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EINLEITUNG

1 Einleitung
1.1 Die klinische Bedeutung von IL-1a

Das Immunsystem schutzt den menschlichen Korper vor verschiedenen Noxen; dazu
gehéren beispielsweise schadliche Mikroorganismen, virusbefallene Zellen oder
korpereigene entartete Zellen. Um die Immunantwort zu koordinieren, kommunizieren
die Zellen des Abwehrsystems durch Zytokine. Zytokine sind kleine Polypeptide,
welche fir die Regulation der Zellantworten bei Infektionen, Entzindungen und Stress
(z.B. durch Hitze) verantwortlich sind. Zytokine kdnnen u.a. unterteilt werden in
Interleukine, Tumornekrose-Faktoren, koloniestimulierende Faktoren, Chemokine und
Interferone (Schmitz et al., 2011). Ein wichtiger Regulator des Immunsystems ist das
proinflammatorische Interleukin 1 (IL-1). Bisher wurden 11 Mitglieder der IL-1 Familie
charakterisiert. Es wird grotenteils von Endothelzellen, Monozyten und Makrophagen
produziert. Interleukin-1 (IL-1) und Tumor-Nekrose-Faktor (TNFa) kdnnen nach
Erkennen von Pathogenen anhand von pathogen-associated molecular patterns (PAMP)
oder durch Zellschaden anhand von danger-associated molecular patterns (DAMP) von
fast allen Zellen mit Zellkern synthetisiert und ausgeschuttet werden (Gaestel et al.,
2009). Dabei stellt IL-1a auch einen wichtigen Mediator flr autoinflammatorische,
entziindliche, degenerative und autoimmune Prozesse dar. So kénnen die frei gesetzten
Zytokine aus einer Zelle zur Stimulierung derselben Zelle fuhren, sodass z.B. eine
Infektion zligiger vom Immunsystem erkannt wird und die Immunantwort schneller
erfolgt. Sobald die Infektion wunter Kontrolle gebracht wurde, werden
entzindungshemmende  Zytokine  sezerniert. Sind die  Mechanismen von
Selbstverstarkung und Hemmung im Ungleichgewicht, konnen in der Folge
Erkrankungen wie z. B. die rheumatoide Arthritis oder die systemisch juvenile
idiopathischen Arthritis entstehen (Boraschi et al., 2018, Dinarello, 2010, Dinarello,
2018, Schmitz et al., 2011).

Wie wichtig die Regulation von IL-1 im Korper ist, zeigt sich durch die effektive
Behandlung verschiedener Entzindungserkrankungen mit Anakinra, einem humanen
rekombinanten IL-1 Antagonist, welcher durch die kompetitive Hemmung am
Interleukin-1 Rezeptor Typ 1 IL-1R1 Rezeptor wirkt (Dinarello, 2009). Seit dem Jahr
2000 besitzt Anakinra eine Zulassung in Deutschland fur die Behandlung einer
rheumatoiden Arthritis mit unzureichendem Ansprechen auf Methotrexat sowie einer

systemischen juvenilen idiopathischen Arthritis (Dinarello et al., 2012). Durch die
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Benutzung von Anakinra bei Kindern und Jugendlichen zur Behandlung der systemisch
juvenilen idiopathischen Arthritis konnte der Einsatz von Steroiden gesenkt werden.
Zudem zeigte auch der Einsatz von Canakinumab, einem humanisierten monoklonalen
anti-IL-1p  Antikorper, welcher IL-1B selektiv und langfristig bindet und zur
Neutralisierung dessen fuhrt, eine deutliche Wirkung bei beispielsweise dem Still-
Syndrom, einem der drei Cryopyrin-assoziierten periodischen Syndrome (CAPS), sowie
bei dem familidren Mittelmeerfieber. Die Ursache der CAPS ist eine Mutation in dem
Gen, welches fir das Protein Cryopyrin kodiert. Cryopyrin reguliert Apoptose- und
Entziindungs-Signalwege. Durch diese Mutation kommt es zu einer vermehrten oder
spontanen Produktion von Interleukin-1p und zur 0(berméBigen Ausldésung von
Entziindungsreaktionen im Korper. Die Nutzung von Canakinumab fuhrt zur Besserung
der Symptomatik. Des Weiteren wurden Zusammenhdnge zwischen der IL-1
Produktion und Tumorentstehung nachgewiesen: hierbei spielt IL-1 offenbar eine
essentielle Rolle fir das Wachstum, die Angiogenese und die Metastasierung von
Krebszellen (Lewis et al., 2006).

1.2 Die Interleukin (IL)-1 Familie

Wie zuvor bereits erwéhnt, besteht die Interleukin 1-Familie aus 11 Mitgliedern (siehe
Tabelle 1.1); hierbei haben sieben Proteine eine agonistische Aktivitat, drei sind
Rezeptorantagonisten und ein Zytokin hat eine entziindungshemmende Wirkung (Boraschi
etal., 2018, Dinarello, 2018, Garlanda et al., 2013).

Tabelle 1.1: Mitglieder der IL-1 Familie

Name (alt. Name) Rezeptor Korezeptor  Eigenschaft

IL-Ta (IL-1F1) IL-1R1 IL-1R2  IL-1R3 Agonist

IL-1B (IL-1F2) IL-1R1 IL-1R2  IL-1R3 Agonist

IL-1Ra (IL-1F3) IL-1R1 Antagonist fir IL-1o und IL-

1B

IL-18 (IL-1F4) IL-1R5 IL-1R7 Agonist

IL-33 (IL-1F11) IL-1R4 IL-1R3 Agonist

IL-360 (IL-1F6) IL-1R6 IL-1R3 Agonist

IL-36pB (IL-1F7) IL-1R6 IL-1R3 Agonist

IL-36y (IL-1F8) IL-1R6 IL-1R3 Agonist
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IL-36Ra (IL-1F5) IL-1R6 Antagonist fur IL-36 a, 1L-36
Bund IL-36 vy

IL-37 (IL-1F7) IL-18Ra Entziindungshemmend
IL-38(IL-1F10) IL-1Rrp2  (IL- Antagonistisch

36R)

IL-1R8

IL-1R9

IL-1R10

IL-1a. zeigt je nach Zelle unterschiedliche Wirkungen: so fiihrt es im zentralen
Nervensystem zum Temperaturanstieg (IL-1a ist ein endogenes Pyrogen) (Dinarello,
2009). In der Leber flhrt IL-1a u.a. Uber IL-6 (einem IL-1 Zielgen) zur Ausschittung
von Akute Phase-Proteinen wie C-reaktivem Protein (CRP) und Fibrinogen sowie zur
Hemmung des ol-Antitrypsins (Garlanda et al., 2013). Im Endothel fihrt IL-1 zur
Rekrutierung von Leukozyten durch die Induktion der Ausschittung von Chemokinen
wie Interleukin-8 und der Expression von Adhésionsmolekdlen, welche dafur sorgen,
dass Immunzellen aus dem Blut gezielt in das entziindete Gewebe Ubertreten kdnnen,
um dort lokal die Entzindung zu initiieren und zu kontrollieren (Baggiolini et al.,
1994). Zudem aktiviert IL-1o. die Zellen des angeborenen (Monozyten) und des
erworbenen (Lymphozyten) Immunsystems. Das IL-la-Vorlduferprotein wird erst
durch eine proteolytische Spaltung zur reifen IL-1o. Form (Dinarello, 1996). Sowohl das
Vorlduferprotein als auch die reife Form sind biologisch aktiv. Das Vorlauferprotein
wird dauerhaft in Epithelzellen des Gastrointestinaltraktes, der Lunge, der Leber und
der Niere sowie den Endothelzellen und Astrozyten produziert (Garlanda et al., 2013).
Kommt es zum Zelltod durch Nekrose, beispielsweise durch einen Myokardinfarkt oder
eine Tumornekrose, wird das Vorlauferprotein ausgeschiittet und fihrt zur lokalen,
sterilen Kaskade von inflammatorischen Chemokinen und Zytokinen (Chen et al.,
2007).

IL-18 hat biologisch &hnlichen Eigenschaften wie IL-1a. Jedoch ist das
Vorlauferprotein inaktiv und IL-1p wird erst nach enzymatischer Prozessierung
biologisch aktiv. IL-1p wird groRtenteils in hdmatopoetischen Zellen produziert wie
Monozyten, Gewebsmakrophagen und Dendritischen Zellen und wirkt in der Regel

systemisch (Dinarello, 2011).
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1.3 Der IL-1a Signalweg

Obwohl IL-1a. und IL-1B von zwei verschiedenen Genen kodiert werden (IL1A und
IL1B), sind beide Proteine in der Lage, an den spezifischen IL-1 Rezeptor (IL-1R1) auf
der Zellmembran zu binden (Dinarello et al.,, 2012). Der IL-1 Rezeptor ist ein
Transmembranprotein, bestehend aus einem extrazellularen Teil mit drei
immunglobulin-&hnlichen Domanen, einem transmembranem Segment und einer
zytoplasmatischen Domane (Vigers et al., 1997).

Sobald IL-1 an den extrazellularen IL-1R1 Rezeptor bindet, wird der Co-Rezeptor IL-
1R3 (friher als IL-1-Rezeptor akzessorisches Protein (IL-1 RACP) bezeichnet),
ebenfalls ein Transmembranprotein, rekrutiert und dieses fuhrt zu einer
Konformationsédnderung der extrazellularen IL-1R-Rezeptordomane und zur
Dimerisierung der intrazelluldren Toll-IL-1-Rezeptor (TIR)-Domane des IL-1Rezeptors
und des IL-1R3 (Boraschi et al., 2018, Dinarello et al., 2010). Es bildet sich ein
Multiproteinkomplex durch die Anlagerung der intrazellularen Proteine MYD88
(myeloid differentiation primary response gene 88) und IRAK4 (interleukin-1 receptor
associated kinase 4).

Durch die Autophosphorylierung von IRAK4 und die Phosphorylierung von IRAK1
und IRAK2 wird TRAF 6 (tumor necrosis factor receptor associated factor 6)
rekrutiert. Der Proteinkomplex aus IRAK1, IRAK2 und TRAF 6 dissoziiert
anschlieRend ins Zytosol (Brikos et al., 2007). Im Zytosol findet dann die TRAF6-
vermittelte K63-abhéngige Ubiquitinylierung vieler Proteine statt, unter anderem der
Kinase TAK1 (TGF-g activated kinase 1) (Weber et al., 2010). Nach der Rekrutierung
von TAK1 induziert dieses eine Signalkaskade, die schlussendlich die Aktivierung von
NF-kB- (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells), JNK- (c-Jun
N-terminal kinase) und p38 MAP-Kinase- (mitogen-activated protein kinase)
Signalwegen bewirkt (Hansen et al., 2013).

Der NF-kB-Signalweg sorgt fur die Expression von Genen, welche fiir Entzindungen
und Immunreaktionen wichtig sind. Der Transkriptionsfaktor NF-xB besteht aus flinf
Untereinheiten: p65, RelB, c-Rel, p100 (Vorlaufer von p52) und p105 (Vorlaufer von
p50) (Hoffmann et al., 2006, Rothwarf and Karin, 1999). Nach der Aktivierung von
TAKL sorgt dieses fur die Aktivierung des IkB-Kinase-Komplexes (IKK-Komplex).
Unstimuliert liegt das NFkB-Heterodimer durch das Inhibitorprotein IxBa (inhibitor of
NF-xB) im Zytosol inaktiviert vor (Oeckinghaus and Ghosh, 2009). Durch IKK erfolgt

der proteolytische Abbau von IxBa durch das Proteasom, sodass die NF-kB-
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Untereinheit in den Zellkern translozieren und dort an die Promotoren der IL-1-Zielgene
binden kann und dadurch die Transkription dieser aktiviert (Karin and Ben-Neriah,
2000). Da zu den IL-1a-Zielgenen auch der Inhibitor 1kBa gehort, fihrt dies nach der
Bildung der IxkBa-mRNA und dem anschlieBend neu synthetisiertem IxBa-Protein zu
einer negativen Rlckkopplung. Dabei bindet 1kBo wieder an den Transkriptionsfaktor
NF-kB. Hierbei bindet IkBa an die konservierte nuclear localisation site (NLS)
Bindungstelle der NF-xB Proteine und verhindert somit, dass das NF-kB Dimer in den
Zellkern transloziert und dort als Transkriptionsfaktor wirken kann. Des Weiteren sorgt
die Bindung von IkBa am NF-xB zur Unterbindung einer Interaktion von NF-kB an
seinen Ziel-DNA (Schmitz et al., 2004, Tran et al., 1997).

Schlussendlich fuhrt die IL-1-Stimulation zur massiven Regulation von Genen: hierzu
zahlt die induzierte Expression von weiteren Zytokinen (IL-2, IL-6, TNFa , IL-1a und
IL-1B) (Weber et al., 2010), Chemokinen (IL-8 (CXCL8), CXCL2, CCL20) sowie
Enzymen wie PTGS2 (COX-2) (Sankar Ghosh et al., 1998).

1.4 Der mRNA-Abbau

Es gibt verschiedene Mechanismen fir die Regulation der Genexpression. Hierzu
zahlen beispielsweise die verstarkte oder verminderte Transkriptionsrate oder aber
durch der Abbau bzw. die Stabilisierung der mRNA. Letzteres erfordert die Bindung
von RNA-bindenden Proteinen an bestimmten Sequenzen der mRNA, welche dann
direkt oder indirekt zu einer Stabilisierung der mRNA fiihren oder einen Abbau der
mRNA einleiten.

Als wichtige Sequenzbereiche zur Proteinbindung an mRNAs sind die Adenin-reichen
Regionen (AREs) zu erwéhnen, bestehend aus sich wiederholenden Sequenzen mit
einer Lange von 50-150 Nukleotiden. Diese Sequenzelemente finden sich haufig in der
untranslatierten Region (UTRs) von kurzlebigen mRNAs, zu welchen beispielsweise
die fur inflammatorische Proteine kodierenden mRNAs gehoren (Eulalio et al., 2007a).
Mit AU-reichen Regionen koénnen spezifische, teilweise gut charakterisierte RNA-
bindende Proteine interagieren. Beispielsweise fuhrt die Interaktion des Proteins TTP
(Tristetraprolin) oder analoger destabilisierender Proteine mit mRNA zur Degradation
dieser (Brooks and Blackshear, 2013, Chou et al., 2006, Garneau et al., 2007). Hierbei
wird angenommen, dass der schnelle Abbau durch den sogenannten ARE mediated
mMRNA decay (AMD) (ber eine Interaktion der RNA-bindenden Proteine mit

spezifischen mMRNA-Degradationsproteinen vermittelt wird.
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Dadurch kann beispielsweise ein schneller Abbau von proinflammatorischen-mRNAs
wie IL8 oder IL6, erfolgen.

Der Abbau der mRNA kann prinzipiell Uber zwei verschiedene Wege ausgefuhrt
werden. Der erste Schritt des Abbaus ist bei beiden identisch und beginnt mit der
Deadenylierung des Poly(A)-Schwanzes durch den Ccr4/Pop2(Cafl)/Not-Komplex
bestehend aus 7 Untereinheiten und den beiden Core-Proteinen CCR4 und POP2 (or
CAF1) (Jain and Parker, 2013, Yamashita et al., 2005). Der 3‘-Poly(A)-Schwanz
schitzt die mRNA vor der Degradation und eine Verkiirzung kann daher als wichtiger

initialer Schritt zum Abbau der mMRNA gewertet werden.

m’Gppp AAAAAA
l Deadenylation
m’Gppp Aoligo
3'—» 5 Decapping and
Degradation 5'— 3' Decay
Ve

Exosome

Abbildung 1.4.1 Prinzipielle Schritte des mRNA-Abbaus (Parker and Sheth, 2007). Der Abbau der
mRNA wird durch das Entfernen des Poly(A)-Schwanzes durch den Ccr4/Pop2(Cafl)/Not-Komplex
eingeleitet. AnschlieBend kann der Abbau auf zwei verschiedenen Wegen erfolgen. Hierbei kommt es
entweder zur Degradation in 3‘-5°-Orientierung durch das Exosom und den sogenannten SKI-Komplex
oder es erfolgt der 5°-3’-Abbau. Dieser wird durch das Decapping, dem Entfernen der 5°-N7-Methyl-
Guanosin-Gruppe, initiiert, woraufhin die mRNA durch die Exoribonuklease XRN1 abgebaut wird.
Reproduziert aus Parker and Sheth, 2007 mit der Lizenznummer:4644691041705.

Die weitere Degradation kann zum einen in 3°-5°-Orientierung erfolgen. Dies kann
durch das Exosom erfolgen, welches den Ski2/Ski3/Ski8-Komplex und die Ski7-
Proteine als Kofaktoren benutzt. Die 3°-5°‘-Degradation durch das Exosom (Anderson
and Parker, 1998, Garneau et al., 2007, Parker and Song, 2004) wird durch den SKI-
Komplex reguliert. Der mRNA-Abbau kann auch in 5°-3°-Orientierung erfolgen. Die
mRNA besitzt am 5°-Ende eine Cap-Struktur, bestehend aus einem N7-Methyl-

Guanosin-Triphosphat. Diese Cap-Struktur sorgt im Rahmen der Translation dafur, dass



EINLEITUNG

Translations-Initiationsfaktoren wie elF4E (Eukaryotic translation initiation factor 4E)
binden und die ribosomalen Untereinheiten rekrutieren kdnnen, um die Translation der
MRNA einzuleiten (Ramanathan et al.,, 2016, Shuman, 1995). Beim Decapping
platzieren sich die Decapping-Faktoren DCP1 (mRNA decapping protein 1) und DCP2
(mMRNA-decapping protein 2) an die deadenylierte mRNA menschlicher Zellen. Hierbei
ist DCP1 der Kofaktor von DCP2, wahrend DCP2 die enzymatische Aktivitat besitzt.
Nach Entfernung des N7-Methyl-Guanosin-Diphosphates durch den Decapping
Komplex wird das 5 monophosphorylierte Ende der mRNA von XRN1 erkannt und die
RNA sodann rasch in einzelne Nukleotide abgebaut (Garneau et al., 2007, Kulkarni et
al., 2010). Weitere Faktoren, welche am Decapping beteiligt sind, sind die EDC
(Enhancer of decapping) Proteine 1-3 , der LSM1-7-Komplex (Sm-like proteins
numbered 1-7), PAT1 (Protein associated with topoisomerase II), DDX6 (ATP-
dependent RNA helicase DDX6) sowie EDC4 (Enhancer of mRNA-decapping protein 4)
(Eulalio et al., 2007a).

1.5 Processing bodies (P-bodies)

Processing-bodies (P-bodies) gehdren zu den zytoplasmatischen Ribonukleoprotein-
Granula, in denen eine Akkumulation von untranslatierter mRNA und Komponenten
des 5°-3°-Abbaus, z.B. der Decapping-Faktoren, Decapping-Aktivatoren und weiteren
Komponenten der Deadenylierung gefunden wurde (Cougot et al., 2004, Sheth and
Parker, 2003). Zudem konnten weitere Proteinkomponenten des miRNA-Abbaus, der
ARE-mRNA und des NMD-Abbaus (nonsense mediated decay) in P-bodies
nachgewiesen werden (Franks and Lykke-Andersen, 2007, Kedersha et al., 2005, Liu et
al., 2005, Pillai et al., 2005, Sen and Blau, 2005, Sheth and Parker, 2006). Als
membranlose  Organellen weisen P-bodies Gemeinsamkeiten mit anderen
Ribonukleoprotein-Komplexen wie beispielsweise den Stress-Granula auf, jedoch
unterscheiden sie sich von diesen in der Zusammensetzung der Proteine und auch in
ihrer Funktion. Bestimmte Proteine kommen aber sowohl in Stress-Granula, als auch in
P-bodies vor, kdnnen durch Stress in der Zelle induziert werden und miteinander
interagieren (Stoecklin and Kedersha, 2013). Hierzu zéhlen beispielsweise elFAE
(Eukaryotic translation initiation factor) (Andrei et al., 2005), sowie die
Exoribonuklease XRN1 (Kedersha et al., 2005, Bashkirov et al., 1997).

P-bodies sind zirkul&re dynamische Strukturen im Zytoplasma mit einem Durchmesser

von 150-340 nm und einer durchschnittlichen L&nge von 244 nm, welche hdufig in der
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Né&he von Ribosomen und Mitochondrien aufzufinden sind (Cougot et al., 2012, Eulalio
et al., 2007a). Seltener sind sie in der Nahe von Kernhiillen oder der Plasmamembranen
lokalisiert. Die in P-bodies enthaltenen Proteine kdnnen aus den Strukturen dissoziieren
oder weitere Proteine rekrutieren (Andrei et al., 2005). Dasselbe gilt auch fir die in P-
bodies enthaltenen mMRNAs, welche in das Zytoplasma dissoziieren und anschlieRend
translatiert werden kénnen. Demzufolge kénnen P-bodies auch als mRNA-Speicherorte
genutzt werden (Kedersha et al., 2005).

P-bodies sind zum Teil an den Mikrotubuli des Zytoskeletts verankert und kénnen
entlang dieser innerhalb der Zelle transportiert werden. Es konnte nachgewiesen
werden, dass Mikrotubuli einen Einfluss auf die Zahl und Grolie von P-bodies haben; so
konnte mittels Nocodazol (ein synthetisches Benzimidazol, welches an Mikrotubuli
bindet und die weitere Bindung und Polymerisation von Monomeren inhibiert) die
Anzahl und GroRe der P-bodies gesteigert werden (Aizer et al., 2008). Membranlose
Organellen wie beispielsweise P-bodies und Stress-Granula kdnnen eine
unterschiedliche Viskositit analog eines Fliissigkeitstropfens aufweisen. Die Uberginge
zwischen diesen Zustdnden werden als liquid-liquid phase transitions bezeichnet
(Banani et al., 2017).

1.6 Funktion der P-bodies beim Abbau und der

Speicherung von mRNAs
Durch die Kolokalisation der mRNA und mRNA-abbauender Proteine in P-bodies

wurde zunédchst angenommen, dass diese ein Ort des mRNA-Abbaus sind. (Eulalio et
al., 2007a). Eine Hemmung der Transkription durch beispielsweise die Verwendung
von Actinomycin D fuhrt zu einer Reduzierung der P-body Zahl (Cougot et al., 2004).
Daher wird vermutet, dass die Anzahl der mRNAs in der Zelle mit der Menge an P-
bodies korreliert (Andrei et al., 2005, Yang et al., 2004). Jedoch demonstrierten die
neusten Ergebnisse auch, dass P-bodies nicht fur den Abbau von mRNA bendtigt
werden. Es konnte gezeigt werden, dass Zellen auch ohne mikroskopisch nachweisbare
P-bodies in der Lage waren, mMRNAs abzubauen (Eulalio et al., 2007b). Die genaue
Funktion der P-bodies beziglich des mRNA-Abbaus ist daher noch nicht vollstandig
geklért.

