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1 Einleitung

1.1 Haut

Die Haut stellt die aulere Begrenzung des Menschen zu seiner Umwelt dar. Diese
den gesamten Organismus umschlieRende Hille hat eine Gesamtflache von 1,5-2

m?, die von KérpergréRe und Gewicht des einzelnen Individuums abhangt.

Stratum
corneum

Stratum
granulosum

Stratum
spinosum

Epidermis
Langerhans-
zelle

Melanozyt

Stratum
basale

= Fibroblast

Dermis

Mastzelle

Kollagen-
Fasern

Subcutanes
Fettgewebe

Abbildung 1.1 Die menschliche Haut.

Die Haut des Menschen wird in Epidermis (Oberhaut) und Dermis (Lederhaut) unterteilt. Die
Epidermis ist ein verhornendes Plattenepithel ektodermaler Abkunft, das zu 90% aus Keratinozyten
besteht. Sie ist aus vier Zellschichten aufgebaut und enthadlt neben den Keratinozyten auch die
symbiontischen Melanozyten und Langerhanszellen. Die Epidermis ist einem standigen
Erneuerungsprozess unterworfen. Die Keratinozyten stammen aus der Basalschicht. Mit Verlassen
dieser Schicht beginnen die Zellen irreversibel mit der terminalen Differenzierung. Die Zellen des
Stratum spinosum sind gréRer und stoffwechselaktiver, verlieren dann im Stratum granulosum ihre
Organellen und sterben ab. Die Dermis ist eine vorwiegend aus Kollagenfasern bestehende
Bindegewebsschicht. Der vorherrschende Zelltyp ist der Fibroblast. Fibroblasten sind spindelférmige
Zellen mit langen Fortsatzen, die die Fasern und die Matrix der Dermis synthetisieren.

Basalmembran



1 Einleitung 10

Die Haut dient der Kommunikation mit der Umgebung, steht im engen Kontakt mit
dem Immunsystem und dient dem Schutz vor physikalischen, chemischen und
biologischen Schadigungen. Sie ist an wichtigen Prozessen wie zum Beispiel der
Regulation des Wasser- und Salzhaushaltes, der Thermoregulation, der Aufnahme
von Sauerstoff und der Ausscheidung von Stoffwechselprodukten beteiligt.
Histologisch betrachtet unterteilt sich die Haut in Dermis (Lederhaut) und Epidermis
(Oberhaut), die durch die Basallamina voneinander getrennt werden und die dritte
und tiefste Schicht, die Subkutis. Sie besteht hauptsachlich aus Fettgewebe in
variabler Menge. Die Haut differenziert sich aus dem aufReren (Ektoderm) und dem
mittleren Keimblatt (Mesoderm). Dabei entwickeln sich die epithelialen Strukturen der
Haut (Epidermis, Haare und Nagel) vorwiegend aus dem Ektoderm. Aus dem
Mesoderm entwickelt sich die Dermis mit den Gefalien.

Die Epidermis ist histologisch betrachtet ein 4-schichtiges verhorntes Plattenepithel.
Die unterste Schicht ist das Stratum basale. Diese Schicht ist aus proliferierenden
Keratinozyten mit eingestreuten Langerhans-Zellen und den pigmentbildenden
Melanozyten aufgebaut. Darlber befindet sich das vielschichtige Stratum spinosum
(Stachelzellenschicht), in dem die Keratinozyten gréfRer und polygonal werden. Diese
Keratinozyten befinden sich bereits in der terminalen Differenzierung und zeichnen
sich durch eine erhdhte Stoffwechselaktivitat aus. Untereinander sind diese Zellen
durch stachelartige Interzellularbriicken verbunden, die als Desmosomen bezeichnet
werden.

Das Stratum granulosum (Kornerschicht) mit seinen Kornerzellen bildet eine bis
mehrere Schichten aus. Merkmale dieser Zellen sind die Keratohyalingranula, dichte
Makrofibrillen aus Keratinbiindeln, eine reduzierte metabolische Aktivitat und den
Verlust der Organellen aus.

Im Stratum corneum (Hornschicht), der aulRersten Schicht der Epidermis, befinden
sich 10-20 Zelllagen fest koharenter, plattchenartiger kernloser hexagonaler
Korneozyten, die aus einer amorphen Proteinmatrix, umhullt von einem starren
,cornified Envelope® bestehen. Die Hornzellen sind die Zellen des Koérpers mit dem
grofdten Durchmesser (ca. 30 ym). Da das Stratum corneum kontinuierlich durch die
Proliferation der basalen Keratinozyten gebildet wird, kann dessen Dicke nur durch
stetiges Abschuppen an der Hautoberflache konstant gehalten werden.

Die Epidermis ist ein Proliferationsgewebe, unterliegt also einer dauerhaften

Erneuerung. Unter gesetzmalliger Veranderung ihrer Struktur durchwandern die
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Keratinozyten die suprabasalen Schichten bis zum Stratum corneum. Dieser
Vorgang wird als terminale Differenzierung bezeichnet.

Die Dermis ist das unter der Epidermis gelegene Bindegewebe, das sich in der Tiefe
bis zum subkutanen Fettgewebe erstreckt. Es handelt sich um ein fibroelastisches
Gewebe von hoher Reil¥festigkeit und ist der Trager der die Haut versorgenden
Nerven und Gefalle. lhre Hauptkomponenten sind Fibroblasten, Mastzellen und
andere Gewebezellen, die in eine gelartige Grundsubstanz aus Proteoglykanen
eingebettet sind. Flr die Summe aller extrazellularen, fibrillaren Strukturen und
I6slicher Substanzen wird der Begriff ,extrazellulare Matrix“ verwandt.

Die dominierenden Zellen der Dermis sind die kollagensezernierenden Fibroblasten,
deren inaktive Form nach Beendigung der Kollagensynthese Fibrozyt genannt wird.
Fibroblasten sind spindelférmige Zellen mit langen Zellfortsatzen, die ein Netzwerk
bilden. Diese wenig spezialisierten Bindegewebszellen, die Uberall im Korper in
Bindegeweben vorkommen, besitzen ein ausgepragtes endoplasmatisches Riticulum
und einen gut entwickelten Golgiapparat, was fur eine hohe Syntheseaktivitat dieser
Zellen spricht. Nach vollstandiger Differenzierung kbnnen aus den wenig
spezialisierten Fibroblasten Fettzellen, glatte Muskelzellen, Chondrozyten u.a.
entstehen. |hre solitare Lebensweise und ihr geringer Differenzierungsgrad sind
wahrscheinlich ein Grund daflr, dass sie sich relativ einfach in Kultur halten lassen.
Recht zahlreich in der Dermis sind auch die Histiozyten (Makrophagen). lhre
Vorlaufer, die Monozyten wandern vom Knochenmark Uber die Blutbahn in das
Gewebe ein und differenzieren am Ende in der Dermis. Sie phagozytieren
abgestorbene Zellen, speichern Antigene, produzieren Interferone und nehmen an
immunologischen Reaktionen teil.

Mastzellen sind Effektorzellen, die ubiquitar in der Dermis vorkommen. Sie sind
immobil, langlebig und im Verhaltnis zu anderen Zellen sehr grol3. Sie besitzen
hochaffine IgE-Rezeptoren an der Zellmembran. Die Mastzellen produzieren ein
breites Spektrum von Mediatoren, mit denen sie allergische und entzindliche

Reaktionen vermitteln konnen.
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1.2 CC-Chemokine und Chemokin-Rezeptoren

Die Pathogenese von Entzindungsreaktionen ist ein sehr komplexes Geschehen, bei
dem eine Vielzahl von Mediatoren eine Rolle spielen. Zytokine bilden eine Gruppe
biologisch hoch aktiver Glycoproteine, die Wachstum, Funktion und Differenzierung
von Immunzellen, aber auch anderer Zellen wie Fibroblasten und Keratinozyten
modulieren kdnnen (Braun-Falco, 1996). Diese chemischen Mediatoren sind bereits
in nano- bis picomolaren Konzentrationen wirksam. Daher ist ihre Konzentration in
der Zelle auch nicht sehr hoch (10-10.000 Molekule pro Zelle). Sie regulieren die
Starke und Dauer der Immunantwort, indem sie Einfluss auf das Uberleben, die
Proliferation, Reifung, Form, Phagozytose-Aktivitat und Differenzierung von Zellen
sowie auf die Syntheserate biologisch aktiver Molekile nehmen. Ihre Bindung an die
Zielzellen erfolgt Uber spezifische Rezeptoren. Durch die Einflussnahme auf die
DNA, RNA und Proteinbiosynthese wird das Verhalten der Zelle verandert. Zytokine
wirken unterschiedlich auf verschiedene Zellen und zeigen pleiotrophe Effekte. Viele
Zytokine wirken gleichzeitig auf gemeinsame Zielzellen, entweder synergistisch oder
antagonistisch, oder regulieren die Synthese und Freisetzung anderer Zytokine. Zu
den Zytokinen zahlen die von Lymphozyten gebildeten Lymphokine, die von
Monozyten produzierten Monokine, die Interleukine (IL-1 bis IL18), die Interferone
(IFN-a., -B, -y) und die ,colony stimulating factors” (CSF).

Eine besondere Untergruppe der Zytokine sind die Chemokine (Chemoattractant
cytokines). Auf dem International Symposium on Chemotactic Cytokines (1992)
einigte man sich, diese Gruppe ,Chemokine” zu nennen, um damit die beiden
Eigenschaften chemotaktisch wirkender Zytokine zu kombinieren. Definiert wird
diese Untergruppe der Zytokine durch strukturelle Homologien ihrer Mitglieder. Alle
Chemokine zeigen in vitro neben anderen fur Zytokine typischen Eigenschaften die
Fahigkeit zur Chemotaxis auf eine oder mehrere Arten von Blutzellen. Im Tierversuch
konnte gezeigt werden, dass Chemokine nach intradermaler Applikation die Bildung
von zellularen Entzindungsinfiltraten hervorrufen konnen (Meurer et al., 1993). Die
Produktion und Sekretion von Chemokinen kann durch proinflammatorische Faktoren
wie z.B. Lipopolysaccaride, Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) oder Interleukin 1 (IL-1)
induziert werden (Murphy, 1994).

Bei den Chemokinen handelt sich um basische Heparin-bindende Proteine mit einer

Lange von 70-80 Aminosauren und einem Molekulargewicht zwischen 7 und 16 kDa.
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Sie werden von verschiedenen Zellen des Immunsystems produziert und kénnen
Uber die Ausbildung eines chemotaktischen Gradienten die Migration von Zellen des
Immunsystems auslosen und kontrollieren. Alle CC- und CXC-Chemokine besitzen
vier hoch konservierte Cysteinreste, Uber die zwei Disulfidbricken gebildet werden,

wodurch das Protein eine hohe Stabilitat erhalt.

I I
XXXXXXXXXXXXXXCCXXXXXXXXXXXXXXXXXCXXXXXXXXXXXCXXXXX

Abbildung 1.2 Schematische Darstellung eines CC-Chemokins.

Die Abbildung zeigt die Verteilung von 4 konservierten Cysteinresten und die Ausbildung der
Disulfidbriicken am Beispiel eines CC-Chemokins. Dabei steht C in der Abbildung fiir Cystein und X
fur eine beliebige Anzahl anderer Aminosauren.

Aufgrund von Sequenzhomologien und der Sequenz in der Umgebung der ersten
beiden Cysteine werden die Chemokine in vier Untergruppen unterteilt.

Bei den CXC-Chemokinen sind die ersten beiden N-terminalen Cysteine durch eine
nicht konservierte Aminosaure voneinander getrennt. Alle Gene dieser Unterfamilie
der Chemokine sind auf Chromosom 4 lokalisiert. Diese Chemokine wirken
chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten und Lymphozyten (Baggiolini and
Clarklewis, 1992). Mitglieder der CXC-Familie sind z.B. IL-8, ,growth-related
oncogene” (Gro), ,platelet factor-4“ (PF-4) und ,interferon gamma inducible Protein-
10“ (IP-10).

Die Gruppe der CC-Chemokine ist durch die direkte Nachbarschaft der ersten beiden
Cysteine gekennzeichnet. Die meisten Gene dieser Chemokin-Unterfamilie sind auf
Chromosom 17 lokalisiert. Einige vor kurzer Zeit entdeckte CC-Chemokine (Eotaxin-
1,-2,-3) finden sich auf Chromosom 7. CC-Chemokine wirken chemotaktisch auf
Monozyten (Schall, 1991), Lymphozyten (Bischoff et al., 1992), eosinophile und
basophile Granulozyten (Alam et al., 1994). Im Gegensatz zu CXC-Chemokinen
wirken sie nicht auf neutrophile Granulozyten. Zu der CC-Familie zahlen unter
anderem ,monocyte chemotactic protein-1 bis 4“ (MCP-1 bis 4), ,macrophage
inflammatory protein-1“ (MIP-1), die Eotaxine 1 bis 3 und ,regulated on activation

normal T-Cell expressed and secreted” (RANTES).
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Gensymbol |Genname Alte Bezeichnung

SCYA 5 CCL5 RANTES, CCL5

SCYA7 CCL7 MCP-3, NC28, FIC, MARC
SCYA 11 CCL8 Eotaxin-1

SCYA 13 CCL13 MCP-4, NCC-1, CKb10
SCYA 24 CCL24 Eotaxin-2, MPIF-2, CKb6
SCYA 25 CCL26 Eotaxin-3

Tabelle 1.1 Nomenklatur der Eosinophil-chemotaktisch wirkendenden
CC-Chemokine (Zlotnik and Yoshie, 2000)

Die C-Chemokine, von denen bislang nur zwei Vertreter, das Lymphotaktin CL-1 und
CL-2 bekannt sind (Kelner et al., 1994), sind durch nur ein einzelnes Cystein im N-
terminalen Bereich des Proteins gekennzeichnet und auf dem Chromosom 1
lokalisiert. Sie wirken chemotaktisch auf CD8+-exprimierende Lymphozyten.

Die CX3C-Chemokine bilden die vierte Gruppe der Chemokine, denen bis heute nur
das Fractalkin zugeordnet werden konnte (Bazan et al., 1997). Bei diesem Chemokin
sind die ersten beiden N-terminalen Cysteine durch drei nicht konservierte
Aminosauren voneinander getrennt. Fractalkin unterscheidet sich in mehreren
Eigenschaften von den Ubrigen Chemokinen. Mit 397 Aminosauren ist es viel groRer
als die anderen Chemokine und besitzt einen Transmembran-Anker.

Die Leukozyten erkennen die Chemokine durch Rezeptoren, von denen bis heute 16
verschiedene bekannt sind. Die Chemokin-Rezeptoren stellen eine Unterfamilie der 7
Transmembran-G-Protein-gekoppelten Rezeptoren dar. Der C-Terminus dieser
Rezeptoren ragt ins Zytoplasma hinein, wohingegen sich der N-terminale Teil im
extrazellularen Raum befindet und dort fur die Bindung der Chemokine verantwortlich
ist. Die intrazellularen Loops und der C-Terminus sind wichtig fur die

Signalubertragung.
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g:?::lf)l\(,i?\r;n Chemokine Rezeptoren Bemerkungen
CXC IL-8 CXCR1

IL-8, NAP-2, u.a. CXCR2

IP-10, Mig CXCR3

SDF-1 CXCR4 HIV KO-Rezeptor
cC RANTES, MIP-1a,, MCP-2, |CCR1

MCP-3

MCP-1 bis 4, Eotaxin-1, CCR2

RANTES

MCP-1, MCP-4 CCR3

Tabelle 1.2 Chemokine und Chemokin-Rezeptoren

Die Chemokin-Rezeptoren werden aufgrund ihrer Bindungseigenschaften in CXCR-
und CCR-Rezeptoren unterteilt. Gewisse Rezeptoren binden nur einzelne
Chemokine, andere hingegen mehrere. Entsprechend weisen die Chemokine
unterschiedliche Selektivitaten fur die verschiedenen Rezeptoren auf.

Alle Rezeptoren sind das Produkt jeweils eines einzelnen Gens und redundant an G-

Proteine gekoppelt.

1.3 Eosinophil-chemotaktisch wirkende CC-Chemokine

Untersucht man die betroffene Haut von Patienten, die an atopischer Dermatitis
leiden, findet man als Charakteristikum oft Uberreste degranulierter eosinophiler
Granulozyten und manchmal sogar noch intakte eosinophile Granulozyten in der
Dermis. Ahnliches gilt auch fiir von allergischen Reaktionen und parasitaren
Infektionen betroffene Haut. Die Funktion der Eosinophilen bei diesen
Hauterkrankungen ist bis zum heutigen Tage nur unvollstandig verstanden. Die
Degranulation von Eosinophilen kann zu einer schweren Gewebeschadigung flihren
und spielt daher eine wichtige Rolle im entzindlichen Geschehen dieser
Hauterkrankungen.

Eosinophile Granulozyten (Eos) sind polymorphkernige Granulozyten, die unter
,gesunden® Bedingungen nur etwa 2,5-3% der im Blut befindlichen Leukozyten
ausmachen. Eos werden vom Knochenmark unter dem Einfluss der Zytokine IL-5, IL-
3 und GM-CSF gebildet. Es handelt sich um vollstandig differenzierte Zellen, die man

beim Menschen hauptsachlich in Geweben findet, die in Kontakt zur Aul3enwelt
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stehen, wie z.B. Haut, Gastrointestinaltrakt und respiratorischer Trakt (Behm and
Ovington, 2000). Es wird vermutet, dass die Eos neben der Abwehr von
Mikroorganismen eine entscheidende Rolle bei der Abwehr von Wurminfektionen
spielen (Rankin et al., 1990). Neben dieser primaren Funktion wird vermutet, dass sie
mit zur Wundheilung beitragen und als Antigen prasentierende Zellen agieren (Behm
and Ovington, 2000).

