, aus 3 voneinander unabhéangigen
Experimenten in Gesamtpopulationen von mindestens 202 Zellen pro Bedingung.

4.3.2 Untersuchung aktiver Transkriptionsorte in Interleukin-stimulierten hTERT-RPE1-Zellen

Mit der RNA-FISH kénnen RNA-Molekile fluoreszenzmikroskopisch dargestellt werden (Femino et al. 1998). Sonden, die an intronische
Abschnitte der ungespleiten pra-mRNA binden, kénnen dazu verwendet werden aktive Transkriptionsstellen innerhalb des Zellkerns
spezifisch darzustellen (Huang und Spector 1996). Diese Methode sollte genutzt werden, um zu untersuchen, ob und wie auf
unterschiedlichen Chromosomen lokalisierte, aktive Gene sich innerhalb des nukledren Raumes bewegen und raumlich miteinander
interagieren. Daflir wurde die RNA-FISH mit Sonden fir mRNAs und pra-mRNAs der durch IL-1 induzierten Gene IL8, CXCL2 und IL6
durchgefuhrt, nachdem die Zellen mit IL-1a stimuliert worden waren. Diese drei Zielgene wurden gewahlt, da IL8 und CXCL2 auf
Chromosom 4 innerhalb derselben topologisch assoziierten Domane (TAD) lokalisiert sind siehe Abbildung 24, wahrend sich IL6 auf
Chromosom 7 befindet (Gene: CXCL8 (ENSG00000169429) - Summary - Homo_sapiens - Ensembl genome browser 103 2021; Gene:
CXCL2 (ENSG00000081041) - Summary - Homo_sapiens - Ensembl genome browser 103 2021; Gene: IL6 (ENSG00000136244) -
Summary - Homo_sapiens - Ensembl genome browser 103 2021). Die Stimulation der Zellen mit IL-1a erfolgte wie zuvor fiir 0,5h, 1h, 3h

und 6h, um die dynamischen Verdnderungen nach Hinzugabe eines IL-1-Stimulus im Laufe der Zeit zu erfassen.
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Abbildung 25: Schematische Darstellung der topologisch assoziierten Domé&ne TAD fir IL8, CXCL1, CXCL2 und CXCL3

Im oberen Abbildungsteil ist Chromosom 4 schematisch dargestellt. Der Abschnitt gq13.3. enthélt eine TAD, die die Gene IL8 und CXCL1-3 enthélt. Diese TAD ist im
unteren Abbildungsteil vergrof3ert schematisch gezeigt. Die Abbildung wurde anhand des Ensemble genome browsers und (Weiterer et al. 2020) erstellt.

Die Untersuchung der interchromosomalen Distanzen erfolgte zunachst in 2D, da interchromosomale Interaktionen selten sind und sich
Uber lange Strecken ereignen (Maass et al. 2019). Zudem bestiinde laut einer Studie von Finn et al. fiir die Untersuchung solcher Distanzen
kein Unterschied zwischen den Ergebnissen von 2D und 3D Untersuchungen, sodass 2D durch den geringeren Aufwand vorteilhafter wéare
(Finn et al. 2017). Weiterhin wird von Finn et al. argumentiert, dass die Untersuchung von radialen Genpositionen wahrscheinlich von 2D
Analysen profitiere, weil diese meist im Verhaltnis zur Kernflache und zur Kernperipherie angegeben werden. Die Kernperipherie sei in 2D
leichter durch den Computer zu erkennen, und erfordere daher eine geringere Rechenleistung (Finn et al. 2017).

Um die Bewegung aktiver Genorte im nukledrem Raum zu erfassen, wurden hTERT-RPE1-Zellen in IBIDI p-Slides VI ausgesét mit IL-1a
behandelt oder unbehandelt belassen. Nach 0,5h, 1h, 3h oder 6h Inkubation mit IL-1a (10 ng/ml) wurden die Zellen Uber Nacht bei 4 °C
fixiert. Am folgenden Tag wurde eine RNA-FISH mit zwei verschiedenen Sondenkombinationen durchgefuhrt. Im ersten Ansatz wurden die
Zellen mit Sonden fir IL8 mMRNA, IL8 pra-mRNA und IL6 pr&-mRNA inkubiert, um die aktiven Transkriptionsstellen (ATS) von IL8 spezifisch
darzustellen (Abb. 26). Im zweiten Ansatz wurden Sonden fir IL6 mMRNA, IL6 pra-mRNA und CXCL2 pra-mRNA verwendet, um die ATS
von IL6 abzubilden (Abb. 28). Die mikroskopischen Aufnahmen erfolgten mit dem DMi8 Mikroskop von Leica und der LASX-Software und
wurden mittels Icy Bioimaging Software analysiert. In die Auswertung wurden alle Zellen einbezogen, die eine unauffallige Morphologie
aufwiesen, deren Zellumrisse vollstandig im Bild erkennbar waren und in denen einzelne mRNA-Signale klar voneinander abgrenzbar
waren.

In beiden Anséatzen stellten sich die Zellen im Phasenkontrast adharent, mafig konfluent und mit einem unauffalligen Phanotyp dar. Zudem
konnten mit der Hoechst-Farbung ovale Zellkerne sichtbar gemacht werden. IL8 mRNA konnte in Form von violetten punktférmigen Signalen
dargestellt werden. In unbehandelten Zellen zeigten sich kaum solche Signale, wohingegen die Anzahl der IL8 mRNA-Signale nach IL-1-
Behandlung deutlich anstieg. Nach halbstiindiger IL-1-Stimulation waren in vielen Zellen wenige IL8-mRNA-Signale zu sehen, nach 1h und
3h wiesen viele Zellen multiple IL8-mRNA-Signale auf und nach 6h IL-1 Stimulation zeigte sich ein heterogenes Bild aus sehr vielen Zellen
mit abundanten und Zellen mit wenigen IL8 mRNA-Signalen. Dabei fand sich um den Zellkern herum die hdchste Dichte an IL8 mRNA-

Signalen. Die genaue Quantifizierung der IL8 mRNA-Signale findet sich in Kapitel 4.3.3. Nach der IL-1-Stimulation stellten sich IL8 pré&-
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MRNA-Signale als rote Punkte dar, von denen maximal zwei groRe und viele kleine innerhalb eines Zellkerns detektiert werden konnten.
Die beiden grof3en IL8 pra-mRNA-Signale Uberlappen in der Regel mit den Signalen fir fertig prozessierte I1L8 mRNA und markieren daher
die eigentlichen Transkriptionsorte. Pramature IL6 mRNA-Signale waren als griine Punkte zu erkennen, und traten seltener als IL8 préa-

mMRNA-Signale auf. Die FISH-Kontrolle wurde mit unbehandelten Zellen und ohne Sonden angefertigt und zeigte keine unspezifischen

Signale.
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Abbildung 26: Darstellung der Zytokin-regulierten IL8 mRNA, der Lokalisation von aktiven IL8- und IL6-Genen und der ATS von IL8.

hTERT-RPE1-Zellen wurden in IBIDI p-Slides VI ausgeséat und fur die angezeigten Zeiten mit IL-1a behandelt oder unbehandelt belassen. Nach Fixierung der Zellen bei
4 °C uber Nacht wurde eine RNA-FISH durchgefiihrt. Dabei wurden Sonden der Firma Affymetrix fir IL8 mRNA (#VA6-13192; type 6), IL8 pra&-mRNA (#VA1-6000437;
type 1) und IL6 pr&-mRNA (#VA4-6001007; type 3) verwendet. Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 angefarbt. Als FISH-Kontrolle dienten unbehandelte Proben,
welche ohne Sonden inkubiert wurden. Die Aufnahme der Bilder erfolgte mit dem Dmi8 Mikroskop bei 400-facher VergroRerung mit der LASX-Software. Markierung der
pr&-mRNA —Signale mit weiRen Pfeilen. Messbalken: 25 pm.

Zunachst wurde analysiert welche und wie viele Genloci zum Zeitpunkt der Fixierung in den einzelnen Zellen aktiv transkribiert worden
waren. In Abbildung 25A wird dargestellt, wie grol3 der Anteil der Zellen mit aktiven Genloci fur IL8 oder IL6 von allen analysierten Zellen
war. Dabei entsprach ein aktiver Genlocus einem detektierten pra-mRNA-Signal, weil die Herstellung der pramaturen mRNA, sowie ihre
Prozessierung in den SpleiRosomen direkt an der Transkriptionsstelle stattfindet (Wada et al. 2009). In unbehandelten Zellen waren nur in
3,83 % der Zellen IL8-oder IL6-Genloci aktiv. Nach einer halbstiindigen IL-1 Stimulation stieg der Anteil an Zellen mit aktiven IL8- oder IL6-
Genloci auf das erfasste Maximum von 61,38 % aller Zellen. Zu spateren Zeitpunkten nach der Stimulation mit IL-1 sank der Anteil der
Zellen mit aktiven Genloci langsam wieder und erreichte nach 6h 40,28 %.

Abbildung 25B zeigt die Haufigkeit der moglichen Kombinationen, in denen die Gene IL8 und IL6 in den einzelnen Zellen aktiv waren, in

Prozent von der Gesamtpopulation. Zu erkennen ist, dass in unbehandelten Zellen fast alle aktiven Genloci IL6-Genloci waren (3,55 % von
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3,82 % aller Zellen). Dies anderte sich nach einer halbstiindigen Stimulation mit IL-1. In insgesamt 57,35 % der Zellen waren IL8-Genloci
aktiv, IL6-Genloci allerdings nur in insgesamt 13,54 % der Zellen. Diese Verteilung zwischen den detektierten IL8- und IL6-pra-mRNAs war
fur die anderen Zeitpunkte sehr dhnlich und zeigte, dass IL8 haufiger durch IL-1 induziert wurde. Im Zeitverlauf waren fiir IL8 die meisten
Genloci nach halbstiindiger IL-1-Stimulation aktiv (57,35 % aller Zellen). Nach langerer Stimulation sank die Zahl der aktiven L8 Genloci
sukzessive auf 37,5 % der Zellen nach 6h. Auch fur IL6 zeigten sich nach halbstindiger IL-1-Stimulation die meisten aktiven Genloci (17,58
% aller Zellen). Nach 6h IL-1 waren nur noch in 11,07 % der Zellen IL6 Genloci aktiv.

Weiterhin fallt auf, dass nach 0,5h IL-1-Behandlung in 22,48 % aller Zellen an beiden IL8-Allelen Transkription stattfand. Im Gegensatz
dazu wurde IL6 nur in 2,59 % aller Zellen biallelisch exprimiert. In den anderen behandelten Populationen unterschieden sich die IL8-und
IL6-Genaktivitat ebenso deutlich, was auf eine im Vergleich zu IL6 starkere Induktion der IL8-Genaktivitdt hindeutete. Dies deckte sich mit
den in den Mikroskopaufnahmen (Abbildung 24) beobachteten Unterschieden zwischen IL8 und IL6, sowie mit der Quantifizierung der
MRNA (siehe Kapitel 4.3.3). Zuletzt ist zu sehen, dass IL6-Genloci nach 0,5h IL-1-Stimulation in nur 4,04 % aller Zellen aktiv war, wenn in
diesen Zellen keine IL8 pra&-mRNAs detektiert wurden. In 13,54 % der Zellen konnten nach halbstindiger IL-1-Behandlung zeitgleich IL8
und IL6 pra&-mRNA-Signale detektiert werden. Ein ahnliches Muster war fur die anderen Zeitpunkte zu beobachten. Dies kdnnte ein Hinweis
auf eine Koregulation des IL6 Genes durch das aktive IL8-Gen sein.

Unbehandelt 0,5h IL-1 lhIL-1 3hIL-1 6h IL-1
Total =366 Zellen Total = 347 Zellen Total =437 Zellen Total = 344 Zellen Total = 360 Zellen
= 96.17% - pra-mRNA-Signale B3 38.62% - pr&-mRNA-Signale 3 43.48% - pra-mRNA-Signale [ 51.16% - pra-mRNA-Signale E3 59.72% - pré-mRNA-Signale
Bl 3.83% + pra-mRNA-Signale  EE 61.38% + pra-mRNA-Signale BEE 56.52% + pra-mRNA Signale EE 48.84% + pra-mRNA Signale EE 40.28% + pra-mRNA Signale
Unbehandelt 0,5h IL-1 1lh IL-1 3hIL-1 6h IL-1
= 0.27% 1 1L8 B 25.65% 1 IL8 B 20.37% 1 1L8 = 20.64% 1 IL8 = 16.39% 1 IL8
= 3.28% 11L6 B 18.16% 2 IL8 B 20.82% 2 IL8 B 1541% 2 IL8 B 12.22% 2 IL8
B 0,27% 2 IL6 = 3.75% 1 IL6 = 4.12% 1 1L6 = 2.33%11L6 0= 2.22% 1 1L6
Bl 0.29% 2 IL6 Bl 0.23% 2 IL6 03 494%11L8 +11L6 Bl 0.56% 2 IL6
3 8.07%11L8+11L6 03 412%11L8 + 1 1L6 3 3.49%21L8 + 1 IL6 3 333%11L8+ 11L6
083 3.17%21L8+11L6 03 5.72%21L8 +11L6 O 0.87%11L8 + 2 1L6 | 5.00%21L8 +11L6
O 1.15% 118 + 2 1L6 0 092% 118 +21L6 03 1.16% 2 1.8 + 2 IL6 = 0.56%21L8 +21L6
0|3 1.15% 218 +21L6 0|3 0.23%21L8+21L6

Abbildung 27: Quantifizierung der Zytokin-abhangig regulierten aktiven Genloci fur IL8 und IL6 relativ zur Gesamtpopulation.
A: Darstellung des relativen Anteils (%) der Zellen mit (+) und ohne (-) pr&-mRNA Signale fur IL8 oder IL6 in Bezug auf die Gesamtpopulation fur die verschiedenen

Zeitpunkte nach IL-1-Stimulation aus 3 unabhéngigen Experimenten fur eine Gesamtpopulationen von mindestens 344 Zellen. B: Darstellung des Vorkommens
verschiedener Kombinationen aktiver IL8 und IL6 Genloci innerhalb einer Zelle als relativer Anteil der Gesamtpopulation (%)

In den Zellen, die mit der zweiten Sondenkombination untersucht wurden, stellten sich die IL6 mMRNA-Signale ebenfalls als violette Punkte
dar. Diese waren bereits in unbehandelten Zellen in geringem Umfang vorhanden und wurden nach der IL-1-Stimulation zahlreicher.
Allerdings erreichten sie nie die Anzahl, welche nach 1h und 3h IL-1 fur die IL8 mMRNA beobachtet werden konnte. Die Ergebnisse der
Quantifizierung der IL6 mRNA-Signale findet sich in Kapitel 4.3.3. CXCL2 pra-mRNA-Signale prasentierten sich nach der Stimulation mit
IL-1 als kleine rote Punkte innerhalb des Zellkerns, von denen maximal zwei grof3e und viele kleine in einer Zelle auftraten. In &hnlicher
Form und Menge konnten auch hier die IL6 pr&-mRNA-Signale in griin identifiziert werden.
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Abbildung 28: Darstellung der Zytokin-regulierten IL6 mMRNA, der Lokalisation von aktiven CXCL2- und IL6-Genen und der ATS von IL6.

hTERT-RPE1-Zellen wurden in IBIDI p-Slides VI ausgeséat und fir unterschiedliche Zeiten mit IL-1a behandelt oder unbehandelt belassen. Nach Fixierung der Zellen bei
4 °C Uber Nacht wurde eine RNA-FISH durchgefiihrt. Dabei wurden Sonden der Firma Affymetrix fir IL6 mMRNA (#VA6-612712; Cy5), und IL6 pr&-mRNA (#VA4-6001007;
DL488) und CXCL2 pré&-mRNA (#VA1-6001011; Cy3) verwendet. Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 angefarbt. Als FISH-Kontrolle dienten unbehandelte Proben,
welche ohne Sonden inkubiert wurden. Die Aufnahme der Bilder erfolgte mit dem Dmi8 Mikroskop bei 400-facher VergroRerung mit der LASX-Software. Markierung der
pré&-mRNA Signale mit weilen Pfeilen. Messbalken: 25 pm.

In Abbildung 27A ist der Anteil der Zellen mit aktiven CXCL2- oder IL6-Genloci in Prozent von der Gesamtpopulation fir die
unterschiedlichen Inkubationszeiten dargestellt. In 8,96 % der unbehandelten Zellen wurden CXCL2- oder IL6-pra-mRNA-Signale detektiert.
Nach 0,5h einer Stimulation mit IL-1 erhdhte sich die Menge der Zellen in denen CXCL2 oder IL6 pra-mRNA-Signale vorlagen auf 46,78 %.
Zu spateren Zeitpunkten nach IL-1-Stimulation nahm der Anteil der Zellen mit aktiven Genloci nach und nach ab und entsprach nach 6h
Stimulation mit IL-1 31,25 % der Gesamtpopulation. Insgesamt ist der Anteil der Zellen, in denen zum Zeitpunkt der Fixierung nach IL-1
Behandlung CXCL2 oder IL6 Genloci aktiv waren, geringer als der Anteil der Zellen in denen IL8 oder IL6 pra&-mRNAs detektiert wurden.

Die relative Haufigkeit des Auftretens der unterschiedlichen Kombinationen der Genaktivitdt von CXCL2 oder IL6 innerhalb der einzelnen
Zellen ist in Abbildung 27B veranschaulicht. In 5,6 % der unbehandelten Zellen lag IL6 und in 3,36 % der Zellen CXCL2 pra-mRNA vor. Im
Gegensatz dazu waren nach IL-1 Stimulation haufiger die CXCL2-Genloci als IL6-Genloci aktiv. Die meisten aktiven CXCL2 Genloci kamen
in den Zellen nach 0,5h IL-1Stimulation vor (38,46% aller Zellen). Die meisten aktiven IL6 Genloci waren in diesemAnsatz nach dreistindiger
IL-1-Stimulation zu detektieren (25,28 % aller Zellen). Die Haufigkeit biallelischer Genaktivitat unterschied sich zwischen den Genen von
IL6 und CXCL2 nach 0,5h Stimulation mit IL-1 kaum. Nach 3h und 6h der IL-1-Stimulation stieg der Anteil der Zellen in denen 2 IL6-Allele
aktiv waren, von 1,66 % auf 3,04 bzw. 3,44 %, was auf eine verzdgerte Aktivierung der IL6-Transkription hinweisen kénnte. Nach 0,5h IL-

1-Stimulation konnten in 8,77 % der Zellen nur aktive IL6-Genloci detektiert werden, in 12,57 % der Zellen dagegen aktive CXCL2- und IL6-
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Genloci. Zu spateren Zeitpunkten nach IL-1 Stimulation ist dieser Unterschied nicht oder nur geringfligig zu beobachten, sodass eine

Koregulation der beiden Genorte eher unwahrscheinlich erscheint.

Unbehandelt 0,5h IL-1 1hIL-1 3hIL-1 6h IL-1

Total = 357 Zellen Total = 342 Zellen Total =302 Zellen Total =427 Zellen Total =320 Zellen
=1 91.04% - pra-mRNA-Signale 3 53.22% - pra-mRNA-Signale 3 59.27% - pra&-mRNA-Signale 3 63.23% - pra-mRNA-Signale =3 68.75% - pra-mRNA-Signale
B 8.96% + pra-mRNA-Signale Bl 46.78% + pra-mRNA-Signale B3 40.73% + pra&-mRNA-Signale Bl 36.77% + pra-mRNA-Signale B 31.25% + pré-mRNA-Signale

Unbehandelt 0,5h IL-1 1lhIL-1 3hIL-1 6h IL-1

Abbildung 29: Quantifizierung der Zytokin-abhangug regulierten aktiven Genloci fir CXCL2 und IL6 relativ zur Gesamtpopulation.
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A: Darstellung des relativen Anteils (%) der Zellen mit (+) und ohne (-) pra&-mRNA-Signale fiir CXCL2 oder IL6 in Bezug auf die Gesamtpopulation fur die verschiedenen
Zeitpunkte nach IL-1-Stimulation aus 3 unabhangigen Experimenten fir Gesamtpopulationen von mindestens 302 Zellen. B: Darstellung des Vorkommens verschiedener
Kombinationen aktiver CXCL2- und IL6- Genloci innerhalb einer Zelle als Anteil von der Gesamtpopulation (%)

Zusatzlich wurden Kolokalisationen der pra-mRNA und der mRNA desselben Genes identifiziert. Diese zeigten sich im ersten Ansatz fur
IL8 als grof3e violette-rote Punkte und im zweiten Ansatz fir IL6 als weil3e Punkte (vergleiche Abbildung 10A). Das gleichzeitige
Vorkommen der beiden RNA-Spezies am selben Ort deutet auf eine aktive Transkriptionsstelle (ATS) hin, da dort aktiv pra-mRNA
traskribiert und zu maturer mRNA prozessiert wird (Wada et al. 2009) In Abbildung 28A sind die relativen Haufigkeiten der ATS fir das
IL8-Gen dargestellt. In unbehandelten Zellen konnte in 100 % der Zellen keine ATS flr IL8 dargestellt werden, da zu diesem Zeitpunkt
weder IL8 mRNA noch IL8 pra&-mRNA in den Zellkernen vorlagen. Nach IL-1 Stimulation nahm die Menge der detektierten ATS stark zu:
nach 0,5h IL-1-Behandlung besalR3en 47 % der Zellen keine, 35 % eine und 18 % zwei ATS des IL8-Gens. Der Anteil der Zellen mit
biallelischer Transkription erhéhte sich nach 1h IL-1-Behandlung nochmals auf 21 % der Gesamtpopulation. Nach dreistiindiger IL-1-
Stimulation nahm zuné&chst der Anteil der Zellen mit biallelischen ATS des IL8-Gens auf 14 % der Zellen ab, wahrend der Anteil der Zellen
mit einer ATS konstant blieb. Nach 6h nahm auch der Anteil der Zellen mit einer ATS auf 20 % ab, sodass zu diesem Zeitpunkt noch in 34
% der Zellen ATS des IL8-Gens vorlagen. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Transkription am IL8-Gen nach 0,5h und 1h IL-1
besonders stark induziert wurde, und dass die aktive Transkription dieses Chemokin-Gens auch fir mehrere Stunden wahrend der IL-1-
Stimulation aufrechterhalten wird.

Abbildung 28B zeigt den Anteil der Zellen mit und ohne ATS flr die IL6 fur verschiedene Zeitpunkte der IL-1 Stimulation und in unstimulierten
Zellen. Auch fur IL6 gab es in 99% der unbehandelten Zellen keine ATS. Nach dreiBigminttiger IL-1-Stimulation zeigten 16 % der Zellen
eine ATS fir das IL6-Gen. Im Gegensatz zum IL8-Gen konnten aber nur in 0,6 % der Zellen zwei ATS detektiert werden. Der Anteil der
Zellen mit monoallelischen ATS blieb bis nach 3h der IL-1-Stimulation konstant bei 14-15 % und nahm nach 6h der IL-1-Behandlung leicht
auf 10 % der Gesamtpopulation ab. Auffallig war weiterhin, dass nach 3h und 6h der Stimulation 4 % der Zellen zwei ATS pro Zelle zeigten.

Diese Verteilung deutet auf eine schwachere und moglicherweise verzégerte Induktion der IL6-Transkription durch IL-1 hin.
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Abbildung 30: Quantifizierung der Zytokin-abhangig reguliertenaktiven Transkriptionsstellen (ATS) fir die Genloci von IL8 und IL6.

A: Darstellung der relativen H&aufigkeiten der ATS des IL8-Gens pro Zelle aus 3 unabhangigen Versuchen mit insgesamt mindestens 347 Zellen pro Bedingung als
Saulendiagramm. B: Darstellung der relativen Haufigkeiten der Anzahl der ATS des IL6-Gens pro Zelle aus 3 unabhéngigen Versuchen mit insgesamt mindestens 302
Zellen pro Bedingung als Saulendiagramm

Die Quantifizierung der pra-mRNA-Signale und ATS zeigte insgesamt, dass in unstimulierten hTERT-RPE1-Zellen IL-1-Zielgene nur in
geringen Malen aktiv waren. Dementsprechend lag keine Voraktivierung der Zellen vor. Am haufigsten fand die Transkription im
Ruhezustand am IL6-Gen statt. Nach IL-1-Stimulation wurde die Transkription an allen drei Zielgenen auf unterschiedliche Weise induziert.
Die IL8-Genloci waren am haufigsten und haufig auch biallelisch aktiv. Aktive Transkription an IL6-Genloci wurde seltener und erst nach 3h
und 6h fir zwei Allele einer Zelle detektiert, was auf eine schwachere und verzdgerte Induktion der IL6-Expression durch IL-1 hindeuten

kann. Weiterhin kann die haufigere Aktivitat des IL6-Genlocus, in Zellen in denen gleichzeitig IL8-Genloci aktiv waren ein Hinweis auf eine
interchromosomale Koregulation sein.

4.3.3 mRNA-Expression auf Einzelzellebene

Die Quantifizierung der Fluoreszenzsignale von RNA-Sonden fir IL8 und IL6 mRNA gibt Aufschluss Uber das Ausmal} der mRNA-
Expression auf Einzelzellebene.

Zunéchst sollte untersucht werden, ob die Anzahl einzelner mRNA-Signale oder die kumulative Fluoreszenzintensitét aller Signale fur die
Quantifizierung der mRNA-Menge pro Zelle der geeignetere Parameter war. Dafiir wurde die Anzahl der detektierten Signale pro Zelle mit
der Fluoreszenzintensitat im Cy5-Kanal korreliert (Anhang Abb. 58). In Abbildung 58A sind die Scatter Plots der Korrelationen fir die L8
mMRNA-Menge flir alle Zeitpunkte dargestellt. Abbildung 58C zeigt die dazugehdrige Korrelationstabelle, in der die verschiedenen
Korrelationskoeffizienten r miteinander verglichen wurden. Fir die IL8 mMRNA ergab sich fir alle Zeitpunkte ein sehr starker gleichsinniger
Zusammenhang zwischen der Signalanzahl und der Cy5-Gesamtintensitat mit signifikanten Korrelationskoeffizienten zwischen 0,78 und
0,9 (t-Test fur den Korrelationskoeffizienten; p<0,05). Daher konnten beide Parameter als gleichwertig betrachtet werden. Abbildung 58B
zeigt die Scatter Plots der Korrelation der IL6 mRNA-Signalanzahl mit der Cy5-Gesamtintensitat pro Zelle und Abbildung 58D die
dazugehdrige Korrelationstabelle. Nach 0,5h, 1h, 3h und 6h IL-1-Stimulation ist der Zusammenhang zwischen der Anzahl der IL6 mMRNA-
Signale pro Zelle und der Cy5-Intensitat mittel stark bis stark positiv (Korrelationskoeffizienten zwischen 0,41 und 0,71) und unterscheidet
sich signifikant von 0 (t-Test flr den Korrelationskoeffizienten, p<0,05). In unbehandelten Zellen bestand kein Zusammenhang zwischen
den beiden Parametern. Da die Anzahl der mRNA-Signale der anschaulichere Parameter ist, wurde entschieden, ihre Menge als Marker
fur die Transkriptionsaktivitét der einzelnen Zellen heranzuziehen.

Die Anzahl der IL8 mRNA-Signale pro Zelle fur die verschiedenen Zeitpunkte nach IL-1 Stimulation sind in Abbildung 29A gezeigt. In
unbehandelten Zellen waren im Mittel 6 Signale und im Median 0 Signale detektierbar, was in dem Violin Plot aufgrund der an die starke
Geninduktion angepassten Skalierung nicht zu sehen ist. Die Darstellung der Anzahl der IL8 mRNA-Signale pro Zelle als
Haufigkeitsverteilung (Abbildung 29B) macht deutlich, dass in unbehandelten Zellen 98 % der Zellen keine IL8 mRNA-Signale enthalten.
Dies deutet darauf hin, dass die Zellen insgesamt wenig vorstimuliert waren.

0,5h bis 6h nach der IL-1-Behandlung erhéhte sich die IL8-mRNA-Menge pro Zelle signifikant (Dunnett's Test, p<0,05): nach 0,5h IL-1-
Behandlung konnten pro Zelle im Mittel 167 IL8 mRNA-Signale detektiert werden (Median: 167, IQA: 225). Nach 1h der IL-1-Stimulation
stieg die Menge der IL8 mRNA pro Zelle weiter an, so enthielten die Zellen im Mittel 456 IL8 mRNA Signale pro Zelle (Median: 476, IQA:
256). Danach sank die mittlere IL8 mMRNA-Menge pro Zelle wieder ab, auf im Mittel 307 Signale pro Zelle nach 6h (Median: 253, IQA: 443).
Zu den spateren Zeitpunkten nach IL-1 Stimulation deuteten der grof3e Unterschied zwischen Median und Mittelwert, sowie der grof3e

Interquartilsabstand auf eine starke Streuung, und damit auf eine Inhomogenitét innerhalb der Zellpopulation hin.
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Bei der Betrachtung der Form der Violin Plots fallt auf, dass es zu jedem Zeitpunkt nach IL-1 Stimulation eine Gruppe von Zellen gab, die
weniger IL8 mMRNA Signale enthielt als die anderen Zellen. Einen genaueren Einblick in die Aufspaltung der Gesamtpopulation in
Subpopulationen bietet die Darstellung als relative Haufigkeitsverteilung (Abbildung 31B): Nach halbstiindiger IL-1-Stimulation ist die
Aufteilung der Gesamtpopulation in zwei Subpopulationen zu sehen, von der die eine unter 100, und die andere 100 bis 500 IL8 mRNA-
Transkripte enthielt. 27 % der Zellen stellen die Subpopulation mit wenigen Transkripten dar, die Population mit 100-500 Transkripten
machen die restlichen 72 % der Gesamtpopulation aus. Nach einstiindiger IL-1-Stimulation enthielten nur noch 8 % der Zellen weniger als
100 Transkripte, der Rest der Zellen zeigte eine symmetrische Haufigkeitsverteilung. Zu diesem Zeitpunkt zeigte sich in der untersuchten
Zellpopulation die homogenste Transkriptionsaktivitat nach IL-1-Stimulation. Nach einer dreistiindigen Behandlung mit IL-1 zerfiel die
Gesamtpopulation in eine dreigipflige Haufigkeitsverteilung, wobei 24 % der Zellen unter 100 IL8 mRNA-Signale, 59 % der Zellen zwischen
100 und 700 IL8 mRNA Signale und 17 % der Zellen zwischen 700 und 1164 IL8 mRNA-Transkripte besalRen. Auch nach sechsstindiger
IL-1-Stimulation zeigte die Haufigkeitsverteilung eine zweigipflige Form, mit dem ersten Gipfel unter 100 IL8 mRNA-Signale pro Zelle und
dem zweiten Gipfel zwischen 100 und 1100 IL8 mRNA-Signale.

Die ,low expressing“-Subpopulation war nach einstindiger IL-1-Behandlung am kleinsten. Darum wére es vorstellbar, dass es bei der low
expressing-Subpopulation um Zellen handelt, in denen noch keine IL8 mRNA-Transkripte nach einem Stimulationszeitraum von 0,5h
hergestellt wurden. 3h und 6h nach der IL-1-Stimulation wurde die low expressing Subpopulation wieder groRer und kénnte sich aus Zellen
zusammensetzen, die noch nie oder nicht mehr IL8 mMRNA exprimierten. Im Kontrast zu den Zellen mit unter 200 IL8 mRNA-Signalen stand
die Gruppe von Zellen, die nach 3h und 6h IL-1-Behandlung besonders viele (nach 3h bis zu 1164) IL8 mMRNA-Transkripte enthielt.

In Abbildung 31C sind der Median, die Quartile und die Haufigkeitsverteilung der IL6 mMRNA Signale, die pro Zelle detektiert wurden als
Violin Plot visualisiert. In unbehandelten hTERT-RPE1-Zellen kamen im Mittel 9 IL6 mRNA-Signale vor (Median: 7, IQA: 8). Nach
halbstindiger Stimulation mit IL-1 nahm die IL6 mMRNA-Menge pro Zelle im Mittel auf 34 Signale zu (Median: 15, IQA: 35). Die maximale
mittlere IL6 MRNA-Menge pro Zelle wurde nach 3h mit dem IL-1-Stimulus erfasst und lag bei 82 Signalen pro Zelle (Median: 41; IQA: 105).
Durch 6h IL-1-Behandlung sanken die mittleren IL6 mRNA-Signale pro Zelle wieder leicht auf 73 Signale pro Zelle (Median: 28; IQA: 93).
Der Unterschied zwischen Mittelwert und Median, sowie der grof3e Interquartilsabstand deuten auf eine starke Streuung und viele Ausreil3er
mit groBen IL6 MRNA-Mengen hin. Auch in der Form der Violin Plots zeigte sich, dass es eine grof3e Subpopulation an Zellen gab, die
moderate Mengen IL6 exprimierten und eine Subpopulation, die sich aus Ausrei3ern mit starker IL6 Expression zusammensetzte. Die
relative Haufigkeitsverteilung stellt die Subpopulationen genauer dar (Abb. 31D). In unbehandeltem Zustand wurden in den meisten Zellen
(62 %) unter 20 IL6 mRNA-Signale detektiert und mehr als 60 Signale kamen in keiner Zelle vor. Nach 0,5h der IL-1-Stimulation wurden
ebenfalls in den meisten Zellen unter 20 IL6 mMRNA Signale gefunden, allerdings war die Verteilung nach rechts verschoben, was unter
anderem daran ersichtlich ist, dass nur noch 39 % der Zellen weniger als 20 Signale enthielten. 1h, 3h und 6h der IL-1-Behandlung flhrten
zu einer noch weiter nach rechts verschobenen Verteilung, die ihren Haufigkeitsgipfel bei 20 bis 40 IL6 mRNA-Transkripten pro Zelle hatte.
Dabei hatte die Haufigkeitsverteilung der IL-1 Stimulation eine sehr linksgipflige Form, mit einer starken Streuung in die Richtung grol3erer
IL6 mMRNA-Mengen. So enthielten 1h nach dem IL-1 Stimulus etwa 24 % der Gesamtpopulation zwischen 100 und 720 IL6 mRNA-Signale.
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Abbildung 31: Quantifizierung der IL8 und IL6 mMRNA-Signale pro Zelle in IL-1 stimulierten hTERT-RPE1-Zellen .

A: Darstellung der Mediane, Quartile und der Haufigkeitsverteilung der IL8 mRNA-Signale pro Zelle in einem Violin Plot aus 3 voneinander unabhangigen Experimenten
in den Gesamtpopulationen von mindestens 344 Zellen pro Bedingung. Mittels Dunnett's Test wurden die Mittelwerte der behandelten Populationen gegen die der
unbehandelten Population mit einem Signifikanzniveau von p=0,05 getestet. ****: p<0,0001. B: Darstellung der relativen Haufigkeitsverteilung der IL8 mRNA-Signale pro
Zelle. C: Darstellung der Mediane, Interquartilsabstande und der Haufigkeitsverteilung der IL6 mRNA-Signale pro Zelle in einem Violin Plot aus 3 voneinander
unabhangigen Experimenten in den Gesamtpopulationen von mindestens 302 Zellen pro Bedingung. Mittels Dunnett's Test wurden die Mittelwerte der behandelten
Populationen gegen die der unbehandelten Population mit einem Signifikanzniveau von a =0,05 getestet. ****: p<0,0001. D: Darstellung der relativen Haufigkeitsverteilung
der IL6 MRNA-Signale pro Zelle.