Die Zahl der P-bodies wird in einem dynamischen Prozess reguliert und durch duf3ere
Einflisse wie beispielsweise Stress beeinflusst (Kedersha et al., 2005). Es konnte



EINLEITUNG

nachgewiesen werden, dass die Grélle und das Vorhandensein dieser dynamischen
Granula auch abhangig vom Zellzyklus und Proliferationsstatus der Zellen ist. So wurde
in HeLa-Zellen gezeigt, dass in der spaten S- und G2-Phase mehr P-bodies in der Zelle
vorhanden sind als in der frihen S-Phase (Yang et al., 2004). Auch proliferierende
Zellen weisen mehr P-bodies auf. Wahrend der Mitose lésen sich diese Foci auf und
bilden sich erst wieder in der spdaten G1 Phase neu. Dies kann mit der Theorie
vereinbart werden, dass die P-body Anzahl mit der RNA-Menge korreliert, welche
wahrend der Mitose in der Zelle reduziert ist.

P-bodies konnten nicht nur in menschlichen Zellen, sondern auch in Hefen gefunden
werden (Sheth and Parker, 2003, Teixeira and Parker, 2007). Versuche in Hefezellen
zeigten, dass P-bodies auch als Ort der mRNA-Speicherung dienen konnten. Diese
Theorie konnte anhand von Glukosemangel-Experimenten unterstiitzt werden, innerhalb
derer spezifische mMRNAs der Hefezellen in P-bodies transportiert wurden und deshalb
nicht mehr translatiert werden konnten (Zid and O'Shea, 2014). Nach Zugabe von
Glukose wurden die mRNAs wieder freigegeben und konnten erneut translatiert werden
(Brengues et al., 2005).

Das mRNA-Decapping stellt einen Schlisselschritt der mRNA Regulation dar, denn
durch die Entfernung der 5’-Cap stoppt die mRNA-Translation und der Abbau wird
eingeleitet. Normalerweise binden die Translations-Initiationsfaktoren an die 5’-Cap
Struktur und leiten die Translation ein. Durch das Entfernen dieser Kappe kann die
mRNA nicht mehr translatiert werden. Ein Recapping (also die Bildung einer neuen 5°-
Cap) kann durch den Translations-Initiationsfaktor elFAE auch auf3erhalb des Zellkerns
stattfinden. Es ist somit moglich, dass in P-bodies mRNAs ohne 5°-Cap
zwischenzeitlich gelagert und bei Bedarf nach dem Recapping wieder der Translation
zugefiihrt werden (Ignatochkina et al., 2015, Otsuka et al., 2009, Schoenberg and
Maquat, 2009) .

Die genaue Verteilung der molekularen Komponenten zwischen den P-bodies und dem
Zytoplasma ist noch unklar. Der 5°-3‘-Abbau der mRNAs findet daher nicht nur in den
P-bodies statt, entsprechend wurden die Komponenten des Decappings und der 5°-3¢-
Degradation auch auflerhalb dieser Granula im Zytosol entdeckt (Anderson and
Kedersha, 2009, Eulalio et al., 20073, Franks and Lykke-Andersen, 2008).
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1.7 Die P-body Komponenten DCP1la, DCP2, EDC4 und

XRN1
Der Decapping Komplex besteht aus einer Reihe von Proteinen: DCP2, EDC3, EDC4,

LSm14A, Pat, LSm1-7-Komplex, DDX6 und DCP1la. Die P-body Komponenten DCP1,
DCP2 und EDC4 sind an dem Decapping der mRNA beteiligt. DCPla und das
homologe Protein DCP1b sind Coaktivatoren von DCP2. DCPla und DCP1b werden
von unterschiedlichen Genen kodiert (Lykke-Andersen, 2002), jedoch wird davon
ausgegangen, dass sich beide Proteine funktionell &hnlich verhalten, wobei in den
meisten verfligbaren Studien DCPla untersucht wurde (Fenger-Gron et al., 2005).
Wihrend in Hefezellen die Interaktion von DCPla und DCP2 direkt erfolgt, haben
Studien in eukaryotischen Zellen gezeigt, dass diese zuséatzlich ein scaffold Protein,
EDC4, bend6tigen, um miteinander interagieren zu konnen (She et al., 2008). DCP1la
besteht aus einer N-terminalen enabled / vasodilator-stimulated phosphoprotein
homology 1 EVH1-Domane und der C-terminalen Region, welche drei antiparallele a-
Helices beinhaltet (die sogenannte TD-Region). DCP1a ist in der Lage, tber seinen C-
Terminus zu trimerisieren, was von essenzieller Bedeutung fiur die Interaktion von
DCP1a, DCP2 und EDC4 ist (Tritschler et al., 2009).

DCP2 open
DCP1a DCP2 closed
NR:D XRN1 DCP1a XRN1
EVH1 NR-loop Catalytic EVH1 Catalytic
domain domain
Nudix
C-term C-term
FEB
— EDC4-BM Actlvatlon (TD 5 EDC4-BM

 S-linker ¢ helical

EDC4 EDC4
Abbildung 1.7.1 Schematische Darstellung des humanen Decapping Komplexes und seiner
Interaktionen mit EDC4 und XRN1 (Chang et al., 2014).Uber die WD40-Bindungsstelle von EDC4
interagiert DCP1a mit EDC4, weiterhin binden DCP2 und XRN1 am C-terminalen Ende von EDCA4.
DCPla kann uber die EVH1-Domane mit der NRD-Region von DCP2 interagieren, wodurch eine
Konformationsanderung und damit die enzymatische Aktivitdt von DCP2 induziert wird. Nach dem
Decapping der mRNA durch DCP2 kann diese dann an die Exoribonuklease XRN1 weiter geleitet
werden. Die Trimerisierung von DCPla ist fir die Bindung an EDC4 und DCP2 erforderlich.
(Reproduziert aus Chang et al., 2014 mit der Lizenznummer: 4644691488815)

o= hellcal

Hierbei wird DCPla als Co-Faktor von DCP2 benétigt und stabilisiert dessen
geschlossene Konformation. Dabei dockt die NR-loop-Region von DCP1a an die NRD-
Region von DCP2 an. Es wird angenommen, dass DCPla und DCP2 allein in

menschlichen Zellen nicht effektiv miteinander interagieren kdnnen. Die Interaktion
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wird durch EDC4 ermdglicht, welches als scaffold Protein dient und den Kritischen
Schritt des Decappings erleichtert (Chang et al., 2014, Tritschler et al., 2009).

DCP2 gehort zu der Nudix-Familie und besteht aus der N-Terminal regulierten Doméne
(NRD) und der katalytisch aktiven (Nudix) Doméne, sowie der C-terminalen variablen
Doméne und dem C-terminalen Phenylalanin-reichen (FEB) Bereich, worlber DCP2 in
der Lage ist, mit EDC4 zu interagieren (Chang et al., 2014). DCP2 katalysiert die
Hydrolyse der Cap-Struktur und sorgt somit fir die Entfernung der N7-Methyl-
Guanosin-Gruppe der mRNAs. Zudem besitzt DCP2 zwei zusatzliche Regionen,
bekannt als Box A und Box B, welche die Nudix-Region flankieren (van Dijk et al.,
2002). Box A wird die Fahigkeit zur Erleichterung der Interaktion zwischen DCP1a und
DCP2 zugesprochen, wéhrend Box B fir die RNA-Bindung zustandig sein soll (She et
al., 2006, She et al., 2008).

Das EDC4-Protein dient in menschlichen Zellen als eine zusétzliche funktionelle
Komponente; es weist Bindungsstellen fir DCPla, DCP2 und XRN1 auf und
ermoglicht dadurch die Bindung zwischen DCPla und DCP2 (Fenger-Gron et al.,
2005). Hierfir besitzt EDC4 am N-Terminus eine WD40-Region und am C-Terminus

die a-helicale Domane.

NRD Nudix FEB
B EVH1 HLM ™
Hs DCP1a | [ 1 ] 582
o-helical

C WD40 S-richlinker  Proximal  Distal

HEEDCH [ I [ [ 1401
D Catalytic domain C-term EDC?-BM

Hs XRN1 | I 1706

Abbildung 1.7.2 Schematische Doménen-Struktur der P-body-Komponenten DCP2, DCP1, EDC4
und XRNL1. (Chang et al., 2014).Die Proteindoménen von DCP2, DCP1a, EDC4 und XRN1 wurden
schematisch von N- zu C-Terminus dargestellt. Die GroRe der jeweiligen Proteine in Aminoséuren wurde
rechts aufgefuhrt. A) DCP2 besteht aus einer regulatorischen NRD-Region (dunkelgrin), der
katalytischen Domane, der sogenannten Nudix-Domane (hellgriin), der Phenylalanin-reichen EDC4-
Bindedoméne (schwarz) und aus einer C-terminalen variablen Region (weil}). B) DCP1a setzt sich aus der
EVH1-Doméne (dunkelblau), der C-terminalen Doméne bestehend aus der Trimerisierungsdoméne (TD,
hellblau) und der kurzen helikalen Leucin-reichen Region (HLM) zusammen. C) EDC4 besteht aus der
WD40-Doméne (orange) und der proximalen (gelb) und distalen (rot) a-helikalen Region. D) Die
Exoribonuklease XRN1 besteht aus der katalytischen Doméne (rosa) und dem EDC4-Bindemotiv (EDC4-
BM), welche durch die C-terminale variable Region miteinander verbunden sind (reproduziert und
modifiziert aus Chang et al., 2014 mit der Lizenznummer: 4644691488815).

11
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Das a-helikale Ende von EDC4 interagiert simultan mit XRN1 und DCP2. DCP2 bindet
hierbei mit seiner phenylalanin-reichen C-terminalen Domane (FEB-Region) an das a-
helikale Ende von EDC4, wobei DCP1 an die WD40-Region bindet. Dadurch wird die
Interaktion der EVH1-Doméne von DCP1 und der NRD-Doméne von DCP2 erleichtert
(Chang et al., 2014). XRNL1 besteht aus einer N-terminalen katalytischen Doméne und
einer C-terminalen Region (Chang et al., 2011). Es wurde gezeigt, dass XRN1 bei
Wirbeltieren an EDC4 durch das C-terminale EDC4-binding motif (EDC4-BM) bindet.
Somit kommt EDC4 eine wichtige Rolle bei dem Zusammenfiihren der Decapping

Komplexe und der XRN1 Exoribonuklease zu (Braun et al., 2012).

1.8 Virusinfektion und P-bodies
Eine virale Infektion stort den Ablauf des Stoffwechsels einer Zelle auf verschiedenen

Ebenen. Das Virus sorgt dafur, dass DNA-Replikation und RNA-Synthese
hauptsachlich fur die Amplifizierung des viralen Genoms und der Protein-Synthese
verwendet werden. So kodieren die viralen Gene alle fir die Transkription und
Replikation bendtigten Enzyme, jedoch nicht fir ribosomalen Proteine. Das Virus ist
demnach abhéangig von der Translationsmaschienerie der Wirtszelle (Walsh and Mohr,
2011). Virale Infektionen kdnnen auch einen Einfluss auf die Formation von P-bodies
haben. Das Poliovirus (ein Plus-Strang RNA-Virus) beispielsweise sorgt fur die Stérung
von P-bodies. Hierbei beschleunigte das Poliovirus den Abbau der Exoribonuklease
XRN1, der 3’-Deadenylase-Komponente PAN3 (poly(A)-specific ribonuclease subunit)
sowie des Decapping Enzyms DCPla, welche wichtige Faktoren fur die P-body-
Formation darstellen (Dougherty et al., 2011). Dieses fuhrt zu einer Auflésung und
einer Reduktion der P-body Anzahl in der Zelle nach der Infektion durch das Poliovirus
(Dougherty et al., 2011). Weitere Bestandteile der P-bodies, welche ebenfalls eine
bedeutende Rolle fur dessen Assemblierung spielen, wie beispielsweise EDC3 und
EDC4, sind von diesem Virus-bedingten Abbau jedoch nicht betroffen.

Viele weitere RNA-Viren wie beispielsweise das Rotavirus, das West-Nil-Virus, das
Dengue-Virus, das Influenzavirus und das Coxsackie-Virus fihren durch verschiedene
Mechanismen zu einer Reduktion der P-bodies Anzahl nach einer Infektion (Poblete-
Duran et al., 2016). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass sich die P-body Anzahl
wahrend der Infektion abhdngig vom Virus-Typ reduzierte und zusétzlich bestimmte P-
body Komponenten in der Zelle relokalisiert wurden (Tsai and Lloyd, 2014).
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Das humane Coronavirus 229E (HCoV-229E) gehort zu den Plus-Strang RNA-Viren
der Familie der Coronaviridae. Zahlreiche Erkrankungen werden durch Plus-Strang
RNA-Viren verursacht, wie beispielsweise Hepatitis C oder das West-Nil-Fieber
(Beckham and Parker, 2008). Ein Drittel aller Viren besitzt ein Plus-Strang RNA-
Genom, sodass die im Virus enthaltene RNA von der Wirtszelle direkt in
virusspezifische Proteine translatiert werden kann. Nach der Synthese der
virusspezifischen Proteine, welche Transkripitons- und Replikationsfaktoren beinhalten,
werden diese rekrutiert und dienen dann zur Bildung eines Transkriptions-/
Replikationskomplexes (Beckham and Parker, 2008).

Das CoV ist fir die Infektion des oberen Respirationstrakts verantwortlich und wird
durch Tropfcheninfektion verbreitet. Bis 2020 waren sechs humanpathogene CoV-
Typen bekannt, wovon HCoV-229E, HCoV-0C43, HCoV-NL63 und HCoV-HKU1
eine Infektion der oberen Atemwege verursachen. Das 2003 entdeckte SARS-CoV ist
Ausloser des schweren akuten respiratorischen Syndroms (SARS) (Graham et al.,
2013). Zudem wurde Ende 2019 ein neues Coronavirus entdeckt, das sogenannte
SARS-CoV-2, welches ebenfalls wie das 2013 entdeckte Virus zu akuten schweren
respiratorischem Syndrom fuhrt (Guo et al., 2020) und sich zu einer weltweiten
Pandemie ausbreitete.

Es wird davon ausgegangen, dass RNA-Viren mit der mMRNA-Abbaumaschinerie und P-
body-Komponenten interagieren, um zu vermeiden, dass das Virusgenom abgebaut
wird. Je nach Virus-Typ konnten verschiedene Effekte auf P-bodies nachgewiesen
werden. So konnte beispielsweise nach einer Infektion mit Flaviviridae, wozu auch die
bereits erwdhnten West-Nil- und Dengue-Viren zdhlen, welche ebenfalls Plus-Strang
RNA-Viren sind, gezeigt werden, dass die P-body Bildung reduziert wurde (Emara and
Brinton, 2007).

In menschlichen Zellen wurde gezeigt, dass eine West-Nil-Virus Infektion eine
Reduzierung der P-bodies Anzahl bewirkte und gleichzeitig eine Rekrutierung der P-
body Komponenten LSM1, GW182, DDX3, DDX6 und XRN1 zu der viralen
Replikationsmaschinerie bewirkte, wodurch die virale Replikation geférdert wurde
(Chahar et al., 2013).

Das Dengue-Virus ist Ausloser des Dengue-Fiebers, des Dengue-hdmorrhagisches
Fiebers und des Dengue-Schock-Syndroms. In einer Studie konnte fiir dieses Virus

gezeigt werden, dass die virale RNA (ber die 5'- und 3'-untranslatierte Region (UTRS)
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mit den genannten Proteinen interagierte und dadurch die Assemblierung der P-bodies
hemmte (Ward et al., 2011).

1.9 Zielsetzung der Arbeit

Verschiedene Studien deuteten darauf hin, dass P-bodies und die in ihnen enthaltenen
Komponenten des Decapping Pathways ein intrazelluldres System darstellen, um
posttranskriptionell durch die (direkte oder indirekte) Regulation des mRNA-Abbaus
bzw. der Translation mRNA Spiegel auf duRere Reize hin zu regulieren. Das Ziel der
Arbeit war die Untersuchung der subzelluldren Lokalisation von P-body Komponenten
und ihrer individuellen Protein:Protein Wechselwirkungen in einzelnen mit IL-1
stimulierten oder Virus-infizierten Zellen mithilfe des Proximity Ligation Assays.
Hierflr sollten systematisch verschiedene Antikdrperpaare miteinander kombiniert und
die Anzahl an endogenen Proteinkomplexen sowie ihre subzelluldare Verteilung in
unbehandelten, Zytokin-stimulierten und Virus-infizierten humanen Epithelzelllinien

quantifiziert werden.
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2 Material

2.1 Verbrauchsmaterialien

Alle in dieser Doktorarbeit verwendeten Plastikwaren und Einwegprodukte wie

ReaktionsgefaRe, Falkonréhrchen oder Pipettenspitzen wurden von den Firmen Brand,

Eppendorf, Greiner, Neolab, Nunc, Omnilab, Roth, Nerbe Plus oder Sarstedt bezogen.

2.2 Gerate
2.2.1 Allgemeine Gerate

Tabelle 2.1: Allgemeine Geréate

Gerat

Hersteller

Hybridisierungsofen HB-1D

Vortex Genie 2

Thermo-DUX

Scientific Industries

Waage FI310 Fischer

Kihl- und Gefrierschranke Heraeus, Bosch
Multipette Eppendorf
Eismaschine Ziegra

Pipetten Eppendorf
2.2.2 Zellkultur

Tabelle 2.2: Zellkultur

Gerat Hersteller
Wasserbad GFL

Sterilwerkbank Lamin Air HB 2472
Brutschrank CO2 Autozero

Thermo Scientific

Thermo Scientific
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2.2.3 Elektrophorese-, Westerblotting- und Fotographiesystem

Tabelle 2.3: Elektrophorese-, Westerblotting und Fotographiesystem

Gerat Hersteller

Chemi Doc Touch Imaging System Bio-Rad
Elektrophorese Power Supply EPS 600, Pharmacia Biotech
601 und 3500 Spectrophotometer

Gel iX Imager UV-Transilluminator INTAS

Mighty Small 11 Hoefer
Mupid-exU Takara
PerfectBlue 'Semi-Dry’-Blotter, Sedec VWR Peqglab

2.2.4 Mikroskopie und Photometrie

Tabelle 2.4: Mikroskopie und Photometrie

Gerat Hersteller
DMIRE2 Fluoreszenzmikroskop Leica

DMIL Leica

DMi8 Fluoreszenzmikroskop Leica

DMIRB Leica

ND-1000 Spectrophotometer Nano Drop
Microplate Spectrophotometer Molecular Devices
u-Slide V10.4 (ibiTreat) Ibidi

2.2.5 Software und Programme

Tabelle 2.5: Software und Programme

Programm

Adobe Photoshop Version 7.0

Bio-Rad Image Lab Version 5.0 build 18
ImageJ Version 1.52a

Leica FW4000 Version 1.2.1

Leica LasX Version 1.5.1.13187
Sigma Plot Version 11.0 und 12.5

GraphPad Prism Version 8
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2.3 Zentrifugen

Tabelle 2.6: Zentrifugen

Gerat

Hersteller

TJ-25 Zentrifuge
Kihlzentrifuge 5415 R
Tischzentrifuge 5424

Beckman Coulter
Eppendorf
Eppendorf

2.4 Chemikalien und Lésungsmittel
Die Chemikalien wurden, sofern nicht anders vermerkt, von den Firmen Baker, Biomol,

Fluka, Invitrogen, Merck, Pharmacia, Promega, Roth, Roche, Serva und Sigma

bezogen.

2.5 Puffer und Losungen
Tabelle 2.7: Puffer und Lésungen

Puffer

Zusammensetzung

Spezial-Lysepuffer (pH 7,05)

Trenngelpuffer (pH 8,8)
Sammelgelpuffer (pH 6,8)
10 x Laemmli-Laufpuffer

10 mM Tris

30 mM Natriumpyrophospat
50 mM NacCl

1 % Triton X-100

2 mM Na3vOs3

50 mM NaF

20 mM R-Glycerophosphat
1 mg/ml Pepstatin

5 mg/ml Leupeptin

200 mM PMSF

1 mM Microcystin

1 M Tris

1 M Tris

250 mM Tris

1,92 M Glycin

1 % (w/v) SDS
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1 x Westernblotpuffer (semi-dry)

Ponceau-Rot Férbelésung

TBS-Puffer 10 x (pH 7,4)

TBST 1x

TAE

Magermilchlésung

25 mM Tris

192 mM Glycin

20 % (v/v) Methanol

0,1 % (w/v) Ponceau S

5 % (v/v) Essigsaure

100 mM Tris

1,5 M NaCl

TBS mit 0,05 % (v/v) Tween 20
40 mM Tris

0,11 % (v/v) Essigsaure

1 mM EDTA

5 % (wi/v) Trockenmilchpulver
in TBST-Puffer

PBS 137 mM NaCl, 2,7mM KCI, 4,3mM
Na,HPQO,, 1,4 mM KH,PO,
2.6 Medien
Tabelle 2.8: Medien
Medium Zusammensetzung

DMEM-Vollmedium (Dulbecco’s

modified Eagle’s medium)

Einfriermedium

10 % (v/v) FKS

20 pg/ml Streptomycin
20 U/ml Penicillin

2 mmol/I L-Glutamin
DMEM-Vollmedium
10 % FKS (v/v)

10 % DMSO (v/v)
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2.7 Kits, gebrauchsfertige Reagenzien und Materialien

Tabelle 2.9: Kits, gebrauchsfertige Reagenzien und Materialien

Kit/Material

Hersteller

AmershamTM ECL TM Western blotting
detection reagent

96-Well F96 MicroWellTM Platten
Filterpapier

4% Paraformaldehyd-L6sung in PBS
Duolink In Situ Detection Reagents Orange
Gel Blotting Paper GB005

Hank’s BSS

Hoechst 33342

Chemiluminescent

Immobilion  Western

HRP-Substrate

Normal Donkey Serum
PVDF-Membran

PLA-Probe anti-Goat Minus
PLA-Probe anti-Mouse Minus
PLA-Probe anti-Mouse Plus
PLA-Probe anti-Rabbit Minus
PLA-Probe anti-Rabbit Plus
Ponceau S

Roti-Load 1

Roti-Quant

Saponin

Trypsin/EDTA Solution

GE Healthcare (#RPN2106)

Thermo Scientific, Nunc

Whatman

Santa Cruz (#sc-281692)
Sigma-Aldrich (#DU092007-100RXN)
GE Healthcare (#10426994)

PAN (#P04-32505)

Thermo Fisher Scientific (#H3570)
Merck Millipore (#WBKLS0500)

Jackson ImmunoResearch (#017-000-121)
Millipore

Sigma-Aldrich (#DU092006-100RXN)
Sigma-Aldrich (#DU092004-100RXN)
Sigma-Aldrich (#DU092001-100RXN)
Sigma-Aldrich (#DU092005-100RXN)
Sigma-Aldrich (#DU092002-100RXN)
Serva (#33429)

Carl Roth (#K929.3)

Carl Roth (#K015.1)

Sigma-Aldrich (#54521-10G)

PAN Biotech (#P10-023100)