Typisch fur diese Zellen sind Vesikel mit kristallinen Bereichen, die zum Teil dem
endosomal/lysosomalen System angehoéren oder Exocytosevesikel darstellen. Diese
Vesikel enthalten mehrere toxische Proteine wie z.B. das major basic protein (MBP)
oder das eosinophile kationische Protein, das gegen Mikroorganismen oder grof3ere
Parasiten eingesetzt wird. Das MBP dient der Abwehr von Wirmern, in deren
Oberflache es sich einlagert. Diese nicht endocytierbaren Parasiten werden von den
Eosinophilen regelrecht belagert, besonders wenn Antikérper an deren Oberflache
gebunden haben. An die Parasiten geheftet schutten sie die Inhalte ihrer Vesikel aus,
um sie abzutoten. Weiterhin sind diese Granulozyten in der Lage, nach Aktivierung
Zytokine und weitere Botenstoffe zu produzieren.

Wahrend man unter normalen Bedingungen nur eine geringe Anzahl von Eos im Blut
und im Gewebe anfindet, kdnnen Eos im akuten Fall einer Entzindung in praktisch
jedem Gewebe selektiv angereichert vorgefunden werden. Als chemotaktische
Mitverursacher dieser Infiltration kommen eosinophil spezifische Chemokine in
Betracht, zu denen Eotaxin-1, Eotaxin-2, Eotaxin—3, MCP-2, MCP-3, MCP-4 und
RANTES zahlen.

Das CC-Chemokin RANTES (CCL 5) war das erste entdeckte Chemokin, das eine
chemotaktische Wirkung auf Eosinophile zeigte (Kameyoshi et al., 1994). RANTES
wird auler von T-Lymphozyten und von Thrombin aktivierten Blutplattchen (Moritani
et al., 1998), auch von Epithelzellen, des Bronchialtraktes und von Eosinophilen
selbst gebildet (Berkman et al., 1996). Neben der chemotaktischen Wirkung auf
Eosinophile hat es ebenfalls Wirkung auf Monozyten, CD4+ und CD45RO+ Memory-
T-Zellen. RANTES bindet an die Rezeptoren CCR-1, CCR-3, CCR-4 und CCR-5.
Das Gen, das fur das RANTES-Protein kodiert, ist auf Chromosom 17 lokalisiert.

Wie RANTES gehoren auch die ,Monocyte chemoattractant proteins® (MCP'‘s) zur
Gruppe der CC-Chemokine. Sie haben, wie der Name schon verrat, eine
ausgepragte chemotaktische Wirkung auf Monozyten. Dartber hinaus haben MCP-2
(YA 8), MCP-3 (CCL 7) und MCP-4 (CCL 13) eine chemotaktische Wirkung auf
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Eosinophile und Basophile. MCP-1 (CCL 2) dagegen wirkt chemotaktisch auf
Basophile und zeigt keinerlei Wirkung auf Eosinophile.

MCP-1 bindet an den Rezeptor CCR-2, MCP-2 an CCR-2 und CCR-3, MCP-3 an
CCR-1, CCR-2 und CCR-3 und MCP-4 an den Rezeptor CCR-2 und CCR-3. Die
Gene der MCP’s sind alle auf dem Chromosom 17 in einem Cluster lokalisiert.

Eosinophile Monozyten Neutrophile

SRR /

niedrig

[Eotaxin]

A

Gewebe

sinophiie Granulozyten
vandern gegen die héchste
otaxin-Konzentration

Quelle eotaktisch
wirkender Faktoren

Abbildung 1.3 Infiltration von eosinophilen Granulozyten in ein Gewebe.

Eosinophilen-spezifische Chemokine wie Eotaxin-1 und MCP-4 und RANTES sind Ausloser fiir eine
Infiltration von eosinophilen Granulozyten aus dem Blut in das Gewebe. Chemotaxis ist die Migration
von Zellen (hier Leukozyten) in Richtung auf eine ansteigende Konzentration von chemotaktisch
wirkenden Faktoren. Eotaktisch wirkende Chemokine wirken selektiv auf eosinophile Granulozyten,
nicht aber auf neutrophile Granulozyten oder Monozyten. Infiltration von eosinophilen Granulozyten in
Gewebe ist charakteristisch fiir entzlindliche Krankheiten wie atopische Dermatitis und Asthma.

Die Eotaxine (Eotaxin-1, Eotaxin-2 und Eotaxin-3) gehdren ebenfalls zur Gruppe der
CC-Chemokine und wirken selektiv auf Eosinophile. Eotaxin-1, Eotaxin-2 und

Eotaxin-3 binden ausschliel3lich an den CCR-3-Rezeptor. Das Eotaxin-1-Gen ist in
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dem gleichen Cluster auf Chromosom 17 lokalisiert wie die MCPs. Die Gene, die fur

Eotaxin-2 und Eotaxin-3 kodieren, sind dagegen auf Chromosom 7 lokalisiert.

1.4 TH1 und TH2 vermittelte Immunantwort

Die allergischen Erkrankungen Asthma, Heuschnupfen und atopische Dermatitis
gehoren zu den atopischen Erkrankungen. Atopische Erkrankungen werden durch
einen erhdhten IgE-Spiegel im Serum definiert. Nachdem 1967 Johansen in
Schweden und Ishizakas in den Vereinigten Staaten unabhangig voneinander den
IgE- Antikorpertyp entdeckten, sind grof3e Fortschritte im Verstandnis der zellularen
und molekularen Mechanismen von atopischen Erkrankungen gemacht worden.
Gleichzeitig ist mit dieser Entwicklung eine standige Zunahme des Auftretens dieser
Erkrankungen weltweit zu verzeichnen.

Allergische Erkrankungen wie das allergische Kontaktekzem verlaufen ohne eine
Erhohung des IgE-Spiegels und reagieren mit anderen spezifischen Komponenten
des Immunsystems. Im Zentrum der Entscheidung, ob der Korper ein fremdes
Protein als Allergen erkennt und dementsprechend darauf reagiert, steht die
Richtung, in die die CD4-T-Helfer-Zellen polarisiert werden. Ein Allergen, das in den
Korper gelangt ist, sei es durch einen Insektenstich in die Haut oder durch Einatmen
Uber die Schleimhautoberflachen der Lunge, wird von Antigen-prasentierenden-
Zellen (antigen presenting cells, APCs) wie dendritischen Zellen oder Makrophagen
aufgenommen und in die Lymphorgane transportiert. Dort, im Allgemeinen in den
Lymphknoten oder der Milz, werden einzelne Peptide, in die das Allergen zerlegt
wurde, von den APCs auf MHC-II-Komplexen der zellularen Umgebung prasentiert.
Mit den auf MHC-II-Komplexen prasentierten Peptiden in Wechselwirkung stehenden
CD4+-THelfer-Zellen, die zu den T-Lymphozyten gehoren.

T-Lymphozyten entstehen aus Abkdmmlingen von Zellen im Knochenmark, die in
den Thymus wandern. Im Thymus kénnen sie zu mehreren Typen differenzieren.
Linien, deren Rezeptoren mit MHC-II-Rezeptoren in Wechselwirkung stehen, werden
zu Helferzellen und Linien, die mit MHC-I-Rezeptoren in Wechselwirkung stehen,
werden zu Killerzellen. AuBerdem werden im Thymus Zellen aussortiert, deren T-
Zell-Rezeptoren auf korpereigene Antigene reagieren. So steht der Immunabwehr
eine Vielzahl von CD4+-Zellen zur Verfligung, wovon jede auf ein spezifisches, aber

noch unbekanntes Antigen, reagieren kann. Diese Zellen halten sich vorrangig im
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lymphatischen System auf (Robey and Fowlkes, 1994).

Die meisten Immunantworten, die durch CD4+-T-Zellen gesteuert werden, kdnnen
nach den mit ihnen verknupften Immunreaktionen in zwei polarisierte Typen
unterschieden werden. Man kann den einen Typ in erster Naherung als
zellvermittelte Immunantwort und den anderen als Antikorper-vermittelte oder
humorale Immunantwort bezeichnen. Die zellvermittelte Immunantwort ist durch
Makrophagen, zytotoxische T-Zellen, Produktion von opsonierenden und
Komplement aktivierenden Antikorpern sowie eine von Phagozyten dominierten
Entzindungsreaktion gekennzeichnet (Romagnani, 1997). Bei der humoralen
Immunantwort ist im Gegensatz dazu eine Inhibierung der Phagozyten zu
beobachten, bei der es sich um eine starke Antikorperantwort handelt, wobei die IgE-
Antikorper eingeschlossen sind, sowie eine Differenzierung und Aktivierung von
Eosinophilen (Romagnani, 1997). Fur den Verlauf einer Erkrankung ist von
entscheidender Bedeutung, mit welchen Mitteln der Korper auf die Krankheitserreger
reagiert. Betrachtet man zum Beispiel den Verlauf von Lepra, einer durch
Mycobacterium leprae verursachten Infektionskrankheit der Haut, so bedeutet die
Entscheidung flr die zellvermittelte Immunantwort die Auspragung einer abheilenden
tuberkoloiden Form, wohingegen die Entscheidung fur die antikdrpervermittelte
Immunantwort zur unkontrollierten Form mit schweren Verstummelungen fuhrt (Turk
and Bryceson, 1971).

Die Polarisierung zur TH1- oder TH2-Zelle findet zusammen mit der Aktivierung in
den lymphatischen Organen statt. Eine aktivierte APC prasentiert auf dem MHC-II-
Komplex einer naiven sogenannten ThO-Zelle ein Antigen. Passt dieses Antigen zum
T-Zellrezeptor (T cell receptor; TCR), wird diese T-Zelle aktiviert. Welcher TH-Typ
sich ausbildet, ist offensichtlich von mehreren Faktoren abhangig. Die
Interpretationen gehen von einer Vielzahl von Umwelteinflissen und genetischen
Faktoren aus, die bei der Antigenprasentation zum Tragen kommen. Umweltfaktoren
sind die Art, wie das Antigen aufgenommen oder appliziert wurde, die physikalische
Form und auch die Dosis des Immunogens.

Klassische TH1 ausldésende Immunogene sind die meisten Mikroben, wie zum
Beispiel Listeria. TH2-Immunogene sind Helminthen (Wurmer) und unter
bestimmten Umstanden Allergene. Die genetischen Faktoren wirken auf
verschiedene, an der Entstehung des Phanotyps beteiligte Komponenten. Wichtig ist

die Gruppe von Rezeptoren, die die Interaktion mit der APC-CD4+-Zelle herstellt, wie
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zum Beispiel der T-Zell-Rezeptor und auch Korezeptoren.

Korezeptoren der APC wie B7-1(CD80) und B7-2(CD86) stehen in Wechselwirkung
mit entsprechenden Rezeptoren der T-Zelle wie CD28. Eine die Th2-Polarisierung
unterstitzende Wechselwirkung ist zum Beispiel die Interaktion von B7-2 und CD28
(Lenschow et al., 1996).

Der zweite wichtige, durch den Genotyp beeinflusste und fur die Spezifitat der
Polarisierung mafigebliche Einfluss ist die Dominanz bestimmter Zytokine bei der
Antigenprasentation.

TH1-Zellen entstehen erstens bei IL-12-Stimulation, zweitens bei IL-18- oder IFN-y-
Stimulation und drittens bei Abwesenheit friiher IL-4-Stimulation (Hsieh et al., 1993;
Manetti et al., 1993; Novick et al., 1999). I n vivo werden IL-12, IFN-yund IL-18
durch die APC bereitgestellt. Es ist erwahnenswert, dass durch IL-12 auch NK-Zellen
aktiviert werden, die wiederum die Wirkung der von der APC ausgeschutteten
Zytokine durch Ausschuttung von IFN-y unterstutzen.

TH2-Zellen entstehen durch IL-4-Stimulierung. IL-4 kann in geringen Mengen durch
die TH-Zelle selbst sezerniert werden, wenn der Rezeptor CD28 entsprechend
stimuliert wurde. In einem autokrinen Mechanismus steigert sich diese IL-4-Synthese

dann.

1.5 Der Jak/Stat-Signaltransduktionsweg des aktivierten IL-4-

Rezeptors

Die Signaltransduktion von Interleukin 4 (IL-4) wird durch Oligomerisierung von
membrangebundenen Rezeptorproteinen eingeleitet. Dies geschieht in einem
zweistufigen Vorgang uber zwei seperate Bindungsepitope auf dem IL-4-Molekdl.
Das reife humane IL-4 ist ein monomeres Protein, das aus 129 Aminosauren besteht
und zwei potenzielle Glykosilierungsstellen besitzt. Es zeigt nach Expression in
eukaryotischen Zellen ein vom Glykosilierungsgrad abhangiges Molekulargewicht
von 15 bis 20 kDa.

Im ersten Schritt bindet IL-4 mit hoher Affinitat an die a-Kette des Rezeptors. Dieser
praformierte 1:1-Komplex, der allein nicht in der Lage ist, ein zellulares Signal zu
vermitteln, bindet im zweiten Schritt (Aktivierungsschritt) an die zweite
Rezeptoruntereinheit yc. Dieser heterodimere Rezeptorkomplex fuhrt schliellich zur

Signalausldsung.
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Die Signaltransduktion der Zytokinrezeptoren ist durch ein dynamisches
Gleichgewicht von Phosphorylierung und Dephosphorylierung zellularer Serin-,
Threonin- oder Tyrosin-Kinasen und den entsprechenden Phosphatasen
gekennzeichnet. Der |L-4-Rezeptor weist wie viele andere Zytokinrezeptoren auch
keine interne enzymatische Aktivitat auf und ist bei der Signalweiterleitung in das
Innere der Zelle auf eine Reihe von assoziierten cytoplasmatischen Proteinen
angewiesen. Nach Ligandenbindung und Rezeptordimerisierung werden Kinasen
aktiviert, die sich gegenseitig phosphorylieren. Diese cytoplasmatischen Kinasen
gehoren zur Janus-Familie der Kinasen, die aus einer Gruppe naher verwandter
Enzyme besteht, die man als Jak1, Jak2, Jak3 und Tyk2 bezeichnet. Die aktivierten
Kinasen wiederum phosphorylieren und aktivieren Mitglieder einer Proteinfamilie, die
man SignalUbertrager und Aktivatoren der Transkription (Signal Transducers and
Aktivators of Transkription, STATs) nennt. STATs gehéren zur Gruppe der
Transkriptionsfaktoren, die spezifisch an DNA-Abschnitte binden und so der

Genregulation dienen.
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Abbildung 1.4 Modell des aktivierten IL-4-Rezeptors mit den assoziierten

Signalmolekuilen des Jak/Stat-Signalwegs.

Nachdem die IL-4R-o-Kette durch die Jak-Kinasen phosphoryliert wurde, assoziieren Stat6-Molekile
Uber ihre SH2-Domane und werden anschlielend phosphoryliert. Diese Phosphorylierung verursacht
die Bildung von dimeren Stat6-Komplexen, die in den Kern wandern. Im Kern bindet Stat6 an
responsive Elemente im Promotorbereich verschiedener Gene.
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Der einzige Signaltransduktionsweg des IL-4-Rezeptors, dessen Weiterleitung
detailliert verstanden ist, beginnt mit der Aktivierung der Jak-Tyrosinkinasen. Im Falle
des IL-4-Rezeptors ist Jak1 an IL-4Ra und Jak3 an yc gebunden. Durch die
Dimerisierung von IL-4Ra und yc kommt es zur Phosphorylierung und Aktivierung
von Jak1 und Jak3. Das zellulare Signal wird nun durch spezifische
Phosphorylierung von Stat6-Molekilen weitergeleitet. Stat6 ist verantwortlich fur die
Expression von zahlreichen mit der T2 Differenzierung verbundenen Proteinen, wie
z.B. CD23, MHC-Klasse Il und der IL-4Ro-Kette. Die Aktivierung von Stat6 ist auch
die Voraussetzung fur den Klassenwechsel zu IgE im Menschen. Stat6 gehort zur
Familie der Stat-Proteine, von der gegenwartig sieben Vertreter bekannt sind.
Werden Stat6-Molektlle phosphoryliert und damit aktiviert, dann lagern sie sich zu
Homodimeren zusammen und wandern in den Zellkern, wo sie an spezifische DNA-
Sequenzen binden.

Neben der Aktivierung von Signalwegen ist physiologisch auch deren Abschaltung
sehr wichtig. So wird der Jak/Stat-Signalweg durch die Expression von SOCS
(suppressor of cytokine signalling), SSI-1 (Stat induced Stat inhibitor) oder JAB (Jak
binding) gehemmt. JAB beispielsweise kann einerseits direkt an die Jak-Kinasen
binden und so die Rezeptorphosphorylierung und damit die Aktivierung von Stat
Faktoren verhindern, andererseits bindet JAB auch an Stat-Bindestellen, an
Rezeptoren sowie an Stat-DNA-Elemente und hemmt die Stat Aktivitat somit auch

kompetitiv.
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1.6 Ziel der Arbeit

In entzindlicher Haut finden sich charakteristische Gewebsinfiltrate unterschiedlicher
Leukozytenformen. Je nach Krankheitsbild und —stadium Uberwiegt dabei eine
bestimmte leukozytare Zellpopulation. Diese Leukozyten konnen Neutrophile,
Eosinophile, Makrophagen oder T-Lymphozyten sein. Fur die unterschiedliche
Infiltratzusammensetzung wird die krankheitsabhangige Expression von auf
bestimmte Leukozyten praferenziell oder selektiv wirkende chemotaktische Faktoren,
den Chemokinen, verantwortlich gemacht. Das Ziel der Arbeit war es, die
Bedingungen und die Regulation der Genexpression einzelner eosinophilen-
chemotaktisch wirkenden Chemokinen zu untersuchen.