Allgemein ist festzuhalten, dass in unbehandelten hTERT-RPE1-Zellen kaum mRNA fiur IL8 oder IL6 vorhanden war. Dies deutet darauf
hin, dass die Zellen nicht voraktiviert waren, was zur Verfélschung der Ergebnisse der Untersuchungen intranukledrer Distanzen hatte
fuhren kdnnen. Die Expression von IL8 wurde durch IL-1 auf ein Vielfaches des Ausgangswertes induziert, wohingegen die
Transkriptionsaktivitat der einzelnen Zellen fir IL6 meist nur leicht erhdht wurde. Der Ablauf und die Starke der IL-8 und IL6 mRNA-Induktion
entspricht bereits beobachteten Mustern fir diesen Zelltyp (Maldmann 2021)und kann somit als normal eingeordnet werden. Aus diesem
Grund konnten diese Versuche fir weitere Analysen verwendet werden. Weiterhin ist festzustellen, dass die Transkription von IL8 und IL6
in der isogenen Zellpopulation nicht homogen zu erfolgen scheint, sondern sich vor allem nach 0,5h, 3h und 6h IL-1-Behandlung

Subpopulationen bildeten, die als low expressors und high expressors beschrieben werden kénnten.

4.4 Zusammenhang zwischen der Transkriptionsaktivitadt und dem Vorkommen aktiver

Transkriptionsstellen
Die im letzten Abschnitt dargelegten Beobachtungen warfen die Frage auf, ob die Inhomogenitat der Transkriptionsaktivitat der Zellen mit
dem Vorkommen oder der Abwesenheit aktiver Transkriptionsstellen zusammenhing. Fir die Beantwortung dieser Frage, wurde die
Gesamtpopulation der mit der IL8 mMRNA-Sonde markierten Zellen in zwei Gruppen - Zellen ohne IL8 pra&-mRNA-Signal und Zellen mit ein

oder zwei IL8 pra-mRNA Signalen - geteilt. Ebenso wurde mit den mit der IL6 mRNA-Sonde inkubierten Zellen verfahren, und somit die
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Gesamtpopulation dieses Ansatzes in die Gruppen ,kein“ und ,ein bis zwei IL6 pra-mRNA-Signale” unterteilt. Die Anzahl der IL8 und IL6
MRNA-Transkripte pro Zelle wurde anschlieRend fir die beiden Subpopulationen getrennt als Violin Plot dargestellt (Abb. 32A und E).

In den unstimulierten Zellen waren keine IL8 pra-mRNA-Signale detektierbar (vergleiche Kapitel 4.3.3.). Daher konnte fir diese Bedingung
kein Vergleich zwischen Zellen mit und ohne pra-mRNA-Signalen durchgefuhrt werden. In Abbildung 30A-D wurden die unbehandelten
Zellen aus diesem Grund nicht mitaufgefiihrt. Nach ein-, drei-, und sechsstiindiger IL-1-Stimulation konnten im Mittel signifikant mehr IL8
MRNA-Signale pro Zelle in Zellen mit IL8 pra-mRNA-Signalen ermittelt werden als in Zellen ohne (Sidaks-Test, p<0,05) (Abb. 32A).
Weiterhin waren die Haufigkeitsverteilungen der beiden Subpopulationen unterschiedlich (Abb. 32 A, C, D): In der Gruppe ohne aktive IL8
Genloci konnten nach halbstiindiger IL-1-Behandlung 40 % der Zellen der in Kapitel 4.3.3 beschriebenen low expressing Subpopulation
zugeteilt werden, da sie unter 100 IL8 mRNA-Transkripte enthielten. In den Zellen mit aktiven IL8 Genloci war diese Subpopulation nach
0,5h IL-1 nur 16 % der Zellen stark und damit viel kleiner. Dieser Unterschied blieb im Zeitverlauf bestehen, so enthielten nach einstiindiger
IL-1-Behandlung 15 % der Zellen ohne pra-mRNA-Signale weniger als 100 IL8 mRNA-Transkripte, in den Zellen mit pra&-mRNA-Signalen
dagegen nur 2% der Zellen. Auch nach dreistundiger IL-1-Stimulation war die low expressing Subpopulation in Zellen mit IL8 pr&-mRNA-
Signalen kleiner (16 % der Zellen) als in Zellen ohne (31 % der Zellen). Dagegen enthielt die high expressing Subpopulation, in deren Zellen
mehr als 100 IL8 mRNA Signale pro Zelle detektiert werden konnten, nach 3h IL-1-Stimulation in der Gruppe mit aktiven Genloci mit 84 %
der Zellen mehr Zellen als in der Gruppe ohne aktive Genloci (69 % der Zellen). Nach 6h IL-1-Stimulation gab es in der Subpopulation mit
pra-mRNA-Signalen mit 2 % der Zellen besonders wenige Zellen mit unter 100 IL8 mRNA-Signalen, aber viele Zellen (98 %) mit mehr als
100.

So kann insgesamt festgehalten werden, dass die IL8 mRNA-Menge, damit zusammenhing, ob zum Zeitpunkt der Fixierung gerade aktive
Transkription in der jeweiligen Zelle stattfand. Insbesondere zeigte sich eine prolongierte IL8 mMRNA-Synthese in den Zellen mit ebenfals
aktiven Genen, worauf geschlossen werden kann, dass eher pra- und -transkriptionelle und nicht posttranskriptionelle Veranderungen fir
eine heterogene und prolongierte Reaktion auf IL-1. Allerdings zeigte der Vergleich der mittleren IL8 mMRNA-Menge in Zellen mit
monoallelischer Transkription mit der mittleren IL8 mMRNA-Menge in Zellen mit biallelischer IL8 mMRNA-Transkription nur nach sechsstindiger
IL-1-Behandlung einen signifikanten Unterschied (Sidaks-Test, p=0,05) (Abbildung 30B). Also schien die biallelische im Vergleich zur
monoallelischen Genaktivierung fir die Menge der IL8 mRNA nur eine untergeordnete Rolle zu spielen.

Abbildung 30E stellt den Median, die Quartile und die Haufigkeitsverteilung der IL6 mMRNA-Signale pro Zelle in Zellen mit ein oder zwei und
in Zellen ohne IL6 pra-mRNA-Signale fur die verschiedenen Zeitpunkte nach IL-1-Stimulation dar. Auch fir dieses Zytokin waren signifikant
grolRere Mengen mRNA in Zellen mit pra-mRNA-Signalen als in den Zellen ohne pra&-mRNA zu detektieren (Sidaks-Test, p<0,05). Des
Weiteren streute die IL6 mMRNA-Menge in den Zellen mit IL6 pra-mRNA-Signalen weiter. Auch die Dynamik der mRNA-Transkription
unterschied sich zwischen den beiden Gruppen: Die Zellen ohne IL6 pra-mRNA-Signale zeigten die maximale mittlere IL6 MRNA-
Expression nach 1h der IL-1-Behandlung (Mittelwert: 62). Zu spateren Zeitpunkten war die IL6 mMRNA-Expression wieder gesunken. In den
Zellen mit pra-mRNA Signalen war die maximale mittlere IL6 mRNA-Expression mit im Mittel 160 Signalen deutlich gréRer und wurde erst

nach sechsstiindiger IL-1-Stimulation erreicht.
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Abbildung 32: Quantifizierung der IL8 und IL6 mMRNA-Menge in einzelnen Zellen in Abhangigkeit des Vorliegens aktiver Transkriptionsorte.

A: Aufteilung der Gesamtpopulation des Ansatzes mit IL8 mRNA in zwei Subpopulationen: ,mit 1 oder 2“ und ,ohne® IL8 pra&-mRNA-Signale. Darstellung des Medians,
der Quartile und der Haufigkeitsverteilung der IL8 mRNA-Menge in den beiden Subpopulationen zu den verschiedenen Zeitpunkten nach IL-1-Stimulation. Vergleich der
mittleren 1L8 mRNA-Mengen mit und ohne IL8 pr&-mRNA-Signale derselben Zeitpunkte nach IL-1 mit dem Sidaks-Test mit dem Signifikanzniveau 0,05. Einschluss von
mindestens 135 Zellen pro Bedingung. **: p<0,01, ***: p<0,001, ****: p<0,0001. B: Aufteilung der Gesamtpopulation des Ansatzes mit IL8 mRNA in drei Subpopulationen:
»mit 1 IL8 pr&-mRNA-Signal“, ,mit 2 IL8 pr&-mRNA-Signale“ und ,ohne IL8 pré&-mRNA-Signale“. Darstellung des Medians, der Quartile und der Haufigkeitsverteilung der
IL8 mRNA-Menge den Subpopulationen zu den verschiedenen Zeitpunkten nach IL-1-Stimulation. Vergleich der mittleren IL8 mMRNA-Mengen mit und ohne IL8 pra-mRNA-
Signale derselben Zeitpunkte nach IL-1 mit dem Sidaks-Test mit dem Signifikanzniveau 0,05. Einschluss von mindestens 64 Zellen pro Bedingung. ***: p<0,001. C:
Relative Haufigkeitsverteilung (%) der IL8 mRNA pro Zelle in der Subpopulation ,ohne IL8 prd-mRNA-Signal“. Einschluss von mindestens 135 Zellen pro Bedingung. D:
Relative Haufigkeitsverteilung (%) der IL8 mMRNA pro Zelle in der Subpopulation ,mit 1 oder 2 IL8 pra-mRNA-Signale“. Einschluss von mindestens 135 Zellen pro
Bedingung. E: Aufteilung der Gesamtpopulation des Ansatzes mit IL6 mMRNA in zwei Subpopulationen: ,mit 1 oder 2 und ,ohne“ IL6 pr&-mRNA-Signale. Darstellung des
Medians, der Quartile und der Haufigkeitsverteilung der IL6 mMRNA-Menge in den beiden Subpopulationen zu den verschiedenen Zeitpunkten nach IL-1-Stimulation.
Vergleich der mittleren IL6 mRNA-Mengen mit und ohne IL6 pra&-mRNA-Signale derselben Zeitpunkte nach IL-1 mit dem Sidaks-Test mit dem Signifikanzniveau 0,05. ***:
p<0,001, ****: p<0,0001. Einschluss von 20 unbehandelten Zellen, bzw. mindestens 59 behandelten Zellen pro Bedingung. In Abbildung A-D erfolgte keine Analyse der
unbehandelten Zellen, da in unbehandelten Zellen keine IL8 pra-mRNA-Signale detektiert werden konnten, und somit kein Vergleich méglich war (vergleiche Kapitel
4.3.3)).

Zusammengefasst zeigte diese Analyse, dass die Anzahl der IL8 und IL6 mMRNA-Transkripte damit zusammenhing, ob in der Zelle zeitgleich
die entsprechenden Genorte aktiv waren, wobei die Anzahl der aktiven Gene eine eher untergeordnete Rolle zu spielen schien. Ferner gab
die Untersuchung einen Hinweis darauf, dass auch nach sechsstiindiger Aktivierung des IL-1-Signalweges IL-1-Zielgene aktiv waren, deren

Transkription in diesen Zellen zu grol3en Mengen an Transkripten fihrte.
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4.5 Raumliche Regulation von aktiven Transkriptionsorten fir die IL-1-Zielgene IL8, CXCL2 und IL6

Die Verteilung der Chromosomen und einzelner Chromatinabschnitte innerhalb des Zellkernes nach der Zellteilung erfolgt innerhalb einer
Zellpopulation probabilistisch (Dekker und Misteli 2015). Daher sind fir die Beurteilung des Einflusses von IL-1 auf die Position einzelner
Chromatinabschnitte besonders die fur eine Bedingung haufigste und damit wahrscheinlichste Position von Bedeutung. Um dieser
Eigenschaft gerecht zu werden, wurden die ermittelten radialen Positionen der der aktiven Transkriptionsorte, sowie die Distanzen zwischen
verschiedenen aktiven Transkriptionsorten, als Haufigkeitsverteilungen dargestellt. Je groRBer die untersuchte Stichprobe aus aktiven
Transkriptionsorten war, umso mehr dhnelten die Haufigkeitsverteilungen der Log-Normalverteilung. Wenn dagegen nur die Betrachtung
weniger aktiver Transkriptionsorte und intergenetischer Distanzen mdglich war, wich die Haufigkeitsverteilung jedoch davon ab, wurde
unubersichtlich und schwer beurteilbar. Wurde in diesen Fallen, um die Ubersichtlichkeit zu erhéhen, die Verteilung in das Model der Log-
Normalverteilung eingepasst, gingen allerdings Informationen verloren. Fir die Erleichterung der Interpretation, werden im Ergebnisteil
dieser Arbeit an die Log-Normalverteilung angepasste Haufigkeitsverteilungen gezeigt. Diese wurden jeweils unter Beriicksichtigung der im

Anhang erganzten ungefitteten Haufigkeitsverteilungen interpretiert, um Fehlinterpretationen zu vermeiden.

4.5.1 Radiale Position von aktiven Transkriptionsorten

Aus bislang unveréffentlichten DNA-FISH Daten der Arbeitsgruppe Kracht ging hervor, dass sich die mittlere Distanz des IL8- und des IL6-
DNA-Locus zum Kernzentrum in hTERT-RPE-1-Zellen nach einstindiger IL-1-Behandlung signifikant verringerte. Fir verschiedene Gene
wie den proneuronalen Regulator Achaete-Scute-Homolog 1 (Williams et al. 2006), die glial fibrillary acidic protein-Gene (Takizawa et al.
2008), INO1 und GAL1 (Brickner und Walter 2004), das major histocompatibility complex-Gencluster und dem epidermal differentiation
complex (Volpi et al. 2000; Williams et al. 2002) wurde eine Assoziation zwischen transkriptioneller Aktivierung und ihrer radialen Position
gezeigt. Aktive Gene befinden sich demnach eher im Zentrum des Zellkerns bzw. bewegen sich in diese Richtung (Takizawa et al. 2008;
Brickner und Walter 2004; Williams et al. 2006; Williams et al. 2002). Inwieweit dieses Phanomen auch fur hochaktive Zytokin- bzw.

Chemokingene zutraf und einer IL-1-abhangigen Regulation unterliegt, ist unbekannt.

Es ergab sich daher die Fragestellung, ob ein solcher Zusammenhang auch fir IL-1-induzierte Gene feststellbar ist. Daher wurden in dieser
Arbeit die radialen Positionen der aktiven Genloci und der aktiven Transkriptionsstellen fir IL8, CXCL2 und IL6 in unbehandelten hTERT-
RPE-1 Zellen sowie nach 0,5h, 1h, 3h und 6h IL-1-Stimulation untersucht. Hierzu wurde die radiale Position der in der RNA-FISH (Abb. 26,
28) detektierten pra-mRNA-Signale beziehungsweise der Kolokalisationen aus pra-mRNA und mRNA desselben Genes durch die Icy
Bioimaging Software gemessen und als Wert zwischen 0 und 1 angegeben, wobei O fiir das Kernzentrum und 1 fur die Kernperipherie stand
(siehe Kapitel 3.3.4, 3.3.5, 3.3.6).

In Abbildung 33A sind der Median, die Quartile und die Haufigkeitsverteilung der radialen Position der IL8 pra-mRNA-Signale als Violin Plot
dargestellt. In unbehandelten Zellen wurden keine IL8 pr&-mRNA-Signale detektiert, weswegen auch keine radialen Positionen ermittelt
werden konnten (vergleiche Kapitel 4.3.2). Ein Vergleich der Genposition in unbehandelten Zellen mit der Position der aktiven Genloci in
behandelten Zellen war daher nicht mdglich. Nach halbstiindiger und dreistiindiger Stimulation mit IL-1 waren die pra-mRNA-Signale im
Mittel bei 0,6 lokalisiert, nach 1h und 6h der IL-1-Stimulation bei 0,7. Damit waren die aktiven Genloci im Mittel nach 1h signifikant peripherer
lokalisiert als nach 0,5h IL-1-Behandlung (Tukey-Test, p<0,05). Zwischen den Ubrigen Inkubationsintervallen bestand kein signifikanter
Unterschied. Die Abbildung 33B zeigt die, in die Log-Normalverteilung eingepassten, Haufigkeitsverteilungen genauer (vergleiche Abb.
59A). Die Haufigkeitsverteilungen waren fur alle Bedingungen rechtsgipflig und zeigten die haufigste Auspragung nach 0,5h, 1h und 6h IL-
1-Behandlung zwischen 0,7 und 0,8 (30 %, 25 % und 26 % der Zellen), und nach dreistindiger IL-1-Stimulation bei zwischen 0,8 und 0,9
(26 % der Zellen). Zwischen 0,1 und 0,9 kamen alle Genpositionen vor, wobei zwischen 0 und 0,5 11 % der Genloci und zwischen 0,5 und
1 89 % der Genloci lokalisiert waren. Daraus kann geschlossen werden, dass die IL8 pra-mRNA-Signale nach IL-1-Behandlung mit héherer
Wahrscheinlichkeit in der peripheren Kernhélfte lokalisiert waren.

Bei der Betrachtung des Medians, der Quartile und des Mittelwerts der radialen Position der ATS fir IL8 nach IL-1-Stimulation Uber
verschiedene Intervalle (Abb. 33C) fielen keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Bedingungen auf (Tukey-Test,
p>0,05). Allerdings erschienen die Kurven der, in die Log-Normalverteilung eingepassten, sowie der ungefitteten Haufigkeitsverteilung (Abb.
33D und Anhang Abb. 59B) nach halbstindiger IL-1-Stimulation im Verhéltnis zu den anderen Zeitpunkten tendenziell nach links
verschoben. Dies kann ein Hinweis, darauf sein, dass die ATS fir IL8 nach 0,5h IL-1-Behandlung mit einer geringfligig hoheren
Wahrscheinlichkeit ndher beim Kernzentrum positioniert waren als zu anderen Zeitpunkten der Stimulation.

Sowohl die signifikant peripherere mittlere Position des aktiven IL8 Genlocus nach einstindiger im Vergleich zu halbstindiger IL-1-
Stimulation, als auch die tendenzielle Linksverschiebung der Haufigkeitsverteilung der radialen Positionen der ATS fir IL8 nach

halbstindiger Stimulation wiesen auf eine Bewegung der aktiven IL8 Genloci innerhalb des Zellkerns nach IL-1-Stimulation hin. Aufgrund
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der fehlenden Daten aus unbehandelten Zellen kann nicht gesagt werden, ob es sich dabei um eine Bewegung der Genloci nach 0,5h zum
Kernzentrum hin, um ihre Bewegung vom Kernzentrum weg nach 1h und 3h IL-1-Stimulation oder um zufallige Unterschiede handelte. Fur
die zufalligen Unterschiede sprechen die haufigen Tests im Rahmen des Tukey-Tests und dass jeweils kein Unterschied fiir die 6h-Probe
vorlag.

Der Median, die Quartile und die Haufigkeitsverteilung der radialen Position der aktiven CXCL2-Genloci wird in Abbildung 33E als Violin
Plot dargestellt. Auch fir CXCL2 wurden in unbehandelten Zellen nur 11 pra-mRNA-Signale detektiert, sodass die Position dieser Genloci
nur vorsichtig auf die Grundgesamtheit bezogen werden kann. Der Mittelwert von 0,7, sowie die Lokalisation der mittleren 50% der aktiven
CXCL2-Loci zwischen 0,55 und 0,80, zeigten, dass sich die aktiven CXCL2-Loci in den unbehandelten Zellen eher in der peripheren
Kernhélfte befanden. Die mittlere radiale Position der unbehandelten Zellen und aller Zeitpunkte nach IL-1-Stimulation unterschieden sich
nicht signifikant voneinander (Tukey-Test, p>0,05), wobei die Mittelwerte mit 0,6 minimal kleiner waren als in der unbehandelten Population.
Die relative Haufigkeitsverteilung der radialen Position des CXCL2-Locus ist in Abbildung 33F sowie im Anhang Abbildung 59C. gezeigt. In
beiden Darstellungsformen stellte sich die radiale Position nach IL-1-Behandlung symmetrisch dar und hatte nach halbstindiger IL-1-
Stimulation die haufigste Position zwischen 0,7 und 0,8 sowie zu den anderen Zeitpunkten zwischen 0,6 und 0,7. In der, an die Log-
Normalverteilung angepassten Darstellung erschienen die Haufigkeitsverteilungen nach 1h, 3h und 6h IL-1-Behandlung im Vergleich zu
den Haufigkeitsverteilungen der unbehandelten Zellen und nach halbstindiger Behandlung geringfligig nach links verschoben. Diese
Verschiebung der CXCL2-Genloci Richtung Zentrum zeigte sich in Abbildung 59C jedoch nicht.

Eine signifikante Anderung der mittleren Position des aktiven CXCL2-Gens nach einer Behandlung mit IL-1 oder in ihrem Zeitverlauf konnte
nicht gezeigt werden. Die haufigste Position der CXCL2-Genloci nach halbstindiger IL-1-Stimulation war peripherer als fir die anderen
Zeitpunkte. Erschwert wurde die Auswertung auch fiir dieses Gen dadurch, dass in unbehandelten Zellen kaum aktive Genloci erfasst

werden konnten.
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Abbildung 33: Untersuchung radialer Positionen von aktiven Genen und aktiven Transkriptionsstellen (ATS) auf Chromosom 4.

Angabe der radialen Position als dimensionslose Grof3e, dabei markiert 0 das Kernzentrum und 1 die Kernperipherie. A: Darstellung des Medians, der Quartile und der
Haufigkeitsverteilung der radialen Position der aktiven IL8-Genloci (pra-mRNA-Signale in der RNA-FISH) mit Daten aus 3 voneinander unabhéngigen Experimenten und
mindestens 203 gemessenen Distanzen nach IL-1-Stimulation. Statistischer Vergleich der Mittelwerte aller Populationen miteinander mithilfe des Tukey-Tests mit dem
Signifikanzniveau a =0,05. *: p<0,05. B: Relative Haufigkeitsverteilung der radialen Positionen der aktiven IL8-Genloci angepasst an die Log-Normalverteilung. Fur die
unangepasste Haufigkeitsverteilung siehe Anhang unter Abbildung 59A. C: Darstellung des Medians, der Quartile und der Haufigkeitsverteilung der radialen Position der
ATS fir IL8 (d.h. Kolokalisation eines IL8 pra-mRNA-Signals mit einem Signal der korrespondierenden mRNA in der RNA-FISH) mit Daten aus 3 voneinander
unabhangigen Experimenten und mindestens 173 gemessene Distanzen nach IL-1-Stimulation. D: Relative Haufigkeitsverteilung der radialen Positionen der ATS fir IL8
angepasst an die Log-Normalverteilung. Fir die unangepasste Haufigkeitsverteilung siehe Anhang unter Abbildung 59B. E: Darstellung des Medians, der Quartile und
der Haufigkeitsverteilung der radialen Position der aktiven CXCL2-Genloci (pra-mRNA-Signale in der RNA-FISH) mit Daten aus 3 voneinander unabhangigen
Experimenten und mindestens 11 gemessene Distanzen, bei weniger als 15 Werten wurden alle Einzelwerte im Violin Plot markiert. F: Relative Haufigkeitsverteilung der
radialen Positionen der CXCL2 pra-mRNA-Signale angepasst an die Log-Normalverteilung. Fir die unangepasste Haufigkeitsverteilung siehe Anhang unter Abbildung 56
C.

In Abbildung 34A werden der Median, die Quartile und die Haufigkeitsverteilung der radialen Position von IL6 pra-mRNA-Signalen als Violin
Plot gezeigt. In unbehandelten Zellen wurden insgesamt nur 33 IL6 pra-mRNA-Signale detektiert, welche im Mittel bei 0,6 positioniert waren.
Nach IL-1-Behandlung konnten deutlich mehr IL6 pra-mRNA-Signale detektiert werden, deren Position fir alle Zeitpunkte im Mittel ebenfalls

bei 0,6 lag, womit sich die Positionen der verschiedenen Bedingungen nicht signifikant voneinander unterschieden (Tukey-Test, p>0,05).
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Die dazugehorigen Haufigkeitsverteilungen (Abb. 34B) stellten sich rechtsgipflig dar, weil in jeder Bedingung mehr als 60 % der aktiven
Genloci in der peripheren Kernhalfte (zwischen 0,5 und 1) lagen, obwohl im Bereich zwischen 0 und 0,9 alle Genpositionen detektiert
werden konnten. In der Verteilung der unbehandelten Zellen waren drei Subpopulationen zu erkennen: in 21 % der Zellen (7 Zellen) lagen
die aktiven IL6 Genloci zwischen 0,4 und 0,5, in 21 % der Zellen (7) zwischen 0,6 und 0,7 und in 24 % der Zellen zwischen 0,8 und 0,9.
Aufgrund der geringen Anzahl der analysierten aktiven Genloci wurde angenommen, dass diese Subpopulationen zufallig entstanden waren
und auf der geringen StichprobengréRe beruhten. Die Stichprobengrof3e war in den unbehandelten Zellen so klein, da ohne Stimulus nur
eine geringe IL6-Transkriptionsaktivitat vorlag (vergleiche Kapitel 4.3.2. und 4.3.3.). In unbehandelten Zellen, sowie nach 0,5h, 3h und 6h
IL-1-Behandlung lagen am meisten Zellen zwischen 0,8 und 0,9, nach 1h war die haufigste Genposition zwischen 0,7 und 0,8. Dies zeigt
sich im Histogramm als geringfligige Verschiebung der zur einstiindigen IL-1-Behandung gehdrenden Verteilung nach links im Vergleich
zu den Verteilungen der anderen Zeitpunkte und kdnnte ein Hinweis auf eine zentralere Lage der IL6 Genloci nach einstindiger IL-1-
Stimulation sein. Aufféllig war fur diesen Zeitpunkt weiterhin eine kleine Subpopulation aus 7,43 % der Zellen (9 Zellen) mit deutlich
zentralerer Position bei 0,3 bis 0,4. Diese kdnnte aufgrund ihrer geringen Grof3e auch zuféllig entstanden sein.

Der Median, die Quartile und die Haufigkeitsverteilung der radialen Positionen der ATS fir IL6 sind in Abbildung 34C als Violin Plot
visualisiert. In unbehandelten Zellen konnte nur eine ATS detektiert werden, sodass nur die Positionen der ATS fir IL6 in behandelten
Zellen verglichen wurden. Im Mittel hatten diese nach allen Zeitintervallen der IL-1-Behandlung eine Position bei 0,6 und unterschieden sich
nicht signifikant voneinander (Tukey-Test, p>0,05). Die Haufigkeitsverteilung aller Zeitpunkte nach IL-1-Behandlung (Abb. 34D) war sehr
rechtsgipflig und die haufigste Lokalisation war jeweils zwischen 0,8 und 0,9. Zu jedem Zeitpunkt waren mehr als 75 % der ATS in der
peripheren Kernhélfte zwischen 0,5 und 1 lokalisiert, obwohl nach 0,5h, 1h und 3h der IL-1-Stimulation alle radialen Positionen zwischen
0,2 und 1, nach 6h alle zwischen 0 und 1 vorkamen. Auch fiir die ATS fiel nach einstiindiger Stimulation mit IL-1 eine kleine Subpopulation
aus 8,89 % der Zellen (4 Zellen) mit deutlich zentralerer Position bei 0,3 bis 0,4 auf, die auch hier so klein war, dass sie zufallig entstanden
sein konnte. Beim Vergleich der Haufigkeitsverteilungen nach verschiedenen Zeitpunkten konnte beobachtet werden, dass die Verteilung
nach 0,5h am starksten links lag und die nach 3h und 6h eher weiter rechts. Dies konnte ein Hinweis auf eine Verschiebung der aktiven
IL6-Transkriptionsstellen nach 0,5h IL-1-Stimulation in Richtung Kernzentrum oder nach 3h und 6h in Richtung Peripherie sein.

Insgesamt konnte festgestellt werden, dass sowohl die aktiven Genloci als auch die ATS fur IL6 hé&ufiger in der peripheren Kernhélfte
lokalisiert waren. Auch fir dieses Gen konnte keine signifikante Veranderung der mittleren Genposition in mit IL-1 stimulierten Zellen und
im Zeitverlauf nach der Stimulation festgestellt werden. Bei der Betrachtung der Histogramme der Positionen der IL6 pra-mRNA-Signale
und der IL6 ATS stellten sich die Genloci nach halb- und einstiindiger IL-1-Behandlung, im Vergleich zu den Verteilungen nach 3h und 6h,
geringfligig nach links verschoben dar, was ein Hinweis auf eine leichte Zentralisierung der IL6 Genloci nach 0,5h und 1h sein konnte.
Weitere Hinweise auf eine solche Bewegung der IL6 Genloci war die, im Vergleich zu den anderen Bedingungen, wahrscheinlichste
zentralere Position der IL6 Genloci nach einstindiger Stimulation mit IL-1, sowie die Subpopulation, die bei 0,3 bis 0,4 deutlich zentraler

positioniert war als der Rest der Zellen und die nur zu diesem Zeitpunkt zu beobachten war.
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Abbildung 34: Radiale Position von aktiven Genen und ATS auf Chromosom 7.

A: Darstellung des Medians, der Quartile und der Haufigkeitsverteilung der radialen Position der aktiven IL6-Genloci (pré-mRNA-Signale in der RNA-FISH) mit Daten aus
3 voneinander unabhangigen Experimenten und mindestens 33 gemessenen Distanzen. B: Relative Haufigkeitsverteilung der radialen Positionen der aktiven IL6-Genloci.
C: Darstellung des Medians, der Quartile und der Haufigkeitsverteilung der radialen Position der ATS fir IL6 (d.h. Kolokalisation eines IL6 pr&-mRNA-Signals mit einem
Signal der korrespondierenden mRNA in der RNA-FISH) mit Daten aus 3 voneinander unabhangigen Experimenten und mindestens 45 gemessenen Distanzen nach IL-

1-Stimulation. In der unbehandelten Probe konnte nur 1 Distanz gemessen werden, die als Einzelwert eingetragen wurde. D: Relative Haufigkeitsverteilung der radialen
Positionen der ATS fir IL6.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass aktive IL8-, CXCL2- und IL6-Genloci haufiger in der peripheren Kernhélfte lokalisiert waren. Damit
waren alle drei durch IL-1 induzierbaren Gene in einem &hnlichen Abschnitt des Zellkerns positioniert. Der Vergleich der Genpositionen in
unbehandelten Zellen mit denen in Zellen nach IL-1-Behandlung war aufgrund der geringen Zahl der aktiven Genorte in unstimulierten
Zellen nicht méglich. Es ist daher denkbar, dass die Genloci in unbehandelten Zellen und im inaktiven Zustand weiter peripher lokalisiert
sind, eine putative Anderung der Position der Genloci im Rahmen ihrer Aktivierung in den ersten 30 Minuten stattfindet und in diesen
Experimenten nicht nachgewiesen werden kann. Signifikante Unterschiede lieBen sich nur zwischen der Genposition des IL8-Locus in 0,5h
und 1h mit IL-1 behandelten Zellen dokumentieren. Allerdings gab es Hinweise auf eine Bewegung der aktiven IL8-Genloci nach
halbstindiger IL-1 Stimulation zum Kernzentrum hin bzw. ihre Bewegung vom Kernzentrum weg nach 1h und 3h IL-1 Stimulation. Weiter
deuteten die Haufigkeitsverteilungen eine, im Vergleich mit den anderen Bedingungen, peripherere Lokalisation der aktiven CXCL2-Genloci
nach 0,5h IL-1-Behandlung an. Fir die aktiven Genloci von IL6 ergaben die Haufigkeitsverteilungen verschiedene Hinweise auf eine

Bewegung dieser nach halb- und einstiindiger Behandlung mit IL-1 in Richtung Zentrum.

4.5.2 Interallelische Distanzen zwischen Transkriptionsorten in Zellen mit biallelischer Genexpression

Raumliche Nahe ist einer der wichtigsten Voraussetzungen fir die Interaktion verschiedener Chromatinabschnitte miteinander (Finn et al.
2019). Weiterhin wurde die gleichzeitige Transkription mehrerer Gene in sogenannten Transkriptionsfabriken gezeigt (Maass et al. 2019;
Rieder et al. 2012). In diesen Transkriptionsfabriken konzentrieren sich verschiedene koregulierte Gene mit mehreren Typ 2 Polymerasen,
Transkriptionsfaktoren und Nukleotiden auf engstem Raum, sodass die fur die Transkription benétigten Makromolekile in hoher
Konzentration und Aktivitat vorliegen. Es wird vermutet, dass auf diese Weise die Effizienz und Synchronization der Transkription gesteigert
wird (Rieder et al. 2012). In diploiden Zellen, wie den hTERT-RPE1-Zellen, liegen zwei Allele eines Gens vor die, wie in Kapitel 4.3.2 gezeigt

wurde, auch gleichzeitig, also biallelisch, exprimiert werden kénnen.
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Mit der Fragestellung, ob die Induktion der Transkription der Gene IL-8, CXCL-2 und IL-6 durch IL-1-Behandlung zu einer Anndherung
beider Allele der jeweiligen Gene fihrt, was ein Hinweis auf eine Koregulation oder die gemeinsame Transkription in einer
Transkriptionsfabrik sein konnte, wurde als Nachstes untersucht, ob und wie sich die Distanzen zwischen den Genloci nach IL-1-Stimulation
verandern. Mittels DNA-FISH-Experimenten konnte bereits gezeigt werden, dass sich die Distanz zwischen beiden Allelen von IL8 und IL6-
DNA-Loci nach einstiindiger IL-1-Stimulation im Vergleich zu unbehandelten Zellen signifikant verringerte (unveroffentlichte Daten AG
Kracht). Fur die Untersuchung des Einflusses der transkriptionellen Aktivierung der Gene auf diese Beobachtung sollte im Rahmen dieser
Arbeit die Distanz zwischen zwei Allelen der aktiven Genloci fur IL8, CXCL2 und IL6 untersucht werden. Als Marker fiir die aktiven Genloci
wurden, wie in den vorhergehenden Analysen die jeweiligen pra&-mRNA-Signale aus der RNA-FISH (Abb. 26 und 28) genutzt und deren
Distanzen zueinander mit der Icy Bioimaging Software gemessen (siehe Kapitel 3.3.4, 3.3.5, 3.3.6). Fur den Vergleich von Distanzen, die
in Zellkernen unterschiedlicher GréRe gemessen worden waren, wurden die Distanzen als prozentualer Anteil der Kernfliche angegeben.
In Abbildung 33A sind der Median, die Quartile und die Haufigkeitsverteilung der Distanz zwischen zwei IL8 pra-mRNA-Signalen relativ zur
gesamten Kernflache als Violin Plot dargestellt. In unbehandelten Zellen konnten keine interallelischen Distanzen erfasst werden, da die
Gene nicht nennenswert exprimiert wurden. Nach halbstiindiger IL-1-Stimulation waren beide IL8-Allele im Mittel 6,19 % der Zellkernflache
voneinander entfernt. Nach 1h waren es 6,58 % der Kernflache, nach 3h 6,61 % und nach 6h 5,77 %. Dies konnte darauf hindeuten, dass
sich die Allele im Zeitverlauf der IL-1-Stimulation tendenziell voneinander entfernten und nach 6h wieder naher beieinander lokalisiert waren.
Jedoch waren die Unterschiede extrem klein und nicht signifikant (Tukey-Test, p>0,05).