2.8 Marker
Tabelle 2.10: Marker
Marker Hersteller

PageRuler™ PreStained Protein Ladder

Thermo Scientific (#26616)
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2.9 Antikorper

2.9.1 Antikorper fur die Immunfluoreszenz

Tabelle 2.11: Primarantikdérper fir die Immunfluoreszenz

Priméarantikorper Hersteller Verdinnung
pro Ansatz

DCP1la (Maus, Monoklonal) Abnova, H00055802-M06, 1:100
Lot#E3261-3G4

EDC3 (H-300) (Kaninchen, Polyklonal) Santa Cruz, sc-135013, 1:100
Lot#D1510

EDC4 ( S-15) (Ziege, Polyklonal) Santa Cruz, sc-137444, 1:50
Lot#B1910

NF«B p65 (C-20) (Kaninchen, Polyklonal) ~ Santa Cruz, sc-372, 1:100
Lot#E3014

NF«B p65 (F-6) (Maus, Monoklonal) Santa Cruz, sc-8008, 1:100
Lot#K0513

N-Protein (HCoV) Igenase Hybridoma 1:100
(Uberstand)

XRN1 (C-1) (Maus, Monoklonal) Santa Cruz, sc-165985, 1:100
Lot#G2910

XRN1(Kaninchen, Polyklonal) Abcam ab70259 1:100

Tabelle 2.12: Sekundarantikérper fir die Immunfluoreszenz

Sekundarantikérper Hersteller Verdinnung

pro Ansatz

Cy3 Esel-anti Kaninchen IgG Merck Millipore (#AP182C) 1:200

Cy3 Esel-anti-Maus 1gG Merck Millipore (#AP192C) 1:200

Cy3 Esel-anti-Ziege 19gG Merck Millipore (#AP180C) 1:200

Cy5 Esel-anti-Ziege 1gG Abcam (ab97117) 1:300

Dylight 488 Esel-anti-Maus 1gG ImmunoReagents (#DkxMu- 1:200
003D488NHSX)

Dylight 488 Esel-anti-Ziege 1gG Thermo  Fisher  Scientific 1:100
(#SA5-10086)

Dylight 488 Esel-anti-Kaninchen 1gG ImmunoReagents  (#DkxRb- 1:100

003D488NHSX)




MATERIAL

2.9.2 Antikorper fur das Proximity Ligation Assay
Tabelle 2.13: Primarantikorper fur die PLA

Primarantikorper Hersteller Verdunnung
pro Ansatz

DCP1la (Maus, Monoklonal) Abnova, H00055802-M06 1:100
Lot#E3261-3G4

DCP1a (Kaninchen, Polyklonal) Abcam ab 47811, Lot#1647811  1:100

DCP2(Kaninchen, Polyklonal) Abcam ab28658, Lot#GR86092  1:200

EDC3 (H-300) (Kaninchen, Polyklonal) Santa Cruz, sc-135013, 1:100
Lot#D1510

EDC4 ( S-15) (Ziege, Polyklonal) Santa Cruz, sc-137444 1:100
Lot#B1910

EDC4 (Ge-1) (Kaninchen, Polyklonal) Cell Signaling, 2548S 1:100

EDC4 (H-12) (Maus, Monoklonal) Santa Cruz, SAMPLE, sc- 1:100
376382, Lot#10216

XRN1 (C-1) (Maus, Monoklonal) Santa Cruz, sc-165985, 1:100
Lot#G2910

XRN1(Kaninchen, Polyklonal) Abcam ab70259 1:200
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2.9.3 Antikorper fur den Westernblot

Tabelle 2.14: Primarantikdrper fur den Westerblot

Primarantikorper Hersteller

Verdunnung pro

Ansatz

B-Aktin (C4) Santa Cruz, sc-47778
(Maus, Monoklonal)

P-DCP1 Pickcell, Serum Fraction B,
(Kaninchen, Polyklonal) S315

DCPla Abnova, H00055802-M06 ,
(Maus, Monoklonal) Lot#E3261-3G4

DCP2 Abcam ab28658,
(Kaninchen, Polyklonal) Lot#GR86092

EDC3 (H-300)
(Kaninchen, Polyklonal)
EDC4 (Ge-1)
(Kaninchen, Polyclonal)
NF«B p65 (C-20)(Kaninchen,
Polyklonal)

NF«B p65 (F-6)

(Maus, Monoklonal)
NF«B p-p65 (p-S536)
(Kaninchen, Monoklonal)
XRN1

(Kaninchen, Polyklonal)

Santa Cruz, sc-135013, Lot#D1510

Cell Signaling, 2548S

Santa Cruz, sc372, Lot#E3014

Santa Cruz, sc-8008, Lot#K0513

Cell Signaling, 3033,

Phosphorylierung: Serin 536

Sigma-Aldrich, SAB4200028-
200UL, Lot#119K4794

1:10000 in TBS-T
5% Milch
1:300 in TBS-T

1:1000 in TBS-T

1:1000 in TBS-T

1:500 in TBS-T

1:1000 in TBS-T

1:1000 in TBS-T, 5%
Milch

1:1000 in TBS-T, 5%
Milch

1:1000 in TBS-T, 5%
BSA

1:700 in TBS-T

Tabelle 2.15: Sekundarantikdrper fur den Westernblot

Sekundarantikérper Hersteller
Ziege-Anti-Kaninchen IgG, Dako, ,,P0448
HRP-konjugiert (Polyklonal)

Ziege-Anti-Maus IgG, Dako, “P0447*

HRP-konjugiert (Polyklonal)
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2.10Rekombinante Proteine

Tabelle 2.16: Verwendete rekombinante Proteine

rekombinantes Protein Stocklésung

Herkunft

humanes, rekombinantes IL-1a. 10 pg/ml in DMEM

humanes, rekombinantes IL-1a. 10 pg/ml in DMEM

Prof. Dr. Saklatvala,
London, England

Prof. Dr.  Michael
Kracht, GielRen

2.11Eingesetzte Zelllinie

Tabelle 2.17: Verwendete Zelllinien

Zelllline Eigenschaften Herkunft
HelLa humane, epitheloide Zervixkarzinomzellen AG Schmitz
(Weiterer et (Universitét

al., 2020)

GieRen)
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3 Methoden

3.1 Zellkultur

3.1.1 Auftauen und Einfrieren von Zellen

Die in Stickstoff gelagerten Zellen wurden ztgig bei 37°C im Wasserbad aufgetaut und
anschlieBend mit dem auf 37°C vorgewarmten komplettierten Zellkulturmedium
(DMEM) resuspendiert. AnschlieBend erfolgte die Uberfilhrung der resuspendierten
Zellen in die Zellkulturschalen mit vorgelegtem Medium.

Zum Einfrieren der Zellen wurden diese zweimal mit vorgewédrmten PBS gewaschen
und anschlieBend mit Trypsin/EDTA Uberschichtet und dann nach kurzer Zeit wieder
abgesaugt. Nach der Inkubation der Zellen mit 37°C im Brutschrank, l6sten sich diese
von der Platte ab, da das Trypsin (eine sogenannte Endopeptidase) die Zell-Zell-
Verbindungen auf Grundlage von Peptidbindungen 16st und konnten nun mit eiskaltem
Einfriermedium (30% FKS und 10% DMSO (Dimethylsulfoxid)) auf die gekuhlten
Kryorohrchen aliquotiert werden. Die Kryorohrchen wurden dann bei -80°C eingefroren

und anschlieRend in flissigem Stickstoff gelagert.

3.1.2 Kultivieren und Passagieren von Zellen

Die Zellen wurden im Brutschrank bei 37°C, 96% Luftfeuchtigkeit und 5% CO; in
DMEM-Medium kultiviert. Das Passagieren der Zellen erfolgte alle 4-5 Tage. Zunéchst
wurde der Uberstand der Zellen abgesaugt. Daraufhin wurden die Zellen zunéchst mit
warmen PBS gewaschen und mit 1-2 ml Trypsin/EDTA von der Schale gelgst. Die
Zellen wurden dann in frischem Medium resuspendiert und im definierten Verhaltnis

auf neue Zellkulturschalen mit vorgelegtem DMEM-Vollmedium verteilt.

3.1.3 Stimulation und Fixierung von Zellen

Die Zellen wurden mit dem Zytokin IL-1o zu unterschiedlichen Zeitpunkten stimuliert.
Zur Kontrolle der Behandlung diente eine unbehandelte Probe. Fur die Stimulation in p-
Slide VI1°* Ibidis wurde die Stammlésung von IL-1o von 10 pg/ml Stammlésung auf

1% Ibidis wurden anschlieRend

10ng/ml in Medium verdinnt. Die Zellen in p-Slide V
mit 4%igem Paraformaldehyd in PBS fixiert.

Bei der Stimulation in 60 mm bzw. 100 mm Schalen fur die Westernblots wurden das
Zytokin IL-1a bzw. Anisomycin (Stammldsung 25 mg/ml auf 10 pug/ml verdiinnt) direkt

zum Vollmedium gegeben. Die Zellen wurden auf Eis geerntet. Zundchst wurden die
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Zellen zweimal mit kaltem PBS gewaschen, in PBS mit Verwendung eines scrapers
mechanisch abgeldst und im Anschluss fir 5min bei 500xg und 4°C abzentrifugiert. Die
Zellen wurden entweder direkt lysiert oder das Pellet wurde in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80°C gelagert.

3.1.4 Infektion von Zellen mit humanem Coronavirus 229E

Die HeLa-Zellen wurden ein Tag vorher ausgesat und 1 h vor der Infektion bei 33°C,
6% CO2 inkubiert. Das HCoV-229E (gene bank accession no. AF304460) wurde in
dieser Arbeit verwendet, welches von Prof. Dr. John Ziebuhr zur Verfligung gestellt
wurde (AG Ziebuhr, Universitat GielRen). Das HCoV-229E Virus wurde bei 4°C fir 30
Minuten aufgetaut. Der Virusstock wurde im dreifachen Uberschuss in die p-Slide V1°*
Ibidis oder in 60 mm Schalen gegeben und 24 h bei 33°C, 6% CO2 inkubiert.

Die Ansétze in p-Slide VI®* Ibidis wurden mit 4%igem Paraformaldehyd in HBSS

fixiert und die Ansétze in den 60 mm Schalen wurden fiir spatere Westernblots geerntet.

3.2 Zellbiologische Techniken
3.2.1 Indirekte Immunfluoreszenz (IF)
Durch die indirekte Immunfluoreszenz ist es moglich, Proteine und deren Lokalisation
innerhalb der Zelle unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar zu machen.
Bei der indirekten Immunfluoreszenz bindet zundchst ein spezifischer Primarantikdrper
an ein Zielprotein. Ein fluorophor gekoppelter Sekundérantikdrper bindet anschliel}end
an die Fc-Domane des Primarantikdrpers. Dadurch ist unter dem Fluoreszenzmikroskop
das entsprechende Protein indirekt markiert und kann dann detektiert werden.
Als Vorbereitung wurden 30 pl mit einer Zellzahl von 9000 Zellen je Kanal in die p-
Slide VI Ibidis ausgesat und nach 1 h im Brutschrank bei 37°C, 96% Luftfeuchtigkeit
und 5% CO; mit 100 ul DMEM-Medium aufgefiullt. Nach 24 h wurden die Zellen
entweder mit IL-1a behandelt (siehe Kapitel 3.1.3) oder mit HCoV-229E infiziert (siehe
Kapitel 3.1.4). Nach der Behandlung der Zellen an den jeweiligen Zeitpunkten, wurde
das Medium entfernt und die Zellen zweimal mit 150 pl Hank’s Puffer (HBSS)
gewaschen. Die Fixierung erfolgte mit 100 ul 4%tigem Paraformaldehyd in HBSS fiir 5
Minuten. AnschlieBend wurden die Zellen zweimal innerhalb von 5 Minuten mit 150 pl
HBSS gewaschen. Um die unspezifischen Bindungen des Primé&rantikdrpers zu blocken,

wurden die Zellen fur 20 Minuten bei Raumtemperatur mit 100 ul 10% Normal Goat
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Serum (in Hank’s Puffer/ 0,1% Saponin) inkubiert. AnschlieBend erfolgte die
Inkubation mit 100 pl Primarantikorper fir 2 h bei Raumtemperatur. Die Antikorper
wurden wie in Kapitel 2.9.1 angegeben in einer Verdinnung in HBSS mit 0,1%
Saponin angesetzt. Die Zellen wurden danach dreimal fur 10 Minuten mit 150 pl HBSS/
0,1% Saponin gewaschen bevor die Inkubation fir 2 h mit 100 ul Cy3-, FITC- oder
Cy5-gekoppelten Sekundirantikérper (in Hank’s Puffer/ 0,1% Saponin) im Dunklen
erfolgte. Im Anschluss wurden die Zellen dreimal fir 10 Minuten mit 150 pl Hank’s
Puffer gewaschen. Die Zellkernfarbung erfolgte mithilfe von 100 pl einer 1 uM
Hoechst-Losung (Stocklésung 1 mM, welche in HBSS verdiinnt wurde) fur 5 Minuten
im Dunklen. Das Hoechst 33342 interkaliert zwischen den benachbarten Basen der
DNA und sorgt dadurch indirekt zur Farbung der Zellkerne. Abschliefend wurden die
Zellen innerhalb von 5 Minuten zweimal mit Hank’s Puffer gewaschen und fiir die
Dauerlagerung mit 70 ul 30%igem Glycerollésung (in HBSS verdiinnt) eingedeckt.

Die Fluoreszenzbilder wurden an Leica Mikroskopen DM IRE2 bzw. DMi8
aufgenommen. Die Bearbeitung der Rohdaten erfolgte mit Hilfe der FW4000 oder LasX

Software.

3.2.2 Proximity Ligation Assay (PLA)

Der Proximity Ligation Assay, auch PLA genannt, ist eine dufRerst sensitive Methode die
zum Nachweis von Protein:Protein-Interaktionen, Quantifizierung von Protein-
Modifikationen oder Proteinexpression (durch zwei Antikorper, die an verschiedenen
Epitopen desselben Proteins binden) in situ dient. Zudem ist es mit der PLA moglich,
die Interaktion von zwei Proteinen, welche maximal 30 nm auseinander liegen, als
fluoreszierenden Spot zu detektieren (Soderberg et al., 2006). Dabei werden zwei
Primarantikdrper, welche aus verschiedenen Spezies generiert wurden, gegen die
gewilinschten Proteine oder unterschiedliche Epitope desgleichen Proteins verwendet.
AnschlieBend wurden zwei oligonukleotidgekoppelte Sekundarantikdrper benutzt,
welche miteinander hybridisieren und durch eine Ligase verkniipft werden. Im
Anschluss kommt es zur signalverstarkenden Rolling-Circle-Amplifikation dieser
Oligonukleotide Darauf folgend kénnen die komplementaren fluorophorgekoppelten
Oligonukleotidsonden an die DNA-Sequenz hybridisieren und so der Proteinkomplex
oder das Protein als roter Spot unter dem Fluoreszenzmikroskop detektiert werden
(Soderberg et al., 2006).
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In dieser Arbeit wurde das Duolink In Situ Kit Bioscience von der Firma Sigma Aldrich
nach Modifikation der Herstellerangaben verwendet.

Zuné&chst wurden 30 pl einer definierten Zelldichte in p-Slide VI Ibidis ausgesat und 24
h im Brutschrank inkubiert. Nach 24 h wurden die Zellen mit IL-1a behandelt (siehe
Kapitel 3.1.3). Nach der Behandlung der Zellen mit den jeweiligen Zeitpunkten, wurde
das Medium entfernt und die Zellen zweimal mit 150 ul Hank’s Puffer (HBSS)
gewaschen und mit 100 ul einer 4%tigem Paraformaldehyd in HBSS fir 5 Minuten bei
Raumtemperatur fixiert. Danach erfolgt die Permeabilisierung der Zellen mit Hank’s
Puffer + 0,1% Saponin fir zweimal 5 Minuten. AnschlieBend werden die
unspezifischen Bindungsstellen fir die Primarantikérper durch die Blockinglésung
(Duolink Kit) fur 30 Minuten bei 37°C im Hybridisierungsofen geblockt. Die 50 pl
Primarantikdrper wurden wie in Kapitel 2.9.2 angegebener Verdlnnung in Antibody-
Diluent fur 1 h bei 37°C im Hybridisierungsofen inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen
dreimal 5 Minuten mit 150 ul Waschpuffer A (Duolink Kit) gewaschen und mit den
Sekundarantikorpern, PLA Sonden (Duolink in situ anti-Kaninchen, anti-Maus oder
anti-Ziege mit jeweils PLUS oder MINUS; verdunnt 1:5 in Antibody-Diluent) fir 1 h
bei 37°C im Hybridisierungsofen inkubiert. Erneut wurden die Zellen dreimal mit 150
ul Waschpuffer A fur 5 Minuten gewaschen. Es erfolgte die Inkubation mit 50 pl
Ligaselosung (Duolink Kit) verdunnt in HLPC aqua fir 30 Minuten bei 37°C. Nun
werden die Zellen dreimal 2 Minuten mit 150 pl Waschpuffer A gewaschen. Die
nachsten Schritte erfolgen im abgedunkelten Raum, da im Amplification der
Fluoreszenzfarbstoff enthalten ist. Nach der Nutzung des Waschpuffes A wurden die
Zellen mit 50 ul Polymeraseldsung (Duolink Kit, verdunnt in Aqua) fir 100 Minuten
bei 37°C im Hybridisierungsofen inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen mit
Waschpuffer B (Duolink Kit) gewaschen und der Zellkern mit Hoechst 33342 in HBSS
(1 uM) fur 5 min angeférbt. Als Kontrollen dienten Zellen welche nur jeweils mit einem
Primérantikdrper oder ohne PriméarantikOrper inkubiert wurden Die Zellen werden
schlussendlich mit 70 pl einer 30%tigen GlycerollGsung eingedeckt.

Die Fluoreszenzbilder wurden mittels der Leica Mikroskope DM IRE2 bzw. DMi8

aufgenommen und mit Hilfe der zugehorigen Software FW4000 oder LasX bearbeitet.
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Abbildung 3.2.1 Bildliche Darstellung der Funktionsweise des Proximity Ligation Assay. Zundchst
erfolgt die Bindung der spezifischen Primarantikdrper an das Protein mit einer anschlieBenden Bindung
des oligonukleotidgekoppelten Sekundarantikérpers (auch PLA-Probe genannt). Durch die Ligation
werden die zwei gegenlaufigen Oligonukleotidsequenzen miteinander ligiert, wenn diese in einem
Abstand von maximal 30 nm zueinander liegen. Zuletzt findet die Inkubation mit der Polymerase statt,
welche fur die Amplifikation der ringférmigen DNA-Struktur verantwortlich ist. Dazu erfolgt durch die
Polymerase ein besonderes Replikationsverfahren, die sogenannte signalverstarkende Rolling-Circle-
Amplifizierung. Hierbei erfolgt diese an einer getffneten Stelle der DNA, sobald die Polymerase ansetzt,
welche sodann nur in eine Richtung arbeitet, dabei um den inneren Strang wandert und wie ein rollender
Kreis einen neuen einzelnen DNA Strang erstellt. Danach erfolgt die Anlagerung der
fluorophorgekoppelten, komplementéren Oligonukleotide, welche sich letztendlich an die amplifizierte
DNA anlagern und die Signale des PLAs darstellen. Mittels des Fluoreszenzmikroskops wurden Bilder
aufgenommen, welche dann mit Hilfe des Duolink Image Tool ausgewertet wurden. Danach wurden die
Daten mit SigmaPlot und GraphPad Prism analysiert und graphisch dargestellt. (Abbildung modifiziert
nach http://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/biology/duolink-pla-
applications.html#Protein-Protein%20Interaction 13.05.2021)

28


http://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/biology/duolink-pla-applications.html#Protein-Protein%20Interaction
http://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/biology/duolink-pla-applications.html#Protein-Protein%20Interaction

METHODEN

3.2.3 Indirekte Immunfluoreszenz (IF)-Proximity-Ligation-Assay (IF-
PLA)

Die IF-PLA ist eine Kombination aus indirekter Immunfluoreszenz und Proximity
Ligation Assay. Sie dient dazu die Interaktion von zwei Proteinen, die maximal 30 nm
auseinander liegen in der PLA als fluoreszierenden Spot zu detektieren und zusétzlich
ein weiteres Protein mit einer anderen fluoreszierenden Farbe in der IF zu markieren
und zu erkennen, wie sie innerhalb der Zelle zueinander lokalisiert sind (Pacchiana et
al., 2014).

Wie zuvor in der PLA (siehe Kapitel 3.1.2) beschrieben wurden 30 pl einer definierten
Zelldichte 24 h vorher in p-Slide VI Ibidis ausgesat und im Brutschrank inkubiert.
Danach wurden die Zellen entweder mit IL-1o behandelt (siehe Kapitel 3.1.3) oder mit
HCoV-229E infiziert (siehe Kapitel 3.1.4). Wie bei der normalen PLA erfolgte nun das
Waschen, die Permeabilisierung und das Blocken der unspezifischen Bindungsstellen
flr die Primarantikorper (siehe Kapitel 3.2.2).

AnschlieBend wurden 100 pl Primérantikorper in der in Kapitel 2.9.2 angegebenen
Verdunnung fur die Antikorper, welche in der PLA verwendet wurde und in Kapitel
2.9.1 angegebener Verdiinnung fir die Antikorper, welche fiir die Immunfluoreszenz
verwendet wurde, in Antibody-Diluent fir 1 h bei 37°C im Hybridisierungsofen
inkubiert.

Darauthin wurden die Zellen dreimal 5 Minuten mit 150 pl Waschpuffer A gewaschen
und mit 50 pl PLA Sonden (Duolink in situ anti-Kaninchen, anti-Maus oder anti-Ziege
mit jeweils PLUS oder MINUS; 1:5 verdinnt in Antibody-Diluent) sowie ein
sekundarer Antikorper mit Fluoreszenzkoppelung ebenfalls in Antibody-Diluent
(angegebene Verdunnung siehe Kapitel 2.9.1) fir 1 h bei 37°C im Hybridisierungsofen
inkubiert. Die Kontrollen fur die IF-PLA erfolgten ohne die Zugabe wvon
Primarantikorper.

Das weitere Vorgehen der Inkubation mit der Ligase, der Polymerase, sowie die
Kernférbung entsprachen dem Protokoll der standardmé&Big durchgefiihrten PLA (vgl.
Kapitel 3.2.2).

Die Fluoreszenzbilder wurden an Leica Mikroskopen DM IRE2 bzw. DMi8
aufgenommen. Die Bearbeitung der Rohdaten erfolgte mit Hilfe der FW4000- oder
LasX-Software.
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Eine abgednderte Methode der IF-PLA, welche ebenfalls verwendet wurde, ist die
sogenannte IF-PLA mit Kernaufschluss.

Die IF-PLA mit Kernaufschluss wurde verwendet, um sicher zu stellen, dass die
Proteine im Zellkern ebenfalls detektiert werden.