Ein Schwerpunkt lag dabei auf der Untersuchung der Chemokine Eotaxin-1, Eotaxin-
3, MCP-3, MCP-4 und RANTES, die alle eosinophilen-chemotaktische Eigenschaften
aufweisen. Um die Stimuli, die an der Regulierung der Genexpression dieser
Chemokine und damit an der Regulierung der Gewebe-Eosinophilie beteiligt sind, zu
identifizieren, wurden semi-quantitative RT-PCR-Studien zur stimulusabhangigen
Chemokin mRNA-Expression durchgefuhrt.

Um die Regulation der mRNA-Expression von Chemokinen auf Transkriptionsebene
zu verstehen, sollten im Rahmen einer Funktionsanalyse regulatorische Regionen
der ausgesuchten Gene amplifiziert, kloniert und sequenziert und auf die Gegenwart
potenzieller Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren hin untersucht werden.
Funktionelle Studien der Promotoren einzelner Chemokine mittels Reportergen-
Assays wurden durchgefuhrt, um Bereiche eines Promoters selektiv auf gezielte
Aktivierung hin zu studieren.

Die Analyse der Promoterregionen von einzelnen CC-Chemokinen ist von hohem
Interesse, da Transkriptionsfaktoren ein mogliches Ziel fur potenzielle
pharmakologische Eingriffe bei der Behandlung von Haut- und weiteren

entzundlichen Erkrankungen darstellen.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Chemikalien

2.1.2 Bezugsquellen der verwendeten Chemikalien

1 kb-DNA-Leiter

Gibco, Eggenstein

1,4-Dithio-DL-thretol

100 bp-DNA-Leiter
2-Mercaptoethanol

Agar, Select

Agarose (Normal fur analytische Gele)
Agarose (NuSieve fur praparative Gele)
Ampicillin

Ammoniumpersulfat (APS)

Aqua dest. (steril, pyrogenfrei)
Bacto-Hefeextrakt

Bacto-Trypton

Borsaure

Bromphenolblau

CaC|2

Chill-out 14™ Wachs

Chloroform

DEPC

Dithiothreitol

DMEM

EDTA

Ethanol

Ethidiumbromid

Formamid

FCS

Glycerol

Glykogen

Harnstoff

HPLC-Wasser

Interleukine (IL-1M3, IL-4,I1L13)
Isopropanol

Kanamycin

Kompetente Bakterien (E.coli-TOP10 F)
Long Ranger™

L-Glutamin

MEM

Sigma, Deisenhofen
Gibco, Eggenstein
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Gibco, Eggenstein
Biozym, Hess. Oldendorf
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Braun, Melsungen
Gibco, Eggenstein
Gibco, Eggenstein

USB, Cleveland

Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

MJ Research Inc., Watertown,
MA, USA

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Gibco, Eggenstein
Gibco, Eggenstein
Gibco, Eggenstein
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Bioconcept, Umkirch
Amersham, Cleveland
Roche, Mannheim
Amersham, Cleveland
Promochem ,Wesel
PeproTech, Rocky Hill, USA
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Groningen
Biozym, Hess. Oldendorf
Gibco, Eggenstein
Gibco, Eggenstein




2 Material und Methoden

26

3-Mercaptoethanol

Methanol

MgCl,

N32HPO4

NaCl

NaOH

NaH2PO4

NaH003

NTPs

PBS
Penicillin/Streptomycin-Losung
Primer

Restriktionsenzyme und Puffer
Reverse Transcriptase Superscript™l|

Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Pharmacia, Freiburg
Bioconcept, Umkirch
Biochrom, Berlin
Pharmacia, Freiburg
Roche, Mannheim
Gibco, Eggenstein

Reverse Transcriptase Superscript™I|Il-Puffer Gibco, Eggenstein

Rnaseinhibitor RNasin
SOC-Medium
T4-DNA-Ligase
T4-DNA-Ligase-Puffer
Taqg-Polymerase

Gibco, Eggenstein
Invitrogen

Gibco, Eggenstein
Gibco, Eggenstein
Gibco, Eggenstein

N,N,N‘,N‘- Tetramethyl-etylendiamin (TEMED) Sigma, Deisenhofen

TNF-a

Trizol-Puffer
Trypsin-EDTA-LAsung
TSB-Medium
Xylencyanol
UV-SAFE-TAE (50 x)

PeproTech, Rocky Hill, USA

Gibco, Eggenstein
Gibco, Eggenstein
Oxoid

Sigma, Deisenhofen
MWG-Biotech,

Alle Ubrigen Reagenzien ohne Angabe der Bezugsquelle sind bei der Firma Sigma-

Chemie (Deisenhofen) erworben worden.

2.1.3 Puffer und Losungen

Auftragspuffer flr Agarosegele:

Natrium-Phosphatpuffer, 1M, pH 7,2:

TBE-Pufffer (10-fach):

TBE-Puffer (0,5-fach):

TE-Puffer:

50 % (v/v) Glycerol

1 % (w/v) Bromphenolblau

1 % (w/v) Xylenecyanol

0,1 M EDTA

0,1 % (w/v) SDS

in TAE-Puffer (1 x)

68,4 % (v/iv) NapHPO4 (1 M)
31,6 % (v/v) NaH;PO4 (1 M)
108 g Tris

55 g Borat

EDTA (0,5 M; pH 8,0)

ad H,O auf 1000 ml

50 ml TBE-Puffer (10-fach)
950 ml H20

10 mM Tris

0,1 mM EDTA
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Tris-Puffer

TAE-Puffer (50-fach):

Tricin-Puffer (10-fach), pH 8,5:

Puffer fur die Bindung an Magnetobeads:
Puffer A

Puffer B

Puffer fiir die Zellkernextrakte
Puffer A

Lyse-Puffer

Elektroporationspuffer

pH 8,0 mit HCI

10 mM Tris

pH 8,0 mit HCL

40 mM Tris/HCI

40 mM Essigsaure

1 mM Na,EDTA

300 mM Tricin pH 8,5
20 mM MgCl,

50 mM Mercaptoethanol
0,1 % (w/v) Gelatine
1 % (w/v) Thesit

50 mM NaOAc pH 7,5
1 M NaCl

50 mM NaOAc pH 7,5
50 mM NaCl

10 mM HEPES-KOH (pH 7,6)
0,42 M NaCl

1,5 mM MgCl,

0,1 mM EDTA

15% Glycerin

Immer frisch dazugeben:

1:25 Protease-Inhibitor-Cocktail
(Roche, Mannheim)

1:100 N83VO4

20 mM HEPES-KOH (pH 7,9)
50 mM KCI

0,1 mM EDTA

20% Glycerin

1mMDTT

100 mM NaCl

Immer frisch dazugeben:

1:25 Protease-Inhibitor-Cocktail
(Roche, Mannheim)

Medium fur Fibroblasten

5% FCS
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2.2 Nahrmedien

Keratinozyten-Medium

Fibroblasten-Medium(DMEM, komplett)

Luria-Broth (LB)-Agar:

Luria-Broth (LB)-Medium:

2.2.1 Oligonukleotide (Primer)

500 ml D-MEM (Gibco)

50 ml FCS (30 min bei 56°C in
Wasserbad inaktiviert)

5 ml-L-Glutamin (Gibco)

5 ml Penicillin/Streptomycin (Gibco)
10 g Bacto Trypton

5 g Bacto Hefeextrakt

5 g NaCl

15 g Agar

ad 1000 ml H0,

pH 7,4 mit HCI, autoklavieren
10 g Bacto Trypton

5 g Bacto Hefeextrakt

5 g NaCl

ad 1000 ml Hx0,

pH 7,4 mit HCI, autoklavieren

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Amersham Pharmacia

Biotech (Freiburg) synthetisiert. Das Lyophilisat wurde in Aqua dest. in einer

Konzentration von 200 uyM geldst und bei —20 °C gelagert. Die Sequenzierprimer

besal3en eine 5-Cy5-Markierung.

Primer Sequenz (5'—>3") Verwendung

Oligo-dT [TTTTTTTTTTTTTTTTI Reverse Transkription

Puc F CACAGGAAACAGCTATGACC Kolonie-PCR, indirekte

Puc B CGGGCCTCTTCGCTATTAC Sequenzierung

T3 AATTAACCCTCACTAAAGAG Primer fur die

T7 CTCTAATCAGACTCACTATAGGGC Sequenzierung und
Promoteramplifikation

Tabelle 2.1 Oligonukleotide fur reverse Transkription, Kolonie-PCR und indirekte

Sequenzierung
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Spezifisches | Primer Sequenzen (5'—3°) Annealing- Zyklenzahl
Gen temperatur
GAPDH GA 1 CCAGCCGAGCCACATCGCTC variabel variabel
GA 2 ATGAGCCCCAGCCTTCTCCA

Eotaxin-1 EO-SQF CCCAACCACCTGCTGCTTTAACCTG
EO-SQB |TGGCTTTGGAGTTGGAGAGATTTTTG 60 °C 20

G

MCP-4 MCP-4- CTTGCAGAGGCTGAAGAGCTATG
SQF 60 °C 30
MCP-4- CTCAACCCCTGGAACCGA
SQB

MCP-3 MCP-3- ACCAAACCAGAAACCTCCAATTC
SQF 60 °C 30
MCP-3- AGGTAGAGAAGGGAGCAT
SQB

RANTES RANTES- |CATCCTCATTGCTACTGCCCTCTG
SQF 60°C 30
RANTES- |CGGGTTCACGCCATTCTCCT
SQB

Eotaxin-3 ETX-3SQF | CCTGGCCTCCCTCCTGAGTCT 60 °C 35
ETX-3SQB | ACAGACTTTCTTGCCTCTTTTGGTAG

Tabelle 2.2 In der semiquantitativen RT-PCR verwendete Oligonukleotide
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Primer Sequenzen (5'—>3°) Sequenzierungs-
richtung (5'>3)
Eo1F CCCAACCACCTGCTGCTTTAACCTG —
Eo1B TGGCTTTGGAGTTGGAGAGATTTTTG «—
EoP1B GTAGTCTCAGCTACTCAGGAAG «
EoP1F CGGTAGCATATCTTTACTTGG -
EoP2B TCTGTGACTGACTAGCTGTG «—
EoP2F CTTCCTGAGTAGCTGAGACTAC -
EoP3B GAATACTGGTGTGGAGGTAC «—
EoP3F CACAGCTAGTCAGTCACAGA -
EoP4B TGTTCACATGGTGGTCTTGAG «—
EoP4F GTACCTCCACACCAGTATTC “«—
EoP5B TCTGGAGGTGGTTACCTTAC «—
EoP5F CTCAAGACCACCATGTGAACA -
Eol1F1 GTAAGGTAACCACCTCCAGA -
Eol1B1 CCTGTGCACTGAGGACTCATC “«—
EoliF2 ~ CAGAACTAGAAAGCTCCCGA -
Eol1B2  ATGCAAGACTCCTGAGAGCT «—
EolMF3  CTGAGCCAGTGCATAGCATG -
Eol1B3  CATGCTATGCACTGGCTCAG “«—
Eol2F1 GAGAGCTACAGGAGAATCAC -
Eol2B1 ~ TAGGCAACACTCAGGCTCT «—
Eol2F2  CTGGGAGATTGCTGTAGTCA -
Eol2B2  TGACTACAGCAATCACCCAG «—

Tabelle 2.3 Fur die Sequenzierung des Eotaxin-1Gens verwendete Oligonukleotide

Primer Sequenzen (5'—>3’) Sequenzierungs-
richtung (5°>3)
M41F CTTGCAGAGGCTGAAGAGCTATG -
M41B CTCAACCCCTGGAACCGA «—
M4P1B  AAAGCTGCTGTCATGAGCAG «—
M4P1F ~ CTCCCATCAACAGCTCTAGA -
M4P2B  TAGAGACAGAGTGCTGTGCT “«—
M4P2F  AGCACAGCACTCTGTCTCTA —
M411F1  CTGCTCATGACAGCAGCTTT -
M411B1 ~ CATAGCTCTTCAGCCTGTGCTAG «—
M411F2  GCCTTCTGAGTAGCCTGTGAT -
M411B2  GACATGTCACAGCCATCTAG «—
M412F1  CTTGCAGAGGCTGAAGAGCTATG -
M412B1  GAGGAGGCCAGAGGAGAATGGAA «—
M412F2  TCTAGCCAGACTGTGTGATG -
M412B2  ACAGGAAGTAGGAGGTGTGT «—

Tabelle 2.4 Fir die Sequenzierung des MCP-4-Gens verwendete Oligonukleotide



2 Material und Methoden

31

DNA-Sequenzierautomat
Densitometer:

Gelelektrophoresekammer:

Kamera
Photometer:

Spannungsquelle:

Alf-Express DNA Sequenzer™ Pharmacia, Freiburg
CD 60, Desaga, Heidelberg

Horizon 11.14, Life Technologies GmbH, Eggenstein
IBI, New Haven, USA
Zweistrahl-Spektralphotometer HITACHI Modell
150-20, Colora Messtechnik, Lorch

Modell 200/20 Power Supply, BioRad, Minchen

Thermocycler: Trio Version 2.51BB, Biometra, Géttingen
PTC-200, MJ Research Inc., Watertown, MA,USA
Modell 5436, Eppendorf, Hamburg

Chroma 42, Vetter GmbH, Wiesloch

Modell Spektroflow 783, Kratos

Focus, Spectra Physics, Hamburg

Megafuge 1.0 R, Minifuge RF, Biofuge fresco,
Heraeus, Osterrode; J2/21 ME, Beckmann,
Munchen

Thermomixer:
Transilluminator:
UV-Detektor:
UV-Detektor:
Zentrifugen:

Tabelle 2.5 Verwendete Gerate

2.3 Zellkultur

2.3.1 Kultur von Kerationzyten

die bei

Vorhautbeschneidungen anfallen. Die Vorhaute wurden mit einer Schere und einer

Humane  Keratinozyten = wurden  aus  Vorhauten isoliert,
chirurgischen Pinzette vom umgebenden Fett- und Bindegewebe befreit und in kleine
Streifen (1-2 cm lang, 3-5 mm breit) geschnitten. Diese Streifen wurden zweimal in
PBS gewaschen und anschliel3end in einer 0,25%igen Trypsinlosung (Gibco) Uber
Nacht bei 4°C zur Ablésung der Epidermis inkubiert. Nach Stoppen der Trypsinierung
durch Zugabe von FCS-haltigem Medium (siehe 2.1.3) und Abziehen der Epidermis,
wurden die Epidermiszellen durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren suspendiert
und anchlielend 5 min bei 600 x g abzentrifugiert. Die Zellen wurden dann in KGM-
Medium (Clonetics, San Diego) + 10% FCS resuspendiert und anschlie3end je 10 ml
in Kulturflaschen mit 75 cm? Wachstumsflache ausgesét. Die Zellkultur wurde dann
bei 37°C im Brutschrank fiir 24 h inkubiert. AnschlieBend wurde das Medium durch
serumfreies KGM-Medium ersetzt. Nach 4 Tagen, kurz vor Erreichen der Konfluenz,

wurden die Zellen auf weitere Zellkulturflaschen verteilt. Um die adharente Zellkultur
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wieder in eine Zellsuspension zu Uberfihren, wurden die adharenten Zellen einmal
mit PBS (Ca®*, Mg*- frei; Gibco) gewaschen und 10-20 min in 5 ml
Dissoziationslosung (0,1% Trypsin + 0,02% EDTA, Gibco) bei 37°C inkubiert,
abzentrifugiert und in neue Kulturflaschen mit frischem KGM-Medium ausgesat. Die
Lebensfahigkeit der  Keratinozyten  beschrankte sich auf ca. 4-5
Dissoziationspassagen, wobei die Zellen schon bei niedriger Konfluenz passagiert

wurden, um eine zu schnelle Ausdifferenzierung zu verhindern.

2.3.2 Kultur von Fibroblasten

Humane dermale Fibroblasten werden aus kleingeschnittenen Bindegewebsstlcken
(Uberbleibend aus Vorhaut-Praparation, siehe Punkt 2.3.1) isoliert. Die
Gewebestiucken wurden auf den Boden einer Kulturflasche gebracht, die vorher mit 5
ml Fibroblastenmedium beflllt wurde. Die Kulturflasche wurde dann fur 3-4 Stunden
oder uber Nacht aufrecht in den Brutschrank gestellt. Nach Ablauf der Zeit wurde die
Kulturflasche in eine waagrechte Position gebracht. Aus den Bindegewebstlcken
wuchsen Fibroblasten, die nach etwa 10 Tagen mit einer Dissoziationslésung (0,1%
Trypsin + 0,02% EDTA, Gibco) abgel6st und auf Zellkulturflaschen verteilt wurden.
Der Zeitpunkt der Passage kann variieren und hangt von dem Fibroblastenwachstum
ab, das taglich mit dem Mikroskop beobachtet wurde.