In der Haufigkeitsverteilung der relativen Distanz zwischen den IL8-Allelen (Abb. 35B) stellte sich die Verteilung annahernd log-
normalverteilt dar und erstreckte sich auf Distanzen zwischen 1 und 19 % der Kernflachen. Die meisten Distanzen (31 bis 34 % der
Distanzen) waren zu jedem Zeitpunkt nach IL-1-Stimulation zwischen 5 und 7 % der Kernflache grof3. Beim Vergleich der Verteilungen der
verschiedenen Zeitpunkte fiel auf, dass die Verteilung nach 0,5h im Verhdltnis zu den anderen Zeitpunkten nach links verschoben war. Dies
sprach ebenfalls fiir eine Entfernung der aktiven IL8-Genloci voneinander nach 1h, 3h und 6h IL-1 IL-1-Stimulation oder eine Annaherung
der IL8-Genloci nach 0,5h Stimulation aneinander.

In Abbildung 35C werden der Median, die Quartile und die Haufigkeitsverteilung der Distanz zwischen beiden CXCL2-Genloci gezeigt.
Abbildung 35D veranschaulicht die Haufigkeitsverteilung der interallelischen Distanzen im Detail. In erster Linie ist zu beachten, dass nur
in sehr wenigen Zellen CXCL2 biallelisch exprimiert wurde (vergleiche Kapitel 4.3.2), sodass fur fast alle Bedingungen nur unter 10
interallelische Distanzen gemessen werden konnten. In unbehandelten Zellen war es nicht méglich interallelische Distanzen zu ermitteln,
nach 0,5h IL-1-Stimulation waren CXCL2-Genloci im Mittel 3,22 % der Kernflache voneinander entfernt. Nach 1h waren es 5,39 % der
Kernflache, nach 3h 2,87 % der Kernflache und nach 6h 2,96 %. Wenngleich die Distanz zwischen zwei CXCL2-Loci nach einstiindiger IL-
1-Behandlung im Vergleich zu den anderen Zeitpunkten stark zuzunehmen schien, war der Unterschied nicht signifikant (Tukey-Test,
p>0,05) und am ehesten die Folge der kleinen Stichprobe. In der Haufigkeitsverteilung (Abb. 35D) zeigt sich, dass verschiedene relative
Distanzen zwischen 1 und 10 % der Kernflache erfasst wurden, viele der Distanzen jedoch nur ein oder zweimal auftraten. Im Ganzen kann
anhand dieser Daten keine valide Aussage Uber die Distanzen zwischen CXCL2-Allelen nach IL-1-Stimulation getroffen werden. Interessant
war jedoch die GréRenordnung der Distanzen, die teilweise deutlich kleiner war als die Distanzen zwischen aktiven IL8-Genloci.

In Abbildung 35E werden der Median, die Quartile und die Haufigkeitsverteilung der relativen Distanzen zwischen zwei aktiven IL6-Genloci
als Violin Plot dargestellt. Auch fur IL6 gab es selten zwei aktive Genloci in einer Zelle, sodass fir alle Zeitpunkte unter 40 Distanzen
gemessen werden konnten. In unbehandelten Zellen konnten nur zwei Distanzen gemessen werden, die 3,13 und 7,64 % der Kernflache
betrugen. Nach halbstiindiger Stimulation mit IL-1 war die mittlere interallelische Distanz 6,01 % der Kernflache. Ahnlich groR war die
mittlere Distanz nach 3h und 6h der IL-1-Behandlung mit 6,27 % und 5,49 % von der Kernflache. Deutlich aber ebenfalls nicht signifikant
geringer war die mittlere Distanz zwischen aktiven IL6-Genloci nach einstindiger IL-1-Behandlung mit 4,80 % von der Kernflache (Tukey-
Test, p>0,05). Der Unterschied konnte ein Hinweis auf eine Bewegung der beiden IL6-Allele zueinander hin nach einstindiger IL-1-
Behandlung darstellen, aber auch zufallig durch die geringe Stichprobe aufgetreten sein. Auch fir dieses Gen wird die Haufigkeitsverteilung,
die ebenfalls keiner Log-Normalverteilung entsprach, in Abbildung 35F gezeigt. Nach halbstiindiger IL-1-Behandlung lagen mit 30 % der
Gesamtpopulation die meisten Distanzen zwischen 9 und 10 % der Kernflache, nach 1h IL-1-Behandlung zwischen 4 und 5 %, nach 3h
und 6h zwischen 5 und 6 % der Kernflache. Dieses Muster kdnnte auf eine Bewegung der aktive IL6-Genloci nach 1h aufeinander zu und
wieder voneinander weg hinweisen oder aus der geringen Stichprobe resultieren.

Die Messung der Distanzen zwischen zwei IL8-ATS und IL6-ATS ergab, unter anderem infolge weniger messbarer Distanzen keine weiteren

Erkenntnisse. Daher sind die Ergebnisse hier nicht dargestellt.
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Insgesamt konnten fiir keinen Genlocus der Gene IL8, CXCL2 und IL6 nach IL-1-Behandlung signifikante Anderungen der Distanz beider
aktiven Allele zueinander beobachtet werden. Tendenziell gab es Hinweise, dass es sich die beiden IL8-Allele nach 1h und 3h IL-1-
Stimulation voneinander entfernten um sich nach 6h wieder aufeinander zu bewegt zu haben. Ferner wiesen die Haufigkeitsverteilung sowie

die Mittelwerte darauf hin, dass sich die beiden IL6-Allele nach einstiindiger IL-1-Behandlung aneinander anndherten.
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Abbildung 35: Untersuchung interallelischer Distanzen in Zellen mit biallelischer Genexpression.

A: Darstellung des Medians, der Quartile und der Haufigkeitsverteilung der Distanz zwischen zwei aktiven IL8-Genloci (pra-mRNA-Signale in der RNA-FISH) als
prozentualer Anteil der Kernflache mit Daten aus 3 voneinander unabhéngigen Experimenten und mindestens 117 gemessenen Distanzen in mit IL-1 behandelten Zellen.
B: In die Log-Normalverteilung angepasste relative Haufigkeitsverteilung der relativen Distanzen zwischen zwei aktiven IL8-Genloci (% der Kernflache). Fir die nicht
angepasste Haufigkeitsverteilung siehe Abbildung 60A im Anhang. C Darstellung des Medians, der Quartile und der Haufigkeitsverteilung der Distanz zwischen zwei
aktiven CXCL2-Genloci (pra-mRNA-Signale in der RNA-FISH) als prozentualer Anteil der Kernflache mit Daten aus 3 voneinander unabhéngigen Experimenten und
mindestens 5 gemessenen Distanzen in mit IL-1 behandelten Zellen. Alle Einzelwerte wurden eingetragen. D: Relative Haufigkeitsverteilung der relativen Distanzen
zwischen zwei aktiven CXCL2-Genloci (% der Kernflache). E Darstellung des Medians, der Quartile und der Haufigkeitsverteilung der Distanz zwischen zwei aktiven IL6-
Genloci (pra-mRNA-Signale in der RNA-FISH) als prozentualer Anteil der Kernflache mit Daten aus 3 voneinander unabhéngigen Experimenten und mindestens 15
gemessenen Distanzen in mit IL-1 behandelten Zellen. In unbehandelten Zellen konnten nur zwei Distanzen gemessen werden, die als Einzelwerte eingetragen wurden.
F: Relative Haufigkeitsverteilung der relativen Distanzen zwischen zwei aktiven IL6-Genloci (% der Kernflache).
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4.5.3 Interchromosomale Distanzen zwischen Transkriptionsorten auf den Chromosomen 7 und 4

Unter interchromosomalen Interaktionen versteht man die Interaktion von Genloci, die auf verschiedenen Chromosomen liegen, wie zum
Beispiel putative Interaktionen zwischen dem IL6-Gen auf Chromosom 7 und dem CXCL2- oder IL8 Gen auf Chromosom 4 (Maass et al.
2019). Im Zusammenhang mit interchromosomalen Interaktionen kann es zu der Bildung von Transkriptionsfabriken kommen (Maass et al.
2019). Ein Hinweis auf solche Interaktionen sind geringe Distanzen zwischen verschiedenen Genen, da diese die Wahrscheinlichkeit einer
Interaktion der Gene erhdhen (Finn et al. 2019; Finn und Misteli 2019). Mit der Frage nach putativen Interaktionen zwischen IL6 und IL8
Genloci wurden im Vorfeld Distanzen zwischen diesen Genen mittels DNA-FISH-Experimenten untersucht, wobei eine signifikante
Verringerung der Distanz zwischen IL6- und IL8-DNA-Loci nach einstindiger IL-1-Behandlung im Vergleich zu unbehandelten Zellen
festgestellt wurde (unverdffentlichte Daten AG Kracht).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Fragestellung beantwortet werden, ob dies auch fir die aktiven Genloci beobachtet werden kann. Daflr
wurden in oben beschriebenen RNA-FISH-Experimenten (Abb. 26 und 28) die Distanzen zwischen IL8- und IL6-pra-mRNA-Signalen bzw.
zwischen CXCL2- und IL6-Signalen mit der Icy Bioimaging Software erfasst und, um die Distanzen, die in unterschiedlich gro3en Zellkernen
gemessen wurden, miteinander zu vergleichen, als prozentuale Anteile der Kernflache angegeben.

Abbildung 36A zeigt den Median, die Quartile und die Haufigkeitsverteilung der relativen Distanzen zwischen aktiven 1L8- und IL6-Genloci.
In unbehandelten Zellen konnten infolge der geringen IL8-Genaktivitat keine Distanzen gemessen werden (vergleiche Kapitel 4.3.2). Nach
halbstindiger Stimulation mit IL-1 waren die beiden Genloci im Mittel 5,88 % der Kernflache voneinander entfernt, nach 1h 5,54 %, nach
3h 5,68 % und nach 6h 4,95 %, wobei sich die mittleren Distanzen nicht signifikant voneinander unterschieden (Tukey-Test, p>0,05). Die
in Abbildung 36B gezeigten Haufigkeitsverteilungen der interchromosomalen Distanzen zwischen aktiven IL8- und IL6-Genloci, wurden an
die Log-Normalverteilung angepasst, weil dieses Modell die tatsachliche Verteilung (Abb. 60B (Anhang)) gut wiedergab. Die Distanzen
waren fir alle Zeitpunkte nach der Stimulation rechtsgipflig verteilt und zwischen 0 und 19 % der Kernflache grof3. Die haufigste Distanz
betrug nach halbstiindiger Stimulation zwischen 6 und 7 %, nach 1h waren mit je 10 % der Zellen Distanzen zwischen 2 und 3%, 4 und 5
%, 6 und 7 % und 7 und 8% am haufigsten, nach 3h Distanzen zwischen 4 und 5 % und nach 6h Distanzen zwischen 5 und 6 % der
Kernflache. Dass die Distanzen nach 1h IL-1Stimulation so stark in Richtung geringer Distanzen streuen, kann ein Hinweis auf eine
Bewegung der zwei Genloci oder der geringen erreichten Stichprobengrofe geschuldet sein.

In Abbildung 36C werden der Median, die Quartile und die Haufigkeitsverteilung der relativen Distanzen zwischen aktiven CXCL2- und IL6-
Genloci gezeigt. In unbehandelten Zellen konnten, infolge der geringen Expression beider Gene, keine Distanzen gemessen werden. Nach
halbstiindiger Behandlung mit IL-1 waren aktive CXCL2- und IL6-Genloci im Mittel 5,90 % der Kernflache voneinander entfernt. Die Distanz
nahm im Mittel nach 1h und 3h IL-1-Stimulation auf 5,16 bzw. 5,27 % und stieg nach 6h wieder auf 5,5 % wenngleich diese Unterschiede
nicht statistisch signifikant waren (Tukey-Test, p> 0,05). Die Haufigkeitsverteilung der relativen Distanzen zwischen aktiven CXCL2 und IL6
Loci ist in Abbildung 36D dargestellt. Auch wenn sich die Distanzen im Durchschnitt kaum voneinander unterschieden, zeigte die
Haufigkeitsverteilung, dass die haufigste Auspragung und damit die Distanzen, die am wahrscheinlichsten auftraten, variierten. Nach
halbstindiger IL-1-Stimulation waren aktive CXCL2- und IL6-Genloci am haufigsten 5 bis 6 % der Kernflache voneinander entfernt, wahrend
nach 1h die meisten aktiven Genloci 6 bis 7 % und nach 6h 4 bis 5 % Abstand hatten. Nach 3h war die Haufigkeitsverteilung am breitesten
und schloss Werte zwischen 0 und 15 % der Kernflache ein. Dies kann entweder zuféllig verursacht worden sein, da die Stichprobe
insbesondere fir 1h nicht besonders grofd war, oder auf eine Entfernung der Genorte nach 1h IL-1-Stimulation hindeuten.

Die Messung der Distanzen zwischen IL6 pr&-mRNA-Signalen und IL8-ATS und zwischen CXCL2-pra-mRNA-Signalen und IL6-ATS ergab,

unter anderem infolge weniger messbarer Distanzen keine weiteren Erkenntnisse. Daher sind die Ergebnisse hier nicht dargestellt.
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Abbildung 36: Untersuchung interchromosomaler Distanzen zwischen aktiven Genloci auf den Chromosomen 4 und 7.

A: Darstellung des Medians, der Quartile und der Haufigkeitsverteilung der Distanz zwischen aktiven IL8- und IL6-Genloci (pra-mRNA-Signale in der RNA-FISH) als
prozentualer Anteil der Kernflache mit Daten aus 3 voneinander unabhangigen Experimenten und mindestens 53 gemessenen Distanzen in mit IL-1 behandelten Zellen.
B: In die Log-Normalverteilung angepasste relative Haufigkeitsverteilung der relativen Distanzen zwischen aktiven IL8- und IL6-Genloci (% der Kernflache). Fir die nicht
angepasste Haufigkeitsverteilung siehe Abbildung 60B im Anhang C: Darstellung des Medians, der Quartile und der Haufigkeitsverteilung der Distanz zwischen aktiven
CXCL2- und IL6-Genloci (pr&-mRNA-Signale in der RNA-FISH) als prozentualer Anteil der Kernflache mit Daten aus 3 voneinander unabhéngigen Experimenten und
mindestens 53 gemessenen Distanzen in mit IL-1 behandelten Zellen. D: In die Log-Normalverteilung angepasste relative Haufigkeitsverteilung der relativen Distanzen
zwischen aktiven CXCL2- und IL6-Genloci (% der Kernflache). Fir die nicht angepasste Haufigkeitsverteilung siehe Abbildung 60C im Anhang

Zusammenfassend konnte auch fir die interchromosomalen Distanzen zwischen den auf Chromosom 4 lokalisierten Genen IL8 und CXCL?2
und dem auf Chromosom 7 lokalisierten Gen fiir IL6 keine signifikante Verdnderung zu verschiedenen Zeitpunkten nach IL-1-Stimulation
gefunden werden. Eine tendenzielle Verringerung der Distanz zwischen den aktiven Genloci fir CXCL2 und IL6 nach dreistindiger IL-1-

Behandlung ist fraglich.

4.6 Phanotyp von Zelle und Zellkern im Zusammenhang mit der Reaktion der einzelnen Zellen auf IL-1a

In Kapitel 4.3.3 wurde beschrieben, dass hTERT-RPE-1-Zellen inhomogen auf den IL-1-Stimulus reagierten und die Gesamtpopulation in
Subpopulationen mit geringer und hoherer Transkriptionsaktivitat zerfiel. In 2D IF-Experimenten (Kapitel 4.2) konnte allerdings keine
Veranderung der mittleren Kerngrof3e nach IL-1-Stimulation beobachtet werden. Aus diesen beiden Beobachtungen entstand die
Fragestellung, ob und wie die unterschiedliche Transkriptionsaktivitat der Zellen fur IL8 und IL6 im Zusammenhang mit der Kerngré3e oder

ZellgroRe in einzelnen Subpopulationen oder Zellen stehen kénnte.

4.6.1 Die KerngrofR3e und die ZellgrofRe im Zusammenhang mit dem Ausmal der p65 Translokation in den Zellkern

Es konnte gezeigt werden, dass die Translokation von p65 und seine Bindung an die DNA mit Anderungen der Chromatinorganisation
einhergehen, wobei unklar ist, durch welchen Mechanismus diese Anderungen vermittelt werden (Diermeier et al. 2014; Weiterer et al.
2020). Weiterhin ist bekannt, dass die Chromatinorganisation und die Kerngréf3e eng miteinander verbunden sind (Mohanta et al. 2021).
Daher sollte an dieser Stelle untersucht werden, ob die Stérke der p65-Translokation in den Zellkern mit der Kernflache zusammenhéngt.
Dafur wurde die, in 2D Immunfluoreszenz-Experimenten (Abb. 20) anhand der Markierung der Proteine der Kernlamina gemessene,

Kernflache mit der Gesamtfluoreszenzintensitat des Cy3-Sekundarantikdrpers, der p65 in dem entsprechenden Zellkern markierte,

63



korreliert. Fur die Quantifizierung eines moglichen Zusammenhangs wurde der Korrelationskoeffizient r, sowie sein Konfidenzintervall
berechnet und der t-Test fur den Korrelationskoeffizienten durchgefuhrt. Die Scatter Plots dieser Korrelationen zeigten in unbehandelten
Zellen und nach 0,5h bis 3h IL-Stimulation eine schrdg im Koordinatensystem liegende, nach rechts oben ansteigende Punktewolke, was
fur alle Bedingungen auf einen gleichsinnigen Zusammenhang von Kernflache und absoluter p65-Menge im Zellkern hindeutete (Abb. 37A).
In Abbildung 37B sind die Korrelationskoeffizienten aller Bedingungen vergleichend dargestellt. In unbehandelten Zellen und nach 0,5h, 3h
und 6h IL-1 Stimulation konnte aufgrund der signifikanten Korrelationskoeffizienten von einem mittelstarken bzw. starken Zusammenhang
der beiden Parameter ausgegangen werden. Nach einstindiger IL-1 Stimulation zeigte der Korrelationskoeffizient nur noch einen
schwachen Zusammenhang mit geringerer Signifikanz an. Auf3erdem war hier 0,08 im Konfidenzintervall eingeschlossen, sodass r nicht
mit 95 % Sicherheit Uber 0,1 lag. Der Zusammenhang war somit in unbehandelten Zellen am gré3ten, wurde nach 30-minttiger und
einstindiger IL-1 Behandlung zunéachst kleiner und nahm im weiteren Verlauf der IL-1 Behandlung wieder zu. Bei einem IL-1-spezifischen
Zusammenhang ware nach einstindiger IL-1- Behandlung der starkste Zusammenhang zu erwarten gewesen, weil zu diesem Zeitpunkt
die im Mittel gréRte Menge p65 im Zellkern lokalisiert war. Der starkste Zusammenhang zeigte sich jedoch in unbehandelten Zellen, in
deren Zellkernen am wenigsten p65 zu detektieren war (vergleiche Kapitel 4.3.1). Daher erfolgten Subgruppenanalysen jeweils der Zellen,
die 25 % der kleinsten und 25 % der grof3ten Zellkerne enthielten (Abb. 37 C: Quatrtil 1 der Kernflachen; Abb. 37D: Quartil 4 der Kernflachen).
In diesen Subgruppen zeigte sich der einzige signifikante Zusammenhang, beim welchem die Konfidenzintervalle von r sicher tber 0,3
lagen, in der unbehandelten Population der groReren Zellkerne. Aus diesem Grunde ist es wahrscheinlich, dass der Zusammenhang nicht
spezifisch durch die IL-1-Behandlung induziert wurde. Stattdessen besteht die Mdglichkeit, der Zusammenhang aus Kernflache und Hohe
der Gesamtintensitat der Cy3-Fluoreszenz des p65-markierenden Sekundarantikérpers artifiziell dadurch entstand, dass es sich bei der
Gesamtintensitat um die addierte Intensitat tGber der gesamten Kernflache handelte, die bei gréReren Flachen an sich héher zu erwarten

ware als bei kleineren.
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Abbildung 37: Untersuchung des Zusammenhangs der Stéarke der p65 Translokation mit der Kernflache nach IL-1 Stimulation

A: Darstellung der Korrelation der Gesamtintensitat der Cy3-Fluoreszenz des Sekundarantikdrpers der p65 Immunfluoreszenzanalysen pro Zellkern mit der Kernflache in
Scatter Plots fir die unbehandelten Zellen und fur die verschiedenen Zeitpunkte nach IL-1-Behandlung aus 3 voneinander unabhangigen Experimenten in den
Gesamtpopulationen von mindestens 202 Zellen pro Bedingung. Berechnung der Korrelationskoeffizienten rnach Pearson und ihrer Konfidenzintervalle: Cl(r(unb.))= 0,52
- 0,67, CI(r(0,5h))=0,27 - 0,48, CI(r(1h))= 0,08 — 0,34, CI(r(3h)= 0,36 — 0,61, CI(r(6h))= 0,37 — 0,60. Durchfihrung des t-Test fir den Korrelationskoeffizienten mit dem
Signifikanzniveau a =0,05. Farbliche Markierung des Mittelwertes der Kernflachen und der Gesamtintensitat sowie der Quartile 2 und 3. B: Vergleich der
Korrelationskoeffizienten der verschiedenen Bedingungen, die fir die Korrelation der Gesamtintensitéat der Cy3-Fluoreszenz des Sekundéarantikérpers der p65 markierte
pro Zellkern mit der Kernflache berechnet wurden, in einer Korrelationstabelle. Farbliche Markierung der Korrelationskoeffizienten nach ihrer GroRe entsprechend der
Legende rechts neben der Korrelationstabelle. C: Subgruppenanalyse der Gruppe der 25 % der Zellen mit der kleinsten (Quartil 1) Kernflachen beziglich der Korrelation
der Gesamtintensitat der Cy3-Fluoreszenz des Sekundarantikdrpers der p65 Immunfluoreszenzanalysen pro Zellkern mit der Kernflache. Darstellung in Form von Scatter
Plots fir die unbehandelten Zellen und fur die verschiedenen Zeitpunkte nach IL-1-Behandlung aus 3 voneinander unabhdngigen Experimenten in den
Gesamtpopulationen von mindestens 202 Zellen pro Bedingung. Berechnung der Korrelationskoeffizienten r nach Pearson und ihrer Konfidenzintervalle: ClI(r(unb.))= -
0,08 — 0,31, CI(r(0,5h))= 0,02 - 0,42, Cl(r(1h))= -0,12 — 0,36, Cl(r(3h)= -0,01 — 0,52, Cl(r(6h))= -0,25 — 0,28. Durchfiihrung des t-Test fir den Korrelationskoeffizienten mit
dem Signifikanzniveau a =0,05. Farbliche Markierung des Mittelwertes der Gesamtintensitdt sowie der Quartile 2 und 3. D: Subgruppenanalyse der Gruppe der 25 % der
Zellen mit der groften (Quartil 4) Kernflachen bezlglich der Korrelation der Gesamtintensitdt der Cy3-Fluoreszenz des Sekundarantikdrpers der p65
Immunfluoreszenzanalysen pro Zellkern mit der Kernflache. Darstellung in Form von Scatter Plots fiir die unbehandelten Zellen und fur die verschiedenen Zeitpunkte nach
IL-1-Behandlung aus 3 voneinander unabhéngigen Experimenten in den Gesamtpopulationen von mindestens 202 Zellen pro Bedingung. Berechnung der
Korrelationskoeffizienten r nach Pearson und ihrer Konfidenzintervalle: CI(r(unb.))= 0,31 — 0,62, CI(r(0,5h))=0,06 - 0,45, ClI(r(1h))= 0,04 — 0,50, CI(r(3h)= -0,09 — 0,44,
CI(r(6h))= -0,21 — 0,31. Durchfiihrung des t-Test fur den Korrelationskoeffizienten mit dem Signifikanzniveau a =0,05. Farbliche Markierung des Mittelwertes der
Gesamtintensitat sowie der Quartile 2 und 3.

4.6.2 Die KerngrofR3e und die Zellgrof3e im Zusammenhang mit der Transkriptionsaktivitat der Zelle

Fur die Darstellung eines potenziellen Zusammenhanges zwischen der Kern- bzw. ZellgroRe mit der Aktivitdt der Transkription von IL-1-
Zielgenen wurden die in der RNA-FISH (Abb. 24 und 26) erhobenen Daten genutzt, um die, Uber die Hoechst-Farbung gemessene,
Kernflache mit der IL8 bzw. IL6 MRNA-Menge zu korrelieren. Weiterhin wurde der Korrelationskoeffizient r berechnet und ein t-Test fur den
Korrelationskoeffizienten durchgefiihrt. Eine Regression wurde nicht berechnet, da nicht ausreichend Informationen vorlagen, um die

EinflussgroRe und das abhangige Merkmal zu benennen. Zuvor wurden, um sich ein Bild Gber die Verteilung der Kern- und Zellflachen der
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Gesamtpopulation zu machen, der Median, die Quartile und die Haufigkeitsverteilung der Kern- und Zellflachen sowie das Kern-
[Zytoplasma-Verhaltnis (K-/Z-Verhaltnis) aller in der RNA-FISH analysierten Zellen als Violin Plot dargestellt (Abb. 61A-C im Anhang).

In Abbildung 61A ist zu erkennen, dass die Kerne der unbehandelten Zellen im Mittel 234,5 um? (Median: 224,6 pm?, IQA: 70 pm?) groR3
waren. Nach 0,5h, 3h und 6h IL-1-Stimulation waren die Zellkerne im Mittel signifikant grof3er als die unbehandelten Zellkerne, nach 1h
zeigte sich kein signifikanter Unterschied (Dunnett's-Test, p>0,05). Nach einer halbstiindigen IL-1-Stimulation lag die mittlere Kernflache
bei 241,7 pm? (Median: 233,9 pm?, IQA: 76,7 um?), nach 3h bei 245,4 um? (Median: 234,5 pm?, IQA: 80,5 pm?) und nach 6h bei 260 pm?
(Median: 255,7 pm?, IQA: 90,3 um?). Die Form des Violin Plots nach 6h und der im Vergleich zu den anderen Zeitpunkten groRe IQA deuten
darauf hin, dass die Kerngrél3e zu diesem Zeitpunkt Uiber einen gréReren Bereich streute als zu den anderen. Die mittlere Zytoplasmaflache
der unbehandelten Zellen lag bei 1445 pm?2. Nach sechsstiindiger IL-1 Stimulation war die Zytoplasmaflache signifikant auf 1637 pm? erhéht
(Dunnett’'s-Test, p=0,05). Fir alle anderen Zeitpunkte lag kein signifikanter Unterschied zwischen den mittleren Zellflichen behandelter und
unbehandelter Zellen vor. Um zu Uberprifen, ob nach IL-1-Stimulation nur die Kernflachen und nicht die Flachen der Zellen zugenommen
hatten, wurde das K-/Z-Verhéltnis gebildet und dessen Median, Quartile und Haufigkeitsverteilung als Violin Plot dargestellt (Abb. 61C). In
unbehandelten Zellen war das mittlere K-/Z-Verhéltnis 0,17. Es zeigte sich nur 3h nach IL-1-Stimulation ein signifikanter Unterschied des
K-/Z-Verhéltnisses behandelter und unbehandelter Zellen (Dunnett’'s-Test, p<0,05). Wenn eine durch IL-1 induzierte Veranderung des
Phanotyps der Zellen nach 0,5h und 6h stattgefunden hat, hat sich diese demnach in gleichen Mal3en fir Kern und Zytoplasma ereignet.
Um einen genaueren Einblick in die Haufigkeitsverteilungen der verschiedenen Flachen zu erhalten, wurden diese als relative
Haufigkeitsverteilungen dargestellt (Abb. 61D-F), die einer Log-Normalverteilung glichen und daher an dieses Verteilungsmodell angepasst
wurden. Die Haufigkeitsverteilungen der Kernflache waren symmetrisch (Abb. Anhang 61D). Die Kurven der Kernflache der behandelten
Zellen waren im Vergleich zu denen der unbehandelten Zellen nach rechts verschoben, was anzeigt, dass in den behandelten Zellen
haufiger groRere Kernflichen gemessen wurde. Am deutlichsten nach rechts verschoben war die Kurven der 6h mit IL-1 behandelten
Population. In Abbildung 61E ist die Haufigkeitsverteilung der Zytoplasmaflachen der untersuchten Zellen dargestellt. Die Verteilungen der
Zytoplasmaflachen aller Bedingungen waren symmetrisch. Die Kurven fir die unbehandelte Population und die Zellen nach 0,5h, 1h und
3h IL-1-Stimulation lagen tGbereinander. Die Kurve fiir die Population 6h nach IL-1-Stimulation war nach rechts verschoben und zeigte damit,
dass in dieser Population eine Streuung der Zytoplasmaflachen hin zu héheren Werten vorhanden war. In Abbildung 61F ist die
Haufigkeitsverteilung des Kern-/ Zytoplasmaverhéltnisses gezeigt. Auch das Kern- / Zytoplasmaverhéltnis war ein symmetrisch verteiltes
Merkmal, wobei die Kurven der verschiedenen Bedingungen fast alle Ubereinander liegen. Eine Ausnahme dabei war die Kurve fur die
Population, die nach 3h IL-1-Stimulation fixiert wurde, welche leicht nach rechts verschoben ist. In dieser Population hatten die Zellen also
ein etwas hodheres K-/ Z-Verhdltnis, als in den anderen Populationen. Durch diese RNA-FISH-Experimente wurden in den mit IL-1
behandelten Zellen, im Vergleich zu den unbehandelten Zellen, gro3ere Zellkern- und Zytoplasmaflachen gemessen. Dabei waren, aul3er
nach 3h IL-1 sowohl die Kernflachen als auch das Zytoplasma in gleichen MalRen vergréf3ert, sodass das K-/ Z-Verhdltnis annahernd

konstant blieb.

In Abbildung 38A sind die Scatter Plots fur die Korrelation der IL8 mRNA-Signale mit der Kernflache fir die verschiedenen
Versuchsbedingungen gezeigt. Die Mittelwerte der Anzahl der mRNA-Signale und der Kernflache der jeweiligen Bedingung sind ebenfalls
in die Scatter Plots eingetragen. Um die Veranderung der Mittelwerte nach IL-1-Behandlung im Verhaltnis zu den unbehandelten Zellen
beurteilen zu kénnen, wurden die Mittelwerte der mMRNA-Signal-Anzahl und der Kernflache in unbehandelten Zellen in den Scatter Plots flir
die behandelten Zellen ergénzt und die Differenz beider Mittelwerte als farbige Flache eingezeichnet.

In den unbehandelten Zellen verteilte sich die bivariate Punktwolke parallel entlang der X-Achse, was sich dadurch erklaren lasst, dass in
diesem Zustand in Zellen mit verschiedenen Kernflachen kaum IL8 mRNA-Transkripte vorlagen. Nach halbstiindiger IL-1-Stimulation war
die Punktewolke oval und lag schrag im Koordinatensystem, was ein Hinweis fiir einen gleichsinnigen Zusammenhang zwischen IL8 mRNA-
Menge und Kernflache war. Zuséatzlich zu der ovalen Punktewolke war weiterhin eine Gruppe von Punkten zu sehen, die sich entlang der
X-Achse Uber verschiedene Kernflachen verteilte. Diese wurde als Korrelat der in Kapitel 4.3.3 beschriebenen ,low expressing”
Subpopulation betrachtet. Auch nach 1h, 3h und 6h IL-1-Behandlung lag die Punktewolke oval und schrag im Koordinatensystem, was
auch fur diese Bedingungen auf einen gleichsinnigen Zusammenhang zwischen den beiden Parametern hinwies. Am homogensten verteilt
war die Punktewolke nach einstindiger Stimulation mit IL-1, auch lagen zu dem Zeitpunkt am wenigsten Punkte entlang der X-Achse. Nach
3h und 6h nahm die Streuung der Punkte insbesondere in Richtung gréRerer Flachen und mRNA-Signal-Anzahlen wieder zu und auch die
Zahl der Punkte entlang der X-Achse erhthte sich. Um den Zusammenhang zwischen IL8 mRNA-Signal-Anzahl und Kernflache zu
guantifizieren, wurde der Korrelationskoeffizient r nach Pearson, sowie das Konfidenzintervall von r berechnet. Des Weiteren wurde anhand

des t-Tests fur den Korrelationskoeffizienten Uberprift, ob sich der Korrelationskoeffizient signifikant von 0 unterschied (Abb. 38A). Die
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Korrelationskoeffizienten der verschiedenen Bedingungen wurden in einer Korrelationstabelle miteinander verglichen (Abb. 38C). Daraus
war ersichtlich, dass es in den unbehandelten Zellen keinen signifikanten Zusammenhang gab. Nach IL-1 Stimulation konnte zu allen
Zeitpunkten ein signifikanter, mittel starker bis starker Zusammenhang zwischen der IL8 mMRNA-Menge und der Kernflache festgestellt
werden. Im Ubrigen wurden in der Korrelationstabelle die Korrelationskoeffizienten weiterer unspezifischer Korrelationen, wie zum Beispiel
von der Anzahl der ILB mRNA-Signale nach 3h IL-1-Stimulation mit der Kernfliche nach 1h IL-1-Stimulation, eingetragen. Diese sind
deutlich kleiner als die Korrelationskoeffizienten fur die Korrelation der Kernflache mit der entsprechenden IL8 mRNA-Signal-Menge eines
Zeitpunkts, was als Zeichen fir die Spezifitat des Zusammenhangs gewertet werden kann.

Weiterhin ist die Verschiebung der gesamten Punktewolke nach IL-1-Behandlung nach rechts oben daran zu erkennen, dass die Flache
zwischen den Mittelwerten der unbehandelten Zellen und den Mittelwerten der behandelten Zellen immer gré3er wird und nach 6h IL-1 am
grof3ten ist. Dies spiegelt die signifikant gréReren Zellkerne nach 6 h IL-1-Stimulation, die bereits weiter oben beschrieben wurden in dieser
Darstellungsform wieder.

Genau wie fir IL8 wurde fur IL6 der Zusammenhang zwischen der IL6 mMRNA-Menge und der Kernflache untersucht. Abbildung 38B zeigt
die Korrelation der IL6 mMRNA-Menge mit der Kernflache. In unbehandelten Zellen war die Punktewolke entlang der X-Achse verteilt, was
sich wieder damit erklaren lasst, dass in unbehandelten Zellen wenig IL6 mMRNA detektiert wurde. In den behandelten Zellen zeigte die
Punktewolke zu allen Zeitpunkten eine dreieckige Form, bei der die Basis der Dreiecke entlang der X-Achse verlief. Dieses
Verteilungsmuster war zu erwarten, da die IL6 mRNA linksgipflig verteilt war (Kapitel 4.3.3) und es sich bei der Kernflache um ein
symmetrisch verteiltes Merkmal handelte (Kapitel 4.6.2). Nach 1h, 3h und 6h IL-1-Stimulation war eine Zunahme der Streuung der
Punktewolke zu beobachten, jedoch nicht im Sinne eines Zusammenhangs zwischen den beiden Parametern. Auch die Bestimmung des
Korrelationskoeffizienten ergab fiir keinen Zeitpunkt einen signifikanten Zusammenhang zwischen IL6 mRNA-Menge und Kernflache (Abb.
38B, D, t-Test fur den Korrelationskoeffizienten).