Zu Beginn wurden wie auch bei der normalen IF-PLA 30 pl einer definierten Zelldichte
in pu-Slide VI Ibidis ausgesat und fur 24 h im Brutschrank inkubiert. Am néchsten Tag
erfolgte die Waschung mit PBS zweimal fiir jeweils 5 min. Die Zellen wurde mit 100 pl
0,1 M Tris-Cl fiir 10 min bei Raumtemperatur fixiert und anschlieBend mit 100 pl 0,1%
Saponin/0,1% Triton-X/PBS fur 10 min permeabilisiert. Nun wurden die Zellen mit
PBS gewaschen und iiber Nacht mit 100 ul 40% Glycerol/PBS bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach erfolgte dreimal fir 1 min das Einfrieren und Wiederauftauen der
Zellen in flissigem Stickstoff. Die Zellen wurden dann erneut zweimal fur 5 min mit
PBS gewaschen und mit 100 pl Blockingldosung fiir 30 min bei 37°C im
Hybridisierungsofen inkubiert. Das weitere Vorgehen der Inkubation mit den
Primarantikorpern, den PLA-Probes und den Sekunddrantikdrpern, sowie der Ligase
und der Polymerase entsprachen dem Protokoll der standardmé&fRig durchgefihrten IF-
PLA. Auch die Auswertung der Bilder entsprach der Vorgehensweise des
Standardprotokolls der IF-PLA.

3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Lysate zur Immunodetektion im Westernblot

Bei der Zelllyse wurde auf Eis gearbeitet, um die proteolytische Inaktivierung von
Proteinen und weitere katalytische Reaktionen zu verhindern. Zundchst wurden die
Zellen in PBS geerntet (siehe Kapitel 3.1.3) und das Pellet entweder direkt lysiert oder
in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Das Pellet wurde mit dem sogenannten Speziallysepuffer, welches fiir die Extraktion
von Proteinen aus einer ganzen Zelle bestimmt ist, resuspendiert, gevortext und dann
far 15 min auf Eis inkubiert. Danach erfolgte die Zentrifugation fir 15 min bei 10600
rom bei 4°C. Der entstandene Uberstand entspricht dem Lysat mit Gesamtprotein.
Dieses wurde in ein 1,5 ml GefaR Uberfihrt und die Proteinmenge konnte mittels
Bradford bestimmt werden oder wurde bei -80°C eingefroren.
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3.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Um die gleiche Menge an Protein in einer Gelelektrophorese einzusetzen, wird die
Proteinkonzentration der Zelllysate mittels Bradford-Methode bestimmt. Diese Methode
beruht auf der Bindung des Coomassie Brilliant Blue G-250 Farbstoffes an Proteine in
saurer LOsung, wobei sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffes von 465 zu 595
nm verschiebt (Bradford 1976).

Zunéchst werden die Proben 1:300 in PBS verdiinnt und 100 pl dieser Verdiinnung
werden auf einer 96-Well-Platte vorgelegt. Parallel wird eine BSA (bovine serum
albumin)-Eichreihe (von 0 bis 35 pg/ml in PBS) ebenfalls in das Well pipettiert. Es
wurden 100 pl des Bradfordreagenz (bestehend aus Roti-Quant 40% in ddH20)
dazugegeben, und nach 5 min erfolgt die Messung der Extinktion der Proben bei 596
nm im Microplate Spectrophotometer. Der Proteingehalt der Proben wird in Relation zu
der vorgelegten Standardreihe unter Bertcksichtigung des Verdinnungsfaktors
berechnet.

3.3.3 Diskontinuierliche SDS-PAGE

Bei der Analyse der Zelllysate wird die Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
durchgefuhrt. Dabei trennen sich die Proteine in Abhédngigkeit von ihrem
Molekulargewicht und ihrer Ladung in der Gelmatrix auf. Bestimmend dabei ist die
Acrylamid-Konzentration des verwendeten Trenngels; je kleiner das Molekulargewicht,
desto hoher prozentig sollte die Acrylamid-Konzentration des Gels sein. Ublicherweise
wurden in dieser Arbeit die 7,5 - 8%ige Trenngele sowie 5%ige Sammelgele verwendet.
Durch das SDS-Polyacrylamid-Gel tragen die Proteine eine negative Ladung und
migrieren im elektrischen Feld von der Kathode zur Anode.

Die proteinhaltigen Proben werden mit 4x Lammli-Auftragspuffer versetzt und 5 min
bei 95°C aufgekocht, sodass sie denaturieren. AnschlieBend kdnnen die Taschen des
Sammelgels mit den Proben beladen werden, als GrofRenmarker wird dabei 5 pl
PageRuler PreStained Protein Ladder genutzt.

AnschlieBend wird das Gel mit Ponceau S Farbelésung angefarbt, um den qualitativen

Transfer auf dem Gel zu tberprifen.

31



METHODEN

Tabelle 3.1 Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele

Lésung (ml) 7,5%iges  8%iges 5%iges
Trenngel  Trenngel Sammelgel

ddH20 2,66 2,46 2,81
Trenngelpuffer 4,6 4.6 -
Sammelgelpuffer - - 0,63
50% (v/v) Glycerol 1,08 1,08 0,45
2% (w/v) SDS 0,6 0,6 0,25
30% (w/v) Acrylamid 3,0 3,2 0,84
40% (w/v) APS 0,036 0,036 0,015
TEMED 0,024 0,024 0,01
Gesamt 12 12 5

3.3.4 Westernblot und Immunodetektion mittels  enhanced

chemiluminescence (ECL)-Reaktion
Als Westernblot wird der Transfer gelelektrophoretisch aufgetrennter Proteine aus dem

Polyacrylamid-Gel auf eine Membran bezeichnet. Hierbei erfolgte dies mit dem
sogenannten semi dry-Verfahren.

Zunéchst wurde die verwendete PVDF (Polyvinylidenfluorid)-Membran in Methanol
aktiviert und das Gel (siehe Kapitel 3.3.3) darlber positioniert. Ober- und unterhalb
wurden die PVDF Membran und das Gel in je zwei Lagen Filterpapier (Dicke 1,2 mm),
welche zuvor in Blotpuffer getaucht wurden, eingebettet. Der Proteintransfer fand tber
2 h bei 0,75 mA/cm? statt.

Um zu Uberprifen, ob dies erfolgreich war, wurde die Membran mit 0,1% Ponceau S
Losung angefarbt. Das Ponceau S lagert sich dabei an die positiv geladenen
Aminogruppen an und ermoglicht hierdurch das Anfarben der Proteinbanden auf der
Membran. Nach der Dokumentation wurde zur Entfarbung der Membran TBST
verwendet. Um die unspezifischen Bindungsstellen auf der Membran zur blocken,

wurde diese in 5% Magermilch in TBST fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.



METHODEN

Nach dem Blocken erfolgte die Inkubation mit dem spezifischen Primarantikorper in
einer Verdunnung in 5% Magermilch oder BSA gel6st in TBST (siehe Kapitel 2.9.3)
schwenkend Uber Nacht bei 4°C. Um anschlieBend die Uberschiissigen und nicht
gebundenen Antikorper zu entfernen, wird die Antikorperlésung entfernt und die
Membran viermal je 5 min schwenkend mit TBST gewaschen. Sodann erfolgt die
Inkubation mit dem horseradish peroxidase HRP-gekoppelten Sekundarantikorper bei
Raumtemperatur fir 1 h in einer 1:2000 bis 1:5000 Verdinnung in 5%
Magermilch/TBST. Erneut erfolgt das Waschen der Membran mit TBST. Die Enzym-
Substrat-Reaktion der HRP mit ECL-Reagenz Amersham ECL Western Blotting
Detection Reagent oder Immobilion Western Chemiluminescent ermdglicht die Detektion
der Proteine auf der Membran. Dies wurde mit dem Chemi Doc Touch Imaging System
registriert und dokumentiert.

Um weitere Antikorper auf derselben Membran zu detektieren, wurde diese fiir 1 min
mit Methanol aquilibriert, um die noch gebundenen Sekundarantikdrper zu inaktivieren,
und erneut mit 5% Magermilch/TBST geblockt.
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4 Ergebnisse

Im Verlauf der Arbeit sollte die Proteininteraktionen der P-body Komponenten nach IL-
lo Stimulation und Virusinfektion in einzelnen HeLa-Zellen untersucht werden. Hierfur
wurde hauptsachlich der Proximity Ligation Assay (PLA) verwendet, sowie der neu in
der Arbeitsgruppe etablierte Immunfluoreszenz-Proximity-Ligation-Assay (IF-PLA),
eine Kombination der Immunfluoreszenz und des Proximity Ligation Assays, welches
die simultane Detektion der Interaktion von zwei Proteinen ermdoglicht und eine

zusatzliche Markierung eines weiteren Proteins.

4.1 Einfluss von IL-1 auf den Proteinlevel der Decapping

Enzyme
Um den Einfluss von IL-1 auf die Proteinlevel der Decapping Enzyme DCP1la, XRNL1,

EDC4, EDC3 und DCP2 in HeLa-Zellen in analoger Art und Weise zu ermitteln,
wurden die Zellen fir 30 min, 1 h und 3 h mit IL-1 stimuliert oder zuséatzlich fur 1 h mit
10 pg/ml Anisomycin, einem starken Modulator von Stresssignalwegen und P-bodies
(Rzeczkowski et al., 2011) behandelt. Im Anschluss wurden die Proben lysiert und im
Westernblot analysiert. Hierbei wurden Antikdérper gegen 3-Aktin und phospho-p65 als
Kontrolle fur die gleichméaRige Beladung des Gels bzw. der IL-1 Stimulation verwendet.

Die Proteinkomplexe von DCP2, EDC3, XRN1 und EDC4 zeigten nach der IL-1
Stimulation eine gleichbleibende Proteinmenge.

Die in der Arbeitsgruppe Kracht bereits beschriebene IL-1 abh&ngige Induktion der
DCP1a Phosphorylierung an Serin 315 konnte auch in diesen Experimenten in HelLa-
Zellen nachgewiesen werden (Rzeczkowski et al.,, 2011). DCPla zeigt eine
Doppelbande, die nach 30 mindtiger Stimulation mit IL-1 eine Zunahme der Intensitat
der oberen Bande aufweist und nach 60 Minuten das Maximum erreicht. Dieses
Phédnomen wird durch kovalent gebundene Phosphatgruppen an DCPla verursacht,
sodass sich das Molekulargewicht und das Laufverhalten in der SDS-PAGE verandern.
Nach 3 h wird eine Gleichverteilung der Banden beobachtet. Da das phosphorylierte
Protein DCPla mit dem phosphorylierungsspezifischen Antikdrper schwerer zu
detektieren war, wurde der zusatzliche Ansatz mit Anisomycinbehandlung fir 1 h
verwendet und als Positivkontrolle mitgefihrt. Die Behandlung mit Anisomycin sorgt

fur eine deutliche und lang anhaltende Phosphorylierung von DCP1la, vermutlich im
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Kontext der Inhibierung der Translation und der Auflésung von P-bodies, wie sie durch

diese Substanz beschrieben wurden (Rzeczkowski et al, 2011).

Nach einer Stimulation mit IL-1 wird NFkB p65 am Serin 356 phosphoryliert und die
Aktivitat hierdurch reguliert (Schmitz et al., 2004). Nach 30 Minuten IL-1 Stimulation
stieg die Phosphorylierung von p65 und nahm im weiteren Verlauf wieder ab, so dass
die erfolgreiche Stimulation der Zellen mit IL-1a auch im Westernblot demonstriert

werden konnte.
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Abbildung 4.1.1 Analyse des Einflusses von IL-1 auf die totalen Proteinlevel von P-body
Komponenten. A: HeLa-Zellen wurden entweder fiir 0,5 h; 1 h und 3 h mit IL-1 (10 ng/ml), fir 1 h mit
10 pg/ml Anisomycin behandelt oder unbehandelt gelassen und nachfolgend Ganzzellextrakte der
Proteine prapariert. Im Anschluss erfolgte der Nachweis der charakteristischen P-body Proteine und von
Proteinen des IL-1Signalwegs anhand von Westernblots. Der Nachweis von 3-Aktin diente hierbei als
Beladungskontrolle. B: Densitometrische Auswertung (mittels Image Lab von Bio-Rad Laboratories) der
Westernblot Ergebnisse aus (A) aus drei unabhdngigen biologischen Replikaten als Mittelwert (=
Standardabweichung) normalisiert auf R-Aktin. Die Proteinmengen in unbehandelten Zellen wurden auf 1
gesetzt.

4.2 Detektion von P-bodies mittels Markierung von
DCPla, XRN1l, EDC3 und EDC4 durch

Immunfluoreszenz
In der Arbeitsgruppe Kracht wurden bereits vor dem Zeitpunkt des Beginns der

Promotionsarbeit umfangreiche zeitkinetische Experimente zur IL-1-abh&ngigen P-body
Regulation durchgefiihrt. Diese zeigten, dass durch IL-lo Stimulation in HEK293
Zellen mit stabil transfizierten IL-1R die Zahl der P-bodies pro Zelle steigt
(Rzeczkowski et al 2011).

Zuné&chst wurde der Einfluss von IL-1a auf die Regulation der P-bodies in humanen
Epithelzellen eines Zervixkarzinoms (HelLa-Zellen) untersucht. Dies erfolgt unter der
Verwendung der Triple-Immunfluoreszenz, welche durch die Nutzung verschiedener
Primdrantikdrper aus unterschiedlichen Spezies (ms=Maus, rb=Kaninchen und
gt=Ziege) und ihrer fluorophorgekoppelten Sekundarantikorper, die spezifische,
gleichzeitige Detektion dreier P-body Proteine erlaubt.

Es wurden Antikorper fir die zeitgleiche Detektion von DCPla, XRN1 und EDC4,
sowie DCP1a, EDC3 und EDC4 und zudem EDC3, XRN1 und EDC4 verwendet. Als
Sekundarantikérper wurden in der indirekten Triple-Immunfluoreszenz an die
Fluorophore Cy3, Cy5 und Dylight 488 gekoppelte 1gGs genutzt, um die Kolokalisation
der Proteine in P-bodies zu untersuchen.

Die Kolokalisation von drei Proteinen wird als weil3er Spot sichtbar. Die Analyse der P-
bodies mittels Einzelzellanalyse zeigte im Median keine statistisch signifikante
Veranderung der P-body Anzahlen pro Zelle nach Stimulation mit IL-1 (Abbildung
4.2.2). Daher erfolgte eine verfeinerte Untersuchung von Subpopulationen einzelner
Zellen, die besser die beobachtbare Heterogenitat der P-bodies pro Zelle abbilden sollte.
Die Zellen wurden hierfiir anhand ihrer P-body Zahl in 5 Kategorien unterteilt und die
prozentuale Verteilung in der Gesamtpopulation in einem Graphen dargelegt. Es wurde
zwischen Zellen ohne P-bodies, mit 1-5 P-bodies, 6-10 P-bodies, 11-15 P-bodies und >

15 P-bodies unterschieden.
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Mit diesem Verfahren zeigte sich in der Triple-1F fur DCP1la, XRN1 und EDC4 nach
IL-1 Stimulation ein Anstieg der Zellen mit 6-10 P-bodies von 16% auf 21% nach IL-1
Stimulation. Auch verringerte sich die Zahl der Zellen ohne P-bodies von 37% auf 27%,
und es stieg die Zahl der Zellen mit 1-5 P-bodies von 43% auf 49%.

Diese Entwicklung zeigte sich bei den P-body Markern DCP1a, EDC3 und EDC4, auch
wenn nicht so deutlich wie bei der Kombination DCP1a, XRN1 und EDCA4. Hier sieht
man den leichten prozentualen Anstieg der Zellen ohne P-bodies von 2% auf 6%. Die
Zahl der Zellen mit 11-15 P-bodies steigt hierbei ebenfalls marginal von 43% auf 47%.
Hierfiir sinkt die Zahl der Zellen mit 6-10 P-bodies von 22% auf 16%. Die Zahl der
Zellen ohne P-bodies ist in dieser Antikérperkombination fast gleichbleibend geblieben
von 32% auf 31%.

Bei der Antikdrperkombination EDC3, XRN1 und EDC4 wurde EDC3 mit Dylight 488
gekoppelt und zeigte unter dem Mikroskop eine geringe Signalintensitat. Dies erklart
sich mdglicherweise dadurch, dass das Protein EDC3 kleiner ist als XRN1 und EDC4
und bei den merges der Kandle fast tberstrahlt wird. Die Interaktion von EDC3, XRN1
und EDC4 weist nach Stimulation mit IL-1 eine Steigung der Zellzahl ohne P-bodies
von 41% auf 46%. Zudem nimmt die Zahl der Zellen mit 6-10 P-bodies von 14% auf
8% ab. Die Zellzahl mit 11-15 P-bodies sowie die Anzahl der Zellen mit 1-5 P-bodies

sind nach der Stimulation fast gleichbleibend.
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Abbildung 4.2.1 Indirekte Triple-Immunfluoreszenz zur Detektion von P-bodies. .

HelLa-Zellen wurden fir 1 h mit IL-1 (10 ng/ml) behandelt oder unbehandelt verwendet. AnschlieRend
erfolgte die Analyse der P-bodies durch indirekte Immunfluoreszenz mittels Priméarantikdrpern gegen
DCPlans, EDC3y,, XRN1pys, XRN1y und EDC4y aus verschiedenen Spezies (ms=Maus, rb=Kaninchen
und gt=Ziege). Die Farbung der Zellkerne erfolgte mit Hoechst 33342. Die Kontrolle der Spezifitat der
Immunfluoreszenz erfolgte durch Zugabe der Sekundérantikérper (Dylight 488 Kontrolle, Cy3 Kontrolle,
Cy5 Kontrolle) ohne Primérantikorper. Der Messbalken entspricht 10 pum.
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Abbildung 4.2.2 Quantifizierung der Regulation von P-bodies nach IL-1 Stimulation.

Die HelLa-Zellen wurden nach der Aussaat in Ibidi p-Slides mit IL-1 (10 ng/ml) fur 1 h behandelt oder
unstimuliert belassen. AnschlieRend erfolgte die indirekte Immunfluoreszenz (IF) mit den Antik6rpern
gegen DCP1la, EDC4, EDC3 oder XRN1. Es wurden zwei biologisch unabhé&ngige Experimente mit
mindestens 142 Zellen durchgefihrt. Die IF-Kontrolle erfolgte ohne Zugabe der jeweiligen
Primdrantikdrper. A: Die Auswertung der gezéhlten P-bodies erfolgte in einer quantitativen Darstellung
der P-body Anzahlen pro Zelle. Die Signifikanzanalyse wurde mithilfe des Wilcox-Mann-Whitney-Tests
durchgefuhrt. B: Quantitative Darstellung der P-bodies prozentual in der Gesamtpopulation in einem
gestapelten Diagramm. Dabei erfolgte eine Unterteilung in Zellen ohne (0) P-bodies, 1-5 P-bodies, 6-10
P-bodies, 11-15 P-bodies und >15 P-bodies.
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4.3 Anwendung des Proximity Ligation Assays: Einfluss
von IL-1 auf die DCP1la, EDC4 und XRN1 Expression

auf Einzelzellebene
Zur Untersuchung des Einflusses von IL-1 auf die Expression der P-body Proteine

DCPla, EDC4 und XRN1 auf Einzelzellebene wurde die Technik des Proximity
Ligation Assays genutzt. Hierbei wurden zur Detektion der Expression dieser Proteine
zwei Antikorper aus unterschiedlichen Spezies verwendet, welche an unterschiedliche
Epitope desselben Proteins binden. Die Zellen wurden mit 10 ng/ml IL-1o fur 1 h
stimuliert oder unstimuliert belassen. Zur Auswertung wurden die PLA-Signale pro
Zelle ermittelt und graphisch mittels GraphPad Prism dargestellt.

Es zeigte sich, dass abhéngig von der Konstellation der Antikorper sich unterschiedliche
Signalzahlen in der PLA ergeben. So waren die hochsten PLA-Signale und
dementsprechend die héchste Expression bei der Detektion von DCP1 zu vermerken,
mit im Median 229 Spots pro Zelle in unstimulierten Zellen. Es wurde die
Antikdrperkombination DCP1ans:DCP1,, genutzt. Diese hohe Zahl an PLA-Signalen ist
maoglicherweise durch die Trimerisierung des Proteins zu erklaren (Tritschler et al.,
2009).

Die niedrigsten PLA-Signale pro Zelle waren bei der Antikdrperkombination von
XRN1s:XRN1yp (im Median 121 Spots pro Zelle im unstimulierten Zellen) zu
registrieren.

Die Ergebnisse dieses Versuches zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen
unstimulierten und den IL-1 stimulierten HeLa-Zellen bezuglich der DCP1a oder XRN1
Expression. Die Signifikanzanalyse wurde mithilfe des Wilcox-Mann-Whitney-Tests
durchgefuhrt, da die Messwerte starke Streuungen aufweisen und nicht normalverteilt
sind. Dies zeigte sich auch durch die Unterschiede zwischen dem Mittelwert
(arithmetisches Mittel) und dem Median der Messwerte. Durch die Unempfindlichkeit
des Medians gegeniber starken Streuungen, wurde dieser hier fur Vergleiche der nicht
normalverteilten Daten verwendet.

Bei der Detektion von EDC4 fiel ein signifikanter Anstieg der Expression auf
Einzelzellebene auf: hier sah man eine Steigerung der PLA-Signale im Median von 129
auf 142 nach IL-1 Stimulation (Mittelwert 134 auf 150). Zusétzlich fiel auf, dass eine
geringere Anzahl an DCPla und XRN1 Proteinen auch nukledr lokalisiert sind,

41



ERGEBNISSE

wahrend EDC4 zytoplasmatisch lokalisiert ist, in Ubereinstimmung mit (David Gerecht
et al., 2010, Haimovich et al., 2013, Tishinov and Spang, 2020).
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Abbildung 4.3.4.31 Detektion der Expression von EDC4, XRN1 und DCP1la nach IL-1 Stimulation
mittels Proximity Ligation Assays.HelLa-Zellen wurden fir 1 h mit IL-1 (10 ng/ml) behandelt oder
unstimuliert verwendet. AnschlieBend erfolgte die Detektion der Proteine EDC4, XRN1 und DCPla
durch Verwendung zweier Antikorper unterschiedlicher Spezies (ms=Maus, rb=Kaninchen), welche
gegen das gleiche Protein gerichtet sind. Die roten Spots weisen das PLA-Signal an und damit die
detektierten Proteine. Zur Kontrolle von unspezifischen Reaktionen der Primarantikdrper wurde in der
PLA jeweils nur ein Primérantikdrper verwendet, um die unspezifischen Hintergrundsignale sichtbar zu
machen und zu quantifizieren. Als weitere Negativkontrollen fiir die PLA wurden Ansétze ohne
Primérantikdrper aber mit beiden Sekundérantikérpern und allen Detektionsreagenzien durchgefihrt. Die
Féarbung der Zellkerne erfolgte mit Hoechst 33342. Der Messbalken entspricht 10 um. Da die Versuche
zur Detektion von EDC4 an einem anderen Mikroskop erfolgten als die von XRN1 oder DCP1a, sind bei
EDCA4:EDC4-Interaktionen sowie der EDC4 Kontrollen andere Malistabe vorzufinden.
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Abbildung 4.3.2 Quantifizierung der Expression von XRN1, EDC4 und DCP1a auf Einzelzellebene.