Die Fibroblasten wurden in 10 ml DMEM-Medium (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium; Gibco, Eggenstein) mit 10% fétalem Kalberserum angezichtet. Vor der
Anwendung wurde das fotale Kalberserum bei 56° C fur 30 Minuten inaktiviert. Das
DMEM-Medium (500 ml) wurde mit 6 ml Penicillin (5000E/ml)/Streptomycin (5mg/ml)-
Stammldsung (Gibco) und 6 ml Glutamin-Stammlosung (Gibco) versetzt. Die
Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37° C wasserdampfgesattigter Atmosphare mit
CO2-Begasung in 75 cm? KulturgefaRen (Sarstedt, Newton). Das Medium wurde
etwa alle 3 Tage durch 37°C vorgewarmtes, frisches Medium ersetzt. Durch diese
Behandlung konnten gleichzeitig tote bzw. nicht adharente Zellen entfernt werden.
Nach Erreichen einer 80-90%igen Konfluenz waren die Zellen zur Subkultivierung
bereit. Um die adharent wachsenden Zellen vom KulturgefaRboden abzulGsen,
wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und anschlielend mit 0,1% Trypsin-
0,02%-EDTA-Lésung (Gibco) inkubiert. Nach ca. 10-15 min Inkubation bei 37° C
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wurde mikroskopisch die Abldésung der Zellen Uberprift. Die Trypsinierung wurde
durch Zugabe gleicher Mengen des FCS-haltigen Mediums gestoppt. Anschlielend
wurden die Zellen bei 600 x g fur 10 min abzentrifugiert, einmal mit DMEM-Medium

gewaschen und in neue Kulturgefale ausgesat.

2.3.3 Kultur von HaCaT-Zellen

Die HaCaT-Zelllinie ist eine humane immortalisierte, nicht tumorigene
Keratinozytenzellline. Diese Zellline entstand spontan aus adulten humanen
Keratinozyten durch die Kultur bei erhohter Temperatur und geringer
Kalziumkonzentration. Die Differenzierung der HaCaT-Zellen ahnelt den primaren
humanen Keratinozyten (Boukamp et al., 1988).

HaCaT-Zellen wurden wie die Fibroblasten (siehe Punkt 2.3.2)und im gleichen
Medium (DMEM) kultiviert und nach Erreichen einer 80-90%igen Konfluenz wurden

die Zellen passagiert.

2.3.4 Kultur von A549-Zellen

Die A549-Zelllinie wurde aus einem Lungentumor gewonnen, der einem 58-jahrigen
Patienten 1972 entfernt wurde. Diese epithelialen Zellen wachsen adharent (Giard et
al. 1973). Die A549-Zellen werden wie Fibroblasten und HaCaT-Zellen Kkultiviert.
Anstelle des DMEM-Mediums wurde bei den A549-Zellen jedoch das MEM-Medium
(Modified Eagle Medium, Gibco) verwendet. Das MEM-Medium wurde wie das
DMEM-Medium mit 6 ml Penicillin (5000E/ml)/Streptomycin (5mg/ml)-Stammidsung

(Gibco, Eggenstein) und 6 ml Glutamin-Stammldsung (Gibco, Eggenstein) versetzt.

2.3.5 Stimulation der Zellen

Fir die Durchfuhrung der Stimulationsexperimente , wurden die jeweils zu
stimulierenden Zellen 48 Stunden vor Beginn der Experimente in 6-Loch-Platten

(Becton Dickinson, Heidelberg) mit 2 ml Medium/Loch Uberfihrt und bis zum
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Erreichen von ca. 60-80% Konfluenz kultiviert. Um eine zu starke Differenzierung der
Zellen und damit unreproduzierbare Stimulationseffekte zu vermeiden, befanden sich
die Zellen vor der Stimulation in nicht mehr als der 4. Passage.

Das Nahrmedium wurde 12 Stunden vor dem Versuch nach zweimaligem Waschen
mit PBS durch FCS-freies Medium ersetzt, um ausschlieRen zu kdnnen, dass im
FCS enthaltene Faktoren die Stimulierung der Zellen beeinflussen.

Der Stimulus wurde dann in der gewunschten Konzentration in serumfreiem Medium
verdinnt und zu den Zellen gegeben, die vorher noch mit PBS gewaschen wurden.
Durch kurzes Umschwenken des Kulturgefales wurde eine schnelle gleichmafige
Verteilung des Stimulus im Medium gewabhrleistet.

Fir die Stimulation wurden verschiedene rekombinante proinflammatorische Zytokine
(Pepro Tech, Rocky Hill, USA) eingesetzt. Dabei wurden die Zellen jeweils 0, 6, 24
und 48 Stunden mit den entsprecheden Zytokinen stimuliert und anschlieRend sofort

einer RNA-Isolierung unterzogen.

2.3.6 Einfrieren und Auftauen adhiarend wachsender Zellen

Um standig auf Zellen zurlckgreifen zu kdnnen, wurden einzelne Passagen
adharend wachsender Zellen in flissigem Stickstoff eingefroren. Dazu wurden die
Zellen mit Trypsin von der Oberflache der Kulturflasche abgeldst (siehe Punkt 2.3.2).
Nach dem Ablésen wurden die Zellen fur 5 Minuten bei 600 x g zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde dann in 2 ml eiskaltem Medium, das 20% FCS und 10%
Dimethylsulfoxid (DMSO) enthielt, vorsichtig resuspendiert. Jeweils 500 pl
Zellsuspension wurden vorsichtig in 2 ml Einfrierrdhrchen (,Kryordhrchen“ Biozym,
Hess. Oldendorf) pipettiert. Die Zellen wurden sofort bei —70°C eingefroren und nach
einem Tag in Flussigstickstoff Gberflhrt. Diese schonende Methode sollte verhindern,
dass sich durch zu schnelles Einfrieren Eiskristalle in der Zelle bilden und somit
Organellen und die Cytoplasmamembran zerstoren. Umgekehrt kann zu langsames
Einfrieren zum Zelltot durch Dehydration fuhren.

Zur weiteren Verwendung wurden die Zellen aus dem Flissigstickstoff genommen
und in einem Wasserbad bei 37° C aufgetaut. Um das zelltoxische DMSO maoglichst
schnell zu entfernen, wurde die 10-fache Menge an auf 37°C vorgewarmtem FCS-

haltigem Medium zu den Zellen gegeben und anschlie3end fir 5 min bei 600 x g
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zentrifugiert (Lindel und Bauer, 1994). Das so entstandene Zellpellet wurde in
ebenfalls FCS-haltigem Medium vorsichtig resuspendiert und in Kulturflaschen
uberfuhrt.

2.3.7 Transfektion eukaryontischer Zellen mit Plasmiden

Die Zellen wurden durch Elektroporation mit einem Easyject-TM-Elektroporator der
Firma Eurogentech mit den entsprechenden Plasmiden transfiziert. Um die Aktivitat
der DNA-Konstrukte zu vergleichen, wurden die Experimente wie folgt angesetzt:

Die Zellen werden einen Tag vor der Transfektion unter optimalen Kulturbedingungen
gehalten, so dass sie sich kurz vor der Transfektion noch vermehren. Zur
Transfektion werden die Zellen nach Ablosung durch Trypsinierung direkt vereinigt
und einmal mit RPMI 1640 gewaschen und in RPMI mit 5 % FCS auf eine
Konzentration von 1-2 x 107/ ml gebracht. 350 ul dieser Zellsuspension werden dann
mit 30 ug des zu transfizierenden Plasmids gemischt und in Elektroporationskiivetten
(4 mm) 10 min inkubiert. Die Parameter fur die Elektroporation waren von der
jeweiligen Zellsorte abhangig, die elektroporiert wurde. Flr Fibroblasten wurde ein
Widerstand von 1200 uF und eine Spannung von 190 V, bei A549-Zellen der gleiche
Widerstand und eine Spannung von 210 V verwendet. Nach der Elektroporation
wurden die Zellen sehr zugig mit RFP aus der Kuvette gewaschen und in ein 50 ml
Propylen-Rohrchen mit Kulturmedium dberfuhrt. AnschlieBend wurden die frisch
transfizierten Zellen flr 20 min im Brutschrank inkubiert, anschlieRend abzentrifugiert
und in einer entsprechenden Menge Medium aufgenommen und auf die KulturgefalRe
verteilt, in denen sie stimuliert wurden. Fibroblasten und A549-Zellen wurden in 6-
Loch-Platten Uberfihrt. Nachdem die Zellen Uber Nacht in einem Brutschrank

kultiviert wurden, waren sie fur die Stimulation mit Zytokinen vorbereitet.

2.3.8 Lysieren der Zellen fiir eine Luciferasemessung

Mit Luciferasereporterplasmiden transfizierte adharente Zellen wurden nach der
Stimulation mit PBS gewaschen, durch Zugabe von Luciferaselysinpuffer (25 mM
Tris-Phosphat, 2 mM DTT, 2 mM 1,2-diaminocyclohexan-N,N,N", N -tetraessigsaure,
10% Glycerin, 1% Triton X-100; Promega), Einfrieren bei —20°C und anschlieRendem
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Wippen fur 15 min bei RT lysiert (200 pl fir ein well einer 6-Loch- Platte). Die Lysate
wurden in1,5 ml Reaktionsgefale uberfuhrt.

Transfizierte Suspensionszellen wurden abzentrifugiert und mit PBS gewaschen,
erneut abzentrifugiert, in Lysinpuffer aufgenommen und in 1,5 ml Reaktionsgefalie
Uberfuhrt. Die Zellen wurden stark geschuttelt (Vortex), bei —20°C eingefroren,
aufgetaut und 15 min bei RT geschduttelt.

Die Lysate wurden durch Zentrifugation von den Zelltrimmern und der DNA befreit.
Aus dem Uberstand wurde von jedem Lysat eine in einem Vorversuch aus einem
einzelnen Lysat zu ermitteinde Menge in Messplatten fir die Luciferasemessung
Ubertragen (ca. 5-50 pl). Bei der Messung in einem Luminometer der Firma Berthold
wurden automatisch 200 yl LUC-Assay-Substrat-Mix (20 mM Tricine-KOH, 0,1 mM
EDTA, 8 mM MgCl,, 33,3 mM DTT, 270 ym ATP, 400 pm Luciferin; Promega
Luciferase Assay Substrate) in die Probe injiziert. Das Firefly-Luciferase-Enzym
katalysiert eine Reaktion, bei der in Gegenwart von Sauerstoff und Magnesiumionen
unter Verbrauch von d-Luciferin und ATP Licht emittiert wird. Die Gesamtmenge an
Licht in einem bestimmten Zeitintervall ist proportional der Luciferase-Aktivitat in der
Probe. In einigen Fallen ist es sinnvoll, die Proben auf ein konstitutiv aktives Renilla-
Reporterplasmid zu normieren. Hierbei wird zusatzlich ein zweites ahnliches Enzym,
die Renilla-Luciferase, mit einem spezifischen Substrat verwendet, das vor der

Firefly-Luciferase-Messung deaktiviert wird (Promega, Dual Luciferase System).

2.3.9 Uberpriifung der Zellkulturen auf Kontamination mit Mykoplasmen

Zelllinien in Kultur wurden regelmassig unter Verwendung des Mycoplasma PCR
ELISA Kit (Roche) nach Angaben des Herstellers auf Kontamination mit

Mycoplasmen Uberprtift.
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2.4 Semi-quantitative RT-PCR

241 RNA-Isolierung

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus kultivierten primaren humanen Fibroblasten und
Keratinozyten erfolgte mit dem "TRIzol™”-Reagenz (Gibco, Eggenstein). Die
Methode basierte auf der sauren Guanidinisothiozyanat-Phenol-Chloroform-
Extraktion. Der Vorteil dieses Reagenzes ist die schnelle Isolierung von Gesamt-RNA
aus den Zellen.

Die RNA-Isolierung erfolgte nach den Angaben des Herstellers wie folgt:

Das Zellmedium wurde abgesaugt und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen.
Durch die direkte Zugabe von 1 ml "TRIzol™”-Reagenz je Vertiefung einer 6-Loch-
Platte bzw. 5 ml "TRIzol™”-Reagenz je 75 cm? (200 ml) Zellkulturflasche wurden
nach wiederholtem Mischen durch Aufziehen und Ablassen mit einer Pipette die
Zellen gelost und lysiert. Es folgte eine Inkubation von 5 min bei Raumtemperatur,
nach der zu je 1 ml Zell-Lysat 200 ul Chloroform gegeben und gemischt wurde.
Danach erfolgte eine Zentrifugation bei 11500 x g fur 15 min bei 4° C. Die obere
wassrige Phase, die die RNA enthalt, wurde in ein neues Reaktionsgefall Gberfuhrt
und mit 500 pl Isopropanol vermischt. Nach 10-mindtiger Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die RNA bei 11500 x g fur 10 min bei 4°C prazipitiert, das
Pellet mit 1 ml 70% Ethanol gewaschen (7500 x g fur 5 min bei 4°C) und in 25 pl
DEPC-H,O gel6st. Die Quantifizierung der RNA erfolgte durch Bestimmung der
optischen Dichte bei 260 nm (OD.s), wobei eine ODyg von 1 einer RNA-
Konzentration von 42,1 pg/ml entspricht vgl. (Sambrook et al., 1989). Geloste RNA,
die nicht sofort weiter verwendet wurde, konnte bei — 20°C gelagert werden.

Zur Qualitatsbestimmung der isolierten RNA und zur Feststellung ihrer moglichen
Degradierung durch Anwesenheit von RNAsen , wurden 4 pl der gelosten RNA mit
1ul RNA-Auftragspuffer vermengt und auf ein 1% Agarosegel aufgetragen.

Bei intakter, sauberer RNA sollten sich zwei deutliche Banden im Bereich von ca. 5
Kb GroélRe (= 28S-rRNA) und ca. 2 Kb GroRe (= 18S-rRNA) und eine nieder-
molekulare Bande im Bereich von 100-200 bp Grofle( tRNAs, 5S-rRNA) im
Agarosegel zeigen.
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2.4.2 Reverse Transkription

Bei der reversen Transkription nutzt man die Eigenschaft des Enzyms Reverse
Transkriptase aus, welche anhand einer RNA-Vorlage die komplementare DNA
(cDNA) zu synthetisieren vermag.

Die Reverse Transkriptase bendétigt fur ihre in 5°-3"-Richtung verlaufende cDNA-
Synthese ein kurzes DNA-Oligonukleotid als Startermolekul, einen so genannten
Primer, welcher ein freies 3'- Ende besitzt und komplementar zur RNA sein muss.
Hier bietet die Tatsache, dass die meisten eukaryotischen mRNAs am 3"-Ende poly-
adenyliert sind (Poly(A*)-RNAs) eine groBe Hilfe. Man benutzt als Primer Oligo-
nukleotide aus Thymin-Basen, so genannte Oligo(dT)-Primer. Diese ublicherweise
15-20 Nukleotide langen Oligo(dT)-Primer binden an die Poly-(A)-Enden der mRNAs,
so dass von dort aus die Reverse Transkriptase mit der Synthese der cDNA
beginnen kann. Als Enzym wurde die ‘Superscript™ Il Reverse Transcriptase’
(Gibco; Eggenstein) verwendet.

Um nach der cDNA-Synthese noch genspezifische Amplifizierungen zur
Charakterisierung des 3'-Endes durchfuhren zu kdnnen (siehe Punkt 2.7.1), wurde in
Anlehnung an (Frohman et al., 1988) an das 5°-Ende des Oligo(dT)-Primer eine
Adaptorsequenz (5'-CCTGTCGACGGTACCAAGC -3°) angefugt.

Pro Ansatz wurden auf Eis zusammengegeben:
-1 ug Gesamt-RNA
-2,5 ul Oligo(dT)-Adaptor-Primer (20 uM)
-7,5 yl DEPC-H20

Dieser Ansatz wurde fur 10 min auf 70° C erhitzt und dann sofort auf Eis gestellt.

Hinzugefugt wurden:

-4 ul 5xReverse Transkriptase Puffer
-2l 0,1 MDTT
-1l dNTPs (10mM)

-1 ul Reverse Transkriptase (200 U/ul)
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Der Ansatz wurde fur 1h bei 42°C inkubiert, 5 min auf 90° C zur Inaktivierung des
Enzyms erhitzt, mit 180 pl H,O auf 200 yl Gesamtvolumen gebracht und bis zur
weiteren Verwendung bei —20° C gelagert. Fur die RT-PCR wurden jeweils 5 pl von

dieser Lésung verwendet.

2.4.3 Semi-quantitative Multiplex-PCR

Reverse Transkriptase (RT- oder RNA-PCR) ist eine Methode, mit deren Hilfe man
die Genexpression auf der Ebene der mRNA untersuchen kann. Diese sensible
Methode eignet sich zur relativen Abschatzung der mRNA-Expression spezifischer
Gene. Bei der hier verwendeten semiquantitativen RT-PCR wurden in einem
Reaktionsansatz jeweils ein spezifisches Gen und das in jeder Zelle konstitutiv
exprimierte Gen fur die Glycerinaldeyhd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)
zusammen amplifiziert. Die Intensitdt der GAPDH-Produktbande fungierte als
interner Standard. Durch Vergleich der Bandenintensitaten zwischen spezifischem
Amplifikat und GAPDH-Produkt konnte eine relative Aussage uber die mRNA-
Expression getroffen werden. Fur die PCR wurden ausschlieBlich Intron-

Uberspannende Primer verwandt.

Fur die RT-PCR wurde folgender Reaktionsansatz verwandt:

5,0 ul Tricine-Puffer

50 pl ANTPs (2mM)

2,5 pul genspezifischer Primer 1
2,5 I genspezifischer Primer 2
0,25 pl GAPDH-Primer 1

0,25 pl GAPDH-Primer 2

5,0 ul cDNA-Vorlage (siehe
19,5 pl H,O

- 25 yl Wachs (Chill-out 14™)

-0,4 yl Tag-Polymerase (5U/ul) in 9,25 ul H,O
-Zugabe erst bei 85° C
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Folgendes Temperaturprofil fir den Thermocycler (Trio-Block, Biometra) wurde

verwendet:

95°C -1 min
85°C -1 min - Zugabe der Tag-Polymerase

94°C -1 min
XC-30s Y-Zyklen
72°C -1 min

(abhangig von der Insertlange)

72°C - 15 min
4°C-

Dieses Programm enthalt zwei Variablen, die Annealingtemperatur und die Anzahl
der Zyklen. Die Annealingtemperatur ist abhangig von der Struktur der Primer und ist
unten aufgelistet. Die Anzahl der Zyklen wurde fir jede cDNA ermittelt und ist
ebenfalls in Tabelle 2.2 aufgelistet.