Insgesamt konnte mit dieser Analyse gezeigt werden, dass es einen Zusammenhang zwischen der Transkriptionsaktivitat einer Zelle fir

IL8 und ihrer Kernflache gab. Im Kontrast dazu konnte ein entsprechender Zusammenhang fir IL6 nicht gezeigt werden.
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Abbildung 38: Untersuchung des Zusammenhangs von Kernflache und mRNA-Menge in Zytokin-stimulierten Zellen.
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A: Darstellung der Korrelation der IL8 mRNA-Signale pro Zelle mit der Kernflache in Scatter Plots fur die unbehandelten Zellen und fir die verschiedenen Zeitpunkte nach
IL-1-Behandlung aus 3 voneinander unabhangigen Experimenten in den Gesamtpopulationen von mindestens 344 Zellen pro Bedingung. Farbige Markierung der
Mittelwerte der behandelten Zellen. Zum Vergleich wurde der Mittelwert der unbehandelten Zellen (grau) eingetragen und die Differenz zwischen den beiden Mittelwerten
jeweils als bunte Flache markiert. Berechnung der Korrelationskoeffizienten rnach Pearson und ihrer Konfidenzintervalle: Cl(r(unb.))=-0,17 — 0,03, CI(r(0,5h))=0,19 - 0,38,
Cl(r(1h))= 0,35 — 0,50, CI(r(3h)= 0,42 — 0,58, CI(r(6h))= 0,33 — 0,50. Durchfuhrung des t-Test fur den Korrelationskoeffizienten mit dem Signifikanzniveau a =0,05. B:
Darstellung der Korrelation der IL6 mRNA-Signale pro Zelle mit der Kernflache in Scatter Plots fir die unbehandelten Zellen und fir die verschiedenen Zeitpunkte nach
IL-1-Behandlung aus 3 voneinander unabhéngigen Experimenten in den Gesamtpopulationen von mindestens 302 Zellen pro Bedingung. Farbige Markierung der
Mittelwerte der behandelten Zellen. Zum Vergleich wurde der Mittelwert der unbehandelten Zellen (grau) eingetragen und die Differenz zwischen den beiden Mittelwerten
jeweils als bunte Flache markiert. Berechnung der Korrelationskoeffizienten r nach Pearson und ihrer Konfidenzintervalle: Cl(r(unb.))= -0,04 — 0,17, CI(r(0,5h))= -0,12 —
0,09, CI(r(1h))= 0,03 — 0,26, CI(r(3h)= - 0,11 — 0,08, CI(r(6h))=-0,04 — 0,18. Durchfuihrung des t-Test fir den Korrelationskoeffizienten mit dem Signifikanzniveau a =0,05.
C: Vergleich der Korrelationskoeffizienten der verschiedenen Bedingungen, die fur die Korrelation der IL8 mRNA-Signal-Anzahl (mRNA) mit der Kernflache (Flache)
berechnet wurden in einer Korrelationstabelle. Farbliche Markierung der Korrelationskoeffizienten nach ihrer GréRe entsprechend der Legende rechts neben der
Korrelationstabelle. D: Vergleich der Korrelationskoeffizienten der verschiedenen Bedingungen, die fir die Korrelation der IL6 mRNA-Signal-Anzahl (mRNA) mit der
Kernflache (Flache) berechnet wurden in einer Korrelationstabelle. Farbliche Markierung der Korrelationskoeffizienten nach ihrer Gré3e entsprechend der Legende rechts
neben der Korrelationstabelle.

Da in Kapitel 4.2 gezeigt wurde, dass sich die Kernflache und die Zytoplasmaflache nach IL-1-Behandlung sehr &hnlich verhielten, stellte
sich die Frage, ob auch fir die Zytoplasmaflache eine Korrelation mit der Menge der IL8 mMRNA pro Zelle feststellbar sei. Daher wurden die
Zytoplasmaflache und die Anzahl der IL8 bzw. IL6 mRNA-Signale pro Zelle miteinander korreliert (Abb. 39). Die Scatter Plots der Korrelation
der Zytoplasmaflache mit den IL8 mRNA-Signalen pro Zelle werden in Abbildung 39A gezeigt, die dazugehorige Korrelationstabelle in
Abbildung 39C. Weiterhin sind in Abbildung 37A die Mittelwerte der IL8 mRNA-Signal-Menge und der Zytoplasmaflache der behandelten
Zellen, sowie die der unbehandelten Zellen und die Differenz der Mittelwerte der unbehandelten und behandelten Zellen, wie oben
beschrieben eingezeichnet. Die Punktewolke lag fur die mit IL-1 behandelten Zellen oval und schrag im Koordinatensystem, was auf einen
gleichsinnigen Zusammenhang zwischen der IL8 mRNA-Menge einer Zelle und ihrer Zytoplasmaflache hindeutete. Dies wurde durch die
hohen Korrelationskoeffizienten fiir die ein-, drei- und sechsstiindige IL-1 Stimulation bestétigt. Obwohl der Korrelationskoeffizient des 0,5h-
Zeitpunkts mit 0,13 zunachst auf einen leichten Zusammenhang hindeutete, konnte bei Berticksichtigung des grof3en Konfidenzintervall
dieses Korrelationskoeffizienten nicht mit Sicherheit von einem Zusammenhang ausgegangen werden. Im Gegensatz zur Korrelation mit
der Kernflache verschob sich die Punktewolke der behandelten Zellen im Vergleich zur unbehandelten Probe nur nach oben und nur 6h
nach IL-1 nach rechts oben.

In Abbildung 39B werden die Scatter Plots der Korrelation der Zytoplasmaflache und der Anzahl der IL6 mMRNA-Signale pro Zelle gezeigt.
Abbildung 39D zeigt die dazugehdrige Korrelationstabelle. Die Form der Punktewolke &hnelte stark der Punktewolke der Korrelation von
Kernflache und IL6 mRNA-Menge. Die Berechnung der Korrelationskoeffizienten und die Durchfihrung des t-Test fir den
Korrelationskoeffizienten deuteten auf signifikante leichte Zusammenhange zwischen der IL6 mMRNA-Menge pro Zelle und der
Zytoplasmaflache hin. Jedoch war das Konfidenzintervall nur fur das 3h-Inkubationsintervall so klein, dass sicher von einem
Zusammenhang ausgegangen werden kann.

Insgesamt konnte hiermit gezeigt werden, dass es nach 1h, 3h und 6h ebenfalls einen mittelstarken, signifikanten Zusammenhang zwischen
der Zytoplasmaflache und der IL8 mRNA-Menge einer Zelle gab. Fir IL6 lie3 sich dagegen nur ein leichter signifikanter Zusammenhang

zwischen der Zytoplasmaflache und der Transkriptionsaktivitat der Zelle nach dreistiindiger Stimulation zeigen.
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Abbildung 39: Untersuchung des Zusammenhangs von Zytoplasmaflache und mRNA-Menge.

A: Darstellung der Korrelation der IL8 mRNA-Signale pro Zelle mit der Zytoplasmaflache in Scatter Plots fiir die unbehandelten Zellen und fir die verschiedenen Zeitpunkte
nach IL-1-Behandlung aus 3 voneinander unabhéngigen Experimenten in den Gesamtpopulationen von mindestens 344 Zellen pro Bedingung. Farbige Markierung der
Mittelwerte fir die behandelten Zellen. Zum Vergleich wurde der Mittelwert der unbehandelten Zellen (grau) in alle Scatter Plots eingetragen und die Differenz zwischen
den beiden Mittelwerten jeweils als bunte Flache markiert. Berechnung der Korrelationskoeffizienten r nach Pearson und ihrer Konfidenzintervalle: Cl(r(unb.))=-0,10 —
0,10, CI(r(0,5hn))= 0,03 — 0,23, CI(r(1h))= 0,31 — 0,47, CI(r(3h)= 0,40 — 0,55, CI(r(6h))= 0,29 — 0,46. Durchfihrung des t-Test fir den Korrelationskoeffizienten mit dem
Signifikanzniveau a =0,05. B: Darstellung der Korrelation der IL6 mRNA-Signale pro Zelle mit der Zytoplasmaflache in Scatter Plots fiir die unbehandelten Zellen und fir
die verschiedenen Zeitpunkte nach IL-1-Behandlung aus 3 voneinander unabhdngigen Experimenten in den Gesamtpopulationen von mindestens 302 Zellen pro
Bedingung. Farbige Markierung der Mittelwerte fir die behandelten Zellen. Zum Vergleich wurde der Mittelwert der unbehandelten Zellen (grau) in alle Scatter Plots
eingetragen und die Differenz zwischen den beiden Mittelwerten jeweils als bunte Flache markiert. Berechnung der Korrelationskoeffizienten r nach Pearson und ihrer
Konfidenzintervalle: Cl(r(unb.))= 0,13 — 0,33, CI(r(0,5h))= -0,16 — 0,06, CI(r(1h))= 0,06 — 0,28, CI(r(3h)= -0,03 — 0,16, CI(r(6h))= -0,04 —0,18. Durchfiihrung des t-Test fur
den Korrelationskoeffizienten mit dem Signifikanzniveau a =0,05. C: Vergleich der Korrelationskoeffizienten der verschiedenen Bedingungen, die fur die Korrelation der
IL8 mRNA-Signsl-Anzahl (MRNA) mit der Zytoplasmaflache (Flache) berechnet wurden, in einer Korrelationstabelle. Farbliche Markierung der Korrelationskoeffizienten
nach ihrer Grof3e entsprechend der Legende rechts neben der Korrelationstabelle. D: Vergleich der Korrelationskoeffizienten der verschiedenen Bedingungen, die fir die
Korrelation der IL6 mRNA-Signal-Anzahl (mRNA) mit der Zytoplasmaflache (Flache) berechnet wurden, in einer Korrelationstabelle. Farbliche Markierung der
Korrelationskoeffizienten nach ihrer GréRRe entsprechend der Legende rechts neben der Korrelationstabelle

Im Folgenden stellte sich die Frage, wie es zu diesem Zusammenhang zwischen IL8 mRNA-Menge und Kern- bzw. ZytoplasmagroRe kam.
Mogliche Mechanismen bestanden auf den verschiedenen Ebenen, die die mRNA-Menge eines Zielgens nach IL-1-Stimulation
beeinflussen, also die Rezeptorbindung, die zytoplasmatische Signalkaskade, die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren, die Initiation der
Transkription und die Elongation, die mRNA-Prozessierung, die mRNA-Stabilisierung bzw. der mRNA-Abbau und der
nukleozytoplasmatische Transport der mRNA (Priester et al. 2022). Fiur die Planung weiterer Untersuchungen sollten die mdglichen
Mechanismen auf ein Kompartiment (Zytoplasma oder Zellkern) eingeschrankt werden. Dazu wurden die, in der RNA-FISH (Abb. 26, 28)
detektierten, IL8 mMRNA-Transkripte getrennt nach ihrer Lokalisation im Zellkern oder im Zytoplasma quantifiziert. In Abbildung 40A ist die
Anzahl der IL8 mRNA-Signale im Zellkern relativ zu allen IL8 mRNA-Signalen der Zelle in Prozent als Violin Plot dargestellt. In
unbehandelten Zellen lagen so wenige IL8 mRNA-Signale vor, dass haufig 100 % oder 0 % aller IL8 mMRNA-Signale im Kern vorlagen. Nach
halbstindiger IL-1-Stimulation befanden sich im Mittel 50 % der mRNA-Signale im Zellkern. Nach 1h IL-1-Stimulation lag der Anteil der
MRNA-Signale im Kern nur noch bei im Mittel 27 % und blieb zu den spéteren Zeitpunkten relativ konstant bei 24 %. Diese Kinetik spiegelte

die Kompartimentierung der Transkription und Translation wider. Im Anschluss wurden die in den jeweiligen Kompartimenten lokalisierten
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IL8 mRNA-Mengen mit der Kernflache und der Zytoplasmaflache korreliert und die Korrelationskoeffizienten in Tabellen verglichen, um zu
erfassen, ob die mMRNA-Menge in beiden Kompartimenten im gleich starken Zusammenhang mit der Flache dieser Kompartimente stand
(Abb. 40B-E). Zu erkennen war, dass nach 1h, 3h und 6h der IL-1-Stimulation ein ahnlich starker signifikanter Zusammenhang zwischen
der nukledren IL8 mRNA-Menge und der Kernflache, der nuklearen IL8 mRNA-Menge und der Zytosolflache, der Menge zytosolischer 1L8
MRNA und der Zytosolflache und der Menge zytosolischer IL8 mRNA und der Kernflache bestand. Nach halbstindiger IL-1-Stimulation
bestand ein signifikanter, mittel starker Zusammenhang zwischen der IL8 mRNA-Menge im Kern und der Kernflache und ein signifikanter,
leichter Zusammenhang zwischen der Zahl der IL8 mRNA-Signale im Kern und der Zytosolfliche, sowie ein signifikanter, schwacher
Zusammenhang zwischen den IL8 mRNA-Signale im Zytosol und der Kernfliche. Kein Zusammenhang bestand allerdings zwischen der
IL8 MRNA-Menge im Zytosol und der Zytosolflache. Dies gab einen Hinweis darauf, dass die Ursache, die hinter dem Zusammenhang von
Flache von Kern und Zytoplasma und der IL8 mRNA-Menge eher im Zellkern zu suchen war, und daher mdglicherweise mit Prozessen wie
der Chromatin-Organisation, der Transkription, der pr&-mRNA-Stabilisierung oder dem mRNA-Export zusammenhing. Weiterhin ist das
Fehlen des Zusammenhangs zwischen der Anzahl der IL8 mRNA-Signale im Zytosol und der Zytosolflaiche besonders interessant, da sich
nach halbstindiger IL-1-Stimulation 50 % der IL8 mMRNA-Signale im Kern befanden. Dies kdnnte auch ein Hinweis darauf sein, dass der

Zusammenhang mit der mMRNA-Menge und Verteilung und damit mit der Dichte der mRNA-Molekiile im Raum zusammenhing.
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Abbildung 40: Untersuchung des Einflusses der Lokalisation der IL8 mRNA-Signale auf den Zusammenhang von IL8 mRNA-Menge und der Zellflache.

Quantifizierung der IL8 mMRNA-Signale im Kern, im Zytoplasma und in der gesamten Zelle. A: Berechnung der relativen Anzahl an IL8 mRNA-Signale im Kern als Anteil
von der Gesamtmenge der IL8 mRNA-Signale in der Zelle in Prozent. Darstellung des Medians, der Quartile und der Haufigkeitsverteilung des relativen Anteils der
nukledren IL8 mRNA-Signale fur die verschiedenen Bedingungen aus 2 unabhangigen Experimenten fir Gesamtpopulationen von mindestens 344 Zellen. B-E: Korrelation
der IL8 mRNA-Signal-Anzahl im Kern oder im Zytoplasma mit der Kernflache bzw. der Zytoplasmaflache und Berechnung der Korrelationskoeffizienten r, sowie der
Konfidenzintervalle fir r. Darstellung der Korrelationskoeffizienten aller Zeitpunkte nach IL-1 Stimulation und der unbehandelten Zellen in Korrelationstabelle. Farbige
Markierung der Korrelationskoeffizienten entsprechend ihrer Grée nach der Legende rechts neben der Korrelationstabelle. Durchfiihrung des t-Test fir den
Korrelationskoeffizienten mit dem Signifikanzniveau a= 0,05. B: Korrelation der nukledren IL8 mRNA-Signal-Anzahl mit der Kernflache. CI: Cl(r(unb.))= -0,13 — 0,08,
CI(r(0,5n))= 0,30 -0,48, CI(r(1h))= 0,39 -0,54, CI(r(3h)= 0,45 -0,60, CI(r(6h))= 0,36 — 0,52. T-Test: p(unb.)=0,63, p(0,5h)<0,0001, p(1h)<0,0001, p(3h)<0,0001,
p(6h)<0,0001. C: Korrelation der zytoplasmatischen IL8 mRNA-Signale-Anzahl mit der Kernflache. CI: CI(r(unb.))= -0,17 — 0,03, CI(r(0,5h))= 0,06 — 0,27, CI(r(1h))= 0,30
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- 0,46, CI(r(3h)= 0,39 - 0,55, CI(r(6h))= 0,30 — 0,48. T-Test: p(unb.)= 0,19, p(0,5h=0,002, p(1h)<0,0001, p(3h)<0,0001, p(6h)<0,0001. D: Korrelation der nukleéren IL8
MRNA-Signal-Anzahl mit der Zytoplasmaflache. CI: Cl(r(unb.))= -0,13 — 0,08, CI(r(0,5h))= 0,30 — 0,48, Cl(r(1h))= 0,39 — 0,54, Cl(r(3h)= 0,45 — 0,60, CI(r(6h))= 0,36 — 0,52.
t-Test: p(unb.)= 0,63, p(0,5h)<0,0001, p(1h)<0,0001, p(3h)<0,0001, p(6h)<0,0001. E: Korrelation der zytoplasmatischen IL8 mMRNA-Signal-Anzahl mit der
Zytoplasmaflache. ClI: Cl(r(unb.))= -0,12 — 0,09, CI(r(0,5h))=-0,05 — 0,16, Cl(r(1h))= 0,30 — 0,46, CI(r(3h)= 0,39 — 0,57, CI(r(6h))= 0,30 — 0,47. t-Test: p(unb.)=0,81,
p(0,5h)=0,33, p(1h)<0,0001, p(3h)<0,0001, p(6h)<0,0001.

Insgesamt wurde in diesem Abschnitt gezeigt, dass die Kernfliche und die Zytoplasmaflache nach IL-1-Stimulation mit der
Transkriptionsaktivitat einer Zelle fur IL8 zusammenhing. Im Gegensatz dazu konnte dieser Zusammenhang fur die Transkriptionsaktivitat
von IL6 nicht gezeigt werden. Weiterhin wurde beobachtet, dass der Zusammenhang zwischen der Kernflache und der Anzahl der im Kern
lokalisierten IL8 mMRNA-Signale am starksten war. Besonders auffallig war der Unterschied zwischen der Starke der Zusammenhange der
Menge der zytoplasmatischen IL8 mRNA mit der Zytoplasmaflache und der Menge der nukledren IL8 mRNA mit der Kernflache nach
halbstindiger IL-1-Behandlung. Zu diesem Zeitpunkt war noch die Hélfte der IL8 mMRNA-Signale im Kern lokalisiert, was darauf hindeutete,
dass die Ursache fur den Zusammenhang zwischen Transkriptionsaktivitat und Phénotyp der Zelle im Zellkern lokalisiert war.

Des Weiteren wurde gezeigt, dass die Kernflache und die Zytoplasmaflache der Gesamtpopulation, die in der RNA-FISH untersucht wurde,
nach IL-1-Stimulation zunahm, und nach sechsstindiger Behandlung am gréRten war, was den zuvor mittels 2D Immunfluoreszenz

gewonnenen Ergebnissen (Kapitel 4.2) widersprach.

4.6.3 Die Kerngr63e und die Zellgr63e im Zusammenhang mit der Anzahl der aktiven Gene in einer Zelle

In Kapitel 4.6.2 wurde gezeigt, dass ein Zusammenhang zwischen der Kernflache und der Transkriptionsaktivitat fur IL8 bestand und dass
der Mechanismus dahinter am ehesten im Zellkern lokalisiert sein konnte. In Kapitel 4.4 wurde gezeigt, dass die mMRNA-Menge in einer
Zelle damit zusammenhing, ob gerade aktiv Transkription an den entsprechenden Genen stattfand. Daher stellte sich die Frage, ob der
Transkriptionsaktivitat-Flachen-Zusammenhang ebenfalls mit dem gleichzeitigen Vorliegen aktiver IL8-Gene zusammenhing. Um dies zu
Uberprifen, wurde die Gesamtpopulation, entsprechend der Anzahl der IL8 pra-mRNA-Signale, die die Zellen enthielten, wieder in zwei
Subpopulationen (Zellen mit und ohne IL8 pra-mRNA-Signale) eingeteilt. AnschlieBend wurden die Kernfliche und die Anzahl der IL8
mRNA-Signale innerhalb der Subpopulationen miteinander korreliert, die Korrelationskoeffizienten berechnet und der T-Test fur den
Korrelationskoeffizienten durchgefihrt (Abb. 41A). In Abbildung 41A ist zu sehen, dass die Punktewolke fiir alle Zeitpunkte in beiden
Subpopulationen nach IL-1-Stimulation oval war und schrag im Koordinatensystem lag. Dies deutete darauf hin, dass sowohl in der
Subpopulation ohne aktive Transkriptionsorte als auch in der Subpopulation mit aktiven Transkriptionsorten ein signifikanter, gleichsinniger
Zusammenhang zwischen der Kernfliche und der IL8 mRNA-Menge einer Zelle bestand. Dabei konnte zwischen den beiden
Subpopulationen kein Unterschied in der Form und Lage der Punktewolke beobachtet werden. Der Vergleich der Korrelationskoeffizienten
in Korrelationstabellen zeigte, dass diese fur beide Subpopulationen zu jedem Zeitpunkt der Stimulation fir einen mittleren bis grof3en
Zusammenhang sprachen und eine dhnliche Gréf3e hatten, wenngleich die Korrelationskoeffizienten in der Subpopulation mit pra&-mRNA-
Signalen tendenziell ein bisschen héher waren (Abb. 41B, C).

Insgesamt lasst sich aus diesen Daten nicht schlie3en, dass der Transkriptionsaktivitat-Flachen-Zusammenhang von der gerade in der

Zelle stattfindenden Transkription abhangig war.
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Abbildung 41: Untersuchung des Einflusses der aktiver Transkriptionsstellen auf den Zusammenhang von IL8 mRNA-Menge und der Kernflache.

Aufteilung der Gesamtpopulation der Zellen, in denen IL8 mRNA detektiert wurde, aus 3 voneinander unabhéngigen Experimenten mit insgesamt mindestens 344 Zellen
pro Bedingung in 2 Subpopulationen: Zellen die IL8 pré&-mRNA-Signale enthielten, und Zellen ohne IL8 pra&-mRNA-Signale. A: Darstellung der Korrelation von Kernflache
und IL8 mRNA-Signale pro Zelle als Scatter Plots getrennt fir die beiden Subpopulationen. Berechnung der Korrelationskoeffizienten r nach Pearson und deren
Konfidenzintervall. Durchfiihrung des T-Test fiir den Korrelationskoeffizienten mitdem Signifikanzniveau a =0,05. B: Vergleich der zu A gehoérigen Korrelationskoeffizienten
aller Zeitpunkte fir die Subpopulation ohne pra-mRNA-Signale in einer Korrelationstabelle. Farbliche Markierung der Korrelationskoeffizienten nach ihrer GréRe
entsprechend der Legende rechts neben der Korrelationstabelle. ClI: CI(r(0,5h))= 0,14 — 0,44, Cl(r(1h))= 0,36 — 0,57, CI(r(3h)= 0,35 — 0,58, CI(r(6h))= 0,24 — 0,47. C:
Vergleich der zu A gehorigen Korrelationskoeffizienten aller Zeitpunkte fur die Subpopulation mit ein oder zwei pra-mRNA-Signale in einer Korrelationstabelle. Farbliche
Markierung der Korrelationskoeffizienten nach ihrer Grof3e entsprechend der Legende rechts neben der Korrelationstabelle. ClI: Cl(r(0,5h))= 0,20 — 0,45, CI(r(1h))= 0,33
— 0,54, CI(r(3h)= 0,42 — 0,64, Cl(r(6h))= 0,42 —0,66.

4.6.4 Die KerngrofR3e und die Zellgrofze im Zusammenhang mit der Position aktiver Gene im Zellkern

In den vorherigen Kapiteln wurden im Rahmen einer Stimulation mit IL-1 ein Zusammenhang zwischen der Kernflache und der
Transkriptionsaktivitat der Zelle (Kapitel 4.6.2 ) und ein Zusammenhang zwischen der Transkriptionsaktivitdt und dem Vorkommen aktiver
Genloci (Kapitel 4.4) beschrieben. Im Zeitverlauf der IL-1-Stimualtion konnten keine signifikanten Anderungen der mittleren radialen Position
ermittelt werden (Kapitel 4.5.1). Allerdings stellte sich die Frage, ob ein Zusammenhang zwischen der radialen Position der aktiven IL8- und
IL6-Genloci und der Kernflache feststellbar sei. Um diese Fragestellung zu adressieren, wurden die beiden Parameter miteinander korreliert,
der Korrelationskoeffizient r nach Pearson, sowie dessen Konfidenzintervall bestimmt und der t-Test fir den Korrelationskoeffizienten r
durchgefiihrt. In Abbildung 42A sind die Scatter Plots der Korrelation zwischen der radialen Position der IL8-Genloci flr alle Zeitpunkte nach
IL-1-Stimulation dargestellt. Auf die Korrelation der in unbehandelten Zellen erhobenen Parameter wurde aufgrund der geringen
StichprobengréRe verzichtet. Einhergehend mit Beobachtungen in Kapitel 4.5.1 war anhand der Verteilung der Punktwolke zu erkennen,
dass die aktiven IL8-Genloci zu allen Zeitpunkten nach IL-1-Stimulation hauptséchlich in der peripheren Kernhalfte lokalisiert waren. Die
Punktewolke war eher kreisférmig im oberen Abschnitt des Koordinatensystems lokalisiert, was bei der Korrelation zweier nicht miteinander
zusammenhangender Parameter, von denen einer symmetrisch und der andere rechtsgipflig verteilt ist, zu erwarten war. Die Bestimmung
des Korrelationskoeffizienten ergab flr keinen Zeitpunkt eine signifikante Korrelation (t-Test fur den Korrelationskoeffizienten, p>0,05).
Abbildung 42B veranschaulicht die Korrelation der radialen Position der IL6-Genloci mit der Kernflache in Scatter Plots. Auch diese
Korrelation zeigte eine kreis- bis bandférmige Punktewolke, die am dichtesten im oberen Teil des Koordinatensystems war. Dies deutete

darauf hin, dass zwischen den beiden Parametern kein Zusammenhang bestand und dass die IL6-Genloci unabhangig von der Kernflache
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haufiger in der peripheren Kernhdlfte lokalisiert waren als in der zentralen. Bestatigt wird diese Annahme dadurch, dass die Berechnung
der Korrelationskoeffizienten kein signifikantes Ergebnis erbrachte (t-Test flir den Korrelationskoeffizienten, p>0,05). Darlber hinaus
wurden die interallelischen und interchromosomalen Distanzen mit der Kernflache korreliert, was ebenfalls keine signifikanten Korrelationen
aufzeigte (Daten nicht gezeigt).

Ein Zusammenhang der radialen Position von aktiven IL8 und IL6 Genloci und der Kernflache ergab sich also nicht. Gleiches galt fur die

untersuchten Zusammenhange zwischen interallelischen und interchromosomalen Distanzen zwischen den aktiven Genloci von IL8, IL6

und CXCL2 und der Kernflache.
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Abbildung 42: Untersuchung des Zusammenhangs von Kernflache und Position der aktiven Genloci von IL8 und IL6 im nuklearen Raum.

A: Korrelation der radialen Position der aktiven IL8-Genloci mit der Kernflache mit Daten aus 3 voneinander unabhéngigen Experimenten fir die mit IL-1 behandelten
Populationen und mit mindestens 203 Zellen pro Bedingung. Berechnung des Korrelationskoeffizienten r nach Pearson und des Konfidenzintervalls (CI) von r,
Durchfuhrung des t-Tests fir den Korrelationskoeffizienten mit dem Signifikanzniveau a =0,05. B: Korrelation der radialen Position der aktiven IL6-Genloci mit der
Kernflache mit Daten aus 3 voneinander unabhéngigen Experimenten und mit mindestens 33 Zellen pro Bedingung. Berechnung des Korrelationskoeffizienten r nach
Pearson und des Konfidenzintervalls (CI) von r, Durchfuhrung des t-Tests fir den Korrelationskoeffizienten mit dem Signifikanzniveau a=0,05.C: Vergleich der
Korrelationskoeffizienten r nach Pearson der Korrelation der radialen Position der aktiven IL8-Genloci mit der Kernflache in einer Korrelationstabelle. Farbliche Markierung
der Korrelationskoeffizienten nach ihrer GroRRe entsprechend der Legende rechts. Felder in denen keine Korrelationskoeffizienten eingetragen wurden haben den Wert <
+0,01. CI(r(0,5h))= -0,13 - 0,11 ; CI(r(1h))= -0,10 — 0,11 ; CI(r(3h))= 0 — 0,24; CI(r(6h))= -0,23 — 0,04. D: Vergleich der Korrelationskoeffizienten r nach Pearson der
Korrelation der radialen Position der aktiven IL6-Genloci mit der Kernflache in einer Korrelationstabelle. Farbliche Markierung der Korrelationskoeffizienten nach ihrer
GroRe entsprechend der Legende rechts. Felder in denen keine Korrelationskoeffizienten eingetragen wurden haben den Wert < £0,01. CI(r(unb.))= -0,52 —
0,14,CI(r(0,5h))= -0,11 — 0,21; CI(r(1h))=-0,05 — 0,30; CI(r(3h))=-0,23 - 0,06; ClI(r(6h))=-0,17 —0,17.

4.7 Validierung der gewonnenen Erkenntnisse in 2D Immuno-RNA-FISH und 3D RNA-FISH

Mithilfe von RNA-FISH-Experimenten konnte in Kapitel 4.6.2 gezeigt werden, dass es eine signifikante Korrelation zwischen der IL8 mRNA-
Menge und der indirekt tGber die Hoechst-Farbung gemessenen Kernflache sowie der Zytoplasmaflache gab. Dieser Zusammenhang konnte
nicht fur die IL6 MRNA gezeigt werden. Allerdings wichen die Ergebnisse, der Uber die Hoechst-Farbung gemessenen Kernflache (Kapitel
4.6.2) tendenziell von den Ergebnissen der Messung der Kernflache tber die Antikérper-basierte Anfarbung der Kernlamina (Kapitel 4.2)
ab.

4.7.1 Validierung der Ergebnisse mittels 2D Immuno-RNA-FISH

Durch die Kombination von Immunfluoreszenz und RNA-FISH wurden sowohl Proteine der Kernlamina als auch RNA in einer Probe

angefarbt, um eventuelle Verdnderungen der KerngréRe zu untersuchen und den Kernflachen-Transkriptionsaktivitats-Zusammenhang und
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dessen Spezifitat fir IL8 mit einer zweiten Farbemethode zu validieren. Insgesamt wurden drei unterschiedliche technische Replikate
angefertigt in denen jeweils Sonden fir IL8, IL6 und CXCL2 mRNA und deren korrespondierende pra-mRNA mit einem Primarantikorper,
der Kernlamine der Gruppen A und C markierte, kombiniert wurden (Abb. 43 - 45). Weiterhin wurden die Zellen in diesem Versuch
unbehandelt belassen oder tber 0,25h, 0,5h, 1h und 3h mit IL-1 stimuliert, mit dem Ziel auf diese Weise die Lokalisation der aktiven Genloci
moglichst friih nach IL-1-Stimulation zu erfassen und so einen besseren Einblick in die Dynamik der Genloci im Raum zu erhalten.

In allen drei Replikaten konnten in allen Bedingungen im Phasenkontrast adharente, morphologisch unauffallige und maRig dichte hTERT-
RPE1-Zellen ausgemacht werden (Abb. 43 - 45). Sowohl durch die Markierung der Kernlamine A und C als auch durch die Hoechstfarbung
konnten fir alle Bedingungen ovale Zellkerne sichtbar gemacht werden, die sich subjektiv in ihrer GroRe und Form nicht voneinander
unterschieden.

In dem Ansatz mit Sonden fur IL8 mMRNA und pra-mRNA (Abb. 43) konnten wie zuvor in unbehandelten Zellen fast keine IL8 mMRNA oder
pra-mRNA-Signale entdeckt werden. Nach viertelstundiger IL-1-Stimulation konnten vereinzelte IL8 mRNA und pra-mRNA-Signale
beobachtet werden, die besonders in der Néhe der Zellkerne lokalisiert waren. Die mMRNA-Menge steigerte sich allmé&hlich, bis die Zellen
nach 1h zum Grof3teil stark gefullt mit IL8 mRNA waren. Nach dreistiindiger IL-1-Behandlung zeigte sich wieder eine heterogene
Zellpopulation, die sich aus Zellen mit wenigen und mit sehr vielen IL8 mMRNA-Signalen zusammensetzte. Die pra&-mRNA Signale stellten
sich als ein bis zwei helle griine Punkte pro Zelle dar, die teilweise von weniger intensiven, kleinen Punkten umgeben waren und gehauft
nach 0,5h und 1h IL-1-Stimulation vorkamen.

Auch fur IL6 konnten in unbehandelten Zellen weder IL6 mMRNA- noch IL6 pra-mRNA-Signale beobachtet werden (Abb. 44). Nach 0,25h
und 0,5h IL-1-Stimulation kamen geringfligig mehr IL6 mRNA-Signale als in unbehandelten Zellen vor, und nach 1h und 3h waren
gleichmaRig Uber die Zelle verteilte IL6 mMRNA-Signale sichtbar, die in ihrer Zahl deutlich der ILB-mRNA-Menge unterlagen. Auch die IL6
pra-mRNA-Signale, welche sich ebenfalls als helle griine Punkte zeigten, waren insgesamt seltener als die IL8 pra-mRNA-Signale. Die
CXCL2 mRNA konnte im dritten Replikat ebenfalls als violette Punkte erkannt werden (Abb. 45). Sie war in unbehandelten Zellen nicht zu
erkennen und erreichte ihre gréRte Menge nach dreistiindiger IL-1-Stimulation, wobei sie besonders zellkernnah lokalisiert war. CXCL2 pra-

MRNA-Signale waren nach der IL-1-Stimulation, besonders nach 0,25h, 0,5h und 1h, haufig als griine helle Punkte zu erkennen.
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Abbildung 43: Repréasentative Bilder der Immuno-RNA-FISH mit Sonden fir IL8 mMRNA, IL8 pra&-mRNA und Priméarantikdrpern gegen Lamin A/C.

hTERT-RPE-1-Zellen wurden in IBIDI p-Slides VI ausgesat und nach einem Tag fir unterschiedliche Zeiten mitIL-1a behandelt oder unbehandelt belassen. Nach Fixierung
der Zellen bei 4 °C uber Nacht wurde eine Immuno-RNA-FISH durchgefiihrt. Dabei wurden Sonden der Firma Affymetrix fir IL8 mRNA (#VA6-13192; type 6), IL8 pra-
MRNA (#VA1-6000437; type 1) und ein Prim&rantikbrper gegen Lamin A/C (ms) der Firma Santa Cruz Biotechnology (#sc-3762418) (markiert mit Sekundarantikérper
DL488 der Firma Immuno Reagent #DKxMu003D488NHSX) verwendet. Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 angefarbt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Proben,
welche ohne Sonden und Priméarantikdrper inkubiert wurden. Die Aufnahme der Bilder erfolgte mit dem Dmi8 Mikroskop bei 400-facher VergréRerung mit der LASX-
Software unter der Verwendung von Falschfarben, fiir die bessere Visualisierung der Kolokalisationen aus mRNA und pra-mRNA, sodass die Lamine A/C rot und die IL8
pra-mRNA grin dargestellt wurde. Messbalken: 25 um.
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Abbildung 44: Repréasentative Bilder der Immuno-RNA-FISH mit Sonden fur IL6 mRNA, IL6 pr&-mRNA und Primé&rantikérpern gegen Lamin A/C.

hTERT-RPE-1-Zellen wurden in IBIDI p-Slides VI ausgesat und nach einem Tag furunterschiedliche Zeiten mitIL-1a behandelt oder unbehandelt belassen. Nach Fixierung
der Zellen bei 4 °C Uber Nacht wurde eine Immuno-RNA-FISH durchgefiihrt. Dabei wurden Sonden der Firma Affymetrix fir IL6 mRNA (#VA6-612712; type 6), und IL6
pré&-mRNA (#VA4-6001007; type 4) und ein Primérantikdrper gegen Lamin A/C (ms) der Firma Santa Cruz Biotechnology (#sc-3762418) (markiert mit Sekundarantikrper
DL488 der Firma Millipore #AP192C) verwendet. Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 angeférbt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Proben, welche ohne Sonden
und Primarantikorper inkubiert wurden. Die Aufnahme der Bilder erfolgte mit dem Dmi8 Mikroskop bei 400-facher VergroRerung mit der LASX-Software. Messbalken: 25
pm.
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Abbildung 45: Repréasentative Bilder der Immuno-RNA-FISH mit Sonden fur CXCL2 mRNA, CXCL2 pra&-mRNA und Priméarantikérpern gegen Lamin A/C.

hTERT-RPE-1-Zellen wurden in IBIDI p-Slides VI ausgesat und nach einem Tag furunterschiedliche Zeiten mitIL-1a behandelt oder unbehandelt belassen. Nach Fixierung
der Zellen bei 4 °C Uber Nacht wurde eine Immuno-RNA-FISH durchgefiihrt. Dabei wurden Sonden der Firma Affymetrix fir CXCL2 mRNA (#VA4-3086648, type 4), und
CXCL2 pra&-mRNA (#VA6-6000438, type 6) und ein Primarantikdrper gegen Lamin A/C (ms) der Firma Santa Cruz Biotechnology (#sc-3762418) (markiert mit
Sekundéarantikdrper DL488 der Firma Millipore #AP192C) verwendet. Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 angeféarbt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Proben,
welche ohne Sonden und Primérantikdrper inkubiert wurden. Die Aufnahme der Bilder erfolgte mit dem Dmi8 Mikroskop bei 400-facher VergrofRerung mit der LASX-
Software. Messbalken: 25 pm.