Die Detektion der DCPla-, XRN1- und EDCA4-Expression erfolgte mit zwei unterschiedlichen
Antikorpern aus verschiedenen Spezies. Dazu wurden die HelLa-Zellen mittels 10 ng/ml IL-1 fir 1 h
behandelt und anschlieBend mittels Proximity Ligation Assay analysiert. Zur Kontrolle wurde eine
unbehandelte Gruppe mitgefiihrt. Es wurden Zellen aus 3 biologisch unabhéngigen Experimenten (flr
EDC4:EDC4) und 4 biologisch unabhangigen Versuchen fir XRN1:XRN1 und DCPla:DCPla mit
insgesamt 200 Zellen ausgewertet. Die PLA Kontrollen erfolgten ohne Zugabe der entsprechenden
Primarantikérper oder mit jeweils nur einem Primarantikdrper. Die Farbung der Zellkerne erfolgte mit
Hoechst 33342. Der rote Balken stellt den Median dar. Die Signifikanzanalyse wurde mithilfe des
Wilcox-Mann-Whitney-Tests durchgefihrt. Nach verénderter Lagerung des PLA-Kits wurde bei zwei der
vier Versuche bei der Antikérperkombination DCP1a:DCP1a die Belichtungszeit angepasst.

4.4 Anwendung des Proximity Ligation  Assays:
Untersuchung von heteromeren Protein:Protein-
Interaktionen zwischen EDC4, XRN1 und DPCla

Zur Untersuchung der zytoplasmatischen Proteinkomplexe der verschiedenen P-body
Faktoren und ihrer Lokalisation wurden mithilfe des Proximity Ligation Assays die
Proteininteraktionen zwischen DCP1a,,: XRN1,ys, EDC4,,:XRN1s und
EDC4,,:DCP1ays untersucht. Die in Ibidi ZellkulturgefaRen ausgesaten Zellen wurden
mit 10 ng/ml fur 1 h IL-1a stimuliert oder unstimuliert belassen. AnschlieRend erfolgte
die Anwendung des PLAs nach dem Standardprotokoll (siehe Kapitel 3.2.2). Auch bei

diesen Versuchen zeigten sich unterschiedliche PLA-Signale in Abh&ngigkeit von der

@f ™ ns =not signifikant
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Antikdrperkombination. Die Signifikanzanalyse wurde mithilfe des Wilcox-Mann-

Whitney-Tests durchgefiihrt, da die Messwerte nicht normalverteilt waren.

So zeigte sich die hochste Zahl an PLA-Signalen bei der Kombination von EDC4 und
DCP1a mit im Median ca. 170 Spots pro Zelle. Die niedrigsten PLA-Signale wurden bei
der Kombination von EDC4:XRN1 detektiert. Die Interaktionen von DCP1a:XRN1 und
EDC4:DCP1a scheinen von der IL-1 Stimulation unabhéngig zu sein. Es findet sich
kein signifikanter Unterschied zwischen behandelten und unbehandelten Zellen bei
diesen Antikdrperkombinationen.

Dagegen war die Interaktion von EDC4 und XRN1 nach der Behandlung mit IL-1
signifikant erhoht und stieg im Median von 57 auf 70 PLA-Signale pro Zelle.

Durch die hohen Signalzahlen der Interaktionen zwischen den einzelnen Proteinen
konnte indirekt gezeigt werden, dass der Grofiteil dieser Interaktionen auf3erhalb von P-
bodies stattfinden muss, da normalerweise die durchschnittliche Zahl an P-bodies pro
Zelle anhand eigener (siehe Abbildung 4.2.2) oder publizierter Daten bei 2 bis 10 liegt,
je nach Zellart (Bashkirov et al., 1997, Cougot et al., 2012).
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Abbildung 4.4.1 Analyse der Protein:Protein-Interaktionen von Decapping-Faktoren nach IL-1
Stimulation.Die Interaktion von DCP1a, EDC4 und XRN1 wurde in HeLa-Zellen durch Anwendung des
Proximity Ligation Assays analysiert. Die Zellen wurden fir 1 h mit IL-1 (10 ng/ml) behandelt oder
unbehandelt belassen. Zur Kontrolle wurden unstimulierte Zellen mitgefihrt. Als Kontrolle von
unspezifischen Reaktionen der Primérantikdrper wurden hierflr Zellen mit der Zugabe jeweils nur eines
Primérantikdrpers verwendet, welches anschlieBend zur Definition des unspezifischen Hintergrundsignals
diente. Die PLA Kontrollen wurden jeweils ohne Primérantikdrper durchgefiihrt. Der Messbalken
entspricht 10 um. Die Farbung der Zellkerne erfolgte mit Hoechst 33342.
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Median 169.5 1725 56.50 70.00 100.5 102.0 1.000 3.000 4.000 6.000 0.000
75% Percentile 217.3 209.0 74.00 85.00 170.0 144.0 4.000 5.000 11.00 12.25 1.000
Mean 172.5 182.6 60.43 72.58 1245 116.6 2.313 3.547 6.433 8.600 0.7200
Std. Deviation 71.63 65.26 21.42 25.54 65.03 54.53 2.315 2.955 6.506 6.740 1.286
Std. Error of Mean 5.849 5.329 1.749 2.085 5.310 4.452 0.1890 0.2413 0.5312 0.5503 0.1050

Abbildung 4.4.2 Detektion von Protein:Protein-Interaktionen von Decapping-Faktoren. Die
dargestellten Ergebnisse resultieren aus drei biologisch unabhangigen Experimenten mit insgesamt 150
Zellen. Es wurden Interaktionen zwischen DCP1la,,:XRN1,,, EDC4,,:XRN1,s und EDCA4,,:DCP1la,s in
HelLa-Zellen gemessen. Die PLA Kontrollen erfolgten ohne Primérantikdrper oder mit jeweils einem der
beiden verwendeten Primérantikdrper. Die Férbung der Zellkerne erfolgte mit Hoechst 33342. Der rote
Balken stellt den Median dar. Die Zellen wurden mit 10 ng/ml IL-1 behandelt fir 1 h oder unbehandelt
gelassen. Die Signifikanzanalyse erfolgte mit dem Wilcox-Mann-Whitney-Test.

4.5 IL-100 abhingige Analyse der Protein:Protein-
Interaktionen von Decapping Enzymen unter
zusatzlicher Markierung von P-bodies mittels

Verwendung der Immunfluoreszenz-PLA
Die Experimente zur Untersuchung der Interaktionen von DCP1a, XRN1, DCP2, EDC3

und EDC4 wurden mit Hilfe des Immunfluoreszenz-Proximity-Ligation-Assays (IF-
PLA) durchgefiinrt (Pacchiana et al., 2014). Diese wurde neu in der Arbeitsgruppe
Kracht durch Dr. Ulas Tenekeci und Dr. Christin Mayr Buro etabliert (siehe Kapitel
3.2.3). Es folgte die systematische Analyse der Protein:Protein-Interaktionen und deren
relative Lokalisation zu P-bodies unter Verwendung der IF-PLA, wobei EDC4 als
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Marker fir P-bodies diente. Um den Einfluss des Zytokins IL-1 auf P-bodies zu
untersuchen, wurden die Zellen fur 30 min, 1 h und 3 h mit IL-1 (10 ng/ml) behandelt
oder unbehandelt belassen. Es wurden folgende Protein:Protein-Interaktionen in dieser
Arbeit durch spezifische Antikérper Kombinationen untersucht: a-DCPlans:0-XRN1,p,
a-EDC3y:0-DCPlays, a-EDC3pp:a-XRN1lams, o-DCP2yy:0-DCPlays, 0-DCP2py:a-
XRN1y,s Zeitgleich erfolgte jeweils die Detektion der P-bodies durch EDC4y
Anféarbung mit Dylight 488.

In diesen Versuchen wurde durch die verschiedenen Kombinationen der Antikorper in
der PLA eine variable Anzahl der Signale detektiert.

Bei der Verwendung der Antikdrperkombination a-DCPlams:a-XRN1,, zeigten sich
keine Unterschiede zwischen IL-1 stimulierten und unbehandelten Zellen. Bei der
Detektion der P-bodies durch die EDC4-spezifische Anfarbung war ebenfalls kein
signifikanter Unterschied zu vermerken. Es fiel jedoch auf, dass innerhalb der Zelle die
DCPl1a:XRN1 Komplexe vermehrt auBerhalb von P-bodies anzutreffen waren. Eine
Kolokalisation dieser Komplexe ist sehr gering, sodass man nur vereinzelt Merges von
PLA-Signal und P-body detektieren konnte. Dies war jedoch zu erwarten gewesen, da
pro Zelle deutlich weniger P-bodies vorhanden sind als PLA-Signale. Um eine
quantitative Darstellung der Ergebnisse zu erhalten, erfolgte die Auswertung der
gezdhlten P-bodies pro Zelle prozentual in einem gestapelten Diagramm mit der
Einteilung in Zellen mit 0 P-bodies, 1-5 P-bodies, 6-10 P-bodies, 11-15 P-bodies und
>15 P-bodies. Dabei sieht man in diesem Diagramm (Abbildung 5.4.2), dass nach 30
min Stimulation mit IL-1 die Zahl der P-bodies in den Zellen steigt, da der Anteil an
Zellen mit 6-10 P-bodies von 22,7% auf 34,7% zunimmt. Auch in den anderen
Abschnitten sorgte die Stimulation fur eine Steigerung der Zellen mit mehr P-bodies
und eine Reduktion der Zellen ohne P-bodies von 19% auf 16%. Diese wird dann nach
1 h Stimulation wieder langsam riicklaufig und nach 3 h fast wieder auf ein basales
Niveau zuriickreguliert. Diese Tendenz kann man auch gut in der Abbildung 5.1.2.
sehen, da hier die Zellen nach 1 h Stimulation mit IL-1 einen leichten Anstieg der
Zellen mit mehr P-bodies aufwiesen als ohne Stimulation, wenn diese auch nicht
signifikant war. Aber auch hier zeigte sich innerhalb der Zellpopulation eine
Verschiebung der P-body Zahl pro Zelle nach der Zytokin Stimulation.
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Proteinkomplexen im Verhéltnis zur der Lokalisation von EDCA4-positiven P-bodies HeLa-Zellen
wurden fir 0,5 h, 1 h und 3 h mit IL-1 (10 ng/ml) stimuliert oder unstimuliert belassen. Die Interaktion
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von DCP1la und XRN1, ihre rdumliche Néhe zu P-bodies und ihre Lokalisation wurde in HelLa-Zellen
durch Immunfluoreszenz-Proximity-Ligation-Assays (IF-PLA) analysiert. Es erfolgte die Detektion der
Interaktion von DCPla:XRN1 mittels Primérantikdrpern unterschiedlicher Spezies (ms=Maus,
rb=Kaninchen) in der PLA, sowie die zeitgleiche Detektion der P-bodies durch eine indirekte
Immunfluoreszenz mit einem Priméarantikdrper der entsprechenden dritten Spezies (gt=Ziege). Die IF und
die PLA Kontrollen wurden jeweils ohne Primérantikdrper durchgefuhrt. Zur Kontrolle von
unspezifischen Reaktionen der Primérantikdrper wurden die Kontrollen mit der Zugabe eines
Primérantikdrpers verwendet, welches anschlieBend zur Definition des unspezifischen Hintergrundsignals
dient. Die Féarbung der Zellkerne erfolgte mit Hoechst 33342. Der Messbalken entspricht 10 pm.
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Abbildung 4.5.2 Quantifizierung von DCPlan:XRN1,, Komplexen und EDC4g-markierten P-
bodies. Die Detektion von DCP1a:XRN1 und EDC4 erfolgte mittels dreier unterschiedlicher Antikorper
aus verschiedenen Spezies (ms=Maus, rb=Kaninchen, gt=Ziege). Dazu wurden die HeLa-Zellen mittels
10 ng/ml IL-1 fir 0,5 h; 1 h und 3 h stimuliert oder als Kontrolle unstimuliert belassen und anschlieRend
mittels Immunfluoreszenz-Proximity-Ligation-Assay analysiert. Es wurden 3 biologisch unabhéngige
Experimente mit insgesamt 150 Zellen ausgewertet. Die Signifikanzanalyse erfolgte mit dem Wilcox-
Mann-Whitney-Test. A: Darstellung der PLA-Signale pro Zelle. Der rote Balken stellt den Median dar.
B: Prozentuale Verteilung der Zellen mit EDC4-positiven P-bodies (%). Die Einteilung der P-bodies
erfolgte in Zellen mit 0 P-bodies, 1-5 P-bodies, 6-10 P-bodies, 11-15 P-bodies und >15 P-bodies.

Bei der Verwendung der Antikdrperkombination a-EDC3p:a-XRN1ys zeigte sich die
niedrigste PLA-Signalanzahl. Auch hier war kein signifikanter Unterschied zwischen
stimulierten und unstimulierten Zellen messbar. Bei der Detektion der P-bodies zeigte
sich ein signifikanter Unterschied zwischen unbehandelten Zellen und Zellen nach 30
min IL-1 Stimulation (der Median stieg hier von 7 auf 10 P-bodies pro Zelle), sowie
unbehandelten Zellen und Zellen nach 3 h IL-1 Stimulation (Median bei 8 P-bodies pro
Zelle). Durch die Verwendung des gestapelten Diagramms wird dies noch deutlicher:
der prozentuale Anteil der Zellen ohne P-bodies wird nach 30 min IL-1 Stimulation
mehr als halbiert (von 12% auf 5%), wahrend der prozentuale Anteil der Zellen mit P-
bodies deutlich zunimmt. So stieg der Anteil der Zellen mit >15 P-bodies von 9% auf
20% nach der 30 mindtigen Stimulation mit IL-1 deutlich an und auch der Anteil der
Zellen mit 11-15 P-bodies erhdhte sich von 17% auf 27%.

Nach 1 h Stimulation sank die prozentuale Menge der Zellen mit P-bodies leicht ab,
wenn auch nicht auf das basale Niveau: die anteilige Menge der Zellen mit >15 P-
bodies sank auf 15% . Ebenso reduzierte sich Anteil von Zellen mit 11-15 P-bodies pro
Zelle auf 17% .

Nach 3 h Stimulation erfolgte erneut eine deutliche Steigerung der prozentualen Anteile
der Zellen mit P-bodies. So zeigte sich nach 3 h Stimulation der Zellen mit IL-1 im
Vergleich zu den unstimulierten Zellen eine deutliche Steigerung der Anteile der Zellen
mit P-bodies >15 von initial 9% ohne Stimulation auf 22% nach 3 h IL-1 Stimulation.
Hierfur sank der Anteil an Zellen mit 6-10 P-bodies von 36% auf 24% im Vergleich mit
den unbehandelten Zellen, wahrend die Zahl der Zellen ohne P-bodies auf 8% abnahm.
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Abbildung 4.5.3. Analyse der Protein:Protein-Interaktionen von  EDC3;,:XRN1,
Proteinkomplexen im Verhaltnis zur der Lokalisation von EDC4-positiven P-bodies. HeLa-Zellen
wurden fir 0,5 h, 1 h und 3 h mit IL-1 (10 ng/ml) stimuliert oder unstimuliert belassen. Die Interaktion
von EDC3 und XRNL1, ihre rdumliche N&he zu P-bodies und ihre Lokalisation wurde in HelLa-Zellen
durch Immunfluoreszenz-Proximity-Ligation-Assays (IF-PLA) analysiert. Es erfolgte die Detektion der
Interaktion von EDC3:XRN1 mittels Primarantikérpern unterschiedlicher Spezies (ms=Maus,
rb=Kaninchen) in der PLA, sowie die zeitgleiche Detektion der P-bodies durch eine indirekte
Immunfluoreszenz mit einem Priméarantikorper der entsprechenden dritten Spezies (gt=Ziege). Die IF und
die PLA Kontrollen wurden jeweils ohne Primérantikdrper durchgefuhrt. Zur Kontrolle von
unspezifischen Reaktionen der Primérantikdrper wurden die Kontrollen mit der Zugabe eines
Primérantikdrpers verwendet, welches anschlieBend zur Definition des unspezifischen Hintergrundsignals
diente. Die Farbung der Zellkerne erfolgte mit Hoechst 33342. Der Messbalken entspricht 10 um.
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Abbildung 4.5.4 Quantifizierung von EDC3.,:XRN1,; Komplexen und EDC4g-markierten P-
bodies. Die Detektion von EDC3:XRN1 und EDC4 erfolgte mittels dreier unterschiedlicher Antikorper
aus verschiedenen Spezies (ms=Maus, rb=Kaninchen, gt=Ziege). Dazu wurden die HelLa-Zellen mittels
10 ng/ml IL-1 fur 0,5 h, 1 h und 3 stimuliert oder als Kontrolle unstimuliert belassen und anschlieBend
mittels Immunfluoreszenz-Proximity-Ligation-Assay analysiert. Die IF-Kontrollen wurden ohne
Primdrantikdrper durchgefihrt. Die PLA Kontrollen erfolgten ohne Primérantikorper oder mit einem
Primdrantikdrper. Es wurden 4 biologisch unabhdngige Experimente mit insgesamt 200 Zellen
ausgewertet. A: Darstellung der PLA-Signale pro Zelle. Der rote Balken stellt den Median dar. Die
Signifikanzanalyse erfolgte mit dem Wilcox-Mann-Whitney-Test. B: Prozentuale Verteilung der Zellen
mit EDC4-positiven P-bodies (%). Die Einteilung der P-bodies erfolgte in Zellen mit 0 P-bodies, 1-5 P-
bodies, 6-10 P-bodies, 11-15 P-bodies und >15 P-bodies.

Bei der Analyse der Interaktion von a-EDC3y:a-DCPlays fiel eine hohe Anzahl von
Interaktionen auflerhalb von P-bodies auf. Hier gab es ebenfalls keine Unterschiede
zwischen Zellen mit oder ohne IL-1 Stimulation. Auch bei der Betrachtung der P-bodies
war kein signifikanter Unterschied zwischen behandelten und unbehandelten Zellen
detektierbar. Bei der quantitativen Darstellung der Verteilung der zellularen P-body
Anzahl in der Gesamtpopulation zeigten sich leichte Schwankungen. So fand sich auch
hier eine deutliche Erh6hung der prozentualen Anteile der Zellen mit 11-15 P-bodies
und >15 P-bodies nach einer Stimulation mit 30 min IL-1. Es zeigte sich eine
Verschiebung der Zellen mit mehr P-bodies innerhalb der Zellpopulation. Die
prozentuale Menge der Zellen mit 11-15 P-bodies stieg von 13% auf 21,5% an, und
auch der Anteil der Zellen mit >15 P-bodies stieg von 7% bei unbehandelten Zellen auf
12% nach 30min IL-1 Stimulation an. Dieses Phdnomen nahm anschlieBend nach 1 h

Stimulation wieder ab und néherte sich nach 3 h dem Ursprungszustand an.
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Abbildung 455 Analyse der Protein:Protein-Interaktionen von  EDCS3,,:DCPla
Proteinkomplexen im Verhaltnis zur der Lokalisation von EDCA4-positiven P-bodies. HelLa-Zellen
wurden fir 0,5 h, 1 h und 3 h mit IL-1 (10 ng/ml) stimuliert oder unstimuliert belassen. Die Interaktion
von EDC3 und DCP1a, ihre rdumliche N&he zu P-bodies und ihre Lokalisation wurde in HelLa-Zellen
durch Immunfluoreszenz-Proximity-Ligation-Assays (IF-PLA) analysiert. Es erfolgte die Detektion der
Interaktion von EDC3:DCPla mittels Primdrantikdrpern unterschiedlicher Spezies (ms=Maus,
rb=Kaninchen) in der PLA, sowie die zeitgleiche Detektion der P-bodies durch eine indirekte
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Immunfluoreszenz mit einem Priméarantikdrper der entsprechenden dritten Spezies (gt=Ziege). Die IF und
die PLA Kontrollen wurden jeweils ohne Priméarantikérper durchgefihrt. Zur Kontrolle von
unspezifischen Reaktionen der Priméarantikdrper wurden die Kontrollen mit der Zugabe eines
Primérantikdrpers verwendet, welches anschlieBend zur Definition des unspezifischen Hintergrundsignals
diente. Die Farbung der Zellkerne erfolgte mit Hoechst 33342. Der Messbalken entspricht 10 um.
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Abbildung 4.5.6 Quantifizierung von EDC3,,:DCPla,, Komplexen und EDC4g-markierten P-
bodies. Die Detektion von EDC3:DCP1la und EDC4 erfolgte mittels dreier unterschiedlicher Antikdrper
aus verschiedenen Spezies (ms=Maus, rb=Kaninchen, gt=Ziege). Dazu wurden die HeLa-Zellen mittels
10 ng/ml IL-1 flr 0,5 h; 1 h und 3 stimuliert oder als Kontrolle unbehandelt belassen und anschlieend
mittels Immunfluoreszenz-Proximity-Ligation-Assay analysiert. Die IF-Kontrollen wurden ohne
Primdrantikdrper durchgefuhrt. Die PLA Kontrollen erfolgten ohne Primérantikdrper oder mit einem
Primérantikérper. Es wurden 4 biologisch unabhéngige Experimente mit insgesamt 200 Zellen
ausgewertet. A: Darstellung der PLA-Signale pro Zelle. Der rote Balken stellt den Median dar. Die
Signifikanzanalyse erfolgte mit dem Wilcox-Mann-Whitney-Test. B Prozentuale Verteilung der Zellen
mit EDC4-positiven P-bodies (%). Die Einteilung der P-bodies erfolgte in Zellen mit 0 P-bodies, 1-5 P-
bodies, 6-10 P-bodies, 11-15 P-bodies und >15 P-bodies.