Nach Beendigung der PCR wurden 9 pl der PCR-Produkte mit 1 pl DNA-
Auftragspuffer vermischt und in einem 2%igen Agarosegel in einer horizontalen Gel-
apparatur (Horizon 11+14; Gibco, Eggenstein) elektrophoretisch aufgetrennt (100 V,

ca. 90 min).

Herstellung eines 2%igen Agarosegels (100 ml) :
-100 ml TAE-Puffer

- 2 g Agarose

- Die Agarose wurde durch wiederholtes Aufkochen im TAE-Puffer gelost.
- Nach kurzem Abkuhlen Zugabe von 8 ul Ethidiumbromid (10 mg/mil).
- GieRen des Gels nach Abkihlung auf ca. 60°C .
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Als GrolRenstandard wurden 3 pl der ,Ready-Load™*“-100 bp-Leiter (Gibco,
Eggenstein) aufgetragen.

Die Dokumentation der Ergebnisse der elektrophoretischen Auftrennung erfolgte mit
Hilfe der BioDoc-Foto-Dokumentationsanlage (Biometra, Goéttingen). Dabei wurden
die Banden durch Fluoreszenz bei 366 nm auf einem UV-Transilluminator (Chroma
42; Vetter GMBH, Wiesloch) sichtbar gemacht. Das auf diese Weise generierte
Gelfoto wurde digital abgespeichert und auf einem Thermosublimationsdrucker

(Hitachi) ausgedruckt.

2.5 Klonierung der PCR-Produkte

2.5.1 Generieren der PCR-Produkte

PCR-Produkte wurden mit der Tag DNA Polymerase (Gibco, Eggenstein), Expand
Polymerase (Roche, Mannheim) oder mit Elongase (Gibco, Eggenstein) generiert.
FUr kurze PCR-Fragmente (bis 1000 bp) wurde die Tag DNA Polymerase eingesetzt.
Da Taqg DNA Polymerase statistisch betrachtet alle 1000 bp ein falsches Nukleotid in
ein PCR-Produkt einbaut, wurde flir langere PCR-Fragmente (gréfler 1000 bp),
Expand-Polymerase oder Elongase eingesetzt. Diese Amplifikationssysteme
enthalten zusatzlich eine Polymerase, die falsch eingebaute Nukleotide durch die
richtigen ersetzt.

Tag DNA Polymerase erzeugt 3'-’Uberhangende” dATP Enden. Diese Fragmente
wurden in den Vektor pCRII des ‘TA-Cloning-Kits’ (Invitrogen, Karlsruhe) nach
Anweisungen des Herstellers kloniert. Die DNA-Polymerasen Elongase und Expand
generieren Uberwiegend so genannte "glatte Enden”. Diese PCR-Fragmente wurden
mit Hilfe des "Blunt end kloning Kits” (Invitrogen, Karlsruhe) nach Anweisung des

Herstellers in den Vektor "pZero-blunt” (Invitrogen, Karlsruhe) kloniert.

2.5.2 Extraktion der DNA Banden

Nach Amplifikation der fur die Klonierung vorgesehenen Genbereiche wurden die

PCR-Produkte in einem horizontalen, 1 %igen Agarosegel (Gibco, Eggenstein)
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elektrophoretisch aufgetrennt. Um die PCR-Produkte so gut wie moglich vor dem UV
Licht zu schutzen, wurde UV-SAFE-TAE (50 x, MWG Biotech, Ebersberg) anstelle
von einfachem TAE-Puffer fur die Herstellung des Agarosegels und des
Elektrophorese-Puffers verwendet. Die entsprechenden Banden wurden dann unter
UV-Licht mit jeweils einem neuen sterilen Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten.

Die Elution der DNA-Fragmente aus den Gelstucken erfolgte mit dem ‘Qiaex Il Gel
Extraction Kit' (Qiagen, Hilden) nach Anleitung des Herstellers. Das gereinigte

Produkt wurde zur Ligation eingesetzt.

2.5.3 Ligation der DNA-Fragmente mittels T4-Ligase

Die T4-Ligase ist fur die Ligation der DNA-Fragmenten besonders geeignet, da
sowohl komplementare ,sticky ends® als auch ,blunt ends” ligiert werden kdnnen. Bei
der Ligation eines Vektors mit einer Insert-DNA sollte das molare Verhaltnis 1 : 3
betragen.

Fur die Ligation von ,sticky ends® wurde das ,TA-Cloning-Kits“ (Invitrogen, Karlsruhe)
verwendet, das den pCRII-Vektor verwendet. Ligation von ,blunt ends® wurde mit
dem ,Zero Blunt PCR Cloning Kit* (Invitrogen, Karlsruhe ) durchgeftihrt. Dieses Kit
verwendet den pCR-Blunt Vektor. Die Ligationen erfolgten nach Angaben des

Herstellers.

In einem Reaktionsvolumen von 10 ul wurden angesetzt:

3,0 pl PCR-Produkt

1,0 pl Vektor-DNA (pCR-Blunt bzw pCRII-Vektor)
2,0 pl Ligationspuffer (5x)

3,0 pl HO

1,0 ul T4 DNA-Ligase (1 Einheit/pul)

Die Ligation erfolgte bei 16 °C uber Nacht.
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2.5.4 Transfektion der Bakterien

50 ul einer Suspension kompetenter E. coli-Zellen Top 10 F* (Invitrogen, Karlsruhe)
wurde nach Zugabe von 5 pl des Ligationsansatzes und 1 yl 2 —Mercaptoetanol (0,5
M) fur 30 min auf Eis inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurden die Zellen einem
Hitzeschock bei 42° C fir exakt 45 Sekunden unterzogen, 2 Minuten auf Eis und
nach Zugabe von 250 ml SOC-Medium fur eine Stunde bei 37° C unter Schutteln
(250 Upm) inkubiert. Die Selektion der Transformanten erfolgte auf Agarplatten, die
50 pug/ml Kanamycin oder 50 ug/ml Ampicylin enthielten.

Die Anwesenheit eines Inserts wurde anhand der Koloniefarbe durch Zugabe von 1,6
pug/Agarplatte X-Gal (Roche, Mannheim) angezeigt. Bakterien, deren Vektoren
Inserts enthielten, bildeten weille Kolonien im Gegensatz zu Insert-freien Vektoren in

Transformanten, die blaue Kolonien zeigten.

2.5.5 Kolonie-PCR

Zur Kontrolle des Erfolgs der Klonierung und zur Bestimmung der Insertgrof3e wurde
eine Kolonie-PCR durchgefiuihrt. Dabei wurden Insert-positive Transformanten (weil3e
Bakterienkolonien) direkt als Template in einem PCR-Ansatz eingesetzt. Dazu wurde
mit einer Pipettenspitze in eine Bakterienkolonie gestochen und diese dann in dem
PCR-Ansatz gespult. So gelangen die Bakterien direkt in den Ansatz, wo sie durch
den Denaturierungsschritt (5 min 95°C) aufgeschlossen wurden und die DNA frei
zuganglich fur die Taqg DNA Polymerase wurde.

Die hier eingesetzten universellen pUC-Primer binden neben den hier verwendeten
Vektoren auch bei einer Vielzahl verschiedener anderer Vektoren an die Flanken der
Klonierungsstellen. Vektoren ohne Insert konnten mit diesen Primern durch die

Bildung eines Amplifikates von 322 bp detektiert werden.
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Fur die Kolonie-PCR wurde folgender PCR-Ansatz verwendet:

5,0 pl Tricine-Puffer (10x)
1,0 pl ANTPs (10 mM)

2,0 pl Primer Puc F (20 uM)
2,0 pl Primer Puc B (20 pM)
10 pl HO

- 25 yl Wachs (Chill-out 14™)

-0,25 yl Tag-Polymerase (5U/ul) in 9,5 pl H,O
-Zugabe erst bei 85°C

Folgendes Programm wurde fur den Thermocycler (Trio-Block, Biometra, Gottingen)

verwendet:

95°C - 5 min
85C-1min - Zugabe der Tag-Polymerase

94°C - 1 min
58C-20s 30 Zyklen
72°C - 30 s bis zu 5 min

(abhangig von der Insertlange)

72°C - 15 min
4°C- o

Die PCR-Produkte wurden in einem 1%-igen Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt. Die Dokumentation der nach Elektrophorese unter UV-Licht sichtbaren
Ethidiumbromid gefarbten DNA-Banden fand mit Hilfe der BioDoc-Foto-
Dokumentationsanlage (Biometra, Goéttingen) bei einer Wellenlange von 366 nm
statt.
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2.5.6 Plasmidisolierung

1,5 ml einer Uber Nacht bei 37 °C und 250 Upm geschuttelten Bakterienkultur (One
Shot Top 10 Chemically Competent E. Coli, Invitrogen, Karlsruhe) wurden fur die
Plasmidpraparation mit dem ‘Qiaprep Spin Plasmid Miniprep Kit' (Qiagen, Hilden)
eingesetzt. Die Plasmidisolierung erfolgte nach Anweisungen des Herstellers.
Anschlielend wurden die nicht sofort benodtigten Plasmide bei —20 °C gelagert. Die
Selektion von positiven Transformanten erfolgte durch den Zusatz von 50 pg/ml

Kanamycin bzw. 50 ug/ml Ampicyclin im Medium.

2.6 Nukleinsauresequenzierung

2.6.1 Zyklische Sequenzierung

Als Matrize (Template) fur die zyklische Sequenzierung dienten entweder Plasmide
oder PCR-Produkte, die direkt sequenziert wurden. Die Sequenzierreaktion folgte der
Methode der zyklischen Sequenzierung (Innis et al., 1988). Dabei wird die
Kettenabbruch- oder Didesoxy-Methode nach Sanger et al. (1992) mit dem
zyklischen Ablauf einer PCR verbunden. Diese Methode ermoglicht die
Sequenzierung geringer Template-Mengen und die Durchfihrbarkeit der Reaktion
bei hohen Temperaturen. Letztere erleichtert die Sequenzierung sekundarstruktur-
reicher Matrizen.

Zur Sequenzierung von genomischer und cDNA wurde das ,SequiTherm EXCEL I
Long-Read DNA Sequencing Kit-Alf (Epicentre Technologies, Madison) verwendet.

Die Reaktionen erfolgten nach dem Protokoll des Herstellers wie folgt:
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Premix:

- 7,2 ul ,Sequi Therm Excel II“-Puffer

- 7,8 pl DNA-Template (50-250 fmol)

- 1,0 pl ,ALF-labeled® Primer (2 pmol)

- 1,0 pl ,Sequi Therm Excel [I“ DNA Polymerase
Zu je 4 yl des Premix wurden 2 pl des entsprechenden ,Terminations-Mix“ (Mix -A, -
C, -G und T) gegeben, vermischt und mit 25 pyl Wachs (Chill-out 14™) Uberschichtet.

Fur die Sequenzierreaktion wurde folgendes Programm gewahilt:
95°C - 5 min

95C-30s
50°C -15s 30 Zyklen
70°C - 1min

Nach Beendigung der Sequenzierreaktion wurden 3 pl des Stopp-Puffers zu jedem
Ansatz gegeben. Die Auftrennung der Proben erfolgte im ALF-Express DNA
Sequenzer™ (Pharmacia, Freiburg). Die Erfassung der Sequenzdaten erfolgte mit
einer Floureszenzdetektion, fur die Cy5-markierter Sequenzprimer (Pharmacia,

Freiburg) verwendet wurden.

Das Sequenzierungsgel wurde fogendermalen hergestellt:

217 g Harnstoff
6,6 ml Long Ranger™ (50%) Acrylamid
90 ml TBE (10 x)

Der Ansatz wurde durch Zugabe von Aqua dest. auf ein Volumen von 60 ml gebracht
und durch einen 0,2 um Sterilfilter (Schleicher und Schull, Dassel) gefiltert, um

groliere Partikel zu entfernen.
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Nach der Zugabe von

30l TEMED
300 APS (10%)

wurde das Gel gegossen und nach einer Polymerisationszeit von ca. einer Stunde in
den Sequenzer eingesetzt. Als Laufpuffer wurde 0,5 x TBE verwendet. Die
vollstandige Auftrennung der Fragmente dauerte bis zu 1.000 Minuten bei 25 Watt
und 800 Volt.

Die digitalisierten Daten wurden mit dem Software-Programm ALFwin Evaluation
(Pharmacia, Freiburg) ausgewertet und gespeichert. Ausgewertete Sequenzdaten
wurden mit Hilfe des Programms Husar GCG, Version 4.0 (Genetics Computer

Group, Inc., Wisconsin, USA) ausgewertet.

2.7 Techniken zur Amplifikation von unbekannten
Nukleotidabschnitten

2.71 RACE-PCR

Die Technik der RACE-PCR (Rapid Amplification of cDNA Ends) ermdglicht die
Amplifikation von 5‘- und 3‘- cDNA-Enden. Die Methode wurde eingesetzt, um die 5'-
und 3‘-Enden der in Fibroblasten vorhandenen MCP-4 cDNAs zu identifizieren. Die
5- und 3-RACE-PCR mit Eotaxin-1-cDNA wurde von Bartels et. al , 1996
beschrieben.

Fir die 3*-RACE-PCR wurde mRNA aus Fibroblasten eingesetzt, die wie unter Punkt
2.4.2 beschrieben in cDNA umgeschriecben wurde. Im Gegensatz zur dort
beschriebenen RT wurde bei der 3'‘RACE ein ,Frohmann-Primer verwendet. Dieser
Primer bindet, wie der Oligo-dT-Primer an das 3‘-Poly(A)-Ende der mRNA. Zusatzlich
findet sich am 5‘-Terminus eine Ankersequenz. Nach Abschluss der reversen
Transkription wurde  eine PCR mit  einem genspezifischen (5
CGTCCCATCTACTTGCTGCT-3') und einem zur Ankersequenz komplementaren
Ankerprimer (5-CCTGTCGACGGTACCAAGC-3’) durchgefuhrt.
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Die 3‘-RACE wurde nach folgendem Protokoll durchgefuhrt:

5,0 ul Tricine-Puffer (10x)

1,0 ul dNTPs (10 mM)

2,0 pul genspezifischer Primer (20 M)
2,0 pl Anker-Primer (20 pM)

5,0 ul cDNA (aus 25 ng RNA)

25 uyl HO

- 25 pl Wachs (Chill-out 14™)
- 0,4 yl Tag-Polymerase (5U/ul) in 9,6 pl H,O
- Zugabe erst bei 85°C

Folgendes Programm wurde fur den Thermocycler (Trio-Block, Biometra, Gottingen)

verwendet:

95°C - 5 min
85C-1min - Zugabe der Tag-Polymerase

94°C - 1 min
45C-30s 35 Zyklen
72°C - 3 min

72°C - 15 min
4°C-

In einer 5-RACE wurde das 5° Ende der MCP-4 cDNA bestimmt. Dazu wurde das
,9-RACE System for Rapid Amplification of cDNA Ends 2.0, Gibco, Eggenstein)
verwendet. Die Durchfihrung der 5-RACE richtete sich nach dem Handbuch des
Herstellers, wobei der far MCP-4 genspezifische Primer (5%
TGTCAGCAGTCCTACTATTGCATTCAT-3) eingesetzt wurde.

Die PCR-Produkte wurden in einem horizontalen 1 %igen Agarosegel

elektrophoretisch aufgetrennt (siehe Punkt 2.5).
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2.7.2 Amplifikation der Promoterregionen neuer eosinophil chemotaktischer

Chemokine

Die Promoterregionen der Gene von Eotaxin-1 und MCP-4 wurden mittels einer
speziellen PCR-Reaktion amplifiziert. Als Template flir die PCR-Reaktion diente
dabei eine humane genomische DNA-Bibliothek, die in einen Lambda Fix Il Vektor
(Stratagene, La Jolla, USA) ligiert war.

- | Chemokingen | -
>

Exon 1 Intron1 Exon 2 Intron 2 Exon 3

5 e ] | 3
| <
s < PCR Fragment mit Promoterregion
- <—
(]
A y
| S — Kontrollfragment generiert mit

,hested“ Primern

—=—> T3(T7) Primer

Klonierung und Sequenzierung : Genspezifischer Primer

: : Nested Primer

Abbildung 2.1 Angewendete Strategie zur Isolierung und Vervielfaltigung von
Promoter-Regionen mittels einer PCR-Reaktion unter Verwendung eines fur das
Zielgen spezifischen Primers und einem Vektor-spezifischen Primer ausgehend von
einer genomischen DNA-Bibliothek.

Die Abbildung zeigt schematisch die genomische Struktur eines CC-Chemokins. Der genspezifische
Primer wurde von der Sequenz des ersten Chemokin-Introns abgeleitet. Der vektorspezifische Primer
bindet an das T3-Ende des Vektors (genomische DNA-Bibliothek). Es enstehen meist mehrere
Fragmente, die nicht alle spezifisch sind, da nur ein genspezifischer Primer eingesetzt wurde. Die
Fragmente, die geniigend grof® sind, wurden in einer zweiten PCR auf ihre Spezifitat hin untersucht.
Dazu wurden Primer ausgesucht, die beide entgegengesetzt an das Exon 1 binden. Nur bei positiven
PCR-Fragmenten kann nun in der zweiten PCR-Reaktion ein Fragment mit definierter Grofie
entstehen. Diese positiv detektierten Fragmente wurden kloniert und sequenziert. Die klonierte
Sequenz mul® am 3-Ende zwingend die Sequenz des ersten Introns beinhalten, um als spezifisch
eingestuft zu werden.
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Fur die PCR wurden genspezifische Primer, die von Sequenzen aus dem ersten

Intron abgeleitet wurden und ein Vektor-Primer eingesetzt.