Im Ganzen stimmten die Morphologie, die Ergebnisse der Quantifizierung der IL8 und IL6 mRNA und pra&-mRNA-Menge und die radialen
Positionen der pra&-mRNA-Signale mit den zuvor beschriebenen Ergebnissen Uberein und werden daher nicht noch einmal genauer erlautert
(vergleiche Kapitel 4.3.2, 4.3.3, 4.5.1, 4.5.2). Der Median, die Quartile sowie die Haufigkeitsverteilung der CXCL2-mRNA-Menge werden
im Anhang unter Abbildung 62A,B als Violin Plot und Haufigkeitsverteilung dargestellt. In unbehandelten Zellen konnten im Mittel 0,9 CXCL2
MRNA-Signale pro Zelle detektiert werden. Nach IL-1-Stimulation stieg die mittlere CXCL2 mRNA-Menge zunachst leicht, auf 7 (Median:
2) nach 0,25h und 16 (Median: 6) nach 0,5h, und nach 1h signifikant auf im Mittel 67 Signale (Median: 69) pro Zelle (Dunnetts-Test, p<0,05).
Nach dreistiindiger IL-1-Behandlung sank die mittlere CXCL2 mRNA-Menge wieder auf 41 Signale pro Zelle (Median: 23), war aber im

Vergleich zu den unbehandelten Zellen weiterhin signifikant erhéht (Dunnetts-Test, p<0,05). Damit war die durch IL-1 induzierte Expression
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der mRNA fir CXCL2 deutlich geringer als fur IL8. Jedoch war die Allgemeingtiltigkeit der Daten aufgrund der teilweise sehr kleinen
Stichprobe fraglich.

Der zusatzliche Zeitpunkt nach 0,25h IL-1-Stimulation erbrachte keine weiteren Ergebnisse, die auf eine Veranderung der radialen Position
der aktiven IL8-, IL6- und CXCL2-Genloci nach IL-1 schliel3en lassen wirden und daher wird die radiale Position an dieser Stelle nicht
weiter beleuchtet.

Ferner wurde die Kernflache anhand der Markierung der Kernlamine A und C und der Hoechstfarbung erfasst (Abbildung Abb. 62C, D im
Anhang). Die mittlere tUber die Markierung der Kernlamine A und C gemessene Kernfliche betrug 225,9 pm? und unterschied sich,
Ubereinstimmend mit den Versuchen in Kapitel 4.2 und abweichend von den Ergebnissen dargestellt in Kapitel 4.6.2, nicht signifikant von
der Kernflache der IL-1 behandelten Zellen (Dunnetts-Test, p>0,05).

In Abbildung 46 werden die Scatter Plots der Korrelationen der Mengen der verschiedenen mRNAs mit der Kernflache, die Uber die
Markierung der Kernlamine ermittelt wurde, gezeigt, wobei darin die entsprechenden Korrelationskoeffizienten r nach Pearson vermerkt
wurden. Abbildung 46A zeigt dabei die Korrelationen der IL8 mRNA mit der Kernfliche, aus denen ein signifikanter mittelstarker
Zusammenhang zwischen der Kernflache und der IL8 mMRNA-Menge einer Zelle nach halbstiindiger, einstindiger und dreistiindiger IL-1-
Stimulation hervorging (t-Test fir den Korrelationskoeffizienten, p>0,05). In Abbildung 46B und C sind die Scatter Plots firr die Korrelationen
der IL6 bzw. CXCL2 mRNA gezeigt, woraus fur beide Gene keine signifikanten Zusammenhange erkennbar waren, wobei fraglich ist ob,
dies flir CXCL2 auch an der kleinen Stichprobe gelegen haben kénnte (t-Test fur den Korrelationskoeffizienten, p<0,05). Der Nachweis des
Zusammenhangs zwischen der IL8 mMRNA-Menge einer Zelle und ihrer, anhand markierter Kernlamine gemessenen, Kernflache deutete
darauf hin, dass der in Kapitel 4.6 beschriebene Zusammenhang nicht nur dadurch entstand, dass in der gesamten Zellpopulation nach IL-
1-Behandlung anhand der Hoechst-Farbung grolRere Kernflachen gemessen wurden. Ferner wurde hiermit bestatigt, dass der
Zusammenhang nur fur die IL8 mMRNA zu beobachten war, wéhrend er bei der IL6 oder der CXCL2 mRNA nicht auftrat. Eine mogliche
Erklarung fur die putative Genspezifitdat dieses Zusammenhangs koénnte die GréRenordnung der mRNA-Menge sein. Dafir spricht, dass
nach 1h, 3h und 6h IL-1-Stimulation im Mittel mehr als 200 IL8 mMRNA-Signale pro Zelle und fur IL6 und CXCL2 deutlich weniger (im Mittel

unter 100 mRNA-Signale) gezéahlt wurden.
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Abbildung 46: Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Kernflache und mRNA-Menge einer Zelle mittels Immuno-RNA-FISH.

A: Korrelation der IL8 mRNA-Menge mit der Kernflache mit Daten aus einem initialen Experiment fur die mitIL-1 behandelten Populationen und mit mindestens 111 Zellen
pro Bedingung. Berechnung des Korrelationskoeffizienten r nach Pearson und des Konfidenzintervalls (CI) von r. Cl(r(unb.))= -0,12 — 0,19; CI(r(0,25h))= 0,02 — 0,38;
CI(r(0,5h))= -0,04 — 0,32; CI(r(1h) 0,21 — 0,51; CI(r(3h))= 0,28 — 0,56. Durchfihrung des t-Test fur den Korrelationskoeffizienten mit dem Signifikanzniveau a=0,05. B:
Korrelation der IL6 mMRNA-Menge mit der Kernflache mit Daten aus einem initialen Experiment mit mindestens 54 Zellen pro Bedingung. Berechnung des
Korrelationskoeffizienten r nach Pearson und des Konfidenzintervalls (ClI) von r. Cl(r(unb.))= 0,2 — 0,52; CI(r(0,25h))= 0,04 —0,42; CI(r(0,5h))= -0,09 — 0,33; Cl(r(1h) -0,07
—0,29; CI(r(3h))=-0,03 —0,31. Durchfuhrung des t-Test fir den Korrelationskoeffizienten mit dem Signifikanzniveau p=0,05. C: Korrelation der CXCL2 mRNA-Menge mit
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der Kernflache mit Daten aus einem initialen Experiment mit mindestens 18 Zellen pro Bedingung. Berechnung des Korrelationskoeffizienten r nach Pearson und des
Konfidenzintervalls (Cl) vonr. Cl(r(unb.))= -0,24 — 0,20; CI(r(0,25h))= -0,33 — 0,40; CI(r(0,5h))= -0,65 — 0,24; Cl(r(1h) -0,15 — 0,40; CI(r(3h))= -0,14 — 0,40. Durchfiihrung
des t-Test fir den Korrelationskoeffizienten mit dem Signifikanzniveau p=0,05.

4.7.2 Validierung der Ergebnisse mittels 3D RNA-FISH

Aufgrund der uneinheitlichen Ergebnisse beziiglich der Kerngrof3e nach IL-1-Stimulation, sowie um die gesammelten Befunde zu stiitzen,
wurden abschlieRend 3D RNA-FISH-Experimente mit Sonden fir IL8 mRNA und pra-mRNA, IL6 mRNA und pr&-mRNA sowie fiir CXCL2
pra-mRNA durchgefuhrt, wobei das Kernvolumen anhand der in die DNA interkalierenden Hoechst-Farbung gemessen wurde. Auch in
diesen Versuchen wurden die Zellen, mit dem Ziel mehr Informationen Uber die Position der aktiven Genloci und ihre Distanzen zueinander
zu erhalten, zuvor dber 0,25h, 0,5h, 1h und 3h mit IL-1a stimuliert oder unbehandelt belassen. Die Erstellung dreidimensionaler
Mikroskopaufnahmen erfolgte mit dem Dmi8 automated Mikroskop von Leica und der LASX-Software, welche pro Bild eine Sequenz aus
60 Aufnahmen im Abstand von 500 nm Uber eine vertikale Strecke von 30 um erzeugte und diese Einzelschichten zu einem z-Stapel
zusammensetzte. Die durch Streulicht verursachte Unschéarfe wurde durch die Anwendung der blind deconvolution reduziert.

In Abbildung 47 sind reprasentative Zellen aller Bedingungen und fiir beide Sondenkombinationen gezeigt, anhand derer die Analyse der
MRNA-Menge pro Zelle mit der Icy Bioimaging Software aus der scharfsten Ebene erfolgte. Diese Auswertemethode wurde gewahlt, da die
dreidimensionalen Zellumrisse in der LASX-Software nicht gut zu erkennen waren und die Anzahl, GroRe und Form der mRNA-Signale
durch die, fur die Auswertung der pra&-mRNA-Signale und Kerngré3e bendtigte, deconvolution stark verandert wurde. Die hTERT-RPE1-
Zellen zeigten in beiden Ansatzen einen unauffalligen Phanotyp und waren adharent und mafig dicht gewachsen. Die IL8 mRNA stellt sich
als violette kleine Punkte dar. In den unbehandelten Zellen sowie nach viertelstiindiger IL-1 Behandlung kam so gut wie keine IL8 mRNA
vor. In den Zellen, die tGber 0,5h mit IL-1 behandelt worden waren, waren geringe Mengen IL8 mRNA-Signale zu sehen, die sich vor allem
in der Nahe der Zellkerne befanden. Nach einstiindiger IL-1 Behandlung war IL8 mRNA in den meisten Zellen Uber die gesamte Flache der
Zelle verteilt und erreichte ihr Maximum. Nach 3h IL-1 Stimulation nahm die IL8 mRNA-Menge insgesamt wieder ab, war aber immer noch
Uber die gesamte Zelle verteilt. AuRBerdem zeigte die Gesamtpopulation ein inhomogeneres Muster aus Zellen mit mehr oder weniger IL8
MRNA-Signalen. Im Ansatz mit der Sonde fir IL6-mRNA zeigte sich auch diese mMRNA als violette Punkte, die sowohl in den Zellen, die
unbehandelt belassen, als auch in denen die 0,25h mit IL-1 behandelt worden waren kaum vorkamen. Nach 0,5h IL-1 Stimulation stieg die
Zahl der IL6 mRNA-Signale pro Zelle an und blieb auch zu spateren Zeitpunkten relativ &hnlich. Die FISH-Kontrolle zeigte keine

unspezifischen violetten Signale.
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Abbildung 47: Reprasentative Zellen angefarbt mit RNA-FISH, mikroskopiert in 3D und dargestellt in der scharfsten Ebene

hTERT-RPEZ1-Zellen wurden in IBIDI p-Slides VI ausgesat und nach einem Tag fur unterschiedliche Zeiten mit IL-1a behandelt oder unbehandelt belassen. Nach Fixierung
der Zellen bei 4 °C Uber Nacht wurde eine RNA-FISH durchgefiihrt. Dabei wurden zwei verschiedene Sondenkombinationen verwendet: A: Sonden der Firma Affymetrix
fur IL8 mMRNA (#VA6-13192; type 6), IL8 pr&-mRNA (#VA1-6000437; type 1) und CXCL2 pr&-mRNA (#VA4-6001010, type 4) verwendet. B: Sonden der Firma Affymetrix
fur IL6 MRNA (#VA6-13192; type 6), IL6 pra-mRNA ((#VA4-6001007; type 4) und IL8 pra-mRNA (#VA1-6000437; type 1) verwendet. In beiden Replikaten wurden die
Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 angeférbt. Als FISH-Kontrolle dienten unbehandelte Proben, welche ohne Sonden inkubiert wurden. Die Aufnahme der 3D-Bilder
erfolgte mit dem Dmi8 Mikroskop bei 400-facher VergréRerung mit der LASX-Software entlang der z-Achse iber eine Strecke von 30 pm im Abstand von je 500nm.
Dargestellt sind reprasentative Zellen und ihre mRNA-Signale in der schéarfsten Ebene fiir beide Sondenkombinationen. Messbalken: 25 pm.

In den Abbildungen 48 bis 49 werden reprasentative, mit Hoechst angefarbte Zellkerne, sowie die dazugehérigen IL8 mRNA-, IL8 pra-
mMRNA- und CXCL2 mRNA-Signale fiir verschiedene Bedingungen aus unterschiedlichen Perspektiven gezeigt. Die Zellkerne zeigten
sowohl ohne als auch nach IL-1-Behandlung eine flache, ovale Form, wobei die Intensitat der Hoechstfarbung zwischen einzelnen Kernen
einer Aufnahme sichtlich variierte. In unbehandelten Zellen konnten weder IL8 mMRNA- noch pra-mRNA-Signale beobachtet werden. Nach
IL-1-Behandlung wurden IL8 mRNA-Signale fir alle Zeitpunkte sichtbar, traten jedoch in geringerer Zahl auf als in 2D Darstellung ohne
deconvolution. Besonders nach 0,25h und 0,5h IL-1-Behandlung konnten IL8 und CXCL-2 pr&-mRNA-Signale detektiert werden, wobei pro
Zelle ein bis zwei gréRere und hellere sowie multiple kleinere und schwachere Signale zu sehen waren. Fir die Auswahl der spezifischen
pra-mRNA-Signale (und damit aktiven Genorte) wurde die Fluoreszenzintensitat und die GroRe (Voxel) der Fluoreszenzsignale
herangezogen. In der FISH-Kontrolle, fir die unbehandelte Zellen ohne Sonden inkubiert worden waren, waren meist keine und selten sehr
kleine FISH-Signale zu sehen.

In Abbildung 50 und 51 werden reprasentative Zellkerne, sowie die dazugehérigen IL6 mRNA, IL6 pra-mRNA und IL8 pr&-mRNA-Signale
fur alle Bedingungen aus unterschiedlichen Perspektiven gezeigt. Auch in diesem Fall zeigten sich die Zellkerne flach und oval fir alle
Bedingungen. In der unbehandelten Population waren fast keine IL6 mMRNA- und IL6 pra-mRNA-Signale und keine IL8 pra-mRNA-Signale
zu sehen. Nach der IL-1-Behandlung traten h&ufiger, wenige IL6 mMRNA-Signale auf. Auch IL6 und IL8 pra&-mRNA-Signale konnten in den

mit IL-1 behandelten Zellkernen beobachtet werden, wobei abermals maximal zwei grof3e helle Signale und multiple kleinere Signale pro
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Zelle zu erkennen waren. Auch fir die Bestimmung der spezifischen IL6 pra-mRNA-Signale war die Fluoreszenzintensitat und die

Signalgrofie (Voxel) entscheidend. Fir die Kontrolle wurden unbehandelte Zellen ohne Sonden inkubiert, woraufhin meist keine oder selten

sehr kleine FISH-Signale erkannt werden konnten.
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Abbildung 48: Repréasentative Bilder aus der 3D RNA-FISH mit Sonden fur IL8 mRNA, IL8 pr&-mRNA und CXCL2 pr&-mRNA |

hTERT-RPE1-Zellen wurden in IBIDI p-Slides VI ausgesét und nach einem Tag fur unterschiedliche Zeiten mit IL-1a behandelt oder unbehandelt belassen. Nach Fixierung
der Zellen bei 4 °C tiber Nacht wurde eine RNA-FISH durchgefiihrt. Dabei wurden Sonden der Firma Affymetrix fiir IL8 mRNA (#VA6-13192; type 6), IL8 pr&-mRNA (#VAL1-
6000437; type 1) und CXCL2 pra-mRNA (#VA4-6001010, type 4) verwendet. Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 angefarbt. Als FISH-Kontrolle dienten unbehandelte
Proben, welche ohne Sonden inkubiert wurden. Die Aufnahme der 3D-Bilder erfolgte mit dem Dmi8 Mikroskop bei 400-facher Vergré3erung mit der LASX-Software entlang
der z-Achse Uber eine Strecke von 30 pm im Abstand von je 500nm. Es wurden Falschfarben verwendet, sodass die IL8 mRNA violett, die IL8 pr&-mRNA griin und die
CXCL2 pr&-mRNA rot erschien, um Kolokalisationen der IL8 pr&-mRNA mit der korrespondierenden mRNA leichter erkennen zu kdnnen. Dargestellt sind die Zellkerne

reprasentativer Zellen aus den links angezeigten Perspektiven fir die ersten drei Bedingungen (unbehandelt, 0,25h IL-1, 0,5h IL-1). Messbalken: 25 pm.
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Abbildung 49: Reprasentative Bilder aus der 3D RNA-FISH mit Sonden fiir IL8 mRNA, IL8 pré&-mRNA und CXCL2 pra-mRNA I

hTERT-RPE1-Zellen wurden in IBIDI p-Slides VI ausgesét und nach einem Tag fur unterschiedliche Zeiten mit IL-1a behandelt oder unbehandelt belassen. Nach Fixierung
der Zellen bei 4 °C Uber Nacht wurde eine RNA-FISH durchgefuhrt. Dabei wurden Sonden der Firma Affymetrix fir IL8 mMRNA (#VA6-13192; type 6), IL8 pra-mRNA (#VA1-
6000437; type 1) und CXCL2 pra-mRNA (#VA4-6001010, type 4) verwendet. Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 angefarbt. Als FISH-Kontrolle dienten unbehandelte
Proben, welche ohne Sonden inkubiert wurden. Die Aufnahme der 3D-Bilder erfolgte mit dem Dmi8 Mikroskop bei 400-facher VergréRerung mit der LASX-Software entlang
der z-Achse Uber eine Strecke von 30 um im Abstand von je 500nm. Es wurden Falschfarben verwendet, sodass die IL8 mRNA violett, die IL8 pr&-mRNA griin und die
CXCL2 pr&-mRNA rot erschien, um Kolokalisationen der IL8 pr&-mRNA mit der korrespondierenden mRNA leichter erkennen zu kdnnen. Dargestellt sind die Zellkerne
reprasentativer Zellen aus den links angezeigten Perspektiven fir die letzten beiden Bedingungen (1h IL-1, 3h IL-1). Messbalken: 25 pm.
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Abbildung 50: Repréasentative Bilder aus der 3D RNA-FISH mit Sonden fur IL6 mRNA, IL6 pr&-mRNA und IL8 pra-mRNA |

hTERT-RPE1-Zellen wurden in IBIDI p-Slides VI ausgesat und nach einem Tag fur unterschiedliche Zeiten mit IL-1a behandelt oder unbehandelt belassen. Nach Fixierung
der Zellen bei 4 °C Uber Nacht wurde eine RNA-FISH durchgefiihrt. Dabei wurden Sonden der Firma Affymetrix fir IL6 mMRNA (#VA6-13192; type 6), IL6 pra-mRNA
((#VA4-6001007; type 3) und IL8 pr&-mRNA (#VA1-6000437; type 1) verwendet. Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 angeférbt. Als FISH-Kontrolle dienten
unbehandelte Proben, welche ohne Sonden inkubiert wurden. Die Aufnahme der 3D-Bilder erfolgte mit dem Dmi8 Mikroskop bei 400-facher Vergréf3erung mit der LASX-
Software entlang der z-Achse (ber eine Strecke von 30 pm im Abstand von je 500nm. Dargestellt sind die Zellkerne prasentativer Zellen aus den links angezeigten
Perspektiven fir die ersten drei Bedingungen (unbehandelt, 0,25h IL-1, 0,5h IL-1). Messbalken: 25 pum.
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Abbildung 51: Repréasentative Bilder aus der 3D RNA-FISH mit Sonden fir IL6 mMRNA, IL6 pr&-mRNA und IL8 pr&-mRNA I

hTERT-RPE1-Zellen wurden in IBIDI p-Slides VI ausgesat und nach einem Tag fur unterschiedliche Zeiten mit IL-1a behandelt oder unbehandelt belassen. Nach Fixierung
der Zellen bei 4 °C Uber Nacht wurde eine RNA-FISH durchgefiihrt. Dabei wurden Sonden der Firma Affymetrix fir IL6 mMRNA (#VA6-13192; type 6), IL6 pra-mRNA
((#VA4-6001007; type 3) und IL8 pra-mRNA (#VA1-6000437; type 1) verwendet. Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 angefarbt. Als FISH-Kontrolle dienten
unbehandelte Proben, welche ohne Sonden inkubiert wurden. Die Aufnahme der 3D-Bilder erfolgte mit dem Dmi8 Mikroskop bei 400-facher Vergrof3erung mit der LASX-
Software entlang der z-Achse Uber eine Strecke von 30 um im Abstand von je 500nm. Dargestellt sind die Zellkerne reprasentativer Zellen aus den links angezeigten
Perspektiven fir die letzten zwei Bedingungen (1h, 3h IL-1) und die Kontrolle. Messbalken: 25 pym.

Zunachst wurde das Kernvolumen (ber die Hoechst-Farbung erfasst, da anhand der Kernflache bisher keine konsistente Antwort auf die
Fragestellung, nach einer signifikanten Veranderung der KerngroRe nach der Behandlung von hTERT-RPE1-Zellen mit IL-1, gefunden
werden konnte. Der Median, die Quartile und die Haufigkeitsverteilung des Kernvolumens werden in Abbildung 52A als Violin Plot

visualisiert. Unbehandelte Zellen besaRen im Mittel Kerne mit einem Volumen von 1597 pm? (Median: 1572 pm?), wobei 50 % der Kerne
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ein Volumen zwischen 1284 pm®und 1906 um? zeigten. Nach viertelstiindiger IL-1-Behandlung fiel das mittlere Volumen der Zellkerne
signifikant auf 1517 pm? (Median: 1485 pm?), um nach 0,5h noch weiter signifikant auf 1489 um?® (Median: 1441 um?®) zu sinken (Dunnetts-
Test, p<0,05). Nach einstiindiger IL-1-Behandlung war das mittlere Kernvolumen mit 1513 pm?® (Median: 1469 um?3) weiterhin signifikant
niedriger als in der unbehandelten Population, nach 3h bestand kein signifikanter Unterschied (Dunnetts-Test, p>0,05). Die relative
Haufigkeitsverteilung der Kernvolumina wird in Abbildung 52B gezeigt. Die Daten ahnelten einer Log-Normalverteilung und wurden in dieses
Modell eingepasst. Die Kernvolumina zeigten ohne IL-1-Behandlung am haufigsten (21 % der Zellen) Werte zwischen 1600 pm? und 1800
um? und fir alle anderen Bedingungen zwischen 1200 pm®und 1400 um?® (18-22 % der Zellen). Diese deutlich kleineren Kernvolumina

zeigten sich auch in einer leichten Linksverschiebung der Verteilungen der Kernvolumina nach IL-1-Behandlung im Gegensatz zu
unbehandelten Zellen.
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Abbildung 52: Kernvolumen von hTERT-RPE1-Zellen ermittelt Giber die Hoechst-Farbung in 3D RNA-FISH.

A: Darstellung der Mediane, Quartile und der Haufigkeitsverteilung des Kernvolumens in einem Violin Plot aus 2 biologischen und je 2 technischen Replikaten in den
Gesamtpopulationen von mindestens 329 Zellen pro Bedingung. Mittels Dunnett's Test wurden die Mittelwerte der behandelten Populationen gegen die der unbehandelten
Population mit einem Signifikanzniveau von p=0,05 getestet. signifikante Ergebnisse sind wie folgt gekennzeichnet: **: p<0,01; *: p<0,05. B: Darstellung der relativen
Héaufigkeiten der Kernvolumina als in die Log-Normalverteilung gefittete Kurven. Zusammenfassung der Daten aus 2 biologischen und je 2 technischen Replikaten mit
Gesamtpopulationen von mindestens 329 Zellen.

Die beobachtete Abnahme des Zellkernvolumens widersprach sowohl den zuvor in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnissen als auch den
Vorbefunden der Arbeitsgruppe, die in einer 3D DNA-FISH-Analyse, anhand der Hoechst-Farbung, erhoben worden waren
(unveroffentlichte Daten). Da bei der Betrachtung der Zellkerne eine variierende Intensitat der Hoechstfarbung aufgefallen war, stellte sich
die Frage, ob in der variierenden Hoechst-Farbung die Ursache fur die kleinen, aber signifikanten Unterschiede zwischen den Kernvolumina
bestand. Eine Ursache fur die Variation der Hoechst-Farbung zwischen verschiedenen Zellkernen kdnnte die Interkalierung des Hoechst in
die DNA sein. Damit zusammenhéangend zeigte die Arbeitsgruppe um Tom Misteli, dass die Intensitat von in die DNA-interkalierenden
Farbstoffen wie DAPI oder Hoechst, mit der DNA-Menge einer Zelle und damit mit ihrer Stellung im Zellzyklus zusammenhéngt. Die
Arbeitsgruppe entwickelte eine Methode nach der die Phase des Zellzyklus, in der sich eine Zelle gerade befindet, anhand der Intensitat
der Hoechstfarbung ermittelt werden kann (Roukos et al. 2015). Mithilfe dieser Methode wurden die Zellzyklusphasen der einzelnen Zellen
ermittelt (Herleitung der Fluoreszenzgrenzen fir die Zellzyklusphasen in Abbildung 63 im Anhang) und die Kernvolumina beziehungsweise
die IL8 und IL6 mRNA-Mengen der Zellen getrennt nach den Zellzyklusphasen dargestellt (Abb. 53A-C). Hieraus war ersichtlich, dass
unbehandelte Zellen in G1-Phase im Mittel einen Zellkern mit einem Volumen von 1311 pm?® besaRen, wohingegen das Kernvolumen
unbehandelter Zellen in S-Phase im Mittel 1505 pm? und in G2-Phase 1933 um? betrug und damit signifikant groRer war (Sidak-Test,
p=0,05). Auch fir die anderen Zeitpunkte konnten signifikant gréRere Zellkerne in S- und G2-Phase gezeigt werden. Dies wurde bereits
mehrfach beschrieben und beruht auf der Synthese der Schwesterchromatiden wéahrend der S-Phase (Huber und Gerace 2007).

Dass der bekannte Zusammenhang zwischen Kerngréf3e und DNA-Menge einer Zelle mit der hier verwendeten Methode gezeigt werden
konnte, zeigt ein weiteres Mal, dass die verwendete Methodik in der Lage ist, definierte Veranderungen der mittleren Kerngréf3e bestimmter
Populationen nachzuweisen.

Weiterhin wurde nach ein- und dreistiindiger IL-1-Behandlung in Zellen, die sich in S-Phase befanden, signifikant mehr IL8 mMRNA
transkribiert, und Zellen in G2-Phase exprimierten nach 3h ebenfalls signifikant mehr IL8 mMRNA (Sidaks-Test, p<0,05). Fur IL6 war der
Unterschied umgekehrt, so exprimierten Zellen in G1-Phase nach 1h und 3h (nach 3h im Mittel 63 IL6 mMRNA-Signale) signifikant mehr IL6
MRNA als Zellen in G2-Phase (42 Signale) (Sidak‘s-Test, p<0,05).
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AnschlieBend wurde die Zusammensetzung der Populationen der einzelnen Bedingungen aus den verschiedenen Zellzyklusphasen in
Tortendiagrammen visualisiert, um zu ermitteln, ob sich die Zellpopulationen in ihrer Zusammensetzung voneinander unterschieden (Abb.
53D). Dabei zeigte sich, dass die unbehandelte Population zu 32 % aus Zellen in G1-Phase, zu 30 % in S-Phase und zu 38 % in G2-Phase
bestand. Im Gegensatz dazu bestanden die behandelten Populationen zu mehr als 50 % aus Zellen in G1-Phase, zu 16 % bis 21 % aus
Zellen in S-Phase und zu 25 % bis 33 % aus Zellen in G2-Phase. Da also die behandelten Populationen zu grél3eren Anteilen aus Zellen
bestanden, die im Rahmen des Zellzyklus einen kleineren Zellkern besafl3en als die unbehandelte Population, ist es moglich, dass diese
unterschiedliche Zusammensetzung zu signifikanten Unterschieden der mittleren Kernvolumina fuhrte. Dies unterstreicht, dass mehrere
Faktoren auf den Zellkern und seine GroRRe einwirken, die in den Experimenten nicht alle konstant gehalten werden konnt, sodass die

abweichenden Ergebnisse der Kerngrélienmessungen durch diese Storfaktoren hervorgerufen worden sein konnten.
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Abbildung 53: Betrachtung des Kernvolumens und der mRNA-Menge unter Berucksichtigung der Zellzyklusphase.

Bestimmung der Zellzyklusphasen der einzelnen Zellen (ber die Intensitat der Hoechstfarbung. A: Darstellung des Medians, der Quartile und der Haufigkeitsverteilung
des Kernvolumens nach IL-1-Stimulation Uber verschiedene Zeitintervalle und in unbehandelten Zellen getrennt nach den Zellzyklusphasen der Zellen mit Daten aus 2
technischen und zwei biologischen Replikaten und mindestens 52 Zellen pro Bedingung. Vergleich der Kernvolumina in G1-Phase, S-Phase und G2-Phase derselben
Stimulationsbedingungen mit dem Sidak’s-Test und dem Signifikanzniveau p=0,05. Exemplarisch sind die signifikanten Unterschiede, die zwischen den unbehandelten
Populationen gemessen wurden, dargestellt. Das gleiche Signifikanzniveau erreichten entsprechende Vergleiche fir alle anderen Zeitpunkte. ****: p<0,0001. B:
Darstellung des Medians, der Quartile und der Haufigkeitsverteilung der IL8 mRNA-Menge nach IL-1-Stimulation Uber verschiedene Zeitintervalle und in unbehandelten
Zellen getrennt nach den Zellzyklusphasen der Zellen mit Daten aus 2 unabhangigen Experimenten und mindestens 19 Zellen pro Bedingung. Vergleich der IL8 mRNA-
Menge in G1-Phase, S-Phase und G2-Phase derselben Stimulationsbedingungen mit dem Sidak’s-Test und dem Signifikanzniveau p=0,05. ****: p<0,0001. C: Darstellung
des Medians, der Quartile und der Haufigkeitsverteilung des IL6 MRNA-Menge nach IL-1-Stimulation Uber verschiedene Zeitintervalle und in unbehandelten Zellen getrennt
nach den Zellzyklusphasen der Zellen mit Daten aus 2 unabhéangigen Experimenten und mindestens 21 Zellen pro Bedingung. Vergleich der IL6 mMRNA-Menge in G1-
Phase, S-Phase und G2-Phase derselben Stimulationsbedingungen mit dem Sidak’s-Test und dem Signifikanzniveau p=0,05. **: p<0,01; *: p<0,05. D: Darstellung der
Zusammensetzung der Zellpopulation aus den verschiedenen Zellzyklusphasen fir die Stimulationsbedingungen als Tortendiagramm mit Daten aus 2 technischen und
zwei biologischen Replikaten.