Bei der Untersuchung der Interaktion von a-DCP2,:a-DCP1lay fiel die hochste PLA-
Signalzahl auf. Dies kdnnte mdoglicherweise durch die Trimerisierung des Faktors
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DCP1a zu erkléren sein und durch die Tatsache, dass DCP2 als katalytische Einheit des
Decappings den DCPla Co-Faktor bendtigt. Die vorangegangenen PLA Versuche mit
der Antikorperkombination DCP1lan:DCP1la,, zeigten eine vergleichbare Anzahl der
PLA-Signale (also die Proteinexpression von DCPla auf Einzelzellebene) wie die
Interaktion von DCPlan::DCP2y,. Das konnte die Vermutung bestatigen, dass das
Protein DCP1la groRtenteils mit DCP2 als Komplex im Zytoplasma vorzufinden war.
Die hohe Zahl der Interaktionen dieser Proteine fand zum grofRen Teil wiederum
auBerhalb der P-bodies statt. Auch hier schien die IL-1 Stimulation keinen Einfluss auf
die Interaktion von DCP2:DCPla zu haben, wodurch es keine signifikanten
Unterschiede zwischen unbehandelten und behandelten Zellen gab. Bei der
quantifizierten Analyse der Zellen auf Einzelzellebene sieht man wie zuvor bei den
anderen Antikorperkombinationen eine leichte Zunahme der P-bodies in den Zellen
nach 30 min Stimulation mit IL-1. Hierbei stieg der prozentuale Anteil der Zellen mit
>15 P-bodies von 5% auf 8% an und auch die Menge der Zellen mit 6-10 P-bodies stieg
von 27% auf 33% leicht an. Nach 1 h Stimulation fand ein geringfugiger Riickgang der
P-body Zahl statt, und anschlielend zeigte sich nach 3 h Stimulation eine

Rickregulation der P-body Anzahl fast wieder auf ein basales Niveau.
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Abbildung 4.5.7 Analyse der Protein:Protein-Interaktionen von  DCP2,,:DCPla
Proteinkomplexen im Verhaltnis zur der Lokalisation von EDC4-positiven P-bodies. HelLa-Zellen
wurden 0,5 h, 1 h und 3 h mit IL-1 (10 ng/ml) stimuliert oder unstimuliert belassen. Die Interaktion von
DCP2 und DCP1a, ihre rdumliche Néhe zu P-bodies und ihre Lokalisation wurde in HelLa-Zellen durch
Immunfluoreszenz-Proximity-Ligation-Assays (IF-PLA) analysiert. Es erfolgte die Detektion der
Interaktion von DCP2:DCPla mittels Primarantikdrpern unterschiedlicher Spezies (ms=Maus,
rb=Kaninchen) in der PLA, sowie die zeitgleiche Detektion der P-bodies durch eine indirekte
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Immunfluoreszenz mit einem Primarantikorper der entsprechenden dritten Spezies (gt=Ziege). Die IF und
die PLA Kontrollen wurden jeweils ohne Priméarantikdrper durchgefiihrt. Zur Kontrolle von
unspezifischen Reaktionen der Priméarantikdrper wurden die Kontrollen mit der Zugabe eines
Primérantikdrpers verwendet, welches anschlieBend zur Definition des unspezifischen Hintergrundsignals
diente. Die Farbung der Zellkerne erfolgte mit Hoechst 33342. Der Messbalken entspricht 10 um.
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Mean 236.9 241.4 234.5 236.2 6.533 5.260 0.1533 0.2200
Std. Deviation 90.11 107.2 84.45 81.83 4.503 3.938 0.3615 0.4759
Std. Error of Mean| 7.358 8.756 6.895 6.704 0.3677 0.3215 | 0.02952 0.03885
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Abbildung 4.5.8 Quantifizierung von DCP2,,:DCPla,s Komplexen und EDCA4g-markierten P-
bodies. Die Detektion von DCP2:DCP1a und EDC4 erfolgte mittels dreier unterschiedlicher Antikdrper
aus verschiedenen Spezies (ms=Maus, rb=Kaninchen, gt=Ziege). Dazu wurden die HeLa-Zellen mittels
10 ng/ml IL-1 flr 0,5 h; 1 h und 3 stimuliert oder als Kontrolle unbehandelt belassen und anschlieend
mittels Immunfluoreszenz-Proximity-Ligation-Assay analysiert. Die IF-Kontrollen wurden ohne
Primdrantikdrper durchgefuhrt. Die PLA Kontrollen erfolgten ohne Primérantikdrper oder mit einem
Primérantikérper. Es wurden 3 biologisch unabhdngige Experimente mit mindestens 149 Zellen
ausgewertet. Bei einem der 3 Versuche musste die Belichtungszeit nach dem Aliquotieren der Polymerase
angepasst werden. A: Darstellung der PLA-Signale pro Zelle. Der rote Balken stellt den Median dar. Die
Signifikanzanalyse erfolgte mit dem Wilcox-Mann-Whitney-Test. B: Prozentuale Verteilung der Zellen
mit EDC4-positiven P-bodies (%). Die Einteilung der P-bodies erfolgte in Zellen mit 0 P-bodies,1-5 P-
bodies, 6-10 P-bodies,,11-15 P-bodies, und >15 P-bodies .

Die Analyse der Antikdrperkombination a-DCP2,:0-XRN1ns zeigte nach Stimulation
keine signifikanten Schwankungen. Hier waren sehr viele Interaktionen zwischen

DCP2:XRN1 zu finden, jedoch sind diese subzelluldren Proteinkomplexe groRtenteils
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aullerhalb von P-bodies lokalisiert. Die Zahl der P-bodies zeigte kaum Unterschiede
zwischen stimulierten und unstimulierten Zellen. Nach 30 min IL-1 Stimulation war die
prozentuale Verteilung der P-bodies innerhalb der Population fast gleichbleibend. Nach
1 h Stimulation war eine marginale Verschiebung innerhalb der Population zu sehen:
eine schwache Abnahme der Anteile der Zellen mit 11-15 P-bodies und >15 P-bodies
und demgegenuber eine prozentuale Zunahme der Zellen mit 6-10 P-bodies. Nach 3 h
Stimulation war eine geringe Abnahme der Zellen mit >15 P-bodies (von 6,7% auf
4,7%) und 6-10 P-bodies (von 30% auf 23%) und eine Zunahme der Zellen mit 11-15
P-bodies (von 10% auf 14%) und 1-5 P-bodies (von 34% auf 41%) zu beobachten. Die

Zahl der Zellen ohne P-bodies blieb wahrend der Stimulation anndhernd konstant.
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Abbildung 4.5.9 Analyse der Protein:Protein-Interaktionen von DCP2,,: XRN1,,s Proteinkomplexen
im Verhéaltnis zur der Lokalisation von EDC4-positiven P-bodies. HeLa-Zellen wurden fiir 0,5 h, 1 h
und 3 h mit IL-1 (10 ng/ml) stimuliert oder unstimuliert belassen. Die Interaktion von DCP2 und XRN1,
ihre rdumliche Néhe zu P-bodies und ihre Lokalisation wurde in HeLa-Zellen durch Immunfluoreszenz-
Proximity-Ligation-Assays (IF-PLA) analysiert. Es erfolgte die Detektion der Interaktion von
DCP2:XNR1 mittels Priméarantikdérpern unterschiedlicher Spezies (ms=Maus, rb=Kaninchen) in der PLA,
sowie die zeitgleiche Detektion der P-bodies durch eine indirekte Immunfluoreszenz mit einem
Primérantikdrper der entsprechenden dritten Spezies (gt=Ziege). Die IF und die PLA Kontrollen wurden
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jeweils ohne Primarantikdrper durchgefihrt. Zur Kontrolle von unspezifischen Reaktionen der
Primérantikérper wurden die Kontrollen mit der Zugabe eines Primarantikdrpers verwendet, welches
anschlieBend zur Definition des unspezifischen Hintergrundsignals diente. Die Farbung der Zellkerne
erfolgte mit Hoechst 33342. Der Messbalken entspricht 10 um.
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75% Percentile 177.3 160.3 164.0 165.3 14.00 4.000 1.000 1.000
Mean 146.7 135.0 1455 138.6 10.81 2.507 0.4533 0.7733
Std. Deviation 48.10 42.75 47.61 48.48 6.398 2.305 0.5860 1.056
Std. Error of Mean| 3.928 3.490 3.888 3.958 0.5224 | 0.1882 0.04785 0.08626
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Abbildung 4.5.10 Quantifizierung von DCP2,,:XRN1,; Komplexen und EDC4g-markierten P-
bodies. Die Detektion von DCP2:XRN1 und EDC4 erfolgte mittels dreier unterschiedlicher Antikorper
aus verschiedenen Spezies (ms=Maus, rb=Kaninchen, gt=Ziege). Dazu wurden die HelLa-Zellen mittels
10 ng/ml IL-1 fiir 0,5 h; 1 h und 3 h stimuliert oder als Kontrolle unbehandelt belassen und anschlief3end
mittels Immunfluoreszenz-Proximity-Ligation-Assay analysiert. Die IF-Kontrollen wurden ohne
Primérantikérper durchgefiihrt. Die PLA Kontrollen erfolgten ohne Primérantikérper oder mit einem
Primérantikérper. Es wurden 3 biologisch unabhéngige Experimente mit insgesamt 150 Zellen
ausgewertet. A: Darstellung der PLA-Signale pro Zelle. Der rote Balken stellt den Median dar. Die
Signifikanzanalyse erfolgte mit dem Wilcox-Mann-Whitney-Test. B: Prozentuale Darstellung der Zellen
mit EDC4-positiven P-bodies Die Einteilung der P-bodies erfolgte in Zellen mit 0 P-bodies, 1-5 P-
bodies, 6-10 P-bodies, 11-15 P-bodies und >15 P-bodies .
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Zusammenfassend konnten bei der systematischen Auswertung der Kolokalisation der
PLA-Signale und den P-bodies insgesamt nur wenige Merges detektiert werden, da die
meisten Decapping Komplexe auBerhalb von P-bodies detektiert wurden. Je nach
Antikorperkombinationen sind zudem unterschiedlich starke Uberlagerungen der
Signale zu detektieren. So zeigt sich haufiger auch eine partielle Kolokalisation mit dem
P-body Marker EDC4. Diese Effekte konnten durch Proteindimere hervorgerufen
worden sein, die gerade im Begriff sind, in P-bodies zu lokalisieren oder diese zu
verlassen. Eine dhnliches Phanomen wurde bei Ubergéngen zischen Stress-Granula und
P-bodies beschrieben (Ohn et al., 2008). Diese Hypothese misste allerdings durch
weitere Experimente Uberprift werden.

Ein experimenteller bedingter Artefakt durch die kombinierte IF /PLA ist eher
unwahrscheinlich, da die Zahl der P-bodies in der alleinig durchgefihrten IF (siehe
Abbildung 4.2.2) nicht hoher ist, als die Zahl der P-bodies, welche mittels IF-PLA
durchgefihrt wurden.

Fur die meisten der getesteten Protein:Protein Interkationen von Decapping-Faktoren
kann festgestellt werden, dass weder die Anzahl an (Hetero-)Dimeren noch die Anzahl
an Merges mit P-bodies nennenswert durch IL-1 reguliert waren. Die einzige in der
alleinigen PLA durch IL-1 regulierte EDC4:XRN1-Interaktion (siehe Abbildung 4.4.2)
wurde in diesem experimentellen Design nicht getestet. Diese Kombination in der IF-
PLA durchzufiihren, wére ebenfalls interessant gewesen. Dieses Experiment konnte
aber nicht durchgefihrt werden, da zu dieser Zeit keine passenden weiteren Antikorper
zur Markierung der P-bodies zur Verfugung standen.

Ein weiteres wichtiges Ergebnis dieser Untersuchungen ist, dass die parentalen HelLa-
Zellen in Bezug auf die P-body Anzahl heterogen auf die IL-1 Stimulation reagieren.

Dieses wird besonders deutlich, wenn die Messungen der P-body Anzahl aus allen
individuellen PLA Experimenten Ansatzen noch einmal separat zusammengefasst und
dargestellt werden. Hierbei sieht man einen statistisch nicht signifikanten IL-1-
abhangigen Anstieg der P-bodies in einer kleinen Fraktion von Zellen nach 30

minutiger Stimulation, welche die hdchste P-body Anzahl pro Zelle aufweisen.

In der genauen Analyse des Graphen zeigte sich nach 0.5 h Stimulation mit IL-1 im
Durchschnitt eine Zunahme der Zellen mit mehr P-bodies, wéhrend die Zahl der Zellen
ohne P-bodies im Durchschnitt von 19% bei unbehandelten Zellen auf 16% abnahm.
Die Zahl der Zellen mit 6-10 P-bodies/Zelle stieg von 13,5 % im Durchschnitt auf
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16,9% an. Auch die relative Verteilung der Zellen in der Subgruppe mit >15 P-bodies
anderte sich von 8,1% in unstimulierten Zellen auf 10,6% im Durchschnitt nach 0,5 h
IL-1 Stimulation. Allerdings waren anhand von statistischen Tests keine dieser

Veranderungen signifikant.

Heterogene IL-1-unabhé&ngige Verteilung
von P-bodies in einzelnen Zellen

0 P-bodies / Zelle
3 B Il 1-5 P-bodies / Zelle
IL-11h __| — B 6-10 P-bodies / Zelle
11-15 P-bodies / Zelle

IL-10.5h - - mm >15 P-bodies / Zelle

relative Verteilung
an P-bodies (%)

>15 P-bodies / Zelle 11-15 P-bodies / Zelle 6-10 P-bodies / Zelle 1-5 P-bodies / Zelle 0 P-bodies / Zelle

Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N Mean SD N
unstimuliert 8.100 2.671 5 13.500 1.748 5 27.300 4.992 5 35.300 4.646 5 19.000 5.021 5
IL-105h 10.600 5.899 5 16.900 5.754 5 30.367 3.913 5 29.333 5.798 5 16.000 3.009 5
IL-11h 8.567 3.774 5 11.700 3.583 5 24.900 3.734 5 34.433 4.173 5 23.200 6.185 5
IL-13h 8.937 7.780 5 13.381 3.854 5 23.966 2.268 5 35.349 5.644 5 21.867 4.089 5

Abbildung 4.5.11 Zusammenfassung der Anzahl an EDCA4-markierten P-bodies Uber alle
durchgefiihrten Experimente.

Prozentuale Darstellung der Zellen mit EDC4-positiven P-bodies aller Experimente mit der jeweiligen
Einteilung der Subgruppen mit Fehlerbalken (n=850 Zellen). Die Einteilung der P-bodies erfolgte in
Zellen mit 0 P-bodies, 0-5 P-bodies, 6-10 P-bodies, 11-15 P-bodies und >15 P-bodies. Die
Signifikanzanalyse der Subgruppen erfolgte mittels Kruska-Wallis Test, da die Daten nicht normalverteilt
waren. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den behandelten und unbehandelten
Zellen innerhalb der Subgruppen.

4.6 Vergleichende Analyse der IL-1 induzierten p65
Translokation In den Zellkern und der
Proteininteraktion von DCPla:EDC4

Die bisherigen Ergebnisse zeigten einen sehr schwachen bzw. variablen Zusammenhang
zwischen der P-body Bildung und der zytokinabhangigen Stimulation der HelLa-Zellen
mit IL-1, vor allem aufgrund der ausgepragten Heterogenitat der IL-1 Antwort in den
untersuchten Zellen. Um dieses Phanomen weiter zu differenzieren und zu untersuchen,
ob die Interaktion der Decapping Komplexes tatsachlich weitestgehend unabhangig
vom IL- 1 Stimulus vonstattengeht, wurden mittels der IF-PLA die Zellen identifiziert,
welche nach einer einstiindigen IL-1 Stimulation eine Translokation von NF«B p65 in
den Zellkern aufwiesen, um die Zellen, welche auf den Stimulus reagiert oder eben

nicht reagiert hatten, bei der Auswertung getrennt analysieren zu kénnen. Wie zuvor,
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wurden die Zellen mit 10 ng/ml IL-1a fir 1 h stimuliert oder unbehandelt belassen und
anschlieBend mittels des IF-PLA Protokolls mit Kernaufschluss behandelt (siehe
Kapitel 3.2.3).

Die Ergebnisse bestatigten, dass HelLa-Zellen nicht homogen auf die Stimulation mit
IL-1 reagieren, da nur ungefdhr 50 bis 60 % der Zellen nach einer einstiindigen
Stimulation mit einer Translokation von NF«xB p65 in den Zellkern reagierten. Wie in
der Einleitung beschrieben (siehe Kapitel 1.3), erfolgt nach Bindung und Aktivierung
des heterodimeren IL-1 Rezeptorkomplexes durch eine zytoplasmatische Signalkaskade
die Aktivierung des NF-kB-Signalwegs. Hierbei erfolgt durch eine Aktivierung des
IkxB-Kinase-Komplexes ein proteolytischer Abbau von IkBa durch das Proteasom,
sodass die NF-kB-Untereinheiten in den Zellkern translozieren, dort an die Promotoren
der IL-1-Zielgene binden und dadurch die Transkription aktivieren kénnen (Karin and
Ben-Neriah, 2000). Dementsprechend kann die Translokation von NF-xB in den
Zellkern als ein MaR flr die Reaktivitat der Zelle auf die IL-1o Stimulation verwendet

werden.

Die Quantifizierung der Antikorperkombination von DCPlys:EDC4y in der PLA
kombiniert mit dem Antikdrper p65y, in der IF zeigte insgesamt 50,5% der Zellen,
welche auf die IL-1 Stimulation mit einer NFkB p65 Translokation in den Zellkern
reagiert hatten. Bei der Antikorperkombination DCP1,,:EDC4y in der PLA zusammen
mit einer IF gegen p65ms zeigten 57% der Zellen eine Translokation von NFxB p65 in

den Zellkern nach der einstiindigen IL-1 Stimulation.

Da in vorherigen Ergebnissen gezeigt wurde, dass die Zahl der Interaktionen von
DCPla und EDC4 nach einer Stimulation mit IL-1 gleichbleibend ist, wurde diese
Antikorperkombination fur eine Subgruppen Analyse gewahlt. Bei der Untersuchung
der Interaktion von DCPla ms:EDC4y ist kein Unterschied in Abhangigkeit von der
NFxB p65 Translokation in den Zellkern ersichtlich. Hierbei ist die Zahl der PLA-
Signale im Median vergleichbar mit der vorangegangenen Versuchsreihe, in der eine
PLA ohne zusétzliche Immunfarbung unter Verwendung der DCPlays und EDC4y,
Antikorpern durchgefiihrt wurde (siehe Abbildung 4.4.2).

Zur weiteren Untersuchung der Ergebnisse erfolgte derselbe Versuchsaufbau in der IF-

PLA mit Kernaufschluss, jedoch mit Primdrantikdrpern anderer Spezies. So wurde in
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der IF der NFkB p65nys Primérantikdrper verwendet und in der PLA die EDC44 und
DCP1lay, Antikorper.

Des Weiteren wiesen die verwendeten Primarantikdrper unspezifische Bindungen auf,
welche sich in den Kontrollslots zeigten. Die Primé&rantikorper, welche effizienter und
spezifischer binden, kdnnen die Sensitivitdt der PLA Methode deutlich verbessern. In
den Kontrollen zeigte der DCPlanys Primarantikérper im Median ca. 10 PLA-Signale
wahrend der DCPlay, im Median ca. 6 Signale pro Zelle aufwies. Der EDC4gy
Antikorper in der Antikorperkombination mit DCPlan, zeigte im Median ca. 4 PLA
Spots auf, wahrend der gleiche EDC4g Antikérper in der Kombination mit DCP1ay, im
Median 7 Signale pro Zelle in der Kontrolle aufwies. Insgesamt erschienen diese
Ergebnisse trotz der unterschiedlich verwendeten Primarantikorper vergleichbar, was

auf eine hohe Spezifitat der Primé&rantikorper hinweist.

Dartiber hinaus zeigte sich eine signifikante IL-1-abh&ngige Zunahme von
EDC4:DCP1a-Interaktionen in beiden Subgruppen (mit bzw. ohne p65 Signal im
Zellkern), also unabhangig von einer p65 Translokation. Diese Experimente ergaben
daher keine zusétzliche Information in Bezug auf die schwache und variable Regulation

der Interaktionen von P-body Proteinen oder der Anzahl an P-bodies durch IL-1.
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Abbildung 4.6.1 Kombination aus p65 NF-kB IF und PLA zum Nachweis einer EDC4:DCP1-

Interaktion spezifisch in IL-1stimulierten Zellen. HeLa-Zellen wurden fir 1 h mit IL-1 (10 ng/ml)
behandelt oder unbehandelt belassen. AnschlieBend erfolgte in einer IF-PLA mittels Kernaufschluss die
Analyse der IL-1-vermittelten, nukledren Lokation von NFxB p65 in den Zellkern mittels eines anti-p65-
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Antikorpers in der indirekten Immunfluoreszenz sowie die synchrone Analyse der Interaktion von
EDC4:DCP1 mittels PLA. Der Messbalken entspricht 10 um. Die Féarbung der Zellkerne erfolgte mit
Hoechst 33342. A: Es wurden in der PLA die Primérantikérper EDC44:DCP1a,, verwendet und in der IF
P65ns. B: Es wurden in der PLA die Primérantikrper EDC44:DCP1ay, verwendet und in der IF p65y,.
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Abbildung 4.6.2 Quantifizierung der PLA-Signale der kombinierten p65 NF-xB IF und
EDC4:DCPla in der PLA.Die Versuchsdurchfiihrung ist in der Legende von Abb.5.5.1 detailliert
beschrieben. Es wurden 3 biologisch unabhdngige Experimente mit mehr als 200 Zellen ausgewertet. A:
Die Gesamtzahl der PLA-Signale von DCPla,;:EDC4y wurde graphisch dargestellt. Es wurden
mindestens 249 Zellen ausgewertet. B: Die Gesamtzahl der PLA-Signale von DCP1la,,:EDC4y wurde
graphisch dargestellt. Es wurden mindestens 217 Zellen ausgewertet. Die Signifikanzanalyse erfolgte mit
dem Wilcox-Mann-Whitney-Test.

4.7 Einfluss einer HCoV-229E Infektion auf die
Protein:Protein-Interaktion von EDC4: XRN1

Die Infektion einer Zelle mit einem RNA-Virus aktiviert h&ufig ebenfalls
proinflammatorische Signalwege. Um eine mdgliche Regulation von Proteinkomplexen
aus P-body Faktoren mit der sensitiven kombinierten IF-PLA Methode in einem
weiteren biologischen Modell zu untersuchen, wurden Infektionsversuche mit einem

humanen Coronavirus in HeLa-Zellen durchgefihrt.

HCoV-229E ist ein Plus-Strang RNA-Virus. Um die infizierten HelLa-Zellen von den
nicht infizierten zu unterscheiden, wurde die Expression des Nukleokapsid (N) Proteins
als Hinweis auf die erfolgte Infektion der Zelle gewertet. Das N-Protein enthélt N-
terminal eine RNA-bindungs Doméne (Tang et al., 2005). Es stellt das Kapsid des
viralen Genoms dar, sorgt fir den Schutz der viralen RNA, fur den erleichterten Eintritt
in die Wirtszelle und ist essenziell fur die virale Replikation (Almazén et al., 2004).

Die vorherigen Versuche in der PLA zeigten, dass die Interaktion zwischen
EDC4,,:XRN1ys nach der Stimulation mit IL-1 flr 1 h signifikant angestiegen ist. Um
zu sehen, ob dieser Effekt sich auch im Falle einer Virusinfektion darstellt, wurde diese

Proteininteraktion unter einer Virusinfektion untersucht.