Spezifische Primer flr das Eotaxin-1-Gen:

EOPRO1 5-TGAGGTTGAGGCATTTCTTG-3'
EOPRO2N 5-TGTGAGCTTTGGCGTGAG-3

Spezifische Primer fur das MCP-4-Gen:
M4PRO1 5-CAGAGTAATACAACGGGTCC-3
M4PRO2N 5-CATAGCTCTTCAGCCTCTGCAAG-3

Vektor-Primer:
T3moda 5-CTCTAATCAGACTCACTATAGGGC-3

Fur die PCR wurde das ,Expand High Fidelity PCR System“ (Boehringer, Ingelheim)

nach dem Protokoll des Herstellers verwendet:

- 5,0 ul ,Expand* PCR-Puffer (10x)

- 5,0 pl dNTPs (10 mM)

- 2,5 pl genspezifischer Primer (20 uM)
- 2,5 pl Vektor-Primer (20 uM)

- 10 pl genomische DNA (50 ng/ul)

- 15 pyl HO

25 ul Wachs (Chill-out 14m™1)

- -0,75 pl ,Expand“-Polymerase in 9,25 ul H,O
- -Zugabe erst bei 85°C
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Die PCR erfolgte mit folgendem Temperaturprogramm im Thermocycler (Trio-Block,

Biometra).

95°C - 5 min
85C-1min - Zugabe der Tag-Polymerase

94°C -1 min
60C-20s 35 Zyklen
68°C - 5 min

68°C - 8 min
4C- o

PCR-Fragmente wurden gelelektrophoretisch in einem horizontalen, 1%-igen
Agarosegel aufgetrennt. Fragmente, die groRer als 1000 bp waren, wurden dann
unter UV-Licht mit einem sterilen Skalpel aus dem Gel ausgeschnitten und wie unter
Punkt 2.5.2 beschrieben eluiert. Die eluierten Banden wurden als Template fur eine

anschlielende ,nested-PCR* eingesetzt.
Fur die PCR wurde folgender Ansatz verwendet:

- 50 pl ,Expand“-PCR-Puffer (10x)

- 5,0 pl dNTPs (10 mM)

- 2,5 pul genspezifischer Primer (20 uM)
- 2,5 pJl Vektor-Primer (20 uM)

- 10 pl genomische DNA (50 ng/ul)

- 15 uyl HO

- 25 pl Wachs (Chill-out 14™)

- -0,75 pl ,Expand“-Polymerase in 9,25 ul H,O
- -Zugabe erst bei 85°C
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Die PCR-Reaktion wurde mit dem gleichen Temperaturprogramm wie in der oben
ausgefuhrten PCR-Reaktion durchgefuhrt.

Die auf diese Weise generierten PCR-Produkte wurden in einem 1%-igen
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.

Die in der zweiten ,nested“-PCR positiv detektierten Banden wurden mit einem
sterilen Skalpell eluiert (siehe Punkt 2.5.2), kloniert (siehe Punkt 2.5) und sequenziert
(siehe Punkt 2.6.) Die ermittelten Sequenzen wurden mit den bereits bekannten c-
DNAs verglichen. Da der genspezifische Primer von der Sequenz des ersten Introns
abgeleitet wurde, mussten die PCR-Produkte, die die Promotorregion enthalten,

unbedingt die Sequenz des ersten Exons beinhalten.

2.7.3 Analyse der Promoterregion

Die sequenzierten Promoterregionen wurden mit Hilfe des HUSAR Programmes
(DFKZ, Heidelberg) mit bereits bekannten Sequenzen verglichen. Die
Promoterregionen wurden zusatzlich mit dem Programm FAC (DFKZ, Heidelberg)
und der ,Transfac” (transcription factor database) der Universitat Braunschweig

ausgewertet.

2.8 Reportergenassays

2.8.1 Luciferase-Expressionsvektoren

Fur die Untersuchung der Aktivitat einzelner Promoterregionen gibt es
unterschiedliche Assays. Dabei werden verschiedene Reportergenprodukte
gemessen. Diese kdnnen Chloramphenicol-Acetylltransferase, R-Galactosidase und
Luciferase sein. Fur die Untersuchungen der Eotaxin-1- und MCP-4-Promotoren
wurde der Luciferase-Assay gewahlt, da er etwa 10-100mal sensitiver ist als der
Chloramphenicol-Acetyltransferase (CAT)-Assay, obwohl die CAT-mRNA stabiler ist
als das Luciferasetranskript. Die Leuchtkafer-Luciferase (Photinus pyralis) hat eine
Grolde von 61 kDa und katalysiert die Oxidation von Luciferin unter Freisetzung eines
Photons. Die Messung der ,Lichtblitze* erfolgt in einem Spectralphotometer

(Luminometer) bei eine Wellenlange von 560 nm.
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Als Plasmid fur die Untersuchungen der Promoteraktivitditen wurde der Vektor
ptkLUC+ (Altschmied et al. 1996) verwendet, der uns von Dr. Altschmied (Universitat
Wurzburg) zur Verfugung gestellt wurde. Dieses Plasmid enthalt ein Luciferase
(LUC)-Gen, das unter der Kontrolle des Herpes simplex Virus Thymidin Kinase (tk)
Promotors steht. Zusatzlich findet sich eine Region mit geeigneten Schnittstellen flr
Restriktionsenzyme im Bereich vor dem Promoter/Gen Komlex.

Da fur die Untersuchungen der Promoteraktivitaten das ,Dual-Luciferase™ Reporter
Assay System“ (Promega, Mannheim) verwendet wurde, musste ein zusatzliches
Plasmid eingesetzt werden. Fir die Kotransfektion wurde das Plasmid pRL-TK
(Promega, Mannheim) benutzt. Dieses Plasmid beinhaltet neben einer Herpes
simplex Virus Thymidin Kinase (tk) Promotorregion ein Gen, das fur die Renilla
Luciferase (Rluc) codiert. Diese Luciferase wurde aus dem Organismus Renilla
reniformis isoliert und bildet ein 36 kDa grofl3es Protein, das bei der Oxidation von
Coelenterazine ebenfalls eine Lichtreaktion hervorruft, die dann von einem

Luminometer gemessen werden kann.

2.8.2 Klonierung der Promotorabschnitte

Zur Untersuchung der spezifischen Aktivitat des Eotaxin-1-Promotors wurden drei
unterschiedlich grof3e Promoterabschnitte in die Luciferase-Expressionsvektoren
ptkLUC+ kloniert (Altschmied et al. 1996). Dabei wurden folgende Primer fur die

Amplifikation von Promotorabschnitten des Eotaxin-1 Promotors verwendet:

LUCEOF1 GCGAAGCTTGCCTCACATGTTCTTTCCTG (-125)
LUCEOB  GCGGGATCCCTCAGCCTCTCTGCTCCTC (-1)

Zur Amplifikation wurden die Primer LUCEOF1,2,3 jeweils in Kombination mit dem
Primer LUCEOB verwendet und der dazwischen liegende Promoterabschnitt

amplifiziert.



2 Material und Methoden 54

Die folgenden Primer wurden zur Amplifikation eines Promoterabschnitts des MCP-4

Gens verwendet:

LUCM4F1 GCGAAGCTTGTTTCAGCCCTCAGCTTCC (-187)
LUCM4B  GCGGGATCC GTTTCTTTGCCTCTCGCTC (+11)

Die hervorgehobenen Sequenzabschnitte beinhalten die Schnittstellen fir die
Restriktionsendonuklesaen Hind Il (LUCEOF1-3 und LUCM4F1) und Bam H |
(LUCEOB und LUCM4B). Die Zahlen in Klammern hinter den Primern kennzeichnen
die Position des 5° Endes des Primers im Promoter. Als Template fur die PCR diente

der unter Punkt 2.5 beschriebene Promoterabschnitt.

Vor der Ligation wurden die PCR-Fragmente mit den Restriktionsendonukleasen

BamH | und Hind Il nach folgendem Protokoll geschnitten:

Die mit den oben beschriebenen Primern amplifizierten Promotorbereiche wurden in
den Vektor ptkLUC+ wie folgt kloniert:

- 8,0 pl ,Sure cut“-Puffer (10x)
- 2,0 pl Hind Il (40 Einheiten/pl)
- 2,0 pl BamH 1(40 Einheiten/pl)
- 68 yl PCR-Produkt

Die Ansatze wurden fur 8 Stunden bei 37°C inkubiert. Um die Reaktion zu stoppen,
wurden die Ansazte anschliellend fur 20 min auf 65°C erhitzt, da beide Enzyme

durch Hitze inaktiviert werden kdnnen.
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Fur die Ligation wurde folgender Ansatz gewahlt:

- 0,5 pl Luciferase-Expressionsvektor (0.1 pg/ul)
- 3,0 pl PCR-Produkt

- 2,0 pl Ligase-Puffer (5x)

- 3,0 yl HO

- 1,0 pl Ligase (1 Einheit/pl)

Die Ligation erfolgte bei 26°C fur 30 Minuten und anschlieRend bei 22°C fur 30

Minuten.

2.8.3 Sequenzspezifische Mutagenese mit Hilfe der PCR

Die Abbildung Abbildung 2.2 zeigt eine Moglichkeit, die PCR-Methode fur die
EinfUhrung von sequenzspezifischen Mutationen in eine Zielsequenz zu nutzen. Als
Matrize fur die PCR diente ein rekombinantes Plasmid, das ein DNA-Fragment des
zu untersuchenden Promoters enthielt, in das die Mutation eingefihrt werden sollte.
Es wurden zwei Primerpaare ausgewahlt, die beide Fragmente einrahmten, die
amplifiziert werden sollten. Das erste Paar bestand aus dem Ruckstrangprimer P1-3/,
der die gewlnschte Mutation tragt, und dem Hinstrangprimer P1-5. Dieser Primer
enthielt eine Restriktionsschnittstelle, die im Vektor nur einmal in der Klonierungs-
zielsequenz vorhanden war. Das zweite Paar bestand aus dem Hinstrangprimer P2-
5, der komplementar zu dem Primer P1-3' war und ebenfalls die Mutation enthielt,
sowie dem Ruckstrangprimer P2-3', der wie der Primer P1-5° eine
Restriktionsschnittstelle enthielt.

Mit Hilfe der beiden Primerpaare wurde die Zielregion in Form von N1/N2 und C1/C2
Fragmenten amplifiziert, die beide durch die Primer P1-3‘ und P2-5° die Mutation

enthielten.
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Einzufihrende Mutation
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Abbildung 2.2 Sequenzspezifische Mutagenese mittels PCR.

A. Zeigt den Vektor mit dem DNA-Fragment des zu untersuchenden Promoters, dass zwischen die
Restriktionsschnittstellen des Vektors kloniert wurde. Der Stern kennzeichnet die Stelle, an der die
Mutation eingefihrt wurde.

PCR-Amplifikation mit zwei unterschiedlichen Primerpaaren.

Aus der Amplifikation der Region gehen zwei verschiedene Fragmente hervor, die beide die
gewunschte Mutation tragen.

Mischen und Denaturieren der zwei Fragmente. Reamplifizierung mit den Primern P1-5° und P2-
3'. Es kann nur das Paar N4-C, amplifiziert werden.

Klonierung der Fragmente in einen fiir die nachfolgenden Untersuchungen geeigneten Vektor.

O Oow

m



2 Material und Methoden 57

Die erste PCR-Reaktion wurde dann wie folgt angesetzt:

10,0
2,0
4,0
4,0
1,0

68,0

Ml
Ml
Ml
Ml
Ml
Ml

- 25

-Expand“ PCR-Puffer (10x)

dNTPs (10 mM)

Primer A P1-5' oder p 2-5' (20 uM)
Primer B P1-3° oder p 2-3° (20 pM)
Plasmid DNA (100 ng/pl)

H.O

Wachs (Chill-out 14™)

- 1,0 yl ,Expand“-Polymerase (3,5 Einheiten/pul) in 9,0 pl H,O
- Zugabe erst bei 85°C

Die PCR erfolgte mit folgendem Temperaturprogramm im Thermocycler (Trio-Block,

Biometra):

95°C - 5 min
85C-1min - Zugabe der Tag-Polymerase

94°C - 1 min
60°C-20s 35 Zyklen
68°C - 5 min

68°C - 8 min
4°C- w

Die so generierten PCR-Produkte wurden in einem 1 %igen Agarosegel

elektrophoretisch aufgetrennt. Anschlieend wurden die spezifischen PCR-Produkte

mit einem sterilen Skalpell aus dem Agarosegel geschnitten und eluiert (siehe Punkt

2.5.2). Die eluierten PCR-Fragmente wurden dann in einem aquimolaren Verhaltnis

vermischt, denaturiert und einer weiteren PCR mit den Primern P1-3° und P2-5°

unterzogen.

Fur die zweite PCR wurde folgender Ansatz verwendet:
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10,0
2,0
4,0
4,0
5,0
5,0

59,0

Ml
Ml
Ml

Ml
Ml

- 25

,Expand“ PCR-Puffer (10x)

dNTPs (10 mM)

Primer P1-5° (20 uM)

Primer P2-3° (20 uM)

PCR-Fragment N1N; aus der ersten PCR (10-20 ng)
PCR-Fragment C1C; aus der ersten PCR (10-20 ng)
H>O

Wachs (Chill-out 14™)

- 1,0 yl ,Expand“-Polymerase in 9,0 ul H,O
-Zugabe erst bei 85°C

Die PCR-Zyklen wurden wie folgt eingestellt:

95°C - 5 min
85C-1min - Zugabe der Tag-Polymerase

94°C - 1 min
60C-20s 35 Zyklen
68°C - 5 min

68°C - 8 min
4°C- o

Nach der zweiten PCR-Reaktion wurde das entstandene PCR-Produkt genau wie
nach der ersten PCR-Reaktion im Agarosegel aufgetrennt und ausgeschnitten. Der
Restriktionsverdau, die Ligation und die Kolonie-PCR erfolgen wie unter Punkt 2.8.2
beschrieben. Klone, die PCR-Fragmente mit der richtigen Lange enthielten, wurden
anschlielend sequenziert. Durch die Sequenzierung wurden die Plasmide mit der

gewulnschten Mutation eindeutig identifiziert und unerwinschte Mutationen an

anderen Stellen innerhalb des amplifizierten Bereichs ausgeschlossen.
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2.8.4 Transiente Transfektion

Als Transfektionsmethode wurde die Elektroporation gewahlt, bei der eine
Suspension aus Zellen und DNA einem elektrischen Hochspannungsschock
ausgesetzt wird. Dabei entstehen Poren in der Plasmamembran der Zellen, durch die
die DNA ins Zytoplasma der Zelle bis in den Zellkern gelangen kann.

Fibroblasten wurden wie unter Punkt 2.2.2 beschrieben kultiviert. Die Zellen wurden
in einer Konzentration von 1 x 10° ml™ ausgesat und tber Nacht im Brutschrank
inkubiert, so dass sie zum Zeitpunkt der Transfektion maximal proliferiert waren.

Die Zellen wurde am nachsten Tag trypsiniert, abzentrifugiert und in
,Elektroporationspuffer* (Medium + 5% FCS) in einer Konzentration von 1,5 x 10" ml
aufgenommen. In 50 ml Roéhrchen wurden je 40 ml Vollmedium und in den
Elektroporationskuvetten jeweils 350 ul Zellsuspension vorgelegt. Zu der
Zellsuspension wurden je 30 pug Plasmid (siehe Punkt 2.8.1) gegeben, vorsichtig
gemischt und fur 2 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Der ,Equibio Easyjec T
Plus“-Elektroporator wurde in den ,Low-Voltage-Modus“ eingestellt. Die
Elektroporation fand bei 210 Volt und 1200 pyFarrad statt.

Nach der Elektroporation wurden 700 ml Medium aus dem 50 ml Rohrchen direkt in
die Elektroporationskuvetten gegeben, die Zellsuspension darin aufgenommen und in
die 50 ml Réhrchen Uberfuhrt. Die Réhrchen mit den elektroporierten Zellen wurden
fur 30 min bei 37°C inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen abzentrifugiert und in
24 ml Medium resuspendiert. Die 24 ml Ansatze wurden auf 24-Loch-Platten (Becton
Dickinson, Heidelberg) verteilt und uber Nacht bei 37°C inkubiert.

Am nachsten Tag wurde das Medium gegen 1ml frisches Medium bzw. Medium mit

der gewilnschten Zytokinkonzentration getauscht und nach 6 Stunden geerntet.

2.8.5 Messung der Luciferaseaktivitat

Die Reportergenassays wurden mit dem ,Dual-Luciferase™ Assay system®

(Promega, Mannheim) durchgefuhrt.
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2.9 Nachweis von Transkriptionsfaktoren

2.9.1 Bindung von Doppelstrang-Oligonukleotiden an Magnetobeads

Fur den Nachweis von Transkriptionsfaktoren wurden kurzere doppelstrangige DNA
Abschnitte aus dem Bereich des Promoters zu Kassetten verbunden und an
Magnetobeads (Dynabeads™ M-280 Streptavidin) gekoppelt. Dazu wurden zu erst

die ausgesuchten Oligonukleotide (Biometra, Gottingen) wie folgt phosphoryliert:

3.6 ul Polynukleotid-Kinase-Puffer (10x)
2,0 ul ATP (10 mM)

2,0 pl Polynukleotid-Kinase (10 Einheiten/pl)
3,5 ul HO

Der Ansatz wurde fur eine Stunde bei 37°C inkubiert. Anschlielend wurde der
gesamte Ansatz von dem Hinstrang- und dem Rulckstrang-Oligo zusammen
gegeben, miteinander gemischt und fur 5 Minuten bei 95°C in einem Heitzblock
denaturiert. Nach der Denaturierung wurde der Heitzblock ausgeschaltet und der
Ansatz im Block auf Raumtemperatur heruntergekihlt. Um die doppelstrangige DNA
von den eingesetzten Agentien zu befreien, wurde der Ansatz mit dem ,PCR-
Purifikation Kit“ (Roche, Mannheim) nach dem Protokoll des Herstellers aufgereinigt.
Um ein DNA-Fragment zu generieren, dass mehrere Sequenzabschnitte des zu
untersuchenden Promoters enthalt, wurden die phosphorilierten doppelstrangigen

Oligonukleotide zu einer bis zu 1 Kilobasen-Kassette verbunden.