Analog zur Auswertung der 2D RNA-FISH wurde im Folgenden betrachtet, in wie vielen Zellen ohne und nach der IL-1-Behandlung aktive
IL8-, CXCL2- oder IL6-Genloci detektiert werden konnten. Der Anteil der Zellen mit aktiven Genen, sowie die Zusammensetzung dieses
Anteils aus aktiven Genloci fur IL8 und IL6 bestétigte die Ergebnisse aus der zweidimensionalen Darstellung und wird daher nur im Anhang
unter Abbildung 61 gezeigt. In Abbildung 54A wird der Anteil der Zellen mit und ohne IL8- oder CXCL2-pra-mRNA-Signale fir die
verschiedenen Bedingungen dargestellt. In der unbehandelten Population kamen nur in 8,50 % der Zellen aktive IL8- oder CXCL2-Genloci
vor. Nach der IL-1-Behandlung stieg der Anteil der Zellen, die aktive Genloci dieser Gene enthielten, zunachst auf 21,34 % nach 0,25h und
erreichte dann das Maximum nach 0,5h mit 60,43 % der Zellen. Danach sank der Anteil der Zellen, der aktive IL8- oder CXCL2-Genloci
enthielt, wieder auf 50,34% nach 1h und 53,85 % nach 3h. Abbildung 54B zeigt wie haufig die aktiven Genloci der beiden Gene einzeln
oder in Kombination miteinander in den einzelnen Zellen detektiert wurden. In den unbehandelten Zellen wurden nur IL8-Genloci gefunden.
Nach viertelstiindiger IL-1-Behandlung hatte sich der Anteil der Zellen mit aktiven IL8-Genloci mehr als verdoppelt, wobei in 19,51 % der
Zellen monoallelische IL8-Expression beobachtet wurde. Aktive Genloci fiir CXCL2 oder beide Gene konnten nur vereinzelt dokumentiert
werden. Auch nach halbstindiger Stimulation mit IL-1 wurde die Genaktivitat zu 56,83 % durch IL8 vermittelt und nur zu 10,80 % durch
CXCL2, wobei der Anteil der aktiven CXCL2-Genloci damit sein Maximum erreichte und zu den spateren Zeitpunkten wieder sank. Der
Anteil der aktiven IL8-Loci sank nach 1h und 3h ebenfalls leicht, belief sich aber auch nach dreistiindiger IL-1-Stimulation auf insgesamt
50,55 % der Zellen. Diese Verteilung passt gut zu dem beobachteten Unterschied zwischen der IL8 und CXCL2 mRNA-Menge, so wurden
nach 1h IL-1 Stimulation im Mittel 456 IL8-mRNA-Signale (vgl. Kapitel 4.3.3), aber nur 67 CXCL2 mRNA-Signale detektiert (vgl. Kapitel
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4.7.2). Ferner war zu beobachten, dass nach 0,5h, 1h und 3h IL-1-Behandlung der Anteil der Zellen in denen nur aktive CXCL2-Genloci
detektiert wurden mit beispielsweise 3,6 % nach 0,5h, geringer war als der Anteil der Zellen in denen sowohl aktive CXCL2-Loci als auch
aktive I1L8-Genloci entdeckt wurden (7,2 % nach 0,5h). Dies kénnte ein Hinweis auf eine Koregulation der beiden Genloci sein.
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Total=153 Zellen Total=164 Zellen Total=139 Zellen Total=149 Zellen Total=182 Zellen
3 91.50% - pr&-mRNA-Signale B3 78.66% - pra-mRNA-Signale =1 39.57% - pra-mRNA-Signale =1 49.66% - pra-mRNA-Signale =1 46.15% - pra-mRNA-Signale
Em 8.50% + pra-mRNA-Signale B3 21.34% + pra-mRNA-Signale mm 60.43% + pra-mRNA-Signale BEE 50.34% + pra-mRNA Signale E= 53.85% + pra-mRNA Signale

Unbehandelt 0,25h IL-1 0,5h IL-1 1hIL-1 3hIL-1

1951 % 118
0.61%21L8

0.61 9% 1 CXCL2
0.61%11L8 +1 CXCL2

= 850%1IL8 30.87%11L8

1275% 2 IL8

2.69% 1 CXCL2

3.36 %1 IL8 + 1 CXCL2

0.67 % 2 IL8 + 1 CXCL2

39.57% 11L8

10.07% 2 IL8

2.88% 1 CXCL2
0.72% 2 CXCL2
5.04% 1 IL8 + 1 CXCL2
2.16 % 2 IL8+ 1 CXCL2

39.56% 1 IL8
879%2IL8

3.30 % 1 CXCL2
1.65%11L8 + 1 CXCL2
0.55% 2 IL8+ 1 CXCL2

goooom
goomm
gooom

Abbildung 54: Quantifizierung der aktiven Genloci fiir IL8 und CXCL2 relativ zur Gesamtpopulation.

A: Darstellung des relativen Anteils (%) der Zellen mit (+) und ohne (-) pra&-mRNA Signale fiir IL8 oder CXCL2 von der Gesamtpopulation fiir die verschiedenen
Zeitpunkte nach IL-1-Stimulation aus 2 unabhéngigen Experimenten fur mindestens 139 Zellen pro Bedingung. B: Darstellung des Vorkommens verschiedener
Kombinationen aktiver IL8 und CXCL2 Genloci innerhalb einer Zelle als Anteil von der Gesamtpopulation (%)

Weiterhin wurden die X-, Y- und Z-Koordinaten der pra&-mRNA-Signale, sowie der Zellkerne in der 3D RNA-FISH ermittelt, um die Distanzen
der aktiven Genloci zueinander zu ermitteln. Anstatt der radialen Position der aktiven Genloci wurde ihre Distanz zum Kernzentrum
gemessen, da die Kernperipherie in 3D schlecht zu determinieren ist (Finn et al. 2017). Die Distanzen wurden, fir den Vergleich von
Distanzen, die in Zellkernen unterschiedlicher Gré3e gemessen wurden, als prozentualer Anteil des jeweiligen Kernvolumens angegeben.
Die daraus resultierenden Mediane, Quartile und Haufigkeitsverteilungen der verschiedenen Distanzen sind im Anhang unter Abbildung 62
gezeigt. Allerdings war die Stichprobe der Distanzen, die zwischen zwei aktiven IL6- bzw. CXCL2-Genloci gemessen werden konnten so
klein, dass auf einen Vergleich verzichtet wurde. Im Ubrigen war ein Vergleich mit den Distanzen, die in behandelten Zellen gemessen
worden waren mit denen, die in unbehandelten Zellen ermittelt wurden nur fir die Distanzen der aktiven IL8- und IL6-Genloci zum
Kernzentrum sinnvoll moglich. Auch bei der Beurteilung der intrachromosomalen Distanzen zwischen aktiven IL8- und CXCL2-Loci und der
interchromosomalen Distanzen zwischen IL8- und IL6-Genloci sollten die kleinen Stichproben berticksichtigt werden. Insgesamt ergab der
Vergleich der unterschiedlichen Bedingungen der relativen Distanzen zum Zellkern, sowie der interallelischen und interchromosomalen
Distanzen keine signifikanten Unterschiede (Tukey-Test, p>0,05). Die in den 2D-Untersuchungen beobachteten Tendenzen (vgl. Kapitel
4.5) lief3en sich nicht bestéatigen.

Abschlielend wurde Uberprift, ob der selektive Zusammenhang zwischen der IL8 mRNA-Menge und der Kerngrée auch im
dreidimensionalen Zellkern, also fir das Kernvolumen, beobachtet werden konnte. Dafir wurde die IL8-mRNA-Signal-Anzahl der Zellen mit
dem Kernvolumen korreliert, der Korrelationskoeffizient r nach Pearson berechnet und der t-Test fir den Korrelationskoeffizienten
durchgefuhrt. In Abbildung 55A sind diese Korrelationen in Form von Scatter Plots visualisiert, in denen die Punktewolke nach 0,5h, 1h und
3h IL-1-Behandlung schréag und oval im Koordinatensystem lag, was auf einen gleichsinnigen Zusammenhang beider Parameter hindeutete.
Dies wurde durch die signifikanten Korrelationskoeffizienten bestatigt, die einen leichten bis mittleren Zusammenhang der IL8 MRNA-Menge
mit dem Kernvolumen anzeigten (t-Test fur den Korrelationskoeffizienten, p<0,05). In Abbildung 55B zeigen Scatter Plots die Korrelation
der IL6 mRNA-Signal-Anzahl mit dem Kernvolumen. In diesem Falle zeigte die Punktwolke wieder eine dreieckige Form und auch die
Korrelationskoeffizienten gaben keinen Hinweis auf einen signifikanten Zusammenhang der beiden Parameter (t-Test fur den

Korrelationskoeffizienten, p>0,05).
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Abbildung 55. Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der mMRNA-Menge und dem Kernvolumen.

A: Korrelation der IL8 mRNA-Menge mit dem Kernvolumen mit Daten aus 2 voneinander unabhangigen Experimenten mit mindestens 139 Zellen pro Bedingung.
Berechnung des Korrelationskoeffizienten r nach Pearson und des Konfidenzintervalls (CI) von r. Cl(r(unb.))= -0,12 — 0,20; CI(r(0,25h))= -0,03 — 0,28; CI(r(0,5h))= 0,12 —
0,43; Cl(r(1h)= 0,23 - 0,50; CI(r(3h))= 0,11 — 0,38. Durchfuhrung des t-Tests fur den Korrelationskoeffizienten mit dem Signifikanzniveau p=0,05. B: Korrelation der IL6
MRNA-Menge mit dem Kernvolumen mit Daten aus zwei voneinander unabhdngigen Experimenten mit mindestens 183 Zellen pro Bedingung. Berechnung des
Korrelationskoeffizienten r nach Pearson und des Konfidenzintervalls (CI) von r. CI(r(unb.))= 0,08 — 0,35; CI(r(0,25h))= -0,03 — 0,26; CI(r(0,5h))= -0,07 — 0,22; CI(r(1h)= -
0,32 — 0,05; CI(r(3h))= -0,21 — 0,07. Durchfiihrung des t-Tests fir den Korrelationskoeffizienten mit dem Signifikanzniveau p=0,05.

Zusammenfassend ergab die Untersuchung der medianen KerngroéRen in der Gesamtpopulation von hTERT-RPE1-Zellen mit
verschiedenen zellbiologischen Techniken (Immunfluoreszenz, RNA-FISH und Immuno-RNA-FISH, 2D und 3D Weitfeldmikroskopie) keine
reproduzierbare Anderung der KerngréRe nach IL-1-Behandlung. Dagegen konnte sowohl mittels einer Anfarbung der DNA mit Hoechst als
auch Uber die direkte Markierung der Nukleushulle mit Antikdrpern fir die Kernlamine und bei dreidimensionaler Abbildung ein signifikanter
Zusammenhang zwischen der IL-1-induzierten IL8 mMRNA-Menge und der KerngroRe sowie der ZytoplasmagréfRe beobachtet werden.
Dieser Effekt ist Gen-spezifisch, da zwischen der mRNA-Menge anderer, in geringeren Mengen exprimierten, IL-1-induzierten Genen (IL6
und CXCL2) und der Kerngréf3e keine Korrelation nachgewiesen werden konnte. Diese Ergebnisse kénnen so interpretiert werden, dass in
den am starksten pro-inflammatorisch aktivierten Zellen mit der Zellgrof3e ein basaler biologischer Parameter zytokinabhangig ko-reguliert

wird.

5 Diskussion

5.1 Heterogene Regulation der Kern- und Zellgrof3e durch einen Entziindungsreiz

In bisher unveroffentlichten 3D DNA-FISH-Experimenten der AG Kracht wurden signifikant grof3ere Kernvolumina in fur 1h mit IL-1a
behandelten hTERT-RPE-1-Zellen verglichen mit unbehandelten Zellen gemessen (unverdéffentlichte Daten AG Kracht). Die Detektion
gréRerer Zellkerne in sonst histologisch unauffalligen Zellen im direkten Umfeld von Tumoren fiihrte zu der Vermutung, dass Anderungen
der KerngroRRe frihe Ereignisse in der Malignomentstehung sind (Slaughter et al. 1953; Vukovic et al. 2016; Chai und Brown 2009; Cantwell
und Dey 2021). Proinflammatorische Mediatoren wie IL-1, IL-8 und IL-6 spielen wichtige Rollen in der Karzinogenese (vergleiche Kapitel
1.2, (Alfaro et al. 2017). Vor diesem Hintergrund ist die Beobachtung einer IL-1-induzierten Anderung der KerngréRe fir das Verstandnis
der Entstehung von Karzinomen von Interesse. Darlber hinaus fihrt eine Uberschiel3ende Aktivierung des IL-1-Signalwegs zu
Autoimmunerkrankungen wie rheumatoider Arthritis, moduliert neuroinflammatorische Erkrankungen wie Autoimmunenzephalitiden,
Inflammation im Rahmen von Schlaganfallen und Temporallappenepilepsie sowie neurodegenerativen Erkrankungen und beeinflusst die

Entstehung von Atherosklerose (Mantovani et al. 2019).

Die Untersuchung einer putativen Interleukin-1-vermittelten Regulation der KerngroRe erfolgte zunachst mittels indirekter Immunfluoreszenz
(IF) mit Primarantikérpern fir Kernlamine und Hoechst-Farbung. Diese Methodik konnte initial validiert werden, indem gezeigt wurde, dass
das Verfahren in der Lage war, eine durch den nukledren Exportinhibitor Leptomycin B induzierte Anderung der KerngroRRe zu erfassen

(Jevti¢ et al. 2019). Es konnte weiterhin der bekannte Zusammenhang zwischen Kerngréf3e und DNA-Menge einer Zelle in dieser Arbeit
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mittels 3D RNA-FISH gezeigt werden, was ebenfalls dafir spricht, dass die verwendete Methodik in der Lage ist, definierte Verdnderungen
der mittleren Kerngrél3e bestimmter Populationen nachzuweisen (Huber und Gerace 2007).

Mittels 2D IF konnte fir die gesamte untersuchte Zellpopulation zunachst keine eindeutige und signifikante IL-1 induzierte Anderung der
Kerngrof3e, der Zytoplasmaflache oder des Kern- / Zytoplasmaverhéltnisses (K-/Z-Verhaltnis) gezeigt werden (vergleiche Kapitel 4.2). Dies
entspricht der aktuell vorliegenden Literatur, da seit vielen Jahren wiederholt gezeigt werden konnte, dass Kerngrof3e und Zellgréf3e in
gesunden Zellen in einem festen, zelllinienspezifischen Verhaltnis zueinanderstehen. Dies impliziert, dass es einen komplexen
regulatorischen Prozess gibt, der die KerngréRe und die ZellgrélRe aneinander koppelt (Cantwell und Nurse 2019b). Das konstante
Verhdltnis scheint der Aufrechterhaltung einer bestimmten Konzentration an Makromolekilen zu dienen (Berry und Pelkmans 2022). In
malignen Tumorzellen hingegen ist das K-/Z-Verhdltnis zugunsten eines groReren Zellkerns verschoben (Jevic und Levy 2014). Es ist nicht

bekannt, inwieweit das Kern-/ Zytoplasmaverhétlnis signalabhangig verandert werden kann.

Weitere methodische Anséatze wie 2D und 3D RNA-FISH, sowie Immuno-RNA-FISH und 3D DNA-FISH ergaben ambivalente teilweise auch
signifikante Anderungen der mittleren KerngroRe wie Tabelle 1 entnommen werden kann. Ob die in 2D und 3D RNA-FISH gemessenen
signifikanten Unterschiede spezifisch durch IL-1-signaling verursacht worden sind oder durch andere Faktoren verursacht wurden, ist unklar.
Da sie durch die anderen Methoden nicht reproduziert werden konnten und im Gegensatz zueinanderstehen, ist es wahrscheinlich, dass

es sich um unspezifische Veranderungen handelte. Die heterogenen Ergebnisse kdnnten durch folgende Faktoren verursacht worden sein:

Fur hTERT-RPE-1-Zellen war im Vorfeld gezeigt worden, dass sie auf eine Inkubation mit IL-1 mit einer Anderung der Genexpression
proinflammatorischer Gene antworteten, welche ihr Maximum nach einstiindiger Stimulation erreichte. Nach langerer Inkubationsdauer
nahm die induzierte Genexpression in vielen Zellen wieder ab. Einige Zellen zeigten jedoch eine prolongierte Expression bestimmter Gene,
welche in anderen Zelllinien nicht beobachtet werden konnte und die mdglicherweise aus parakriner Stimulation resultierte (MalRmann
2021). Bei den RNA-FISH und Immuno-RNA-FISH-Experimenten wurden alle Zellen mit unauffalligem Phanotyp in die Auswertung mit
einbezogen, ohne die tatsachliche Reaktion von einzelnen Zellen auf den IL-1-Stimulus, beispielsweise anhand der p65-Lokalisation, zu
beriicksichtigen. Zellen mit prolongierter Genexpression héatten jedoch auch ein abweichendes Verhalten der Kernmorphologie zeigen und

damit die Ergebnisse dieser experimentellen Ansétze verfélschen kénnen.

Weiterhin waren die Zellen vor Beginn der Untersuchung nicht zellzyklussynchronisiert worden. Jedoch ist bereits gezeigt worden, dass
Zellen in G2 und S-Phase signifikant gro3ere Zellkerne aufweisen als in G1 Phase (Huber und Gerace 2007). Es ist moglich, dass die
unterschiedlichen Ergebnisse durch eine unterschiedliche Zusammensetzung der Zellpopulationen beziglich der Zellzyklusphasen
mitverursacht worden sind. Um solche Effekte auszuschlieBen, ware es sinnvoll, Untersuchungen der Auswirkung von IL-1 auf die
KerngroBe an synchronisierten Zellen durchzufiihren. Hierflr stehen unter anderem DNA-Synthese-Inhibitoren (z.B. Hydroxyurea) oder
Spindelgifte (z.B. Colchicin) sowie Serumentzug zur Verfiigung. Allerdings beeinflussen inshesondere die Spindelgifte den Zellstoffwechsel
und die Zellstruktur (Banfalvi 2011).

Die Methoden Immunfluoreszenz, RNA-FISH und DNA-FISH unterscheiden sich bezlglich der verwendeten Detergenzien und der
Temperatur, bei der die Antikorper bzw. die FISH-Sonden mit den Proben inkubiert werden. Die Fixierung der Zellen erfolgte in allen
Protokollen mittels 4 % Paraforamaldehydlésung. In den Protokollen der indirekten Immunfluoreszenz wurden die Zellen mit Triton-X-100
und Saponin permeabilisiert und bei Raumtemperatur mit den Antikérpern inkubiert. In den RNA-FISH-Protokollen wurde Tween 20 zur
Permeabilisierung der Zellen verwendet. In den DNA-FISH-Protokollen erfolgte die Permeabilisierung aufgrund der besonderen Grofe der
DNA-Sonden mittels einer Kombination aus Triton-X-100 und Saponin. Die Hybridisierung mit den RNA-FISH-Sonden erfolgte bei 40 °C,
der DNA-FISH-Sonden bei 75 °C. Bei Triton-X-100 und Tween 20 handelte es sich um nichtionische Detergenzien, welche Biomembranen
fur Sonden oder Antikérper durchlassig machen, indem sie sich in die Membranen einlagern (Chandra Mohan 2007). Inwiefern sie die
KerngroRe damit artifiziell beeinflussen, ist nicht vorbeschrieben. Jedoch ist es denkbar, dass die Einflisse der Detergenzien Triton-X-100
und Tween 20 leicht unterschiedlich sind (Coligan 2001). Es ist davon auszugehen, dass die héheren Hybridisierungstemperaturen in der
DNA-FISH, auch die Zellstrukturen verandert haben. Daher sollte ein direkter Vergleich zwischen den verschiedenen Methoden vorsichtig

erfolgen.

Insgesamt fiel auf, dass alle Experimente, in denen Lamin A/C fur die Markierung der Kernhtlle genutzt wurde, keine signifikanten
Unterschiede zeigten, wahrend die Experimente, bei denen die Messung der KerngréRe nur anhand der Hoechstfarbung erfolgte,
widerspruchliche signifikante Ergebnisse ergaben. Der Vergleich der mittleren KerngréRen mit IL-1- oder Leptomycin B behandelter Zellen
mit den mittleren KerngréRen unbehandelter Zellen ergab Ubereinstimmend mit Jevti¢ et al. das gleiche Ergebnis unabhangig davon, ob

der Vergleich anhand der Uber die Hoechstfarbung oder tber die Laminfarbung gewonnenen Daten erfolgte (vergleiche Kapitel 4.1. und
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4.2) (Jevti¢ et al. 2019). Da Hoechst jedoch den Zellkern farbt, indem es in die DNA interkaliert, wurde die Mdglichkeit in Betracht gezogen,
dass die Farbung des Zellkerns durch die Chromatinorganisation und Chromatinmenge beeinflusst wird. Dies wiederum konnte die

gemessene KerngrofRe verfalschen. Vor diesem Hintergrund erscheinen die Ergebnisse der Laminfarbung als verlasslicher.

Insgesamt kann die Betrachtung der mittleren Kerngré3e eine IL-1-induzierte Erhéhung der KerngréRe nicht bestétigen. Stattdessen scheint
die mittlere KerngroBe der Gesamtpopulation eher nicht durch IL-1 beeinflusst zu werden. Dies filhrte zu der Frage, ob und wie die
heterogene transkriptionelle Aktivitat IL-1 induzierter Gene in einzelnen Zellen mit der Kern- und Zytoplasmagrofe sowie mit dem K-/Z-

Verhaltnis korrelierte.

5.2 Die Transkription von Chemokin- und Interleukingenen ist durch IL-1 schnell und stark induzierbar

Als erster Anhaltspunkt fur die Aktivierung des IL-1-Signalwegs in hTERT-RPE-1-Zellen wurde das AusmaRl der Translokation des
Transkriptionsfaktors p65 aus dem Zytoplasma in den Zellkern herangezogen. Dies wurde in der Immunfluoreszenz als
Gesamtfluoreszenzintensitat der indirekten Immunfluoreszenzmarkierung von p65 quantifiziert (Abb.25). Die Ergebnisse spiegelten die
bekannte Kinetik des IL-1 signalings wider, im Rahmen dessen nach halb- und einstundiger IL-1-Stimulation besonders viel p65 in die
Zellkerne transloziert, welches diese nach 3h und 6h wieder verlasst (Meier-Soelch et al. 2021; Mayr-Buro et al. 2019). Zuséatzlich konnten
auch nach 6h IL-1-Behandlung noch viele Zellen mit héheren p65-Konzentrationen beobachtet werden, sowie eine Zunahme der
Gesamtfluoreszenzintensitat im Zeitverlauf der IL-1-Behandlung, die zusammen auf eine zunehmende Heterogenitat des Ausmal3es der

p65-Translokation im Zeitverlauf nach der IL-1-Stimulation hindeutete (vgl. Kapitel 5.4).

Zur weiteren Beurteilung der transkriptionellen Aktivitat an den IL-1-Zielgenen IL8, CXCL2 und IL6 wurden aktive Transkriptionsstellen und
die mature mRNA dieser Gene in hTERT-RPE-1-Zellen mittels 2D RNA-FISH mit Sonden fir intronische RNA und mature mRNA visualisiert
und quantifiziert (Huang und Spector 1996; Femino et al. 1998). Wie unter Kapitel 3.3.4 beschrieben, wurden die spezifischen (und als
aktive Genloci interpretierten) pra-mRNA-Signale anhand ihrer GroRe und Intensitdt ausgewahlt und multiple kleine Signale nicht
bertcksichtigt. Dies beruhte auf der Annahme, dass sich die pra-mRNA am aktiven Genlocus konzentriert, weil sie parallel zur Transkription
gespleilt wird (Huang und Spector 1996; Wada et al. 2009; Femino et al. 1998). Weiterhin handelt es sich bei den hTERT-RPE-1-Zellen
um diploide Zellen (unveréffentlichte Ergebnisse AG Kracht, (hnTERT RPE-1 ATCC ® CRL-4000™ Homo sapiens Retina, eye; pigm 2021),
sodass das Vorkommen von mehr als zwei aktiven Loci eines Gens in einer Zelle nicht zu erwarten war. Moglicherweise handelte es sich
bei den kleineren Signalen um bereits herausgespleildte Introns, die noch im Kern verblieben waren (Heinrich et al. 2022). Um diese
Vermutung zu Uberprifen, kénnten die Zellen mit einem SpleiRosomeninhibitor (z.B. Isoginkgetin (O'Brien et al. 2008)) behandelt werden.
Wiirde es sich bei den kleineren Signalen tatsachlich um herausgesplei3te Introns handeln wére zu erwarten, dass sie in mit Isoginkgetin

behandelten Zellen nicht mehr auftreten und die pra-mRNA klarer erkennbar wird.

In der RNA-FISH zeigte sich in nicht mit IL-1 behandelten Zellen fur IL8, CXCL2 und IL6 sowohl fir die aktiven Genloci und
Transkriptionsstellen als auch fiir die Transkriptzahl pro Zelle nur eine auf3erst geringe Aktivitat. Dies bedeutet, dass die untersuchte
Zellpopulation nicht vorstimuliert war. Nach halbstiindiger Stimulation mit IL-1 stieg zunadchst die Zahl der aktiven Genloci und aktiven
Transkriptionsstellen auf ihr Maximum. Nach 1h bzw. 3h erreichte die Zahl der IL8-, IL6 und CXCL2 mRNA-Transkripte pro Zelle ihr
Maximum. Die Transkription der Gene IL8, CXCL2 und IL6 wird also nach Behandlung der Zellen mit IL-1 schnell und stark induziert. Der
zeitliche Unterschied der maximalen Zahl an aktiven Genloci und mRNA-Transkripte kann dadurch erklart werden, dass die maturen mRNA-
Transkripte erst aus der pra-mRNA prozessiert werden, wozu neben der aktiven Transkription weitere Prozesse wie mRNA-Prozessierung
und Stabilisierung notigt sind (Priester et al. 2022). Im weiteren Zeitverlauf der IL-1-Behandlung nahmen die Zahl der aktiven Genloci,
Transkriptionsstellen und der maturen mRNA-Transkripte wieder ab, ohne nach sechsstiindiger Stimulation das Ausgangsniveau zu

erreichen.

Die IL-1-abhéngige Induktion der Expression von IL8 und IL6 in hTERT-RPE-1-Zellen wurde bereits im Vorfeld mittels quantitativer real
time Polymerasekettenreaktion und auf Einzelzellebene mittels RNA-FISH mit Sonden fir reife mMRNA untersucht. In diesen Experimenten
war die maximale mittlere und mediane mRNA-Menge flr beide Gene ebenfalls nach einstiindiger Behandlung mit IL-1 detektiert worden
(MaRBmann 2021). MaBmann dokumentierte fir hTERT-RPE-1-Zellen, dass nach einstindiger IL-1-Behandlung in 80 % der Zellen eine
Translokation von p65 in den Zellkern erfolgt war (Mallmann 2021). In dieser Arbeit wurde die Translokationsfrequenz nicht gezielt
untersucht. Nach 30-minttiger Stimulation mit IL-1 waren nur in maximal 61 % der untersuchten Zellen IL8 und / oder IL6-Gene aktiv. Dieser
Unterschied liegt wahrscheinlich jedoch nicht an einer geringeren Reaktion der untersuchten Zellen auf IL-1, sondern daran, dass die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors in deutlich mehr Zellen erfolgt, als dass zu einem bestimmten Zeitpunkt die Transkription an den IL-

1-Zielgenen aktiv ist. Dies kann durch zwei Punkte erklart werden: Erstens wird die transkriptionelle Aktivierung der IL-1-Zielgene
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intranuklear durch weitere Schritte organisiert (vgl. Kapitel 1.4.3 und 1.4.4) (Bacher et al. 2021). Zweitens lauft die NF-kB-vermittelte

Transkription nicht linear, sondern binér, in sogenannten transcriptional bursts ab (Bass et al. 2021).

Da also insgesamt die von MaBmann in hTERT-RPE-1-Zellen detektierte IL-1-induzierte mRNA-Kinetik hier nachvollzogen werden konnte,
ist davon auszugehen, dass in dieser Arbeit ein flr die untersuchte Zelllinie normales Expressionsmuster der Gene IL8 und IL6 vorlag. Da
eine Vorstimulation oder ein verandertes Expressionsmuster als Antwort auf den IL-1-Stimulus die Ergebnisse der geplanten Messung

intranuklearer Distanzen héatte verandern kénnen, ist es wichtig, dass diese Fehlerquelle ausgeschlossen wurde.

In Kapitel 4.4 konnte gezeigt werden, dass die Zellen, die zum Zeitpunkt der Fixierung aktive Genloci fur das entsprechende Gen aufwiesen,
mehr IL8 bzw. IL6 mRNA enthielten. Damit ist ein Zusammenhang zwischen der mRNA-Menge und der Aktivitat eines entsprechenden
Genortes anzunehmen. Dies entspricht den Erwartungen, da die aktive Transkription an einem Gen die Voraussetzung flr die Synthese
neuer mRNA-Transkripte ist (Finn und Misteli 2019). Weiterhin lasst sich der Zusammenhang durch das transcriptional-burst-Modell
erklaren, da Transkriptionsfaktoren wie NF-kB die Frequenz und Starke der bursts verstarken und auf diese Weise die Synthese der mRNA
von IL-1-Zielgenen erhéhen (Weiterer et al, 2020). Besonders durch die Erh6hung der burst frequency steigt zudem die Wahrscheinlichkeit,
dass zum Zeitpunkt der Fixierung Zielgene aktiv sind und damit durch die intronischen mRNA-Sonden visualisiert werden kdnnen
(Nikopoulou et al. 2019; Bass et al. 2021).

Beim Vergleich der Zahl der aktiven IL8-, IL6- und CXCL2-Genloci pro Zelle und Grélzenordnung der IL8 mMRNA-Menge mit der IL6-mRNA-
Menge zeigte sich in unbehandelten Zellen sowohl eine héhere Genaktivitat als auch eine gréRere mRNA-Menge fir IL6 im Vergleich zu
IL8 und CXCL2. Hoffmann et al. beschrieben 2002 ein Model in dem die Transkription von IL8 in ruhenden Zellen durch die Bindung des
NF-kB-repressing factor (NRF) am negative regulatory element (NRE) des IL8 promotors reprimiert wird (Elke Hoffmann et al. 2002;
Nourbakhsh et al. 2001). Fir IL6 und CXCL2 ist eines solche aktive Repression nicht beschrieben. Poststimulativ zeigte sich hingegen eine
deutlich hdhere Genaktivitat und groRere mRNA-Transkriptmenge fir IL8 (vergleiche Kapitel 4.3.2 und 4.7.1). Auf mRNA-Ebene konnten
ahnliche Unterschiede im Ausmalf3 der IL8- und IL6-Transkription bereits gezeigt werden (MalRmann 2021). Diese Unterschiede deuten auf

eine herausragende Induktion der IL8-Expression nach externen Stimuli hin.

Grinde fir diese besonders starke Expression kdnnen sowohl auf Ebene der Transkriptionsinduktion als auch auf funktioneller Ebene
gesehen werden: Basierend auf der Beobachtung, dass verschiedene NF-kB-induzierbare Gene eine unterschiedliche Induktionskinetik
aufweisen und ihre Transkriptionsinitiation von verschiedenen Proteinen (insbesondere dem chromatin remodelling complex SWI/SNF
abhangig ist, wurden NF-kB-induzierbare Gene in einem Modell in drei Gruppen eingeteilt: early primary, late primary und secondary
response genes. Die Induktion der Transkription von early primary response genes, zu denen auch CXCL2 und IL8 gehéren, erfolgt schnell
stimulusabhangig und ist nicht abhangig von der Synthese und Wirkung von Proteinen und SWI/SNF. Late primary response genes wie
zum Beispiel Interferon 3 bendtigen flr ihre Aktivierung chromatin remodelling complexes und werden daher mit Verzégerung induziert. Fur
die Induktion der Transkription von secondary response genes, wie zum Beispiel IL6, werden sowohl chromatin remodelling complexes als
auch neu synthetisierte Proteine benétigt (Ramirez-Carrozzi et al. 2006; Ramirez-Carrozzi et al. 2009). Da es sich bei IL8 und IL6 also um

Mitglieder unterschiedlicher Gruppen handelt, ist nachvollziehbar, dass sie sich in der Haufigkeit auffindbarer aktiver Genloci unterscheiden.

Des Weiteren spielen die drei Zytokine unterschiedliche Rollen im Organismus. IL8 bindet, im Gegensatz zu CXCL2, an die CXC Chemokin
Rezeptoren () 1 und 2 und hat somit eine induzierende und regulierende Wirkung auf die Chemotaxis primar an der Entziindungsreaktion
beteiligter Granulozyten (Bachelerie et al. 2014, Stillie et al. 2009). Daraus kann geschlossen werden, dass dieses Zytokin im Vergleich zu
den anderen beiden untersuchten Zytokinen von besonderer Bedeutung fur die Regulation der friihen Entziindungsreaktion ist. Ohne
Entzlindungsreiz ist jedoch auch keine IL8-vermittelte Chemotaxis notwendig und daher die geringe Expression in unbehandelten Zellen
zur Begrenzung chronischer Entziindungsreaktionen biologisch sinnvoll. IL6 stimuliert die Proliferation und Differenzierung von B-
Lymphozyten im Knochenmark und in Hepatozyten die Produktion von Akute Phase Proteinen, wie C-reaktives Protein und Fibrinogen. IL6
induziert aulRerdem die Proliferation und Differenzierung zytotoxischer T-Zellen, ist an der Induktion der Expression von
Adhéasionsmolekilen in Endothelzellen und an der Rekrutierung von Monozyten beteiligt. Auch IL6 spielt eine Rolle fir die Neoangiogenese
(Kishimoto 2006). Entsprechend der Wirkung von IL6 als Differenzierungsfaktor erscheint das im Vergleich zu IL8 hodhere basale

Expressionslevel biologisch sinnvoll.

Ein weiterer auffalliger Befund war, dass IL8 zum Zeitpunkt der Fixierung nach halbstiindiger IL-1-Behandlung in 22 % der Zellen biallelisch
exprimiert wurde, wahrend nur in unter 5% der untersuchten Zellen zwei IL6- und CXCL2-Loci aktiv waren (vergleiche Kapitel 4.3.2). Wada
et al. dokumentierten ahnlich unterschiedliche Expressionsmuster der TNFa-Zielgene SAMD4A und EXT1 in HUVEC mittels RNA-FISH mit
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intronischen Sonden. In dieser Analyse waren nach 30-minitiger TNFa-Stimulation in 22,5 % der Zellen zwei SAMD4A-Genloci aktiv. Flr
EXT1 konnte keine so starke biallelische Genaktivitat gezeigt werden (Wada et al. 2009). Da das Ausmal der biallelischen Genaktivitat von
IL8 und SAMD4A die mRNA Expression Ubertrifft, welche bei unabhéangiger Expression beider Allele erwartet werden wirde (Wada et al.
2009), konnte sie ein Hinweis auf eine interallelische Koordinierung der Transkription einiger Gene sein. Die haufige biallelische Aktivitat

am IL8-Gen kdnnte eine Ursache fir die besonders grof3e Transkriptmenge fir dieses Gen sein.

Zuletzt fiel bei der Betrachtung der Kombination aktiver Transkriptionsstellen auf, dass aktive IL6-Loci mehr als dreimal so oft in Zellen
auftraten in denen gleichzeitig auch aktive IL8-Loci zu finden waren als in Zellen in denen dies nicht der Fall war (vergleiche Kapitel 4.3.2.).
Dies konnte ein Hinweis flr eine genomweite Koregulation von IL8 und IL6 sein. In dem Versuchsansatz mit intronischen RNA-Sonden fir
IL6 und CXCL2 traten aktive IL6-Loci nur nach halbstiindiger Stimulation haufiger in Zellen in denen auch CXCL2-Loci aktiv waren als in
Zellen ohne CXCL2 Aktivitat auf. Dies ist im Einklang mit chromosome conformation capture-Analysen (i4-C) in KB und Hela-Zellen, in
denen sich Hinweise auf eine Koregulation des IL6-Gens auf Chromosom 7 durch den IL8-Enhancer, also in trans ergeben hatten (Weiterer
et al. 2020).

5.3 Gene repositioning nach einem Entziindungsreiz

5.3.1 Fehlende zeitabhangige Anderung der radialen Position von durch IL-1 aktivierte Genloci

Die rdumliche Anordnung der Chromosomen isogener Zellen nach der Mitose ist variabel. Einzelne Chromatinsequenzen innerhalb des
menschlichen Zellkerns sind hingegen nicht-zufallig verteilt (Dekker und Misteli 2015). Stattdessen wurde gezeigt, dass Chromatin mit
ahnlicher Dichte und vergleichbarer transkriptioneller Aktivitat kolokalisiert (Lieberman-Aiden et al. 2009). Gegenstand der aktuellen
Forschung ist, inwiefern die Position einzelner Chromatinabschnitte mit ihrer transkriptionellen Aktivitdt zusammenhangt und ob die
Anderung der Position eines Chromatinabschnitts im Verhaltnis zu Kernhillle und Kernzentrum die Transkription dieses Abschnitts
determiniert (Shachar und Misteli 2017). Bisher durchgefuhrte Untersuchungen zeichnen ein ambivalentes Bild des Zusammenhangs
zwischen Transkriptionsaktivitat und radialer Genposition: so konnte fiir einige Gene gezeigt werden, dass eine Anderung ihrer radialen
Position mit einer Anderung ihrer Expressionsmuster assoziiert ist. Fiir andere Gene hingegen wurde kein Zusammenhang beider
Parameter gezeigt (vgl. Kapitel 1.4.4.1(Shachar und Misteli 2017). Von diesen ambivalenten Befunden leiten einige Autoren ab, dass der

Zusammenhang zwischen Transkriptionsaktivitdt und radialer Genposition gen-spezifisch ist (Shachar und Misteli 2017; Meaburn 2016).