In dieser IF-PLA mit Virusinfektion wurde die Proteininteraktion zwischen EDC4 und
XRNL1 in der PLA als roter Spot markiert und das N-Protein mit Hilfe von Dylight 488
grin angefarbt. Infolgedessen konnten unter dem Fluoreszenzmikroskop die infizierten
Zellen von den nicht infizierten durch die griine Markierung differenziert werden. Es
wurden Antikorper aus drei verschiedenen Spezies verwendet: EDC44: XRN1,, und das
anti-N-Proteinms. Nach der Infektion der HeLa-Zellen konnte in 84% der Zellen das N-
Protein nachgewiesen werden. Die noch nicht infizierten Zellen wurden gesondert
graphisch dargestellt (hier 58 Zellen aus 3 biologisch unabhangigen Experimenten). Je
Ansatz wurden mindestens 100 Zellen von insgesamt drei biologischen Replikaten
untersucht (N=3). Die PLA den EDC44:XRN1y, Antikorpern ergab im Median 150
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Signale pro Zelle bei den nicht infizierten Zellen, wéhrend bei der Kombination von
EDC4,,:XRN1,,s im Median 57 Signale pro Zelle detektiert wurden. Dies demonstriert
wie zuvor die Bedeutung der Antikdrperabhéangigkeit der PLA Methode.

Bei der Analyse der Daten wurde evident, dass sowohl die infizierten Zellen (insgesamt
84% der Zellen) als auch die in derselben Probe befindlichen nicht infizierten Zellen,
(16% der ausgewerteten Zellen) eine signifikant geringere Interaktion von EDC4:XRN1

aufwiesen.

N-Protein EDC4,:XRN1,, merge

unbehandelt

+HCoV-229E
Infektion
24h

Kontrollegyc,

Kontrolleygy,

PLA-
Kontrolle

IF-Kontrolle
+HCoV 229E
Infektion
24h

Abbildung 4.7.1 Einfluss der HCoV-229E Infektion auf die Interaktion von EDC44:XRN1,,. Hela-
Zellen wurden fiir 24 h mit HCoV-229E infiziert oder unbehandelt belassen. Es erfolgte die Detektion der
Interaktion von EDC44:XRN1, mittels Primarantikérper unterschiedlicher Spezies (gt=Ziege,
rb=Kaninchen) in der PLA, sowie die simultane Detektion der Infektion der Zellen durch eine indirekte
Immunfluoreszenz mit einem N-Protein Antikdérper der entsprechenden dritten Spezies (ms=Maus). Die
dargestellten Ergebnisse resultieren aus drei biologisch unabhéngigen Experimenten mit insgesamt 300
Zellen. Die IF-Kontrolle erfolgte ebenfalls eine Infektion mit HCoV-229E fir 24h. Die Farbung der
Zellkerne erfolgte mit Hoechst 33342. Der Messbalken entspricht 10 pm.
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Abbildung 4.7.2 Quantifizierung Einfluss der HCoV-229E Infektion auf die Interaktion von
EDC44:XRN1,;,. Die dargestellten Ergebnisse stammen aus drei biologisch unabhangigen Experimenten
mit insgesamt mindestens 300 Zellen. Die PLA Ergebnisse der 58 nicht infizierten Zellen, welche keine
N-Protein Signal in der IF aufwiesen, wurden getrennt dargestellt. Es wurden Antikorper aus drei
unterschiedlichen Spezies verwendet (ms=Maus, rb=Kaninchen, gt=Ziege). Die IF-Kontrollen wurden
ohne Primérantikdrper durchgefuhrt. Die PLA Kontrollen erfolgten ohne Primdrantikdrper oder nur mit
einem einzelnen Primarantikdrper. Die Signifikanzanalyse erfolgte mit dem Wilcox-Mann-Whitney-Test.

Diese Daten zeigen, dass es in der Zellkultur im Rahmen der CoV Infektion zu direkten
und indirekten Effekten auf die Proteininteraktionen von EDC4:XRN1 kommt. Fir die
deutlich abnehmende Interaktion von EDC4:XRN1 gibt es zwei prinzipielle
Erklarungsmoglichkeiten. Zum einen kdnnten die Proteine Uber auto- und parakrine
Mechanismen tatsachlich in geringerem Ausmal miteinander interagieren, zum anderen
konnten im Rahmen der Infektion die Proteinlevel verandert sein. Um Letzteres zu
untersuchen, erfolgte eine Analyse der Expression von EDC4 und XRN1 in
Zellextrakten mittels eines Westernblots. Hierfir wurden HuH7 Zellen und HelLa-
Zellen jeweils fur 24 h mit HCoV-229E infiziert. Es wurde jeweils nur ein Experiment
durchgefthrt. In beiden Zelllinien wurde eine Virus-induzierte Verminderung der EDC4
Menge beobachtet, die darauf hindeutet, dass EDC4 abgebaut wird. In den HUH7
Zellen zeigt sich der Abbau von EDC4 deutlicher als in den HeLa-Zellen. Bei der

densitometrischen Auswertung der Westernblots ergab sich eine relative Proteinmenge
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von EDC4 nach der Infektion mit dem HCoV-229E von 27%. Auch in den HeLa-Zellen
wurde fir XRN1 und EDC4 nach der Infektion eine geringere relative Proteinmenge
beobachtet, allerdings war diese Reduktion im Vergleich zu den nicht infizierten Zellen

sehr schwach.

HCoV-229E Infektion [0; 24h] in HUH 7 Zellen HCoV-229E Infektion [0; 24h] in Hela Zellen

kDa KDa

1B I: a-XRN1
XRN1 Wty e
— — <R
180 -

IBI: a-XRN1 4gq _
1B Il: EDC4 - 2 | «Epcs B EDcs 180- | MNNENSEG__ s | < =0ca

180 -

IB II: a-N-Protein
55 -

IB II: a-N-Protein 55 - :
<AN-Protein
40 - - <AN-Protein 40 -

o BActi <«B-Aktin
BlafAn 4. - -

apactn | <pacn
IB I: a-B-Actin 40- -

PRI - | S— —
1B II: a--Actin W — ~ <p-Aktin
40-
HCoV-229E 0 24
HCoV-229E 0 2 Infektion
Infektion
n h

Abbildung 4.7.3 Einfluss der HCoV-229E Infektion auf die Proteinspiegel von XRN1 und EDC4 in
HuH7 und Hela-Zellen. HUH7 und HeLa-Zellen wurden 24 h in 60 cm? Schalen mit HCoV-229E
(multiplicity of infection (MOI) = 1) flr 24 Stunden infiziert oder unbehandelt belassen. Im Anschluss
erfolgte der Nachweis der EDC4 und XRN1 Proteine mittels Westernblot Analysen von
Ganzzellextrakten der Proteine. 3-Aktin- Antikorper dienten hierbei als Beladungskontrolle. Die Infektion
wurde mittels Antikérpern gegen das N Protein tberprift.

75



ERGEBNISSE

HCoV-229E Infektion in HUH7 Zellen

mm EDC4
1.0 m XRN1

0.5

Relative Proteinmenge in %

HCoV-229E Infektion in HeLa Zellen

mm EDC4
1.0 B XRN1

0.5

Relative Proteinmenge in %

0.0

Abbildung 4.7.4 Quantifizierung der XRN1 und EDC4 Proteinmenge. Die in Abb. 5.6.3 gezeigten
Proteinbanden der Westernblots wurden Uber eine densitometrische Auswertung (mittels Image Lab von
Bio-Rad Laboratories) quantifiziert, wobei die Bandenintensitat der EDC4 und XRN1 Banden auf die B-
Aktin Proteinmenge normiert wurde. Die Darstellung erfolgte relativ zu der Proteinbandenintensitét der
nicht infizierten Kontrollzellen.
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5 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Protein:Protein Wechselwirkungen von
prototypischen P-body Komponenten und ihre mogliche Regulation durch Zytokine
oder RNA-Viren auf Einzelzellebene zu untersuchen. Vorbefunde innerhalb der
Arbeitsgruppe Kracht hatten bereits gezeigt, dass die IL-1 Stimulation der HEK293IL-
1R Zellen zu einem Anstieg von P-bodies fiihren kann (Rzeczkowski et al., 2011). Es
war daher eine interessante Frage, ob dieses auch in anderen Zellsystemen beobachtet
werden kann und ob es mdglich ist, einzelne Heterodimere von P-body Komponenten

mit sensitiven Messmethoden zu erfassen und zu quantifizieren.

5.1 Die Methode des Proximity Ligation Assay

Die Methode des Proximity Ligation Assay wurde bereits vorher in der Arbeitsgruppe
Kracht etabliert und erfolgreich fir die Erfassung verschiedener Regulationsschritte des
NF-kB Signalweges verwendet (Mayr-Buro et al., 2019). Um die Spezifitat des Assays
zu untersuchen, wurde in den Versuchsreihen zeitgleich immer eine Reihe mit
Negativkontrollen mitgefiihrt, wobei jeweils nur einer bzw. keiner der beiden
Priméarantikdrper mitgefiihrt wurde. Hierdurch wurden die einzelnen unspezifischen
Bindungsereignisse sowohl der Primarantikdrper, als auch der Sekundarantikdrper und

ihre Spezifitat Uberpruft.

Die Methode des Proximity Ligation Assay ist sehr spezifisch, da sie antikdrperbasiert
funktioniert. Zudem sollte bedacht werden, dass durch die PLA nur Proteininteraktionen
detektiert werden kdnnen, die innerhalb einer Distanz von ca. 30 nm vorliegen (Cougot
et al., 2012, Eulalio et al., 2007a, Soderberg et al., 2006). Zusétzlich ist sie bedingt
durch die Rolling-Circle-Amplifikation und die Vervielféltigung des Fluoreszenzsignals
auch sehr sensitiv (Mayr-Buro et al., 2019, Packer and Trapnell, 2018, Ren et al., 2018).
Die Spezifitat ist vom verwendeten Antikorper (hierbei sowohl der Primar- als auch der
Sekundarantikorper) abhéngig. Dieses zeigt sich in der vorliegenden Arbeit bei der
Messung der gleichen Proteininteraktionen unter Verwendung unterschiedlicher
Primérantikorper. Daher ist es auch nicht in allen Fallen méglich, die absolute Anzahl

an PLA-Signalen direkt miteinander zu vergleichen.

Beispielsweise liegt bei der Antikérperkombination EDC4,,:XRN1,,s die Zahl der Spots
im Median ohne IL-1 Stimulation bei 60. Bei Untersuchung dieser Proteininteraktion
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mittels anderer Primdrantikorper gegen die gleichen Proteine (EDC4q:XRN1,y), ergab
sich aber im Median eine Anzahl von 150 Spots pro Zelle. Dasselbe zeigte sich auch bei
der Antikdrperkombination von DCP1a und XRNZ1. Auch hier erfolgte bei denselben
verwendeten Sekundarantikorpern bei der Verwendung der Primérantikérper von a-
DCPlan: a-XRN1ys im Median 60 Spots wahrend bei der Antikdrperkombination von
a-DCP1lays: a-XRN1, im Median 80 Spots pro Zelle aufweist.

Auch bei den Negativkontrollen ergaben sich Unterschiede, allerdings auf sehr
niedrigem Niveau. Im Median zeigten die Antikérperkontrollen von EDC4: 6 Spots und
von EDC4,, 1 Spot pro Zelle, wéhrend es im Median pro Zelle 9 PLA-Signale bei
XRN1,, und 3 Spots bei XRN1ys waren. Insgesamt zeigte sich daher, dass die absoluten
Zahlen der Proteininteraktionen bei Verwendung verschiedener Primar- oder
Sekundarantikorper nicht inter-experimentell direkt miteinander verglichen werden

sollten.

Bei wiederholten Versuchen sowie variierten Antikérperkombinationen fiel auf, dass
die vermehrten Spots auch haufig durch den Sekundarantikérper PLA-Probe anti-Goat
verursacht werden, vermutlich aufgrund vermehrter unspezifischer Bindungen und

hierdurch erhéhter Anzahl an PLA-Signalen.

Die Experimente der vorliegenden Arbeit wurden zum Teil an unterschiedlichen
Fluoreszenzmikroskopen aufgenommen. Dabei wurde festgestellt, dass Unterschiede in
der Gesamtspotanzahl zwischen den so generierten Wiederholungen der Experimente
abhangig vom Mikroskop auftreten kdnnen. Exemplarisch ist die Interaktion der
Proteine DCPla und XRN1 aufzuzeigen. Bei der Antikdrperkombination
DCP1lay,:XRN1ys zeigte sich in den Versuchen am DMIRE2 Fluoreszenzmikroskop im
Median 100 Signale pro Zelle. Bei derselben Untersuchung dieser Proteininteraktion bei
gleicher Antikérperkombination wurden durch die bessere Auflésung und die
lichtstarkere Kamera des Leica DMi8 Mikroskops im Median 150 Signale pro Zelle
detektiert. Dieses Ergebnis zeigt deutlich, dass die mikroskopisch detektierten
Decapping Komplexe in einer Zelle von der Auflésung des Mikroskops abhéngig sind.
So wadre es mdoglich, dass kleinere Decapping Subkomplexe existieren, welche eine
vergleichbare Funktion wie P-bodies, jedoch nicht deren GroRe aufweisen, und daher

bei weniger sensitiven Mikroskopen nicht detektiert werden.
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Diese Ergebnisse zeigen, dass die Methode des Proximity Ligation Assays sehr sensitiv
ist, aber ihre Prazision sowohl vom verwendeten Primar- als auch Sekund&rantikdrper

abhéangt und zudem die Auflésung des Mikroskops eine wichtige Rolle spielt.

5.2 Der Einfluss von IL-1 auf die Ausbildung von P-bodies

und auf die Expression von P-body Komponenten
P-bodies sind zytoplasmatische, dynamische Foci aus Ribonukleoproteinen (RNPs) und

untranslatierter mRNA. Die Bildung dieser Granula kann bei Stress von der Zelle durch
beispielsweise signalabhéngige Modifikationen reguliert werden (Rzeczkowski et al.,
2011). Vermutlich stellen P-bodies dynamische mRNA-Speicherorte fur wichtige,
spezifische Proteine dar, deren schnelle Transkriptions-unabhingige Expression auf
eine verdnderte Bedingung unerldsslich ist (Hubstenberger et al., 2017). Diese
Vermutung wird durch Beobachtungen unterstltzt, nach denen Glukoseentzug,
osmotischer Stress und UV-Strahlung dazu fiihren, dass P-bodies in ihrer Zahl und

Grolie variieren (Teixeira et al., 2005).

Wie eingangs erwahnt, war durch vorherige Experimente bereits bekannt, dass durch
die IL-1 Stimulation die Zahl der P-bodies in HEK293IL-1R Zellen global ansteigen
kann (Rzeczkowski et al., 2011). Diese Beobachtung konnte in dieser Dissertation in
HeLa-Zellen so nicht bestétigt werden. Bei dem statistischen Test der Subgruppen

zeigte sich keine Signifikanz unter den stimulierten und unstimulierten Zellen.

In dieser Arbeit wurde nicht nur die Anzahl an P-bodies in der indirekten
Immunfluoreszenz vermessen, sondern die PLA wurde auch genutzt, um die Expression
und subzellulére Verteilung der P-body Proteine durch die Verwendung von zwei gegen
das gleiche Protein gerichteten Antikdrpern zu erfassen. Hierbei zeigte sich, dass der
grolte Anteil der in der PLA messbaren P-body Faktoren auBerhalb von P-bodies
lokalisiert war (Aizer et al., 2008, Jonas and lzaurralde, 2013, Leung and Sharp, 2013).
Aulerdem zeigten sich auffallige Unterschiede in der Gesamtanzahl an PLA-Signalen

flir bestimmte P-body Proteine.

Dieses war besonders deutlich fir DCP1a der Fall. Wie zuvor erldutert, besteht die
Struktur des DCP1a aus einem C-terminalen Ende, welches sich aus drei antiparallelen
a-Helices zusammensetzt (TD-Region). Diese a-Helices ermdglichen DCPla eine

Trimerisierung und hierdurch die Entstehung des Decapping Komplexes und
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Interaktion mit DCP2 und EDC4 (Chang et al., 2014). Die Trimerisierung ist essenziell
bei eukaryotischen Zellen fur die Aktivitdt von DCP2 und damit des Decappings. Durch
die PLA Methode mittels der Antikorper DCPlams:DCP1lay, wird DCP1a detektiert. Es
zeigte sich nur ein geringer Anstieg des DCP1la Proteins nach der IL-1 Stimulation,
welcher nicht signifikant war. Dieses Ergebnis stimmt mit dem Westernblot Analysen
Uberein (siehe Abbildung 4.1.1). Offenbar wird DCP1a durch IL-1 ber eine veranderte
Phosphorylierung und nicht (ber eine verénderte Proteinexpression reguliert
(Rzeczkowski et al., 2011)

Durch die sehr hohe Zahl der Signale bei der Detektion von DCPla, liegt die
Vermutung nahe, dass mittels der Antikdrper nicht nur die Proteinexpression erfasst
wird, sondern auch die Trimerisierung des Proteins. Zudem wird ersichtlich, dass
DCP1a nicht nur in den P-body Komplexen lokalisiert, sondern auch zu einem grof3en
Teil im Zytoplasma.

Bei der Detektion der Expression von XRN1 auf Einzelzellebene mittels PLA zeigte
sich bei der Stimulation mit IL-1 Kkeinerlei Unterschiede zur unstimulierten
Kontrollgruppe. Das Ergebnis konnte mittels des Westernblots nochmals verifiziert
werden: hier zeigte sich bei der densitometrischen Auswertung des Proteins XRN1 ein

gleichbleibender gesamter Proteinlevel in der Zelle nach Stimulation.

Die Detektion des Proteins EDC4 in der PLA zeigte nach der Stimulation mit IL-1
einen diskreten signifikanten Anstieg der Proteinexpression. Bei der Untersuchung der
Proteinmenge von EDC4 im durchgeflihrten Westernblot zeigte sich dieser Anstieg des
gesamten Proteinlevels nach IL-1 Stimulation nicht. Mdglicherweise kann durch die
Methode der PLA die Zunahme der Proteinmenge feiner quantifiziert und besser
detektiert werden, als mittels des Westernblots.

5.3 Die PLA zur Erfassung der Ausbildung von

Heterodimeren der P-body Faktoren
Bei der Antikérperkombination von EDC4:XRN1 in der PLA stieg die Zahl der

Proteininteraktionen nach 1 h IL-1 Stimulation leicht, jedoch signifikant an (siehe
Abbildung 4.4.2). Dieses ist moglicherweise spezifisch, da ein analoger Effekt fur die
DCP1a:EDC4 oder DPC1la:XRN1-Interaktionen nicht beobachtet wurde. Eine mdgliche
Erklarung wére, dass IL-1 dafur sorgt, dass EDC4 vermehrt mit der Exoribonuklease

XRN1 interagiert und diese aus dem Zytoplasma rekrutiert, um bestimmte IL-1-
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abhangige induzierte mRNAs auch wieder abzubauen. In diesem Fall kdnnte der
induzierbare Anteil der EDC4:XRN1 Komplexe eine Rolle bei der typisch zu
beobachtenden transienten Expression IL-1 induzierter mRNAs ibernehmen (Bandman
et al., 2002, Holtmann et al., 1999, Weber et al., 2010, Winzen et al., 1999).

Eine weitere Erklarung der signifikant steigenden Zahl der Proteininteraktion von
EDC4 und XRN1 ergibt sich aus dem Strukturmodell des humanen Decapping
Komplexes, wie es von Chang et al. 2014 vorgestellt wurde. Hierbei kommt es durch
die Konformationsanderung des Decapping Komplexes von einer offenen zu einer
geschlossenen, aktiven Form (ber die Interaktion von DCP1 und DCP2 mittelbar
ebenfalls zu einer Zunahme der Interaktion von EDC4 und XRN1. EDC4 spielt hierbei
eine entscheidende Rolle als scaffold oder Gerust Protein, um die Wechselwirkung von
DCP1, DCP2 und XRN1 zu vermitteln (Bandman et al., 2002). Dieses ist auch
evolutiondr gesehen interessant, da EDC4 im Menschen, aber nicht in der Hefe
vorkommt, und somit als zusétzlicher P-body Faktor in Sdugern im Laufe der Evolution
neue Funktionen bei der Regulation von mRNA tbernommen hat (Braun et al., 2012,

Jonas and lzaurralde, 2013).

5.4 Regulation der P-body Bildung durch liquid-liquid

phase separation abhangige Prozesse
Nahezu alle zytoplasmatischen Ribonukleoprotein Granula inklusive der Stress-Granula

und P-bodies verfligen uber keine fiir eine Zellorganelle typische Lipiddoppelmembran
(Lin et al., 2015). Somit besitzen diese Granula keine definierte Abgrenzung zum
Zytoplasma der Zelle. Nach den neusten Erkenntnissen geht man davon aus, dass
sowohl P-bodies als auch Stress-Granula die Eigenschaft eines Flussigkeitstropfens
besitzen (Banani et al., 2017). Somit sind sie in der Lage, einen sogenannten liquid-
liquid phase separation (LLPS) Mechanismus zu nutzen, um ihre Formation zu
koordinieren (Uversky, 2017). Die dynamischen Anderungen der Granula Struktur und
Lokalisation héngen dabei von Protein:Protein-Interaktionen, Protein:mRNA-
Interaktionen sowie den Kontaktflachen dieser Komplexe Faktoren aus dem Zytoplasma
ab (Dundr and Misteli, 2010).
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Auf Proteinebene spielen fur Bildung der Granula sogenannte intrinsically disordered
regions (IDRs), Proteinfragmente, low-complexity sequences und short linear motifs
(SLiMs) eine zentrale Rolle (Riback et al., 2017).

Viele P-body Proteine, beispielsweise ein Grofteil der Decapping-Faktoren besitzen
sogenannte IDRs und SLiMs (Jonas and lzaurralde, 2013).

Diese Decapping-Aktivatoren DCP2, DCPla haben einen &hnlichen Aufbau und
gemeinsame Strukturmerkmale: so besitzen sie eine globuldr gefaltete Doméne mit
einer konstanten Region, welche haufig von Doménen geringer Komplexitét flankiert
wird oder zwei konstante Regionen miteinander verbindet (Jonas and lzaurralde, 2013).
Diese konstanten Regionen sind konserviert, wéhrend sich die Sequenz und Lange der
Doménen mit geringer Komplexitdt zwischen Eukaryonten &ndern kann. Letztere
beinhalten die IDRs und SLiMs, welche neueren Studien zufolge grundlegende
Funktionen erfillen: Zun&chst ermdglichen die SLiMs Regionen die Bindung an die
gefalteten Domanen ihrer spezifischen Partner (Luo et al., 2018) und ferner kdnnen sie
die lokale Akkumulation von mRNA Regulatoren, Decapping-Aktivatoren und mRNA
fordern (Eulalio et al., 2007a).

H. sapiens

NBDY 4E-T

CCR4-NOT
Abbildung 5.4.1 Experimentell bestatigte direkte und indirekte Interaktionen zwischen
verschiedenen P-body Komponenten.