Die Ligation wurdefolgt durchgefiihrt

76,0 ul phosphorilierte Doppelstrang-Oligonukleotide

9,0 ul Ligase-Puffer (10x)

5,0 ul Ligase (1 Einheiten/pl)
Die Ligation erfolgte in einem Heizblock, der den Ansatz in einem Zeitraum von 8
Stunden gleichmalRig von 12°C bis auf 17°C erwarmte. Die auf diese Weise

generierten DNA-Fragmente wurden in einem 1 %igen Agarosegel elektrophoretisch
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Reaktionsgefall in das MPC-Rack gestellt und von dem Uberstand befreit und
anschlie3end wie oben beschrieben zweimal mit 200 ul Puffer A (50 mM NaOAc pH
7,5, 1 M NaCl) gewaschen.

Nach dem Waschen wurden die Magnetobeads mit 200 ul Puffer B (50 mM NaOAc
pH 7,5, 50 mM NaCl) resuspendiert. Nach dem Resuspendieren wurde der Puffer mit
Hilfe des MPC-Racks gegen eine Mischung aus 700 pl Puffer B (50 mM NaOAc pH
7,5, 50 mM NaCl) und 8mg BSA getauscht. Der Puffer mit dem BSA wurde
anschliefend wieder gegen 500 ul Puffer (50 mM NaOAc pH 7,5, 50 mM NaCl)
ausgetauscht. Diese Suspension wurde Uber Nacht vorsichtig bei Raumtemperatur
geschuttelt. Am nachsten Tag wurden die Magnetobeads mit den gebundenen ,Bio-
multi-ds-Oligos® zweimal mit 500 pl Puffer (50 mM NaOAc pH 7,5, 50 mM NaCl)
gewaschen. Die Magnetobeads wurden in einem Volumen von je 250 ul auf zwei

Reaktionsgefalle verteilt und bei 4°C gelagert.

2.9.2 Zellkernextrakte

Die Zellen wurden wie unter Punkt 2.2.2 beschrieben kultiviert. 1,5-3 x 107 Zellen
wurden in einer Zentrifuge bei 600 x g abzentrifugiert. Die sedimentierten Zellen
wurden bei —20°C eingefroren. Das Zellsediment wurde in 40 ml Puffer A aufgetaut,
grundlich gemischt und 10-20 Sekunden auf Eis inkubiert und erneut grindlich
gemischt. Die Zellsuspension wurde bei 4°C zentrifugiert (15 min, 10000 x g). Der
Uberstand wurde vorsichtig vom Sediment entfernt und mit 70 pl Lyse-Puffer

gemischt.

2.9.3 Isolierung von Transkriptionsfaktoren mit Magnetobeads

Zur lIsolierung von Transkriptionsfaktoren aus dermalen Fibroblasten wurden 200 ul
der ,Oligo-Magneteobeads® an die wie unter Punkt 2.9.1 beschriebenen
Promoterabschnitte zu Kassetten verbunden und an die Magnetobeads gekoppelt,
vorsichtig resuspendiert und in ein MPC-Rack gestellt. Nach dem Sammeln der
Magnetobeads an der GefaRwand wurden sie vom Uberstand befreit, aus dem MPC-
Rack genommen und mit 70 pl des Zellkernextrakts (siehe Punkt 2.9.2) vermischt.
Der Ansatz wurde fUr eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und dabei alle 15

Minuten vorsichtig gemischt, um ein Sedimentieren der gelésten Produkte zu
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verhindern und eine gleichmalige Verteilung des Zellextraktes zu gewahrleisten.
Wahrend der Inkubation konnten die Transkriptionsfaktoren an die gekoppelten
aufligierten Promoterabschnitte binden.

Nach der Inkubation wurde das Reaktionsgefal® in das MPC-Rack gestellt, der
Uberstand vorsichtig entfernt und die Magnetobeads mit 70 ul Puffer A (50 mM
NaOAc pH 7,5, 1 M NaCl) resuspendiert. Die resuspendierten Magnetobeads wurden
erneut in das MPC-Rack gestellt, und nach dem Sammeln der Magnetobeads an der
GefaBwand wurde der Uberstand entfernt. Das Waschen der Magnetobeads wurde
zweimal wiederholt. Nach dem Waschen wurden die Magnetobeads mit 10 ul Puffer
B (50 mM NaOAc pH 7,5, 50 mM NaCl) resuspendiert und fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und dabei alle 15 Minuten vorsichtig gemischt, um ein
Sedimentieren der geldsten Produkte zu verhindern. Nach der Inkubation wurde das
Reaktionsgefal in das MPC-Rack gestellt und der Uberstand vorsichtig in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal (berfiihrt. Zu dem isolierten Uberstand wurden 10 pl ,Protein-Gel-
Proben-Puffer (62,5 mM Tris/HCI pH 6,8, 25 % Glycerin, 2% SDS, 0,01%
Bromphenolblau) gegeben. Dieser Ansatz wurde 5 Minuten bei 95°C denaturiert und

anschlielend auf ein SDS-Gel (siehe Punkt 2.9.4) aufgetragen.

2.9.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Bei der SDS-PAGE handelt es sich um eine Methode, mit der Proteine entsprechend
ihrem  Molekulargewicht aufgetrennt werden. Das anionische Detergenz
Natriumdodecylsulfat (SDS) bindet an die durch Hitzebehandlung denaturierten und
in ihre Untereinheiten zerfallenden Proteine. SDS bindet an die hydrophoben
Regionen der Proteine. Die Ladung der Proteine wird so durch die stark negative
Ladung des SDS nivelliert, so dass in der Regel alle Proteine gleich stark negativ
geladen sind.

In denaturierenden SDS-Polyacrylamid-Gelen wurden Proteine ihrer Gro3e nach
aufgetrennt. Die Elektrophorese erfolgt ein dem Vertikal-Gelelektrophorese
SystemMini-V 8.10 (Gibco BRL). Fur ein SDS-Gel (Schichtdicke 0.75 mm) wurden

folgende Losungen bendtigt:
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AA/BAA: 30 % Acrylamid
0.8 % N,N’-Methylenbisacrylamid
Losung nach Filtration bei 4 °C lagern
1.5 M Tris-HCI pH 8.8
0.4 % SDS
0.5 M Tris-HCI pH 6.8
0.4 % SDS
TEMED, 40 % APS, 87 % Glycerin
SDS-Probenpuffer: 62.5 mM Tris/HCI pH 6.8
2 % SDS
20 % Glycerin (87 %)
1 %0 BPB

(FUr  reduzierenden  Probenpuffer wird 5  %[B-

4 x Lower-Tris:

4 x Upper-Tris:

Mercaptoethanol zugegeben.);
(kann aus 2-4x verdunnten Stammldsungen verdunnt

werden)

Das folgende Pipettierschema wurde nach einem Protokoll von Laemmli (1970)

erstellt.
Sammelgel 7,5% Trenngel 9% Trenngel
AA/BAA 0,5 ml 1,25 ml 1,5 ml
4 x Lower Tris 1,25 ml 1,25 ml
4 x Upper Tris 1,25 ml
H.O 3,2 ml 1,5 ml 1,25 ml
87% Glycerin 1ml 1ml
TEMED 12 4,5l 5,5 ul
40% APS 12 4,5l 5,5 pl

Tabelle 2.6 Pipettierschema fur denaturierende SDS-Polyaceylamidgele

Die Proteinproben wurden vor dem Auftragen in einem geeigneten Verhaltnis mit
SDS-Probenpuffer gemischt und zur vollstandigen Denaturierung und Reduktion der
Proteine 5 min bei 95°C inkubiert. Zur Fokussierung der Banden lasst man die
Proteine bei 100 V ins Sammelgel einlaufen und erhoht, nachdem die Proteine ins
Trenngel eingelaufen sind, die Spannung auf 150 V.

Nach Abschluss des Laufs wurde das Gel mit Coomassie oder Silber gefarbt oder die
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Proteine wurden zur Immundetektion auf Nitrocellulosemembran geblottet.

2.9.5 Nachweis von in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteinen

Elektrophoretisch aufgetrennte Proteine kdnnen direkt im Gel angefarbt werden. Es

wurde Coomassie- und Silberfarbung verwendet.

Coomassie-Farbelosung: 0.25 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R250 in
Entfarbeldsung

Entfarbel6sung: 1 Vol. Essigsaure (100 %)
1 Vol. Methanol
8 Vol. H20

Die Coomassie-Farbung ist ein sehr einfaches und schnelles Verfahren zur Detektion
von Proteinen bis zu einer Konzentration von 100 ng bis 1 ug. Nach Abschluss des
Laufs wird das Gel 30 min in Coomassie Farbelosung geschwenkt und anschlie3end
der Uberschussige Farbstoff mit Entfarbelosung entfernt.

Ein sensitiveres, aber aufwendigeres Verfahren ist die Silberfarbung. Diese Methode
beruht nicht auf der Bindung eines Farbstoffes, sondern auf der Initiierung einer
RedOx-Reaktion. Einige Silberionen werden von den Proteinen gebunden und durch
Reduktion in Silberkeimlinge umgewandelt, initiiert von den funktionellen Gruppen
und den Peptidbindungen. Anschliel}end werden durch ein starkes Reduktionsmittel
alle Silberionen in metallisches Silber umgewandelt. Da die Reduktion an den
Silberkeimlingen am schnellsten ablauft, kann durch rechtzeitigen Abbruch der
Reaktion eine selektive Ablagerung von Silber an den Stellen erreicht werden, an
denen sich Proteine im Gel befinden. Mit der Silberfarbung kénnen bis zu 50 ng

Protein nachgewiesen werden.
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50% (v/v)
50% (w/v)
20% (w/v)

10% (w/v)
1% (W/v)
37% (w/w)
Lsg 1:

Lsg 2:
Lsg 3:
Lsg 4:
Lsg 5:

Lsg 6:

Aceton in Wasser

Trichloressigsaure in Wasser (im Glasgefald aufbewahren)
Silbernitrat in Wasser (dunkel aufbewahren, nicht zu lange
verwenden)

Natriumthiosulfatpentahydrat in Wasser

Essigsaure

Formaldehyd

30 ml 50% Aceton, 0,75 ml 50% Trichloressigsaure, 12,5 pl
Formaldehyd

50% Aceton

100 pl 10% Natriumthiosulfat in 30 ml Wasser

0,4 ml Silbernitrat, 0,3 ml Formaldehyd, 30 ml Wasser

0,6 g Natriumcarbonat, 12,5 ul Formaldehyd, 25 ul Natriumthiosulfat,
60ml Wasser

1% Essigsaure

Das Gel wird nach dem Lauf 5 min in Lsg 1 gewippt. Anschlief3end wird es 3 x 5 s ,1

x 5 min und noch einmal 3 x 5 s mit Wasser gewaschen. Nach 5 min Wippen in Lsg 2

wird das Gel 1 min in Losung 3 geschwenkt, 3 x 5 s mit Wasser gewaschen und 8

min in Losung 4 auf der Wippe inkubiert. Nachdem 5 x 5 s mit Wasser gewaschen

wurde, wird Losung 5 zugegeben, und sobald Banden braunlich erscheinen, die

Reaktion mit Lsg 6 gestoppt. Es muss beachtet werden, dass die Reaktion auch

nach Zugabe von Lsg 6 noch kurze Zeit weiterlauft und das Gel noch nachdunkelt.

Mit Coomassie oder Silber angefarbte Gele werden zur Aufbewahrung getrocknet,

d.h., das Gel wird 1 h in einer 30 %igen Methanol-Lésung geschuttelt und

anschliefend zwischen zwei Cellophanfolien in einem Spannrahmen getrocknet.
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2.9.6 Protein GroRenstandards

Protein

Molekulargewicht

LM-Standard

HM-Standard

SDS7B-Standard

Myosin

200 000 Da

a2-Macroglobulin 180 000 Da

}-Galactosidase 116 000 Da 116 000 Da

Phosphorylase B 94 000 Da 94 000 Da

Fructose-6-Phosphat- 84 000 Da

Kinase

Ovotransferrin 78 000 Da

Albumin 67 000 Da

Pyruvat-Kinase 58 000 Da

Glutamat 56 000 Da

Dehydrogenase

Fumarase 48 000 Da

Ovalbumin 43 000 Da 43 000 Da

Lactat Dehydrogenase 36 500 Da

Carboanhydrase 30 000 Da

Triosephosphat- 26 600 Da

Isomerase

Trypsininhibitor 20 100 Da

Lactalbumin 14 400 Da

Tabelle 2.7 Grolienstandards fur Proteingele

Es wurde ein Westernblot zum Nachweis der Transkriptionsfaktoren Stat6 und NFxB
(p65)
Trcine-SDS-PAGE aufgetrennt (siehe Punkt 2.9.4). AnschlieBend wurden die

aufgetrennten Proteine mit Hilfe eines ,Sartoblot“-Apparates (Sartorius, Goéttingen)

verwendet. Die Proteine wurden zunachst elekrophoretisch in einer

auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die Transferzeit betrug 2 h bei einer
Gelflache.  Anschliel3end

Nitrozellulosemembran fur 1 h in 1% Gelatine (w/v) in PBS inkubiert. Dann wurde 1

Stromstiarke von 2  mA/cm? wurde  die
pg/ml primarer Anti-Staté bzw. p65 Maus-lgG-Antikdrper (Santa Cruz, USA) zugeflugt
und die Membran Uber Nacht mit dem primaren Antikérper inkubiert. Anschlielend
wurde das Medium entfernt, die Membran einmal mit PBS gewaschen und mit dem
sekundaren Peroxidase-gekoppelten Anti-Maus |gG-Antikorper (Dianova, Hamburg;
1:400 in PBS verdunnt) fur 1 h bei 37°C inkubiert. Dann wurde die Membran einmal
in PBS gewaschen und mit Peroxidase-Substratidsung (0,01 M o-Phenylendiamin-
dihydrochlorid in 0,1 M Citrat-Phosphat-Puffer, pH 5,0 + 0,001% H205) inkubiert. Die
abschliefende enzymatische Farbereaktion wurde durch Inkubation der Membran in

aqua dest. beendet.
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aufgetrennt, um den Erfolg der Ligation zu prifen. AnschlieRend wurde der Ansatz

wie oben beschrieben aufgereinigt.

Um die gereinigten DNA-Fragmente an die Magnetobeads zu binden, wurden sie in

einem 100 ul Ansatz wie folgt mit Biotin markiert:

20 ul Bio-dATP (0,4 mM, Gibco)

20 pl dNTP’s ohne ATP (1 mM)

16 pl Klenow-Fragment (1 Einheiten/pl, Roche)
10 ul Puffer M (Roche)

24 ul HO

Der Ansatz wurde fur eine Stunde bei 37°C inkubiert und anschlieRend wie bereits
beschrieben aufgereinigt. Nach der Aufreinigung wurde der Ansatz in einer
Vakuumzentrifuge (Speed-Vac) getrocknet und anschliellend in Puffer A (50 mM
NaOAc pH 7,5, 1 M NaCl) resuspendiert. Eine Messung mit dem Photomerter ergab
eine Konzetration der Biotin markierten Doppelstrang-Oligonikleotide (,Bio-multi-ds-
Oligo®) von 800 pmol in 100 pl Puffer.

Um die ,Bio-multi-ds-Oligos“ an die Magnetobeads zu binden, wurden 200 ul der
Magnetobeads M-280 Suspension (10 mg/ml) in ein 1,5 ml Reaktionsgefal® gegeben
und in den ,Magnetic Particle Concentrator® (MPC-Rack) gestellt. Nachdem die
Partikel an die Gefawand gebunden hatten, wurde der Uberstand vorsichtig
entfernt. Die Magnetobeads wurden aus dem MPC-Rack genommen und in 200 pl
Puffer A (50 mM NaOAc pH 7,5, 1 M NaCl) resuspendiert. Die resuspendierten
Magnetobeads wurden erneut in das MPC-Rack gestellt und nach dem Sammeln der
Magnetobeads an der GefaRwand vom Uberstand befreit. Das Waschen der

Magnetobeads wurde einmal wiederholt.

Nach dem Waschen wurden die Magnetobeads mit 400 ul Puffer A (50 mM NaOAc
pH 7,5, 1 M NaCl) resuspendiert und mit 100 pl ,Bio-multi-ds-Oligos®, die in dem
gleichen Puffer geldst waren, vermischt. Dieser Ansatz wurde flir 2 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert und dabei alle 15 Minuten vorsichtig gemischt, um ein

Sedimentieren der gelosten Produkte zu verhindern. Nach der Inkubation wurde das
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Dieses PCR-Fragment enthielt drei Exons, die von zwei Introns (Intron | 1211 bp;
Intron 1l 378 bp) unterbrochen wurden. Das erste Exon hat eine Lange von 132
Nukleotiden und enthalt die 5-UTR (5 untranslatierte Region) und Nukleotide, die fur
das Signal-Peptid codieren. Das zweite Exon hat eine Lange von 112 Nukleotiden,
die fur die aminoterminale Halfte des nativen Eotaxin-1-Proteins codiert. Exon drei
besteht aus 542 Nukleotiden, die fur den carboxyterminalen Teil des nativen Proteins
und den 3-UTR (3'-untranslatierte Region) codieren.