Fir den Zusammenhang aus Transkriptionsaktivitat und radialer Position der IL-1-Zielgene IL8, CXCL2 und IL6 liegen bisher noch keine

publizierten Daten vor.

Wie in Kapitel 4.3.2. und 4.7.2. gezeigt, traten in unbehandelten Zellen fir IL8 keine und flir CXCL2 und IL6 nur sehr wenige aktive Genloci
auf. Damit war im Vergleich zu den im Vorfeld in der AG Kracht durchgefihrten 3D DNA-FISH-Experimenten kein bzw. kaum ein Vergleich
der radialen Positionen unbehandelter mit behandelten Zellen mdglich, was die Aussagekraft der durchgeflihrten Experimente limitiert. Im
Zeitverlauf der IL-1-Stimulation ergaben sich keine eindeutigen Unterschiede der radialen Position der drei aktiven Genloci, die fur oder
gegen eine Anderung ihrer Position sprechen wiirden (vergleiche Kapitel 4.3.2. und 4.7.2.). Damit kénnen die in DNA-FISH-gewonnenen
Hinweise zugunsten einer Umpositionierung von IL8 und IL6 DNA-Loci nach einstundiger IL-1-Stimulation nicht bestatigt werden. Zur
weiteren Untersuchung einer putativen radialen Positionsanderung IL-1 induzierbarer Gene im Rahmen ihrer transkriptionellen Aktivierung

sind also weitere Untersuchungen notwendig, die unter 5.3.3. weiter ausgefihrt werden.

Sehr auffallig war allerdings, dass die meisten aktiven Genloci und ATS aller drei Gene in der peripheren Kernhélfte, zwischen 0,5 und 1,
aufzufinden waren. Damit lagen alle drei IL-1-regulierten aktiven Genloci in einem &ahnlichen subnukledren Raum. In der Vergangenheit
wurde gezeigt, dass Gene ahnlicher Aktivitat einen subnukledren Bereich teilen (Lieberman-Aiden et al. 2009). Mdglicherweise teilen auch
koregulierte Gene einen bestimmten Raum im Zellkern. Die raumliche Nahe koregulierter Gene kdnnte besonders fiir die Induktion von
durch Stimuli schnell induzierter Gene von Vorteil sein (Meaburn 2016). Fur diese Hypothese sprechen kirzlich veroffentlichte Ergebnisse
von Finn et al., die zeigen, dass in embryonalen Stammzellen und Fibroblasten die rdaumliche Néhe verschiedener Genloci groRer wird, je
naher sie zur Peripherie lokalisiert sind (Finn und Misteli 2022) . Weiterhin wurde durch Finn et al. gezeigt, dass die Anderung einer
bevorzugten radialen Genposition mit einer Anderung des fiir dieses Gen spezifischen Interaktoms zusammenhéangt (Finn und Misteli 2022).
Es stellt sich die Frage, ob inaktive IL8, CXCL2 und IL6 Genloci ebenfalls haufiger in der peripheren Kernhélfte lokalisiert sind. Aul3erdem
konnten weitere IL-1-Zielgene auf anderen Chromosomen, beispielsweise (bspw.) NFkB inhibitor alpha auf Chromosom 14 (Gene: NFKBIA
(ENSG00000100906) - Summary - Homo_sapiens - Ensembl genome browser 109 2023), auf ihre préaferierte nukledre Lokalisation

untersucht werden.
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Die Beobachtung passt weiterhin zu dem durch Crosetto et al beschriebenen gradient model. Das Modell beschreibt die Verteilung der
Genloci im nukledren Raum als Gradienten aus inaktiven und aktiven Chromatinabschnitten. Hiernach befinden sich die inaktivsten
Chromatinabschnitte direkt an der Kernlamina oder um Nukleoli herum und die aktivsten Abschnitte im Kernzentrum und um nuclear
speckles herum (Crosetto und Bienko 2020). Aufgrund der geringen Genaktivitat der durch IL-1- induzierbaren Gene IL8, CXCL2 und IL6

in nicht-stimulierten Zellen erscheint eine peripherere Position nach dem Modell passend.

5.3.2 Fehlende Anderung interchromosomaler Distanzen von IL-1-aktivierten Genloci

Papantonis et al. zeigten am Beispiel der Gene SAMD4A (Chromosom 13) und EXT1 (Chromosom 8), dass Entzlindungsmediatoren wie
TNFa oder IL-1 die Bildung von spezialisierten Transkriptionsfabriken induzieren kdnnen, welche in trans vorliegende Chromatinabschnitte
enthalten (Papantonis et al. 2012).

In chromosome conformation capture-Analysen (i4-C) in KB und Hela-Zellen, in denen die Enhancer von IL8 und CXCL2 auf Chromosom
4 deletiert worden waren, hatten sich Hinweise auf eine Koregulation des IL6-Gens auf Chromosom 7 durch den IL8-Enhancer, also in trans
gezeigt (Weiterer et al. 2020). Zur weiteren Untersuchung einer putativen Koregulation von IL8 und IL6 wurden im Vorfeld dieser Arbeit in
der Arbeitsgruppe Kracht 3D DNA-FISH-Experimente mit Sonden fur IL8 und IL6 durchgefiihrt. In diesen zeigte sich, dass es nach
einstindiger IL-1-Stimulation in hTERT-RPE-1-Zellen im Vergleich zu unbehandelten Zellen zu einer signifikanten Reduktion der Distanz
zwischen beiden IL8 bzw. IL6 Allelen und zwischen IL8 und IL6 DNA-Loci kam (unverdffentlichte Daten AG Kracht). Dies kann als weiterer
Hinweis fUr eine mdgliche Interaktion der IL-1-Zielgene in trans betrachtet werden (Weiterer et al. 2020). Da proximale Chromatinabschnitte
haufiger miteinander interagieren als distale, scheint die Distanz zwischen zwei Genloci ein starker Einflussfaktor fir physikalische
Interaktionen zwischen Chromatinabschnitten zu sein (Finn et al. 2019). Die genomische Distanz reicht jedoch an sich nicht aus, um alle
Interaktionsmuster zu erklaren. Stattdessen kénnen Koregulationen in trans auch Uber andere Mechanismen als eine direkte Interaktion
der Chromatinsequenzen erklart werden (Finn et al. 2019). Daraus kann die Vermutung abgeleitet werden, dass raumliche Nahe eher

optimierend auf interchromosomale Interaktionen wirkt und nicht alleinige Voraussetzung ist.

Aufgrund der geringen IL8-, CXCL2- und IL6-Genaktivitat in unbehandelten hTERT-RPE-1-Zellen konnten in dieser Population keine
Distanzen gemessen werden (vgl Abb. 27 und 29). Deswegen konnte auch fir diese Fragestellung nur beurteilt werden, wie sich
interchomosomale Distanzen bereits aktiver Genloci im zeitlichen Verlauf nach IL-1-Stimulation verandern, was die Aussagekraft der
Ergebnisse einschrankt (siehe Kapitel 5.3.3). In Zellen mit biallelischer IL8- Expression waren die Distanzen zwischen aktiven IL8-Genloci
tendenziell zum einen zum Zeitpunkt der hochsten Genaktivitat (30 Minuten IL-1) und zum anderen zum Zeitpunkt prolongierter Genaktivitat
(6h IL-1) am geringsten (vgl. Kapitel 4.5.2 und 4.5.3). Dies konnte ein Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen besonderer biallelischer
IL8-Genaktivitat und rdumlicher Nahe sein. Da es sich hierbei jedoch nur um Tendenzen handelt, sind unter 5.3.3. weitere experimentelle

Ansatze, zur weiteren Untersuchung beschrieben.

Im Gegensatz zu IL8 zeigte sich eine Verringerung der Distanz zwischen zwei aktiven IL6-Allelen, im Sinne einer putativen Bewegung nach
1h IL-1 beider Allele aufeinander zu (vgl. Kapitel 4.5.2.). Diese Tendenz entspricht den unveréffentlichten Vorbefunden der AG Kracht aus
3D-DNA-FISH-Analysen (unverdéffentlichte Daten AG Kracht) und ist ein Hinweis auf eine Koregulation der beiden Allele durch raumliche
Nahe. Der Befund sollte durch die Inhibition des IL-1-Signalwegs, beispielsweise durch den TAK-1-Inhibitor Oxozeanol (Jurida et al. 2015)

validiert werden.

Aufgrund der seltenen biallelischen Expression konnte die interallelische Distanz zwischen CXCL2 Allelen nicht beurteilt werden (vgl. Kapitel

4.3.2 und 5.2). Fir validere Ergebnisse musste ein Vielfaches der hier untersuchten Zellen analysiert werden.

Der Vergleich der Mittelwerte sowie der Haufigkeitsverteilungen der interchromosomalen Distanzen zwischen aktiven IL8- (Chromosom 4),
bzw. CXCL2- (Chromosom 4) und IL6- Genloci (Chromosom 7) ergab keine signifikanten Unterschiede oder Muster, die zur maximalen
Transkriptionsaktivitdt an den Genen nach 0,5h passten (vgl. Kapitel 4.5.3 und 4.3.2). Papantonis et al. hatten die TNFa oder IL-1-
induzierbare Interaktion der aktiven Gene SAMD4A und EXT1 anhand von Kolokalisationen mittels RNA-FISH gezeigt (Papantonis et al.
2012). Ahnliche Kolokalisationen zwischen aktiven IL8 und IL6 Genloci konnten in dieser Arbeit nur duRerst selten beobachtet werden und
wurden daher nicht quantifiziert. Damit konnte diese Arbeit keinen Hinweis auf eine Koregulation der beiden Gene durch raumliche Néhe
erbringen. Dies kann zum einen an den unter Kapitel 5.3.3. ausgefuhrten Limitationen der verwendeten Methoden liegen. Zum anderen
sollte auch die Mdglichkeit in Betracht gezogen werden, dass die Stimulation mit IL-1 in hTERT-RPE-1-Zellen keine Verringerung von
interchromosomalen Distanzen zwischen aktiven Transkriptionsstellen induziert: Stattdessen kdnnte eine Koregulation in trans auch Uber

andere Mechanismen als eine direkte Interaktion der aktiven Chromatinsequenzen erklart werden (Finn et al. 2019). Denn Molekiile kbnnen
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intranuklear auf verschiedene Weisen miteinander interagieren: Direkt Uber Distanzen zwischen 1-10 nm, indirekt in makro-molekularen
Komplexen Uber Distanzen zwischen 50-100 nm und Uber membranlose zellulare Organellen, wie beispielsweise splicing speckles oder
Transkriptionsfabriken, tber Distanzen zwischen 100-500 nm (Lagache et al. 2015). Auch die Lage der aktiven Transkriptionsstellen zu
solchen membranlosen Organellen wurde in dieser Arbeit nicht untersucht und kdnnte Gegenstand weiterfiihrender Untersuchungen sein.
Ein Hinweis fur eine Koregulation tber Zellorganellen kénnte die haufigere Lokalisation aller drei aktiven Transkriptionsstellen in der

peripheren Zellkernhélfte sein (vergleiche 4.5.1. und 5.2.).

Es besteht auRerdem die Moglichkeit, dass die drei untersuchten Gene in unterschiedlichen spezialisierten NF-kB Transkriptionsfabriken
transkribiert werden. So wurde fir die TNFa-Zielgene SAMD4A und EXT1 gezeigt, dass sie zwar gemeinsam in spezialisierten NF-kB-
Transkriptionsfabriken transkribiert werden kénnen, aber aktive Transkriptionsstellen auch héaufig getrennt voneinander vorliegen. Dies
fuhrte zu der Schlussfolgerung, dass es in einer Zelle viele spezialisierte NF-kB-Transkriptionsfabriken geben kénnte (Papantonis et al.
2012).

5.3.3 Maoglichkeiten zur Optimierung der Untersuchung radialer Positionen und interchromosomaler Distanzen auf
Einzelzellebene

Durch andere Arbeitsgruppen erfolgte insbesondere die Untersuchung von interchromosomalen Interaktionen und Interaktionen von
Genloci mit Transkriptionsfabriken haufig genomweit Gber Chromatin-Immunprézipitation und circular chromosome conformation capture
Verfahren (Papantonis et al. 2012; Weiterer et al. 2020). Auf Einzelzellebene wurde ebenfalls RNA-FISH verwendet. Hierbei wurde
allerdings meist die Haufigkeit der Kolokalisation von pra-mRNA-Signalen verschiedener Gene oder von pra-mRNA-Signalen mit RNA-
Polymerase Il-Signalen erfasst (Papantonis et al. 2012; Schoenfelder et al. 2010; Osborne et al. 2007). In den hier vorliegenden
Experimenten wurden Kolokalisationen zwischen IL8 und IL6 pr&-mRNA-Signalen so selten beobachtet , dass sie nicht quantifiziert wurden.
Ahnlich wie in dieser Arbeit erfolgte bei Brown et al. und Osborne et al. die Vermessung von Distanzen zwischen aktiven Genloci in RNA-
FISH. Bei Brown et al. erfolgte die Bewertung allerdings grober, in dem alle Distanzen zwischen verschiedenen an der Erythropoiese
beteiligten aktiven Genen, die kleiner als 1 pum waren, als Assoziation bewertet wurden, wobei die untersuchten Zellkerne einen
Durchmesser von durchschnittlich 16 um hatten (Brown et al. 2008). Osborne et al. untersuchten ahnlich wie die AG Kracht im Vorfeld
dieser Arbeit mittels DNA-FISH die Distanz zwischen Myc und Igh in unstimulierten und stimulierten B-Zellen. Hier konnte ebenfalls eine
Annaherung der Genloci im Rahmen der Stimulation festgestellt werden. Eine Validierung mittels RNA-FISH, ob diese Annaherung auf eine
tatséchliche Aktivitdt der Genloci zurtckzufihren war, fand hier nicht statt (Osborne et al. 2007). Im Vergleich zu den beschriebenen
Voruntersuchungen erfasste der, in dieser Arbeit verwendete, Versuchsansatz die Distanzen zwischen Genloci genauer und bezog ihre
Aktivitat mit ein, zeigte jedoch im Gegensatz zu den anderen Ansatzen keine klare Annaherung der Genloci im Rahmen ihrer Aktivierung
mehr an. Auch die Anderung radialer Positionen konnte hier nicht nachgewiesen werden (vgl. 5.3.1 und 5.3.2.). Ursache dafiir kdnnen unter

anderem verschiedene methodische Limitationen sein:

Eine Limitation ist die teilweise geringe Stichprobengréf3e fir die messbaren Distanzen. Sie ist wahrscheinlich darin begrindet, dass die
Transkription nicht linear sondern in sogenannten bursts auftritt (Bass et al. 2021), vergleiche Kapitel 5.2.), wodurch die Aktivitat eines
bestimmten Genes zum Zeitpunkt der Fixierung nach RNA-FISH einer hohen Zufalligkeit und Variabilitat unterliegt (Boyle et al. 2001). Dies
hatte zum einen zur Folge, dass maximal ca. 60 % der untersuchten hTERT-RPE-1-Zellen pra-mRNA-Signale enthielten, deren radiale
Position untersucht werden konnte (vgl. Kapitel 5.2.). Zum anderen war es selten der Fall, dass an mehreren der vier untersuchten Gene
in einer Zelle gleichzeitig zum Zeitpunkt der Fixierung Transkription stattfand (vergleiche Kapitel 4.3.2 und 5.2.). Mit DNA-Sonden kénnen
hingegen in allen Zellen alle 4 DNA-Loci detektiert werden, wodurch eine grof3e Stichprobe von Uber 200 Distanzen ausgewertet werden
kann. Um eine vergleichbare grol3e Stichprobe bei der Untersuchung aktiver Gene zu erreichen, ware bei einer Haufigkeit des Auftretens
zwei verschiedener aktiver Gene in einer Zelle von ca. 12 % die Untersuchung von ca. 1700 Zellen erforderlich (vgl. Kapitel 4.3.2). Hinzu
kommt auRerdem, dass durch Finn et al. gezeigt wurde, dass die rAumliche Lokalisation von einzelnen Genloci sowie von verschiedenen
Allelen eines Gens innerhalb einer Population einer grof3en Heterogenitat und Dynamik unterliegt und Interaktionen zwischen
verschiedenen Genloci zu einem gegebenen Zeitpunkt nur in einem kleinen Teil der untersuchten Zellen auftreten (Finn et al. 2019; Finn
und Misteli 2019). Voraussichtlich ist auch deswegen eine grof3e Stichprobe erforderlich, um Regelmafigkeiten abzuleiten. Aufgrund des
hohen Zeitaufwands der Analyse mit Icy Bioimaging Software und Leica LASX-Software ware hier, zuungunsten der Transparenz, die
Nutzung eines automatisierten, Kl-basierten Analysetools, wie zum Beispiel Cellpose sehr hilfreich (Stringer et al. 2021). Weitere high
throughput Ansatze wéren single cell high-throughput chromosome conformation capture (Hi-C)-Analysen, wie sie durch Finn et al.

durchgefuhrt worden sind (Finn et al. 2019).
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Zuvor wurde gezeigt, dass die Bewegung von Chromatinsequenzen auf kleine Bereiche begrenzt ist (Marshall et al. 1997). Ein Modell der
Autoren Papantonis und Mitchell und Fraser beschreibt, dass sich Loci besonders schnell induzierbarer Gene bereits vor ihrer Aktivierung
in der Nahe von ,naiven“ Transkriptionsfabriken befinden, wodurch es fiir die Aktivierung zu keiner weitreichenden Anderung der
Genposition kommen musste (Papantonis et al. 2012; Mitchell und Fraser 2008). Mdoglicherweise sind die Anderungen der radialen
Genposition dieser Gene sowie ihrer Distanzen zueinander zu unterschiedlichen Zeitpunkten der IL-1-Stimulation so klein, dass die
Auflésung des inversen Fluoreszenzmikroskops nicht ausreichte, um sie zu erfassen. Eine hohere Auflésung kénnte durch Nutzung eines

konfokalen Mikroskops durch die Reduktion von out-of-focus-light erreicht werden (Elliott 2020).

Die Detektion einer durch ihre transkriptionelle Aktivierung herbeigefiihrten Anderung der Position aktiver Genloci tiber den alleinigen
Vergleich der Position der aktiven Genloci zu verschiedenen Zeitpunkten nach Aktivierung setzt voraus, dass eine potenzielle Anderung
der radialen Position nicht die Voraussetzung fir die Aktivierung der Transkription der Gene IL8, CXCL2 und IL6 an sich ist. Bisher wurde
fiir viele Gene gezeigt, dass die Anderung ihrer Position an sich nicht ausreicht, um ihre Aktivitat zu determinieren (Meaburn und Misteli
2008). Stattdessen wird vermutet, dass die radiale Genposition eher optimierend auf die Transkriptionsaktivitat wirkt (Meaburn und Misteli
2007; Therizols et al. 2014; Shachar et al. 2015; Strasék et al. 2009). Ware die ordnungsgeméalle Transkription von IL8, CXCL2 und IL6
jedoch von der radialen Positionsdnderung abhangig, kdnnte dies die voneinander abweichenden Ergebnisse aus DNA- und RNA-FISH-
Experimenten erklaren. Zur weiteren Abklarung konnte die gleichzeitige Anfarbung von DNA- und RNA desselben Gens in einem Ansatz
mittels kombinierter DNA- und RNA-FISH dienen (Finn und Misteli 2019). Dieser Ansatz wirde aul3erdem einen Vergleich der Distanzen
zwischen inaktiven DNA-Loci und aktiven Genloci verschiedener Gene ermdglichen, wenn ein Mikroskop mit ausreichend Farbfiltern
verwendet wirde. Bolland et al. publizierten 2013 ein DNA-FISH-Protokoll, an das angelehnt in der AG Kracht DNA-FISH-Experimente
durchgefuhrt wurden (Bolland et al. 2013). Hierbei erfolgte die Denaturierung der DNA bei 75 °C. Diese Temperatur wirde aufgrund der
Instabilitdt der RNA-Transkripte voraussichtlich bei einer einfachen Kombination der, in der AG Kracht verwendeten, DNA- und RNA-FISH
Protokolle zu keinen guten RNA-Signalen fihren (Lai et al. 2021). Die Arbeitsgruppen Lai et al und Shpiz et al publizierten DNA-RNA-FISH-
Protokolle, in denen die RNA-Markierung entweder durch tyramide signal amplification (TSA) oder durch immunostaining stabilisiert wurde
(Lai et al. 2021; Shpiz et al. 2014).

Eine weitere Limitation der durchgefihrten RNA-FISH-Experimente ist die geringe zeitliche Auflésung. Um diese zu erhéhen ware die
Durchfiihrung von live cell imaging Experimenten an clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) editierten Zellen
maoglich. Hierbei kann griin fluoreszieredes Protein (GFP) an spezifische protein-codierende Gene gekoppelt werden. Dafiir wird fir einen
Teil des Zielgenes eine small guide RNA (sgRNA) erstellt. AuRerdem werden GFP und ein Tetrazyklininduktionssystem (Tet-On 3G) an
das Protein dCas9 ohne Endonukleaseaktivitat gekoppelt. Dieser Tet-On 3G-dCAS9-GFP-Komplex wird anschlieRend Uber eine nukleare
Lokalisationssequenz (NLS) in den Zellkern geschleust und bindet Gber die sgRNA an die Ziel-DNA-Sequenz. Auf diese Weise modifizierte

Zellen kénnen anschlieRend mittels live cell imaging untersucht werden (Chen et al. 2013).

5.4 Die IL-1-induzierte Transkription von IL8 und IL6 in isogenen hTERT-RPE-1 Zellen ist heterogen

In Untersuchungen auf Einzelzellebene kann sowohl das Transkriptom einer Gesamtpopulation (Mittelwerte und Mediane) als auch die
Transkriptmenge einzelner Zellen abgebildet werden. Die Darstellung der IL8 mRNA-Signale pro Zelle als Haufigkeitsverteilung zeigt, dass
die einzelnen Zellen der isogenen hTERT-RPE-1-Population nach IL-1-Stimulation unterschiedliche IL8 mMRNA-Mengen enthalten (vgl. Abb.
31B). Im Vorfeld wurde mehrfach beschrieben, dass die Menge der mRNA-Transkripte unterschiedlicher Gene in Zellen einer Population

normalverteilt ist (Battich et al. 2015). Dies wurde als zellulare Heterogenitéat bezeichnet (Finn et al. 2019; Nikopoulou et al. 2019).

Die IL8 mRNA-Menge war in den hier beschriebenen Experimenten nicht normalverteilt, sondern wies zwei Subpopulationen nach IL-1-
Stimulation auf: Diese Subpopulationen kénnen entsprechend der Transkriptmenge als low expressing und high expressing Subpopulation
bezeichnet werden. Nach einstiindiger IL-1-Behandlung reagierten die Zellen am homogensten auf IL-1. Daher ist es vorstellbar, dass es
sich bei der low expressing Subpopulation um Zellen handelte, in denen nach 0,5h noch keine IL8 mRNA-Transkripte hergestellt worden
waren und die nach 3h und 6h noch nie oder nicht mehr IL8 mRNA exprimiert hatten. Zur Uberpriifung diese Vermutung wéren live-cell-
imaging-Experimente notwendig. Auch die Zahl der IL6 mMRNA-Signale pro Zelle war in der Gesamtpopulation heterogen. Hier teilten sich
die Zellen ebenfalls nach einstiindiger IL-1-Behandlung in zwei Subpopulationen, wenngleich dies im Vergleich zu IL8 weniger stark
ausgepragt war (vgl Abb. 31D). Die stimulusassoziierte, bimodale Verteilung der mRNA-Menge bestimmter Gene wurde bereits an
unterschiedlichen Zellmodellen und nach verschiedenen Stimuli beschrieben: Zum ersten Mal wurde sie durch Shelek et al an
Lipopolysacharid (LPS)-stimulierten bone marrow derived dendritic cells mittels single cell RNA-sequencing und RNA-FISH fur hunderte

induzierbare Gene festgestellt. House keeping Gene wie Actin-B hingegen zeigten ein normalverteiltes Expressionsmuster, und auch einige
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induzierbare Gene wiesen normalverteilte mRNA-Mengen auf. Die Autoren gingen daher von einer gewissen Genspezifitat der zellularen
Heterogenitat aus. Als Ursache vermuteten sie zum einen eine unterschiedliche Reife der Zellen und zum anderen eine unterschiedliche
Aktivitat der die LPS-Reaktion vermittelnden Signal transducer and Activators of Transcription- (STAT) und Interferon regulator factor -(IRF)
Signalwege (Shalek et al. 2013). Fischer et al. beobachteten an Makrophagen eine heterogene Reaktion auf LPS und Palmitat. Die
Makrophagen zeigten nach der Stimulation entweder ein proinflammatorisches oder ein antiinflammatorisches Expressionsmuster oder
eine geringe Reaktion. Die Stimulation mit LPS fihrte haufiger zu einem stark proinflammatorischen Expressionsmuster, wohingegen die
Stimulation mit Palmitat eher zu einer antiinflammatorischen Genexpression fiihrte. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die genaue
heterogene Reaktion stimulusabhéngig ist und einen der Mechanismen darstellen kann, Uber den verschiedene Stimuli zu einer
stimulusspezifischen Zellantwort fihren (Fischer et al. 2019). In hTERT-RPE-1-Zellen zeigte Malimann 2021 mit RNA-FISH ebenfalls eine
IL-1a-induzierte heterogene Anzahl der maturen IL8- und IL6-Transkripte pro Zelle. Eine genauere Untersuchung dieser Heterogenitat war
hier nicht erfolgt. Dass die Menge der dort untersuchten NFKBIA mRNA im Vergleich zu IL8 und IL6 homogener verteilt war, deutet darauf
hin, dass das Ausmal} der interzellularen Heterogenitat der mRNA-Menge genspezifisch ist (Malmann 2021). Zambrano et al. fihrten an
mit TNFa-stimulierten Hela-Zellen RNA-FISH-Analysen mit Sonden fir IL6, NFKBIA und TNF pra&-mRNA und mRNA durch, um wie in dieser
Arbeit aktive Transkriptionsorte und mRNA eines Gens zu visualisieren. Daraus ging hervor, dass die mMRNA-Menge pro Zelle innerhalb der
Gesamtpopulation starken Schwankungen unterlag. Auch hier war die interzellulare Heterogenitat genspezifisch. Weiterhin variierte bei
Zambrano die Zahl der aktiven Transkriptionsstellen pro Zelle wie in dieser Arbeit. Trotz dem groflen Ausmall an interzellularer
Heterogenitéat trat die maximale Genexpression der Gesamtpopulation reproduzierbar prompt und zeitgleich nach 20 — 30-minatiger TNFa-
Behandlung ein (Zambrano et al. 2020). Dies ist vergleichbar mit den hier vorliegenden Ergebnissen, da auch hier trotz deutlicher
interzellularer Heterogenitat die maximale mittlere IL8 und IL6-mRNA-Menge nach einstiindiger Behandlung erreicht wurde. In der hier
vorliegenden Arbeit wird zum ersten Mal eine klare Einteilung der Gesamtpopulation nach pro Zelle detektierten IL8 Transkriptmengen in
Subpopulationen vorgenommen. Allerdings machte Zambrano eine circa 40 % aller Zellen groRe Subpopulation aus, die als ,first
responders® bezeichnet wurde, und die besonders schnell und besonders stark auf TNFa reagierte (Zambrano et al. 2020). Diese Population

konnte der high expressor-Subpopulation, die in dieser Arbeit identifiziert wurde, entsprechen.

Die Entstehung der bimodalen Heterogenitat der Genexpression induzierbarer Gene unter anderem im Rahmen von Immunreaktionen ist
Thema der aktuellen Forschung. Eine der Ursachen ist vermutlich transcriptional noise. Dabei wird extrinsic noise von intrinsic noise
unterschieden. Extrinsic noise wird durch Stoérfaktoren wie zum Beispiel die Lage im Zellverband, die ZellgréRe oder die Zelldichte (Muldoon
et al. 2020) oder die Position der Zellen im Zellzyklus verursacht (Handschick et al. 2014; Battich et al. 2015). Intrinsic noise beschreibt die
Zufalligkeit der biochemischen Reaktionen im Rahmen der Transkription und Translation. Hierbei sind die Schritte chromatin remodeling,
Transkription, post-transkriptionale Modifikationen, Translation, post-translationale Modifikationen und nukleozytoplasmatischer Transport
entscheidend (Kizilirmak et al. 2022). Des Weiteren spielt die Chromatinstruktur eine besondere Rolle fir die interzellulare Heterogenitat.
Dies liegt insbesondere an der Bewegung des Chromatins im Raum, der Anderung der Chromatinposition im Rahmen des Zellzyklus und
der Variabilitat der Nukleosomenlokalisation. Weiterhin ist die Bildung von Interaktionen Uber Chromatin-Loops und TADs sowie die Bildung
von A/ und B-Kompartimenten heterogen und dynamisch (Devenish et al. 2021). Nicht zuletzt ist die zufallige Transkription von Feedback-
Genen in bursts ebenfalls die Ursache einer variablen Genexpression, und damit zellularer Heterogenitat (Kellogg und Tay 2015). Darlber
hinaus konnte sowohl in den hier vorliegenden Ergebnissen (Abb. 24) als auch durch Kizilirmak et al. eine heterogene und im Zeitverlauf
der Stimulation mit TNFa dynamische Translokation des Transkriptionsfaktors NF-kB in den Zellkern beobachtet werden (Kizilirmak et al.
2022).

Eine wichtige bislang noch nicht sicher beantwortete Frage ist, wie es trotz der zellularen Heterogenitat und Variabilitdt, der an der
Genexpression beteiligten Prozesse, zu einer stabilen und schnellen Reaktion einer Gesamtpopulation auf einen Stimulus kommt. Hierfir
gibt es verschiedene Erklarungsansatze: zum einen scheint nicht die absolute Menge von NF-kB, sondern die relative Anderung der Menge
des Transkriptionsfaktors fur die Zellreaktion entscheidend zu sein (Lee et al. 2014). Zum anderen konnte gezeigt werden, dass Enhancer
ihre Zielgene im Rahmen von Aggregationen auch ohne direkten Kontakt beeinflussen kénnen und dass multiple Enhancer ein Zielgen
regulieren. Dabei ist die gleichzeitige Interaktion mit allen Enhancern fir die Transkription nicht erforderlich (Osterwalder et al. 2018).
AuRerdem wird vermutet, dass praformierte Enhancer-Promoter-Kontakte und Nukleosomenpositionen eine schnelle Induktion der

Transkription ermdéglichen (Devenish et al. 2021).

Die genaue funktionelle Relevanz der zellularen Heterogenitdt im Rahmen der Immunreaktion ist noch ungeklart. Heterogenitat und
Variabilitat kbnnen an sich zu stabilen Expressionsmustern fuhren, indem sich Unterschiede mitteln (Finn und Misteli 2019). Es wird aktuell

vermutet, dass die zellulare Heterogenitdt dem Immunsystem ermdglicht besonders flexibel auf immer neue und sich ebenfalls
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weiterentwickelte potentielle Noxen zu reagieren (Kizilirmak et al. 2022; Finn und Misteli 2019). Da sie allerdings auch eine mégliche Quelle
von Uberreagibilitat und Fehlreaktion ist, ist sie ein Risikofaktor fiir die Entstehung von Autoimmunerkrankungen, wie rheumatoide Arthritis
oder Multiple Sklerose, oder die Karzinogenese (Kizilirmak et al. 2022).

5.5 Koppelung von Zellgré3e und IL-1-induzierter mRNA-Transkription

Im Hinblick auf die in dieser Arbeit gezeigte Heterogenitat der IL-1 abhangigen Expression von IL8 und IL6 erfolgte die Untersuchung auf
einen Zusammenhang zwischen der Grol3e von Zellkernen und Zytoplasmata mit der transkriptionellen Reaktion der Einzelzellen durch
verschiedene fluoreszenzmikroskopische Verfahren (vgl. Kapitel 4.6.2). Dabei gelang es einen reproduzierbaren Zusammenhang zwischen
der Kern- bzw. Zytoplasmaflache und der IL-1-induzierten IL8 mMRNA-Menge einer Zelle zu beschreiben (vgl. Kapitel 4.6 und 4.7). Im Vorfeld
wurde bereits flr verschiedene Gene beobachtet, dass die Transkriptmenge einer Zelle mit ihrer Zell- und Zellkerngré3e korreliert. Dieser
Zusammenhang wird als size scaling bezeichnet (Berry und Pelkmans 2022). Besonders gut wurde der Zusammenhang in verschiedenen
Saugetierzelllinien und einer Froschzelllinie fir die Gesamttranskriptmenge (Sato et al. 1994; Battich et al. 2015; Berry et al. 2022) und fur
die Expression konstitutiv aktiver Gene untersucht (Kempe et al. 2015; Sun et al. 2020; Padovan-Merhar et al. 2015). In Hefezellen wurde
aber auch fur die induzierbaren Gene urgl und sibl size scaling gezeigt (Sun et al. 2020). Bisher wird vermutet, dass size scaling die
Aufrechterhaltung der Zellfunktion unterschiedlich gro3er Zellen erméglicht, indem die Konzentration der meisten Molekiile einer Zelle im

Rahmen von size scaling konstant bleibt (Padovan-Merhar et al. 2015; Kempe et al. 2015).

Der hier beschriebene Zusammenhang zwischen IL8 mRNA-Menge und Kern- bzw. Zytoplasmaflache bedeutet, dass die Zellen
entsprechend ihrem individuellen Zustand auf proinflammatorische Mediatoren individuell reagieren. Ein &hnlicher Zusammenhang konnte
durch Kramer et al. an humanen Epithelzellen beschrieben werden, die zeigten, dass einzelne Zellen je nach Vorzustand der Zellen (Lage
im Zellverband, GroRRe, Position im Zellzyklus, Expression bestimmter Proteine) individuell auf den Wachstumsfaktor epithelial growth factor
(EGF) reagierten (Kramer et al. 2022). Im Bezug auf Entziindungsreaktionen zeigten Muldoon et al., dass die TNFa-Expression von
Makrophagen nach Stimulation mit LPS mit der Zelldichte zusammenhéangt (Muldoon et al. 2020). Fir proinflammatorische Gene wie IL8,
CXCL2, IL6, IL-1 oder IL-1-Zielgene, die Uber negative feedback-loops die Entziindungsreaktion begrenzen (z.B. NFkBIA), wurde size
scaling bisher nicht beschrieben. Eine Untersuchung des size scaling im Rahmen der Reaktion der Zellen auf Stimuli ist bisher sonst nicht
erfolgt. Die Beschreibung von size scaling fur IL8 fUhrt zu einer Reihe weiterer Fragen, die das size scaling im Rahmen einer
Entzindungsreaktion betreffen: Bleibt die Gesamt-mRNA einer Zelle im Rahmen einer Entziindungsreaktion konstant, indem die mRNA
hochregulierter Gene der mRNA herunterregulierter Gene entspricht oder geht sie, entgegen der bisherigen Beobachtungen, mit einer
erhohten intrazellularen mRNA-Konzentration einher? Wenn ja, was bedeutet eine solche Unterbrechung der Homd@stase fir chronische

Entziindungen? Wie verhalt sich die mRNA anderer IL-1-Zielgene zur Kern-/ Zellgrolze?