Die blau eingezeichneten Proteine sind wichtig fir die Bildung und Assemblierung von P-bodies. Die
rosa gekennzeichneten Faktoren interagieren direkt mit mRNAs. Durchgezogene schwarze Linien zeigen
eine direkte Interaktion zwischen diesen Proteinen. Die gestrichelten Linien deuten auf eine mdgliche
indirekte Interaktion hin, wahrend die roten Linien sich gegenseitig ausschlieBende Interaktionen
anzeigen. (Luo et al., 2018) (Erlaubnis zur Reproduktion:
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.biochem.7b01162, 09.03.2020)
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Ein weiteres Argument fur die Funktion der liquid-liquid phase separation bei der P-
body Assemblierung, ist der bereits durch Live Cell Imaging in der
Fluoreszenzmikroskopie beschriebene dynamische Charakter der P-bodies (Andrei et
al., 2005), welcher einen schnellen Austausch von P-body Komponenten und mRNA
mit dem Zytoplasma nahelegt (Kedersha et al., 2005). Zusatzliche
Forschungsergebnisse zeigen bei der Beobachtung der Dynamik von P-bodies, dass
diese eine kugelformige Form besitzen, die &hnlich wie bei einem Tropfen einer
Flussigkeit flr eine ausreichende Oberflachenspannung sorgt (Kroschwald et al., 2015).
Ferner konnte gezeigt werden, dass zwei P-bodies miteinander verschmelzen kénnen
und ihre kugelférmige Morphologie danach weiter aufrecht erhalten oder sofort wieder
einnehmen (Luo et al., 2018). Uberdies konnte mithilfe von Hexanediol, einem
Alkohol, welches schwache Wechselwirkungen zwischen Molekdilen stort und in dieser
Studie als Indikator fur LLPS verwendet wurde, gezeigt werden, dass dies zur
reversiblen Auflésung von P-bodies fiihrt in Hefezellen in vivo (Kroschwald et al.,
2015).

Diese neuen Erkenntnisse bieten eine Erklarungsmoglichkeit der in dieser Arbeit
erhobenen Befunde, nach denen viele der detektierten Protein:Protein-Interaktionen von
Decapping Komplexen hauptsachlich auferhalb von P-bodies, im Zytoplasma,
aufzufinden sind (Aizer et al., 2008, Jonas and lzaurralde, 2013, Leung et al., 2006).
Durch die Dynamik der P-body Komponenten ist es vorstellbar, dass diese Proteine
schnell die P-bodies verlassen oder gerade erst aus dem Zytoplasma rekrutiert werden.
Die mikroskopischen Untersuchungen erforderten eine Fixierung der Zellen und die in
der PLA Analyse erfassten Proteininteraktionen, missen daher vor allem als eine
“Momentaufnahme” des aktuellen zelluldren Zustands gewertet werden (Aizer et al.,
2008, Andrei et al., 2005, Leung et al., 2006, Kedersha et al., 2005).
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Abbildung 5.4.2 Inter- und intramolekulare Wechselwirkungen fir den LLPS. Die Linien geben die
intermolekularen Wechselwirkungen zwischen den Proteinen wieder, welche fur die Ausbildung des
LLPS essenziell sind. Diese fordern die Ausbildung von LLPS durch Protein:Protein Wechselwirkung
zwischen den IRDs Regionen und mRNA (Schutz et al., 2017) (Lizenznummer: 4644720136209)

Eine weitere Erklarung fir die teilweise beobachtbare partielle Uberlagerung der PLA-
Interaktionssignale mit denen der P-body Signale ergibt sich aus den
GroRenverhaltnissen der hier untersuchten molekularen Komplexe. P-bodies weisen
eine ungefdahre GroRe von ca. 150-340 nm auf (Aizer et al., 2008, Cougot et al., 2012,
Eulalio et al., 2007a, Hubstenberger et al., 2017, Souquere et al., 2009). Die maximale
Entfernung zur Bildung eines PLA-Spots zwischen zwei interagierenden Proteinen
betragt weniger als 30-40 nm, eingeschlossen der GrofRe der verwendeten Antikorper
und der konjugierten Oligonukleotide, (Soderberg et al.,, 2006). So kann es
maoglicherweise dazu kommen, dass, wenn die zu untersuchenden Proteine tatsachlich
miteinander interagieren, aber an den duReren Bereichen der P-bodies lokalisiert sind,
die Distanz zwischen ihnen so groB ist, dass kein PLA-Signal zustande kommt.

Wie bereits erwahnt, zeigten die Versuchsergebnisse, dass die Decapping-Faktoren
sowie die Exoribonuklease XRN1 grofltenteils aulRerhalb von P-bodies im Zytoplasma
lokalisiert sind. Daher konnte der grofite Anteil des mRNA-Abbaus tatsachlich
aullerhalb von P-bodies erfolgen. Diese Annahme wird durch neuere Studien
zunehmend unterstutzt. So konnte mittels eines neu entwickelten fluoreszierenden
Biosensors, welcher in lebenden Zellen den mRNA-Abbau detektiert, gezeigt werden,
dass innerhalb von P-bodies kein mRNA-Abbau stattfindet (Horvathova et al., 2017).
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Auch andere Studien in Hefezellen legten die Vermutung nahe, dass die Funktion der P-
bodies eher darin besteht, ein (transienter) Speicherort fur Decapping und
Abbaufaktoren zu sein, welche dann bei Bedarf ins Zytoplasma umverteilt werden, um
dort einen vermehrt anfallenden Bedarf an mRNA-Abbau zu bewerkstelligen (Huch and
Nissan, 2017). Weiterhin werden in P-bodies nicht nur die Proteinfaktoren des
Decappings / mRNA-Abbaus gespeichert (oder auch sequestriert), sondern auch die
mRNAs selbst. Dieses ermoglicht den Zellen, ,,wertvolle mRNAs in Stresssituationen
voriibergehend in ein inaktives Zellkompartiment zu translozieren und nach Uberleben
der Stresssituation diese wieder schnell der energieintensiven Translation zuzufthren,
ohne dass die mMRNA neu Uber Transkriptionsprozesse gebildet werden muss
(Hubstenberger et al., 2017, Parker and Sheth, 2007, Standart and Weil, 2018). Fir die
genauere Bestatigung der pathophysiologischen Relevanz dieser Theorien waéren
hochauflésende Live Cell Imaging Untersuchungen mit modernen mikroskopischen
Techniken vor allem auch in pathologisch verdnderten Zell- oder Organsystemen
notwendig (Chen et al., 2018, Chu et al., 2020, Khater et al., 2020).

5.5 Detektion von P-bodies und die Lokalisation der P-

body Komponenten
Bei der Untersuchung der Proteininteraktionen von P-body Komponenten mittels des

Immunfluoreszenz-Proximity-Ligation-Assays (IF-PLA) wurden systematisch die
heteromeren Protein:Protein-Komplexe von EDC3, DCPla, DCP2 und XRNL1 in
Relation zu EDC4-positiven P-bodies unter der Verwendung von verschiedenen
Antikdrperkombinationen analysiert. Eine derartige Analyse war zum Zeitpunkt der

Dissertation in der Literatur nicht vorhanden.

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass (im Vergleich zu der PLA gegen dieselben
Faktoren) eine kleinere Anzahl an P-body Komponenten konstitutiv im Zytoplasma als
Heterodimere miteinander interagiert. Global sind diese Interaktionen in HelLa-Zellen
nicht durch IL-1 reguliert, allerdings zeigen sich Unterschiede der Zytokinresponsivitat

innerhalb der jeweiligen untersuchten Zellpopulationen.

Dies wird vor allem bei der verfeinerten Analyse anhand der P-body Zahl pro Zelle in 0
P-bodies, 1-5 P-bodies, 6-10 P-bodies, 11-15 P-bodies und >15 P-bodies am
deutlichsten. Innerhalb der Zellpopulation verschiebt sich nach 30 min IL-1 Stimulation
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die prozentuale Verteilung der P-bodies pro Zelle nach oben, auch wenn dieses nicht

signifikant ist.

Mittels der Translokation von NFxB p65 konnte gezeigt werden, dass HelLa-Zellen
nicht homogen auf die Stimulation reagieren und nur ein gewisser Prozentsatz (ca. 50-
60% der Zellen) auf die IL-1 Stimulation reagierten (siehe Kapitel 4.6).

So konnte man annehmen, dass die P-body Komponenten nach der IL-1 Stimulation
sich in ihrer Zusammensetzung &ndern, dies jedoch nicht detektiert werden konnte, da
in den durchgeflihrten Versuchen keine Unterscheidung zwischen den inhomogen
reagierenden Zellen gemacht wurde. Deshalb sollten die Untersuchungen zuséatzlich
unter der Kontrolle der Reaktivitat der Zellen auf Stimulus erfolgen, beispielsweise
durch die NFxB p65 Translokation in den Zellkern.

Die Analyse von P-bodies in Studien hatte gezeigt, dass in Hefezellen die P-body
Assemblierung von mehreren Faktoren abhéngig ist. Zum einen sind es die diversen
Protein:Protein-Interaktion sowie die Protein:mRNA-Interaktion, welche zur
Assemblierung eines P-bodies beitragen (Chowdhury et al., 2014, Rajyaguru et al.,
2012, Schwartz et al., 2003).

Zum anderen zeigen neueste Arbeiten, dass EDC4 als scaffold Protein fur die
Ausbildung von P-bodies wichtig ist. So konnten in der Arbeitsgruppe Kracht
durchgefuhrte Versuche mittels eines CRISPR/Cas9-vermittelten knockdowns von
EDC4 zeigen, dass dies zur einer nahezu kompletten Auflésung der P-body-
Assemblierung fuhrt (Tenekeci et al., 2016). Dies verifizierte die in vorangegangenen
Arbeiten gezeigten Daten, nach denen die siRNA-vermittelte Depletion von EDC4 zur
Aufhebung der P-body Strukturen fiihrt (Seto et al., 2015). Offenbar dient auch eine
Wechselwirkung zwischen mRNA und dem DCP1a:DCP2 Decapping Komplex sowie
den scaffold Proteinen EDC3 und Pdcl zur Ausbildung von P-bodies in vitro (Schutz et
al., 2017). In-vitro Versuche haben ergeben, dass die LLPS dafur sorgt, dass die
enzymatische Aktivitdt von DCP1la:DPC2 Decapping herunter reguliert wird und die
MRNA vor dem Abbau geschutzt wird (Schutz et al., 2017). Dieses Ergebnis impliziert,
dass die Rolle der P-bodies eher in einer vorriibergehenden Speicherung von mRNAs
sowie Decapping und mRNA-Abbau Komplexen besteht.
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Zur Ausbildung von P-bodies ist die IDR Region von EDC3 von groRer Bedeutung, da
diese sowohl fir die Interaktion von mRNA-Decapping-Faktoren wichtig ist, als auch
flr die Interaktion mit der mRNA.

Bei der Betrachtung der Abbildung der inter- und intramolekularen Wechselwirkungen
zeigt sich dieses moglicherweise auch in den PLA Ergebnissen.

Die Zahl der Interaktionen zwischen DCP1:DCP2 in der PLA betrdgt im Median 218
pro Zelle. Bei der Detektion des Proteins DCP1a finden sich im Median 229 Spots pro
Zelle. Dies wirde darauf hindeuten, dass fast der gesamte Anteil des DCP1la Proteins

innerhalb der Zelle in einem Komplex mit DCP2 vorliegt.

Die Untersuchung der Wechselwirkung von EDC3 und DCP1 ergibt dagegen im
Median 121 Signale pro Zelle, obwohl diese, wie in Abbildung 5.4.2 gezeigt, keine
direkten intermolekularen Wechselwirkungen untereinander besitzen sollten.

Dieses kann mdoglicherweise dadurch erklart werden, dass DCP1 meistens in einem
Komplex mit DCP2 in der Zelle anzutreffen ist und dieses indirekt eine raumliche Nahe
zu EDC3 ermoglicht, allerdings nur fiir eine Subgruppe aller DCP2:DCPla Komplexe
(Chang et al., 2014, Jonas and lzaurralde, 2013, Valkov et al., 2016). Dementsprechend
finden sich in der PLA auch eine vergleichsweise hohe Anzahl an EDC3:DCPla
Signalen in der PLA (Aumiller and Keating, 2016, Fromm et al., 2014, Schutz et al.,
2017).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Decapping Komponenten hautsachlich im
Zytoplasma und nicht in P-bodies zu finden sind und somit auch die Interaktion
zwischen den Decapping-Proteinen mittels der PLA zum GroBteil zur Detektion dieser
Subkomplexe aullerhalb der P-bodies gefuhrt hat. Wahrend der Untersuchung der
Interaktionen zwischen den Decapping-Proteinen zeigte sich keine signifikante IL-1
abhangige Anderung der genannten Interaktionen, mit der Ausnahme von EDC4:XRN1
Komplexen. Letzterer Befund konnte auf eine spezifisch gesteigerte Decapping /
Exonuklease Aktivitat in der IL-1 Antwort oder in anderen Entziindungsreaktionen
hindeuten und es ware daher interessant, diese Befunde gezielter mit weiteren

Methoden in anderen (Modell) Systemen zu Uberprifen.
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5.6 Die Einfluss einer Coronavirus Infektion auf die P-
body Elemente

Exemplarisch wurde in dieser Arbeit auch noch der Einfluss einer Stresssituation durch
eine Infektion mit RNA-Viren auf die P-body Assemblierung und die Interaktion von P-

body Faktoren untersucht.

Diese Ergebnisse zeigen, dass eine Infektion von Zellen durch das HCoV-229E dazu
flhrt, dass die Zahl der detektierten Interaktionen von XRN1 und EDC4 signifikant
reduziert wird und dieses mit einer Stérung der Ausbildung von P-bodies einhergeht.
Diese Daten validieren damit die Fahigkeit von PLA Assays, solche biologisch
relevanten und drastischen Veranderungen der P-bodies / P-body Faktoren zu erfassen.

Eine Reihe von Erklarungsmaglichkeiten kommt fiir die Virus-induzierten Anderungen
im P-body System in Frage. So ware eine Uberlegung, dass wahrend einer Infektion der
Zellen mit dem Coronavirus die P-body Assemblierung verhindert wird, weil voll
funktionsféhige P-bodies / P-body Faktoren vielleicht zum Abbau der viralen mMRNAs
beitragen. In diesem Fall hatten P-bodies / P-body Faktoren eine wie auch immer
geartete antivirale Funktion. So fihrt eine Infektion einer Zelle mit dem West-Nil-Virus
(WNV) zu einem Rickgang der P-body Zahlen (Emara and Brinton, 2007). Eine
weitere Studie zeigte bei der genauen Analyse, dass die Infektion mit dem WNV in
HeLa-Zellen zur Folge hat, dass die Proteine Lsm1, GW182, DDX3, DDX6 und XRN1
aus P-bodies an Virusreplikationszentren rekrutiert wurden (Chahar et al., 2013).
Welche Funktion diese Proteine fir die Replikation des Virus haben kénnten, ist bisher

ungeklart.

Eine weitere Hypothese ware, dass die Zahl der Interaktionen von EDC4 und XRN1
sinkt, weil beide oder eines der Proteine durch die Infektion abgebaut werden und
hierdurch eine Ausbildung von P-bodies beeintréchtigt wird.

Da bereits in anderen Studien gezeigt wurde, dass EDC4 als scaffold Protein eine
essenzielle Rolle flr die Ausbildung und Formation von P-bodies spielt (Braun et al.,
2012, Chang et al., 2014), hétte auch der Abbau von EDC4 in den Zellen, eine
signifikante Senkung der P-body Zahlen zur Folge.

Dementsprechend zeigten prélimindare Westernblot Untersuchungen in zwel

unterschiedlichen Zelllinien eine (schwache) Reduktion der EDC4 Proteinmenge
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sowohl in den HelLa als auch in HUH7 Zellen. Mdglicherweise ist dieses durch einen
Virus-induzierten Abbau bedingt. Alternativ kdnnte die Synthese von EDC4 reduziert
sein.

Die Annahme, dass das Coronavirus beispielsweise einen Abbau von Proteinen in den
Zellen auslost, ware jedoch vergleichbar mit dem Poliovirus (ebenfalls ein Plus-Strang
RNA-Virus), welches nach der Infektion einer Zelle eine Virus-induzierte Spaltung von
DCPla mittels einer Virusprotease verursacht und zusétzlich einen Proteasom
induzierten Abbau von XRN1 und PAN3 bewirkt (Dougherty et al., 2011). So ware
denkbar, dass Coronaviren ebenfalls in der Lage sind, bestimmte Proteine der P-body
Komplexe abzubauen und hierdurch die Zahl der Interaktionen von EDC4 und XRN1
nach einer Infektion zu senken.

Die Ergebnisse der nur einmalig gegen Ende der experimentellen Arbeiten
durchgefiihrten Westernblots bediirfen jedoch einer genauen Uberpriifung, da friihere in
der Arbeitsgruppe mehrfach durchgefiihrten Versuche zeigen konnten, dass es durch die
Infektion von HelLa oder HUH7 Zellen mit HCoV-229E zur keiner Degradierung der
Proteine EDC4 und XRN1 kommt (Poppe, 2017). Jedoch wurde eine Virus-vermittelte
Dephosphorylierung von EDC4 am Serin 741 beobachtet, deren Funktion unbekannt ist
(Poppe, 2017).

Maglicherweise flhrt diese Dephosporyliedung von EDC4 am Serin 741 zu einer
Konformationsédnderung des Proteins und reduziert so die Interaktion mit XRN1. So
konnte die in dieser Arbeit beobachtete signifikante Abnahme der Interaktion von
EDC4 und XRN1 nach der Infektion der Zellen erklart werden.

Eine phosphorylierungsabhangige Anderung der Proteinkonformation von EDC4
konnte z.B. mittels NMR-Spektroskopie in vitro untersucht werden.

Weiterhin ware es wichtig, in Coronavirus-infizierten Zellen die anderen heterodimeren
Interaktionen von P-body Faktoren mit den hier gezeigten PLA Techniken zu
untersuchen und die globale Decapping Aktivitat der Zellen mittels immunpréazipitierten
DCP2 Komplexen in vitro zu quantifizieren (Rzeczkowski et al., 2011), um die Effekte

der RNA-Virusinfektion auf das P-body System besser verstehen zu kdnnen.
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6 Zusammenfassung/ Abstract

6.1 Zusammenfassung
Processing bodies (P-bodies) sind rundliche, membranlose, zytoplasmatische

Ribonukleoprotein-Strukturen, welche Decapping Komplexe, Komponenten des 5°-3°
MRNA-Abbaus sowie untranslatierte mMRNA enthalten. Durch das Zytokin Interleukin
(IL)-1 kommt es innerhalb einer Zelle zur Aktivierung einer IL-1 induzierten
proinflammatorischen Signalkaskade, bestehend aus den NFkB, JNK und p38 MAP
Kinase Signalwegen gefolgt von einer Reprogrammierung der Genexpression, die zur
NF«kB-induzierten mRNA Expression von Zytokinen (IL-6), Chemokinen (IL-8), sowie
IxBa, dem negativen Regulator von NF«xB, fuhrt. In dieser Arbeit wurde durch die
kirzlich in der Arbeitsgruppe etablierte Methode des Immunfluoreszenz-Proximity-
Ligation-Assays untersucht, ob IL-1 einen Einfluss auf die Proteininteraktionen der
Decapping Komplexe ausiibt und wie diese sich zur der Anzahl an P-bodies verhalten.
Es zeigte sich, dass in humanen epithelialen HeLa Karzinomzellen ein GroRteil der
Decapping-Faktoren in Subkomplexen aul3erhalb der P-bodies lokalisiert ist und nur ein
sehr kleiner Teil dieser Proteine sich zu einem gegebenen Zeitpunkt in P-bodies
befindet. Dartber hinaus konnte durch IL-1 mittels der PLA eine signifikante Zunahme
der EDC4 Proteinexpression auf Einzelzellebene beobachtet werden. Die dimeren
Interaktionen von DCPla, DCP2, EDC4, EDC3 und XRN1 waren konstitutiv
nachweisbar und bis auf die Interaktion von EDC4 und XRN1 nicht IL-1 reguliert.
Dagegen fiihrte eine Infektion der Zellen mit dem humanen Coronavirus 229E (HCoV-
229E) zu einer Reduktion der Interaktion von EDC4 und XRN1 auf Einzelzellebene.
Insgesamt zeigte sich durch die Stimulation mit IL-1 keine signifikante Zunahme der P-
bodies. Eine inhomogene Reaktion der HeLa-Zellen auf IL-1 fand sich auch hinsichtlich
der Aktiverung des NFxB Signalwegs, da nur ca. 50-60% der Zellen eine nukledre
Translokalisation von p65 NFkB aufwiesen. Zusammenfassend zeigen diese
systematischen Analysen, dass eine Reihe an Antikdrper Kombinationen geeignet sind,
um die verschiedenen Protein:Protein Interaktionen von P-body Komponenten auf dem
endogenen Expressionslevel in einzelnen Zellen sensitiv und spezifisch nachzuweisen.
Da der grofiite Teil dieser Komplexe ausserhalb von P-bodies lokalisiert ist, unterstitzen
diese Daten zudem das Modell, nach dem P-bodies Speicher- und nicht Abbauorte von
MRNAS sind.
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6.2 Abstract

Processing bodies (P-bodies) are round, membraneless, cytoplasmic ribonucleoprotein
structures containing decapping complexes, components of the 5'-3' mMRNA degradation
pathway, and untranslated mRNA. The cytokine interleukin (IL)-1 results in the
activation within a cell of an IL-1-induced proinflammatory signaling cascade
consisting of the NF«xB, JNK, and p38 MAP kinase signaling pathways followed by
reprogramming of gene expression leading to NF«kB-induced mRNA expression of
cytokines (IL-6), chemokines (IL-8), and IxBa, the negative regulator of NFkB. In this
work, the immunofluorescence proximity ligation assay method recently established in
the group was used to investigate whether IL-1 exerts an influence on the protein
interactions of the decapping complexes and how these relate to the number of P-
bodies. It was shown that in human epithelial HeLa carcinoma cells, the majority of
decapping factors are localized in subcomplexes outside P-bodies and only a very small
fraction of these proteins are present in P-bodies at any given time. In addition, a
significant increase in EDC4 protein expression at the single cell level was observed
upon IL-1 treatment using the PLA. The dimeric interactions of DCP1la, DCP2, EDC4,
EDC3, and XRN1 were constitutively detectable and, except for the interaction of
EDC4 and XRN1, were not IL-1 regulated. In contrast, infection of cells with human
coronavirus 229E (HCoV-229E) resulted in a reduction in the interaction of EDC4 and
XRN1 at the single cell level. Overall, stimulation with IL-1 did not produce a
significant increase in P-bodies. An inhomogeneous response of Hela cells to IL-1 was
also found with respect to activation of the NFxB signaling pathway, as only
approximately 50-60% of cells exhibited nuclear translocalization of p65 NF«xB.In
summary, these systematic analyses demonstrate that a number of antibody
combinations are suitable for sensitive and specific detection of the various
protein:protein interactions of P-body components at the endogenous expression level in
single cells. Furthermore, since the majority of these complexes localize outside of P-
bodies, these data support the model that P-bodies are storage rather than degradation
sites of MRNAs.
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