Sowohl die basale IL8 mMRNA-Menge, die IL8 mRNA-Menge in der low expressing Subpopulation als auch die IL6 und CXCL2 mRNA-
Menge hingen nicht mit der Kern- bzw. Zytoplasmaflache zusammen (vgl Kapitel 4.6. und 4.7.). Dies wirft die Fragen auf, ob es sich bei
dem Zusammenhang bei induzierbaren Genen um ein fur IL8 spezifisches Phanomen handelt, ob der Zusammenhang an eine bestimmte
Transkriptmenge gekoppelt ist oder ob ein ebenfalls existierender Zusammenhang bei niedrigen Transkriptmengen nicht so gut detektiert
werden kann. Bisher wurde angenommen, dass die Transkriptmengen der meisten Gene in gewisser Weise mit der Zellgré3e korrelieren,
da bis jetzt nur von wenigen Genen gezeigt wurde, dass zwischen ihren Transkriptmengen und der ZellgroRe kein Zusammenhang besteht.
Hierzu gehdren Gene, die fir einige Histonproteine codieren, und WHI5, ein Gen, dessen Protein Zellzyklus und ZellgroRe beeinflusst
(Swaffer et al. 2021). Weiterhin wurde in Hefen gezeigt, dass size scaling mit der Aktivitdt der RNA-Polymerase Il, und damit mit der
gesamten Transkription, zusammenhangt (Swaffer et al. 2023). Allerdings wird ebenso angenommen, dass die Transkriptmenge einer Zelle
neben der Zell(kern)gréRe noch durch weitere Faktoren determiniert wird und dass die Starke der Korrelation verschiedener Gene

unterschiedlich stark ausgepragt ist (Padovan-Merhar et al. 2015).

Eine weitere wichtige Frage ist, welcher Mechanismus hinter dem size scaling fiir IL8 steckt. Da die DNA-Menge nicht mit der ZellgréRe
wachst, hat size scaling zur Folge, dass unterschiedliche Mengen RNA anhand einer konstanten Menge DNA gebildet werden missen.
Dies kann entweder durch an die Zellgro3e angepasste mRNA-Syntheseraten oder mMRNA-Abbauraten geschehen (Padovan-Merhar et al.
2015). Verschiedene Autoren untersuchten in Hefe- und Saugetierzellen die mRNA-Abbauraten mehrerer konstitutiv exprimierter Gene im
Zusammenhang mit der ZellgréRe, was ergab, dass sich die Abbauraten verschieden groRRer Zellen nicht signifikant voneinander
unterschieden. Also scheint der mRNA-Abbau fur die untersuchten Gene keine entscheidende Rolle fir size scaling zu spielen (Sun et al.
2020; Padovan-Merhar et al. 2015; Berry et al. 2022). Padovan-Merhar untersuchte die globale Transkriptionsrate in primaren humanen

Fibroblasten im Zusammenhang mit dem Zellvolumen und zeigte, dass die beiden Faktoren linear miteinander korrelierten. Hieraus folgte,
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dass die globalen Transkriptmengen Uber eine entsprechende Steigerung der Transkriptionsraten an die Zellgré3e in humanen Fibroblasten
angepasst werden (Padovan-Merhar et al. 2015). Die IL8 mRNA-Synthese wird nach der Stimulation durch proinflammatorische Mediatoren
auf verschiedensten Ebenen reguliert: Bindung von IL-1 an den IL-1-Rezeptor, die zytoplasmatische Signalkaskade, die Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren, die Initiation der Transkription und die Elongation, die mRNA-Prozessierung, die mRNA-Stabilisierung und der
nukleozytoplasmatische Transport der mRNA (Priester et al. 2022). Eine Koregulation von Kern- / Zytoplasmagrof3e und IL8-Expression
kénnte auf jeder dieser Ebenen erfolgen. In dieser Arbeit wies die Untersuchung des Zusammenhangs der p65-Gesamtintensitat mit der
Kernflache (Abb. 37) sowie die genauere Analyse der IL8 mRNA-Verteilung auf Zellkern und Zytoplasma und der Grof3e dieser beiden
Kompartimente darauf hin, dass nukledre Prozesse eine grof3ere Rolle fiir das IL8 size scaling spielten als zytoplasmatische (vgl. Abb. 40).
Hier kommen Chromatin-Organisation, Transkription, pra-mRNA-Stabilisierung oder der mRNA-Export in Frage. Eine Assoziation des
Vorkommens aktiver Transkriptionsstellen fir IL8 und der Stéarke des size scaling fir die IL8 mMRNA zeigte sich in den hier beschriebenen
Experimenten nicht (vgl. Abb 41). Dies ist mit den Beobachtungen von Berry et al. aus einem genome-wide genetic perturbation screening
und mathematischer Modellierung an Saugetierzellen kongruent, nach denen eine Erhéhung der nuklearen mRNA-Menge Uber eine
Veranderung des intranukledren mRNA-Abbaus oder des mRNA-Exports zu einer Verringerung der RNA-Polymerase IlI-Aktivitdt und Menge
fuhrte. Auf diese Weise konnten im Sinne eines negativen feedback-loops stabile intranukledre mRNA-Konzentrationen erreicht werden
(Berry et al. 2022). Diese Arbeitsgruppe analysierte allerdings nur die gesamt-mRNA-Menge. Eine wichtige offene Frage im Rahmen einer
Entztndungsreaktion bleibt also wie sich die gesamt-mRNA-Menge und die mMRNA-Mengen nicht IL-1-regulierter Gene verhalten, wenn die

Menge der mRNA verschiedenerer IL-1-induzierter Gene nach IL-1-Behandlung stark ansteigen.

Aulerhalb des Zellkerns kdme au3erdem eine Mitbeteiligung des mammalian Target of Rapamycin (MTOR)-Signalweges am size scaling
in Frage. Bei mTOR handelt es sich um eine Proteinkinase, welche besonders in der Steuerung von Zellwachstum und Differenzierung eine
wichtige Rolle spielt. Es wurde gezeigt, dass mTOR Uber eine Regulation der Translation die Zellgré3e stark beeinflusst (Fingar et al. 2002;
Lloyd 2013). Es konnte gezeigt werden, dass proinflammatorische Mediatoren wie TNFa und IL-1 Gber die Aktivierung der IKKB zu einer

Aktivierung des mTOR Signalweges fuhren kénnen (Lee et al. 2007).

Abschlieend zeigte sich kein Zusammenhang zwischen der radialen Position aktiver IL8- und IL6-Genloci bzw. den in einer Zelle
gemessenen interallelischen bzw. interchromosomalen Distanzen und der Kernflache (vgl Kapitel 4.6.4) und damit kein Hinweis auf einen

Einfluss der Chromatinstruktur auf das size scaling.

Zur Beantwortung der oben beschriebenen Fragen sind weitere Versuche erforderlich. Hierfir kbnnen Ansatze verwendet werden, die zum
einen die Gesamt-mRNA-Menge und zum anderen die mRNA-Menge verschiedener IL-1-Zielgene mit proinflammatorischer und
antiinflammatorischer Wirkung, sowie von house keeping Genen auf Einzelzellebene im Zusammenhang mit der Zellzyklusposition und der
ZellgroRe erfassen. In einem methodischen Ansatz ist durch die Erstellung von Proteinkarten durch iterative indirect immunofluorescence
imaging (4i) moglich (Gut et al. 2018). Weiterhin konnte die in RNA-FISH-Experimenten die mRNA-Menge zeitgleich mit der RNA-
Polymerase Il Menge und Aktivitat dargestellt werden. Zur weiteren Spezifizierung des Mechanismus des size scaling kénnten die potentiell
ursachlichen Prozesse systematisch gehemmt werden und anschlielend RNA-FISH Experimente erfolgen: Die Transkription kdnnte
unspezifisch durch das Antibiotikum Actinomycin D gehemmt werden, etwas spezifischer kénnte die Hemmung der RNA-Polymerase Il
durch a-Amanitin erfolgen (Heinrich et al. 2022). Die Verminderung der Expression einzelner Gene, wie zum Beispiel IL8 oder IL6, kdnnte
durch den CRISPR-Cas9-vermittelten knockdown oder knockout erfolgen (Chen et al. 2013; Weiterer et al. 2020). Die Hemmung des
generellen nukleozytoplasmatischen Exports kann durch den Exportin-1-Inhibitor Leptomycin B erfolgen (Ferreira et al. 2020). Die Rolle der
p38 MAPK-vermittelten mRNA-Stabilisierung kénnte lber die siRNA-vermittelte Verdnderung oder den knockout der AU-reichen Elemente
in IL-1-induzierbaren Genen oder Uber konstitutiv aktive p38 MAPK weiter untersucht werden (Winzen et al. 1999). Zur weiteren
Untersuchung auf eine Beteiligung des mTOR-Signalwegs konnten RNA-FISH-Experimente an mit Rapamycin behandelten Zellen erfolgen
(Fingar et al. 2002).

Klinisch koénnte der Zusammenhang der Zell- und Zellkerngrof3e mit der Entziindungsaktivitdt einer Zelle als weiteres Tool zur
pathologischen Detektion von entzindlich verdndertem Gewebe genutzt werden. Bisher wird chronische und hochakute Entziindung in der
histologischen Untersuchung von Zellpraparaten an der Infiltration des Gewebes durch Zellen des Immunsystems, Zellnekrosen und der
Entstehung von Odemen festgestellt (Grundmann et al. 2010). In dieser Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass auch nicht-
immunologische Zellen wie Epithelzellen stark auf proinflammatorische Stimuli reagieren. Somit scheint die alleinige Infiltration von
Immunzellen nur ein, aber nicht der alleinige Parameter zu sein, der eine inflammatorische Reaktion eines Gewebes definiert. In Zukunft

kénnten erganzend zu den herkdmmlichen Verfahren bei Verdacht auf neoplastische Gewebeverdnderungen oder bei Verdacht auf
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autoimmun- oder erregervermittelte Entziindungen, wie zum Beispiel Myositiden, Kollagenosen, Vaskulitiden, Arthritiden, Endokarditiden,
RNA-FISH-Experimente durchgefiihrt werden, um die IL8 mRNA-Menge der Zellen zu bestimmen. Bei genauer Definition von
durchschnittlichen Kerngrol3e der spezifischen Gewebe kdnnten daruber hinaus, Uberdurchschnittliche VergrofRerungen der Zellkerne als

indirekter Marker fiir eine hohe inflammatorische Reaktion herangezogen werden.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit erstmals ein signifikanter und reproduzierbarer Zusammenhang zwischen dem Zellstatus (im
Sinne der Kern- und ZellgroRe) und der IL-1 induzierten mRNA-Menge fir das Chemokin IL8 gezeigt werden. Dass einzelne Zellen ein
individuelles Transkriptom entsprechend der individuellen Situation aufweisen, ist eine neue Dimension der Regulation der Genexpression
(Kramer et al. 2022). Sie bietet die Chance einer flexiblen Reaktion des Immunsystems auf neue potenzielle Noxen, ist auf der anderen
Seite aber auch eine mdgliche Fehlerquelle. Da mit einem groReren Zellkern assoziierte Malignomzellen auch oft eine konstitutive IL8-
Expression aufweisen (Xie 2001), kann dieser Befund ein erster Hinweis auf einen Mechanismus sein, der zur Verschiebung des Kern-/
Zytoplasmaverhaltnisses in malignen Tumorzellen fuhrt. Das Zustandekommen und vor allem die Regulation der individuellen Zellreaktion

ist also ein wichtiges Thema der zukuinftigen Forschung.
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Abbildung 56: Grafische Zusammenfassung der Ergebnisse
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6 Zusammenfassung

Interleukin 1 (IL-1) ist einer der zentralen Mediatoren von Entzindungsreaktionen und unter anderem an der Pathogenese von
rheumatischen Erkrankungen, Atherosklerose und neurogenerativen Erkrankungen, der Karzinogenese, sowie lokalen und systemischen
Reaktionen auf Pathogene beteiligt. Fir die Etablierung gezielter Therapiekonzepte ist die Kenntnis des IL-1-Signalweges daher von
zentraler Bedeutung. IL-1 I6st Uber den Interleukin Rezeptor 1 eine intrazellulare Signalkaskade aus, an deren Ende die Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren nuclear factor kB und activator protein 1 steht. Hierbei wird offenbar die Gentranskription nicht nur durch die lokale
Aktivitat solcher Transkriptionsfaktoren, sondern auch durch die (raumliche) Organisation des Chromatins reguliert. Wie genau die IL-1-
induzierte Genexpression durch die Chromatinorganisation orchestriert wird, ist ein Thema der aktuellen Forschung. In dieser Arbeit wurde
mittels 2D und 3D RNA-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (RNA-FISH) an humanen, immortalisierten diploiden Epithelzellen der Retina
(hTERT-RPE-1) untersucht, ob sich die radialen Positionen aktiver Genloci und Transkriptionsstellen der Gene IL8, CXCL2 und IL6 im
Rahmen der IL-1-Signaltransduktion veréndern. Aufgrund der zeitlichen Koregulation der Transkription dieser Gene wurde weiterhin
untersucht, ob interallelische und interchromosomale Distanzen zwischen den aktiven Genloci im Rahmen einer IL-1 Stimulation moduliert
werden. Zusammengefasst konnte allerdings keine Evidenz fiir eine signifikante Anderung der radialen Position im nuklearen Raum oder
eine Anderung der interallelischen und interchromosomalen Distanzen als Hinweis auf eine raumliche Koregulation dieser IL-1-Zielgene

festgestellt werden.

Neben der Chromatinorganisation scheint auch die Kern- bzw. ZellgroRe mit dem Transkriptom einer Zelle assoziiert zu sein, was als size
scaling bezeichnet wird. In dieser Arbeit erfolgte erstmals eine Untersuchung eines putativen Zusammenhangs der IL-1-induzierten
Genexpression der Gene IL8, IL6 und CXCL2 mit der Kern- und Zellgréf3e mittels Immunfluoreszenz und 2D und 3D (Immuno-) RNA-FISH
in h TERT-RPE-1-Zellen. Immunfluoreszenzexperimente konnten zunachst keine signifikante und reproduzierbare Anderung der Kern- oder
ZellgroRRe in IL-1-stimulierten Zellen im Vergleich zu unbehandelten Zellen zeigen. Detaillierte Einzelzelluntersuchungen ergaben allerdings
einen signifikanten und genspezifischen Zusammenhang der IL-1-induzierten IL8 mMRNA-Expression mit der Kern- und Zellgré3e, welcher
fur IL6 und CXCL2 nicht beobachtet werden konnte. Die Reaktion einer Zelle auf einen Stimulus scheint also zumindest fur das IL8-Gen
individuell mit ihrem aktuellen Zustand zusammenzuhangen. Die Mdglichkeit, die inflammatorische Reagibilitdt einer Zelle anhand von
Parametern wie individuelle ZellgroRe und Genexpression zu bestimmen und so dber die Infiltration proinflammatorischer Zellen hinaus
entziindlich verandertes Gewebe zu erkennen, kdnnte langfristig zu neuen diagnostischen Ansétzen in der Pathologie fihren. Aul3erdem
zeigen diese Befunde, dass eine hohe interzellulare Variabilitét isogener Zellpopulationen eine stabile, schnelle und flexible Reaktion auf

proinflammatorische Mediatoren ermdglicht.

7/ Summary

Interleukin 1 (IL-1) is one of the central mediators of inflammatory reactions and is involved in the pathogenesis of rheumatic diseases,
atherosclerosis and neurogenerative diseases, carcinogenesis, as well as local and systemic reactions to pathogens. Knowledge of the IL-
1 signaling pathway is therefore of central importance for the establishment of targeted therapy concepts. IL-1 triggers an intracellular
signaling cascade via the interleukin receptor 1. At their end of which the transcription factors nuclear factor kB and activator protein 1 are

activated.

It appears that gene transcription is not only regulated by the local activity of such transcription factors, but also by the (spatial) organization
of the chromatin. How exactly IL-1-induced gene expression is orchestrated by chromatin organization is a topic of current research. In this
study, 2D and 3D RNA fluorescence in situ hybridization (RNA-FISH) of human immortalized diploid retinal epithelial cells ("nTERT-RPE-1)
was used to investigate whether the radial positions of active gene loci and transcription sites of the genes IL8, CXCL2 and IL6 change in
the context of IL-1 signal transduction. Based on the temporal co-regulation of the transcription of these genes, it was further investigated
whether interallelic and interchromosomal distances between the active gene loci are modulated in the context of IL-1 stimulation. In
summary, however, in this thesis no evidence was found for a significant change in the radial position in nuclear space or a change in the

interallelic and interchromosomal distances as an indication of spatial co-regulation of these IL-1 target genes.

In addition to chromatin organization, nuclear or cell size also appears to be associated with the transcriptome of a cell, a phenomenon
referred to as size scaling. In this work, a putative correlation of IL-1-induced gene expression of the genes IL8, IL6 and CXCL2 with nuclear
and cell size was investigated for the first time using 2D immunofluorescence as well as 2D and 3D (immuno-) RNA-FISH in hTERT-RPE-
1 cells. Immunofluorescence experiments initially showed no significant and reproducible change in nuclear or cell size in IL-1-stimulated

cells compared to untreated cells. However, detailed single-cell studies revealed a significant and gene-specific correlation of IL-1-induced
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IL8 mMRNA expression with nuclear and cell size, which could not be observed for IL6 and CXCL2. The response of a cell to a stimulus thus
appears to be individually related to its current state of activation, at least for the IL8 gene. The possibility of determining the inflammatory
responsiveness of a cell being based on parameters such as individual cell size and gene expression and thus recognizing inflammatory
tissue beyond the infiltration of pro-inflammatory cells could lead to new diagnostic approaches in pathology in the long term. In addition,
these findings show that a high intercellular variability of isogenic cell populations enables a stable, rapid and flexible response to

proinflammatory mediators.
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12 Anhang

12.1 hTERT-RPE1-Zellen Phanotyp nach IL-1 Behandlung ohne Anpassung an die Log-Normalverteilung
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Abbildung 57: Héaufigkeitsverteilungen zur Untersuchung des Phéanotyps von hTERT-RPE1-Zellen nach IL-1-Stimulation ohne Anpassung an die Log-
Normalverteilung

A: Darstellung der relativen Haufigkeiten der tber die Markierung der Kernproteine Lamin A und C gemessenen Kernflachen. Zusammenfassung der Daten aus 3
voneinander unabhéngigen Experimenten mit Gesamtpopulationen von mindestens 204 Zellen. B: Darstellung der relativen Haufigkeiten der ermittelten
Zytoplasmaflachen. Zusammenfassung der Daten aus 3 voneinander unabh&ngigen Experimenten mit Gesamtpopulationen von mindestens 204 Zellen. C: Darstellung

der relativen Haufigkeiten der ermittelten Kern- / Zytoplasmaflachenverhéltnisse. Zusammenfassung der Daten aus 3 voneinander unabhangigen Experimenten mit
Gesamtpopulationen von mindestens 204 Zellen
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12.2 Validierung der Auswertungsparameter fir die mRNA-Menge pro Zelle in der 2D RNA-FISH
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Abbildung 58: Vergleich der, Giber die Signal-Anzahl gemessenen, mRNA-Menge mit der, Gber die Intensitidt gemessenen, mMRNA-Menge.

A: Scatter Plots fur die Korrelation der IL8 mRNA Signale pro Zelle und die Cy5 Intensitat pro Zelle aus 3 unabhéngigen Experimenten mit Gesamtpopulationen von

mindestens 356 Zellen.

Angabe des Pearson-Korrelationskoeffizient

r.

CI(r(unb.))=0,88-0,92,

Cl

(r(0,5h))=0,73-0,82,

CI(r(1h))=0,82-0,87,

CI(r(3h)=0,82-0,87,

ClI(r(6h))=0,81-0,87. Durchfiihrung des t-Tests fiir den Korrelationskoeffizienten, um zu tberprifen, ob r signifikant von 0 abwich mit dem Signifikanzniveau p=0,005. B:
Scatter Plots fir die Korrelation der IL6 mMRNA Signale pro Zelle und die Cy5 Intensitét pro Zelle aus 3 unabhéngigen Experimenten mit Gesamtpopulationen von
mindestens 302 Zellen. Angabe des Pearson-Korrelationskoeffizient r. Cl(r(unb))=-0,06-0,15, CI(r(0,5h))=0,31-0,49, ClI(r(1h))=0,49-0,65, CI(r(0,48-0,61), Cl(r(6h))=0,65-
0,76. Durchfiihrung des t-Tests fir den Korrelationskoeffizienten Signifikanzniveau p=0,005. C: Vergleich aller Korrelationskoeffizienten fir die Korrelation zwischen der
IL8 mMRNA Signal-Anzahl und der Cy5-Gesamtintensitét pro Zelle (Intensitat) in einer Korrelationstabelle mit farbiger Markierung der Korrelationskoeffizienten entsprechend
ihrer GroRRe. D: Vergleich aller Korrelationskoeffizienten fur die Korrelation zwischen der IL6 mRNA Signal-Anzahl (Signale) und der Cy5-Gesamtintensitéat pro Zelle
(Intensitét) in einer Korrelationstabelle mit farbiger Markierung der Korrelationskoeffizienten entsprechend ihrer Grof3e.
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12.3 Darstellung der Haufigkeitsverteilung intranukleéarer Distanzen ohne Anpassung an die Log-
Normalverteilung
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Abbildung 59: Relative Haufigkeiten radialer Positionen ohne Anpassung an die Log-Normalverteilung.

A: Relative Haufigkeitsverteilung der radialen Positionen der aktiven IL8-Genloci aus 3 voneinander unabhéngigen Versuchen mit mindestens 203 gemessenen

Positionen pro Bedingung. B: Relative Haufigkeitsverteilung der radialen Positionen der ATS fir IL8 aus 3 voneinander unabhangigen Versuchen mit mindestens 173
gemessenen Positionen pro Bedingung. C: Relative Haufigkeitsverteilung der radialen Positionen aktiven CXCL2-Genloci aus 3 voneinander unabhangigen Versuchen

mit mindestens 11 gemessenen Positionen pro Bedingung.
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Abbildung 60: Relative Haufigkeiten interallelischer und interchromosomaler Distanzen ohne Anpassung an die Log-Normalverteilung.

A: Relative Haufigkeitsverteilung der interallelischen Distanzen zwischen zwei aktiven IL8-Genloci in Zellen mit biallelischer Genexpression als prozentualer Anteil der
Kernflache aus 3 voneinander unabhéngigen Versuchen mit mindestens 64 gemessenen Distanzen pro Bedingung. B: Relative Haufigkeitsverteilung der Distanzen
zwischen aktiven IL8- und IL6-Genloci als prozentualer Anteil der Kernflache aus 3 voneinander unabhéngigen Versuchen mit mindestens 53 gemessenen Distanzen
pro Bedingung. C: Relative Haufigkeitsverteilung der relativen Distanzen zwischen aktiven CXCL2- und IL6-Genloci als prozentualer Anteil der Kernflache aus 3
voneinander unabhéngigen Versuchen mit mindestens 28 gemessenen Distanzen pro Bedingung.

12.4 Die Kerngrol3e, ZellgroR3e und das K-/Z-Verhéaltnis der Gesamtpopulation erfasst anhand Hoechst in

RNA-FISH
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Abbildung 61: Bestimmung der Kernflache, Zytoplasmaflache und des Kern-/ Zytoplasmaverhéltnisses der Gesamtpopulation erfasst in 2D RNA-FISH uber
die Hoechst-Farbung.

A: Darstellung des Medians, der Quartile und der Haufigkeitsverteilung der Kernflache, gemessen (ber die Hoechstfarbung, aus drei unabhéngigen Experimenten und 2

technischen Replikaten in einer Gesamtpopulation von mindestens 681 Zellen pro Bedingung. Vergleich der Mittelwerte der Bedingungen mit dem Dunnett's Test mit
dem Signifikanzniveau 0,05. *: p<0,05, ***: p<0,001, ****: p<0,0001. B: Berechnung der Zytoplasmaflache als Differenz aus Zellflache und Kernflache. Darstellung des
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Medians, der Quartile und der Haufigkeitsverteilung der Zytoplasmaflache aus drei unabhéngigen Experimenten und 2 technischen Replikaten in einer

Gesamtpopulation von mindestens 681 Zellen pro Bedingung. Vergleich der Mittelwerte der Bedingungen mit dem Dunnett's Test mit dem Signifikanzniveau 0,05*:

p<0,05. C: Berechnung der Kern-/ Zytoplasmaverhaltnisses als Quotient aus der Kernflache und der Zytoplasmaflache. Darstellung des Medians, der Quartile und der
Haufigkeitsverteilung der Kern-/ Zytoplasmaverhaltnisses aus drei unabhéangigen Experimenten und 2 technischen Replikaten in einer Gesamtpopulation von

mindestens 681 Zellen pro Bedingung. Vergleich der Mittelwerte der Bedingungen mit dem Dunnett’s Test mit dem Signifikanzniveau 0,05. ***; p<0,001. D: Relative

Haufigkeitsverteilung der Kernflache, gemessen uber die Hoechstfarbung, aus drei unabhéngigen Experimenten und 2 technischen Replikaten in einer

Gesamtpopulation von mindestens 681 Zellen pro Bedingung. E: Relative Haufigkeitsverteilung der Zytoplasmaflache aus drei unabhéngigen Experimenten und 2
technischen Replikaten in einer Gesamtpopulation von mindestens 681 Zellen pro Bedingung. F: Relative Haufigkeitsverteilung der Kern- /Zytoplasmaverhaltnisses aus
drei unabhéngigen Experimenten und 2 technischen Replikaten in einer Gesamtpopulation von mindestens 681 Zellen pro Bedingung.

12.5 CXCL2 mRNA-Menge und die Kernflache gemessen in Immuno-RNA-FISH
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Abbildung 62: Darstellung der in der Inmuno-RNA-FISH gemessenen CXCL2 mRNA-Menge und der KerngroRe.

A: Darstellung des Medians, der Quartile und der Haufigkeitsverteilung der detektierten CXCL2 mRNA-Anzahl als violin plot. Vergleich der Mittelwerte der behandelten
Populationen mit dem Mittelwert in unbehandelten Zellen mit dem Dunnetts-Test und dem Signifikanzniveau p=0,05. B: Darstellung der relativen Haufigkeitsverteilung
der Anzahl der CXCL2 mRNA-Signale pro Zelle. C: Darstellung des Medians, der Quartile und der Haufigkeitsverteilung der detektierten CXCL2 mRNA-Anzahl als violin
plot. Vergleich der Mittelwerte der behandelten Populationen mit dem Mittelwert in unbehandeltenZellen mit dem Dunnetts-Test und dem Signifikanzniveau p=0,05. D:
Darstellung der relativen Haufigkeitsverteilung der Anzahl der CXCL2 mRNA-Signale pro Zelle.
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12.6 Herleitung der Fluoreszenzgrenzen Fir die Bestimmung der Zellzyklusphasen in 3D RNA-FISH
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Abbildung 63: Herleitung der Fluoreszenzgrenzen fiir die Bestimmung der Zellzyklusphasen in 3D RNA-FISH.

Darstellung der absoluten Haufigkeitsverteilung der Gesamtfluoreszenzintensitat fur Hoechst pro Zelle. Analog zu der von Roukos beschriebenen Methode sollte anhand
der Intensitéat Hoechst-Farbung der einzelnen Zellkerne die Zellzyklusphase der entsprechenden Zellen bestimmt werden ((Roukos et al. 2015). Hierfir wurde die Hoechst-
Intensitat pro Zellkern gemessen und alle bestimmten Intensitaten als hier gezeigtes Histogramm dargestellt. AnschlieRend wurde anhand der charakteristischen Verteilung
definiert, welche Fluoreszenzintervalle, welcher Zellzyklusphase zugeordnet werden sollten. Diese sind in der Haufigkeitsverteilung eingetragen und in Zahlen vermerkt.

12.7 Quantifizierung aktiver Genloci fur IL8 und IL6 in 3D RNA-FISH

Unbehandelt 0,25h IL-1 0,5h IL-1 1hIL-1 3hIL-1
Total=198 Zellen Total=183 Zellen Total=139 Zellen Total=204 Zellen Total=185 Zellen
= 90.40% - pra-mRNA-Signale g 78149 - pra-mRNA-Signale B3I 55.79% - pra-mRNA-Signale == 44.12% - pra-mRNA-Signale =3 44.86% - pra-mRNA-Signale
B 9.60% +pra-mRNA-Signale =3 21 86% +pra-mRNA-Signale B 44.21% + pra-mRNA-Signale == 55.88% +pré-mRNA-Signale  pm 55.14% + pra-mRNA-Signale
Unbehandelt 0,25h IL-1 0,5h IL-1 1lhIL-1 3hIL-1
= 2.02%1IL8 B 15.85%1 IL8 = 28.42%1 IL8 = 32.35%1 IL8 = 26.49% 1 IL8
B 6.566% 1 IL6 = 2.73%2 L8 B 4.74%2 L8 B 11.28%2 IL8 B 14.05% 2 IL8
B 1.01%2 IL6 = 1.64%11L6 = 3.68%1IL6 = 1.96%1IL6 = 3.24%11L6
=1 5.26%11L8 +11L6 = 5.26%1I1L8+1IL6 B 0.49% 2 IL6 = 541%11L8+ 11L6
= 2.11%2 L8+ 11L6 = 686%11L8+11L6 3 5.41%2 IL8+ 1 IL6
= 2.94%21L8+11L6 J 0.54% 1 IL8+ 2 IL6

Abbildung 64: Quantifizierung aktiver Genloci fur IL8 und IL6 in 3D RNA-FISH.

A: Darstellung des relativen Anteils (%) der Zellen mit (+) und ohne (-) pr&-mRNA Signale fir IL8 oder IL6 von der Gesamtpopulation fir die verschiedenen Zeitpunkte
nach IL-1-Stimulation aus 2 unabhéngigen Experimenten fir mindestens 139 Zellen pro Bedingung. B: Darstellung des Vorkommens verschiedener Kombinationen aktiver

IL8 und IL6 Genloci innerhalb einer Zelle als Anteil von der Gesamtpopulation (%)
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12.8 Untersuchung der Distanzen aktiver Genloci zueinander und zum Kernzentrum im dreidimensionalen
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Abbildung 65: Darstellung der in 3D RNA-FISH gemessenen Distanzen zum Kernzentrum und zueinander.

A: Darstellung des Medianes, der Quartile und der Haufigkeitsverteilung der Distanz zwischen IL8 pr&-mRNA-Signalen und dem Kernzentrum in Prozent vom Kernvolumen
als Violin Plot und als relative Haufigkeitsverteilung. Vergleich der Mittelwerte der aller Populationen mit dem Tukey-Test und dem Signifikanzniveau p=0,05. B: Darstellung
des Medianes, der Quartile und der Haufigkeitsverteilung der Distanz zwischen IL6 pra-mRNA-Signalen und dem Kernzentrum in Prozent vom Kernvolumen als Violin
Plot. Vergleich der Mittelwerte der aller Populationen mit dem Tukey-Test und dem Signifikanzniveau p=0,05. Bei StichprobengréfRlen <10 wurden die einzelnen Werte
eingetragen. C: Darstellung des Medianes, der Quartile und der Haufigkeitsverteilung der Distanz zwischen CXCL2 pra-mRNA-Signalen und dem Kernzentrum in Prozent
vom Kernvolumen als Violin Plot. Vergleich der Mittelwerte der aller Populationen mit dem Tukey-Test und dem Signifikanzniveau p=0,05. Bei Stichprobengréfien <10
wurden die einzelnen Werte eingetragen. D: Darstellung des Medianes, der Quartile und der Haufigkeitsverteilung der Distanz zwischen zwei IL8 pra-mRNA-Signalen in
Prozent vom Kernvolumen als Violin Plot. Vergleich der Mittelwerte der aller Populationen mit dem Tukey-Test und dem Signifikanzniveau p=0,05. Bei Stichprobengréf3en
<10 wurden die einzelnen Werte eingetragen. E: Darstellung des Medianes, der Quartile und der Haufigkeitsverteilung der Distanz zwischen IL8 und CXCL2 pré-mRNA-
Signalen in Prozent vom Kernvolumen als Violin Plot. Vergleich der Mittelwerte der aller Populationen mit dem Tukey-Test und dem Signifikanzniveau p=0,05. Bei
StichprobengréRen <10 wurden die einzelnen Werte eingetragen. F: Darstellung des Medianes, der Quartile und der Haufigkeitsverteilung der Distanz zwischen IL8 und
IL6 pr&-mRNA-Signalen in Prozent vom Kernvolumen als Violin Plot. Vergleich der Mittelwerte der aller Populationen mit dem Tukey-Test und dem Signifikanzniveau
p=0,05. Bei StichprobengrofRen <10 wurden die einzelnen Werte eingetragen.
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12.9 Ubersicht tber die Ergebnisse der Messung der KerngroRRe mittels verschiedener Methoden

Methode

Markierung Mikroskopie StichprobengroRe

des Kerns

Inklusions-

bedingungen

Kapitel

Mittlere(s) Signifikante Unterschiede

Kernflache

bzw. -volumen

IF Lamin A/C 2D n=3 p65- 4.2. 280,0 um? keine
Lokalisation

min. 202 Zellen pro

Bedingung
RNA- Hoechst 2D n=3 alle Zellen 4.6.2. 234,5 ym? A(0,5h, 3h, 6h IL-1) > A (unb.);
FISH p<0,05

min. 681 Zellen pro

Bedingung
Immuno- Lamin A/C 2D n=2 alle Zellen 4.71. 225,9 um? keine
RNA-

min. 223 Zellen pro
FISH

Bedingung
RNA- Hoechst 3D n=2 alle Zellen 4.7.2. 1597 pm? V(0,25h, 0,5h, 1h IL-1) <
FISH V(unb., 3h IL-1); p<0,05

min. 329 Zellen pro

Bedingung
DNA- Hoechst 3D n=2 p65- Unveroffent- V(1h IL-1)> V(unb., 1h IL-1 +
FISH Lokalisation lichte Daten Oxo0); p<0,001

min. 231 Zellen pro

AG Kracht
Bedingung

Tabelle 2: Ubersicht (iber mit verschiedenen Methoden erfasste KerngroRen.

IF: indirekte Immunfluoreszenz; RNA-FISH: RNA-Fluoreszenz-inSitu-Hybridisierung; DNA-FISH: DNA-Fluoreszenz-inSitu-Hybridisierung; p65-Lokalisation:
Auswertung wurden, die Zellen inkludiert, in denen unbehandelt und nach 3h und 6h Inkubation mit IL-1 p65 hauptséchlich im Zytoplasma, und nach 0,5h und 1h IL-1-
Behandlung p65 hauptsachlich im Zellkern lokalisiert war; AG: Arbeitsgruppe; A: Kernquerschnittsflache; unb.: unbehandelt; V: Kernvolumen; 1h IL-1 + Oxo: Behandlung
der Zellen mit IL-1 Uber 1h und mit dem TAK-1-Inhibitor 5Z-7-Oxozeaenol.

in die
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