Die komplette Nukleotidsequenz des Eotaxin-1-Gens, das auch einen grof3en Tell
der Promoterregion enthalt, wurde in die DDBJ/Genbank/EMBL eingereicht und
erhielt die Identifizierungsnummer (Accession number) Z92709.

Vergleichende Sequenzanalyse der genomischen Eotaxin-1-DNA mit der von
anderen bereits bekannten CC-Chemokinen konnte zeigen, dass sowohl die 2-Intron/

3-Exon Struktur wie auch die Intron-/Exon-Ubergénge stark konserviert sind.

3.1.2 Sequenz und Analyse des Eotaxin-1-Promoters

Mit der unter Punkt 2.7.2 beschriebenen Methode wurde ein 2500 bp grolies PCR-
Fragment amplifiziert, welches die Eotaxin-1-Promoterregion enthielt. Die
Sequenzierung dieses Abschnitts der Eotaxin-1-Promoterregion ermoglichte die
Identifizierung von zahlreichen potentiellen Bindungsstellen far
Transkriptionsfaktoren in der Promoter-Region. Der Eotaxin-1-Promoter enthalt eine
TATA-Box an der Position -43 und eine potenzielle Bindestelle fir den
Transkriptionsfaktor NFkB (nuklear faktor kB) an Position -68. An der Position -74
findet sich eine potenzielle Bindungsstelle fir den Transkriptionsfaktor STAT6 und an
Position -156 ein GRE-Element (glucocorticoid response element-binding protein).
Die Abbildung (siehe Abbildung 3.2 In der Promoterregion des Eotaxin-1-Gens finden
sich zahlreiche potenzielle Bindungsstellen fir Transkriptionsfaktorenzeigt die
Promotersequenz des Eotaxin-1-Gens und alle weiteren potentiellen Bindungstellen
fur  Transkriptionsfaktoren, die mit Hife des HUSAR/GCG Programms
(http://genome.dkfz-heidelberg.de/biounit/) identifiziert wurden.
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3 Ergebnisse

3.1 Isolierung und Charakterisierung des Eotaxin-1-Gens

3.1.1 Genomische Organisation des Eotaxin-1-Gens

Um die genomische Organisation des Eotaxin-1-Gens zu analysieren, wurden
spezifische Primer von der Eotaxin-1 cDNA Sequenz (Bartels et al., 1996) abgeleitet.
Als Matrize fur die Amplifikation der genomischen Eotaxin-1-DNA diente humane
genomische DNA, die mit DNAzol aus primaren humanen Fibroblasten isoliert wurde.
Zusammen mit den spezifischen Intron Uberspannenden Primern konnte ein 2868 bp

grolRes PCR-Fragment amplifiziert werden.

Exon 1 Intron 1 Exon 2 Intron2 Exon 3

5« —s - T 3
132bp  1211bp  112bp  378bp 542 bp

kodierende
Exon Region

Eotaxin-1 cDNA

untranslatierte
Exon Region

Eotaxin-1 Propeptld (97 Aminosauren)

Signalsequenz Natives Eotaxin-1 Peptid (74 Aminosauren)

Abbildung 3.1 Das Eotaxin-1-Gen hat die fir CC-Chemokine typische 3 Exons und

2 Introns Struktur.

In dieser Abbildung wird ein schematischer Uberblick tiber die Organisation des Eotaxin-1-Gens, die
Eotaxin-1-cDNA und das Peptid dargestellt. Die Introns sind als Linien, die Exons als Rechteck
dargestellt. Die Lange der einzelnen Abschnitte verhalt sich nicht proportional zur GréR3e in bp.
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CGGGGCCTTTTTAGGGTGCCTGGCCTTTTGTTGGCCTTTTGCCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTT
TGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCC
PEA3 AP2

GCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATT
GM-CSF E2A GM-CSF

AGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCCCGTATGT TGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTA
AP2 AP3 PEA3

CGCCAAGCTATTTAGGTGACGCGTTAGAATACTCAAGCTATGCATCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATT
NF-IL6

CAGGCTCTAATACGACTCACTATAGGGCGTCGACTCGATCAAGGCCCCTCATTCATCAGGCACCAAATCACAGGCAAGAAATTGGTCTACTCTACTTCAT

TGCTGAAAAGAAAGCCTCCAAGAAAGAAAGAGAAAAAGCCCTTGAAGCTGCCCCTGCTTGCTAGGGATGGCCAGTGAGCTGGATGAAACAGCTGCAGAGC
TCF-1 TCF-1 YIRE TCF1l E2A

TTGGATATCTAAAGATTGATTTTATTTATTTCCACTGAGCCACTGAGGTTTTTCAGGCGTAGAGTAAATCCAAAGCCCATTAACTCCAAAGCCATTTTCC
GM-CSF TCF-1 YIRE

AAGGAAAACACAAAAATGAATAATCGCTTGCTGATAATTCCTTTAATTCCCGCCAGAGTTATGAAATTATTCTTACTACAGAAACAATCATTAAACCACG
GATA NF-IL6 YIRE

TCAGACAAACACCTCTGAGGACAATAATATTCCCAAATTTATTCTGCCGAGAATTTTTTAAAACTTCGTATCTGCCACATGTGCAACTCAGGCATTCTTG

GAAACCATCCCTGCGGTAGCATATCTTTACTTGGAAGCAGTGGGAAAACT TGGAAGAATAT TTGGAGARATATCCAGACTCTGAGGTCTTTCCAACATTC
YIRE NF-IL6

CCAATCTGCCCTTCTTTTTTTTTTTTTTTGAGACACAGTCTCACTCTGTTGCCCAGGTTGGAGTGCAGTGGCATGATCTCTGCCCATTGCAACCTTTGTC
YIRE

CCCTGTGTTCAAGCAATTCTCATGCCTCAGCTTCCTGAGTAGCTGAGACTACAAACACCATCCACCATGGCTGGCTAATTTTTTGTATTTTTAGTAAAGA

CAGGTTTTCACCATGTTGCCCAGGCTGGTCTTGAACTCCTGACCTCGAGTGATCTGCCTGCCTCAGTCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAAGTGTGAGCCA
YIRE TCF-1

CTGTACCCGGCCCTATTCCCTAATAATAAAARACAGTAACTTCTACTCACTGAGTATCTACAGTGATTTAGTCATTCTTCTAAGCAGTTTAGATACATGA
TCF-1 YIRE

ACTCATTTAATTCACACGACAATTCCCTAAAGTACACATGATTAGTATCCTGCTCTTACCCTAGCAGAGAGTGGTTAAGTAAGTTGTCCATGGTATCACA
GM-CSF NF-IL6 TCF-1

GCTAGTCAGTCACAGAGCCATCATCCAAATGCAGATATCCTGAATTCAGGT TCTACATTAGACTAACCCACCGGGAATGGAGCAGGARAGAACAGGGAAG
TCF-1 GM-CSF YIRE AP-2 PEA3 TCF-1

ACTCCACATTTTTGGCCTCTATTTGGTAATTATAGTTAACTTTTTAGGTAATTATAGACCAATTATCCTAGATGGGCACTTAGAGACTTTGCAGGACAGC
GM-CSF NF-IL6 CFl

ARGAGCTGTCTCTAATCCTGTGCCCATGACAGACATCACCAGTCAACCACAACACAGTATTTAACTAACGCAAGTCAACTCCTCAGAATCTTTAACATAC
TCF-1 YIRE

CTTGTTTGTGCTACTGTACCAATCAATCAATTTGATATGAGAGTGTGCAGGAAAAAACAGGAAACAGGT TTGCAGTACCTCCACACCAGTATTCAATGCT
APl PEA3 TCF-1 YIRE PEA3 YIRE YIRE

GTAATCCGCTGCAGTGACTCCATTAAATACTTTGCCTCCCTTATACCCTCTCCAACTAGGGTGCCTAGTGTTATGAACAAAGGGATATGTATAGGTTCTT
YIRE GM-CSF TCF-1

GTGTTGCCTCTCTCTTTGATATTTTTAGCCATCAGATACCTTGTCTGCAATGTGTGCTCAGAGAGTGAGGGGGGAACTAGATGATTGATTTTCCAAAATG
TGTCCCTAAACGTGCTCCCTGGGGAATAAGGGCACGAGAGGCTGCCTATTCTATTTCAAACAAATCCCCTTCACTACAGTGTATTTGATGAGTTGGGGTT
TGTTTTAATTCCATTTGGAAAAGGGCTTTAGCAGCTAAGCAAATGGT TTTAAAGTGCCTCAGAAGTCAAGATTAATAGAAACTATCCAGTTCTGATGTCC

GM-CSF CFl

TATCATGCTAAAATTTCAGGGACTAAGATTCTGTGATCATTACATTGAAACACAGCAGCARAGCTGTGGTGTGTTGTCCTTCCTGGTTCAGAGATGCAAC
GM-CSF YIRE TCF-1

TATGTGCAGGGCTGCTGAGCTCTCTCTGCATCTGGGTGGGAGCCTAATGGAAGTTTTGGGGCTCCTTACTGGTCTCCAAAATCCTCAAGACCACCATGTG

AACACAGGAATCAAGGAAGGTTCTTAGATCGACTCATCCCCCAGGCCTTTGGTTTCCTTGCTCCTTTCCCCGACTACAGGTGTTTCATTTCAACTCATCC
TCF-1 YIRE AP-2 E2A GM-CSF

CCTAGGGCCTTGGTTTTCTTGCTCTCTTCCCCCACTACAGATGTTTAACTTCATTTCATAACCACATATTCCCCTCCTTTTCCAAGGCAAGATCCAGATG
E2A GM-CSF CFl

GATTAAARATTGTACCAAGTCCCTCCTACTAGTCTTGCCTCTCTTCTGTTCTGCTTGACTTCCTAGGATCTGGAATCTGGTCAGCAATCAGGAATCCCTT
GRE YIRE YIRE YIRE

CATCGTGACCCCGCATGGGCAAAGGCTTCCCTGGAATCTCCCACACTGTCTGCTCCCTATAAAAGGCAGGCAGATGGGCCAGAGGAGCAGAGAGGCTGAG
Staté NF-xB TATA-box E2A CF1 Spl

ACCAACCCAGAAACCACCACCTTCTCACGCCAAAGCTCACACCTTCAGCCTCCAACATG
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Abbildung 3.2 In der Promoterregion des Eotaxin-1-Gens finden sich zahlreiche

potenzielle Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren (siehe Seite 69).

Darstellung der Nukleinsauresequenz des Eotaxin-1-Promoters und der potenziellen Bindungsstellen
fir Transkriptionsfaktoren. Die unterstrichenen Sequenzabschnitte entsprechen Konsensus-
Sequenzen von bereits bekannten Transkriptionsfaktoren. Der doppelt unterstrichene Sequenzbereich
markiert den Transkriptionsstart und das 5‘-untranslatierte Ende der Eotaxin-1-cDNA. Der

Transkriptionsstartpunkt wurde mittels 5° PCR ermittelt (Bartels et al., 1996).

3.2 Isolierung und Charakterisierung des MCP-4-Gens

3.2.1 Genomische Organisation des MCP-4-Gens

Ein 1911 bp grolkes PCR-Fragment wurde mit humaner genomischer DNA, die mit
DNAzol aus primaren humanen Fibroblasten isoliert wurde, generiert. Die Primer flr
die Amplifikation waren Intron-Uberspannenden und wurden von MCP-4-cDNA
abgeleitet. Die Analyse des klonierten PCR-Produkts zeigte eine Intron-/Exon-
Struktur, die fir CC-Chemokine typisch ist. Die genomischen Sequenzdaten des
MCP-4-Gens zeigten eine Gliederung in drei Exons, die von zwei Introns mit einer
GroRe von 867 und 437 bp unterbrochen wurden. Das erste Exon hat eine Lange
von 138 Nukleotiden und enthalt die 5-UTR (5° untranslatierte Region) und
Nukleotide, die flr das Signal-Peptid codieren. Das zweite Exon hat eine Lange von
115 Nukleotiden, die fur die aminoterminale Halfte des nativen Eotaxin-1-Proteins
codiert. Exon drei besteht aus 578 Nukleotiden, die fur den carboxyterminalen Tell
des nativen Proteins und den 3‘-UTR (3'-untranslatierte Region) codieren.

Die komplette Nukleotidsequenz des MCP-4-Gens, das auch die unter Punkt 3.4
beschriebene Promoterregion enthalt, wurde in die DDBJ/Genbank/EMBL eingereicht

und erhielt die Identifizierungsnummer (Accession number) AJO00979.
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Exon 1 Intron 1 Exon 2 Intron2 Exon 3

5 — _ T 3
138 bp 867 bp 115 bp 437 bp 587 bp

kodierende
Exon Region

MCP-4 cDNA

untranslatierte
Exon Region

MCP-4 Propeptld (98 Aminosauren)

Signalsequenz Natives MCP-4 Peptid (74 Aminosauren)

Abbildung 3.3 Das MCP-4-Gen hat wie das Eotaxin-1-Gen die fur CC-Chemokine
typische 3-Exon und 2- Intron Struktur.

In dieser Abbildung wird ein schematischer Uberblick (iber die Organisation des MCP-4-Gens, die
MCP-4-cDNA und das Peptid dargestellt. Die Introns sind als Linien, die Exons als Rechteck
dargestellt. Die Léange der einzelnen Abschnitte verhalt sich nicht proportional zur GréRe in bp.

3.2.2 Sequenz und Analyse des MCP-4-Promoters

Ein 1435 bp groltes PCR-Fragment, welches die Promoterregion des MCP-4-Gens
enthielt, wurde wie beim Eotaxin-1-Gen beschrieben amplifiziert. Die Sequenzierung
dieses Abschnitts der MCP-4-Promoterregion ermdglichte die Identifizierung von
zahlreichen potenziellen Bindungsstellen flr Transkriptionsfaktoren in der Promoter-
Region. Der MCP-4-Promoter enthalt eine TATA-Box an der Position -36 und eine
potentielle Bindestelle flir den Transkriptionsfaktor NFkB (nuklear faktor xB) an
Position -114. An den Positionen -160, -491, -745, -961 und —-1043 finden sich
potenzielle Bindungsstellen fur GAS-Elemente (gamma activated sequence), die

auch Stat1/5 genannt werden.
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TGGGCTTATTTTGCTATAGTGGAATGCAGACGGATGAGTATTCCAGGAAG ~951
TGAS DEA3
GCACAAAAACTGTGCCAAGTCTTGGAGCTAGGGATGAGTGGGAAAGGGAC -901
ATGTTCAACCATTTTAGGCCATTCCCTCCCCACCTCCCAGCTCCCAGATA ~851
GM-CSF
TGTGCCCCTCGCAGGAGGAGCCCAGGAATGGGCCAAACACCTCACTTCTT ~801
“AP-2
TGCTCTGAGGGCCACCCCAGCCCTCCCATCAACAGC TCTAGAAACCCAAT ~751
AP-7 TCF-T
GGTCCTTCCTGGAAACACGGGGCCTGCATCAATCAGAGGTGTTTGAACCA ~701
—GAS
TGTCCCTCTGGGCCTGAGGGGCAGAAGGGGACACAATATGTAATGTAAGG ~651
CTCF
AGCCCCTGTCATCAGAAATCTGACTTAATCTGTTTTCAGATATTAGACTT ~601
GRE — NFGMB
CCACATAAAAGTTGACTTGGAAAAAGACTTCTGCTGCTAAACAAAAGTTG ~551
TCF-T TCF-T TCF-T
AAACTGCCTTGGTGATAAAATATAAGCAGACCAGCTTTCTCTTCTAGCTT -501
GATA
TCCCTCTCATTTCCCATAAGATTTTGGTCAAGTTATTTAATCTCTCTGCA —451
GM-CSF GAS
TCCGTTTCCTCTTCTATGAAATGGGCATGATAATAATGGTATATACCTCC ~401
GF-1 GATA
TCAAGGGGGGTATAACGTGAACAGAGTCCTTAGCACAGCACTCTGTCTCT _351
TCF-T TCF-T
ACGGGAGTGAATTTTCATTGTTTTTCTCTTTCCTGTTGGAGAAAGTAAGA —301
~P300 “NF-IL6
AGAAAACAGCGCCTTTATGGCTTCCCATGGTGAATGGCTGGGGCGCGTCT —251
TCF-1
GTGTCCCTGTCTCCTCTCTGGCTCCTTGTGGCCTGAACAGCCAGAAGGAA _201
~TCF-1 —PEA3
GCCATGCCATGCTGTTTCAGCCCTCAGCTTCCCTCT TGCATTTCCTAGAA ~151
<TCF GAS
AAGTCTTTGGTGCCCAGCTCCAGCTCAGCAGATTCAGGATCCCCCTTCAT ~101
TCF-1 NF-xB
CATGACTTGGTCAACGCCCTGCTCAGGCCAAGGTCCTCTGAGAGTTCCAA ~51
YIRE
GCTTCTCCACTCCCTATAAAAGGCCGGCGGAACAGCCAGAGGAGCAGAGA -1
TATA-box TCF-T

GGCAAAGAAACATTGTGAAATCTCCAACTCTTAACCTTCAACATG
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Abbildung 3.4 In der Promoterregion des MCP-4-Gens finden sich zahlreiche

potentielle Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren (siehe Seite 72).

Darstellung der Nukleinsauresequenz des MCP-4-Promoters und der potenziellen Bindungsstellen fir
Transkriptionsfaktoren. Die unterstrichenen Sequenzabschnitte entsprechen Konsensus-Sequenzen
von bereits bekannten Transkriptionsfaktoren. Der doppelt unterstrichene Sequenzbereich markiert
den  Transkriptionsstart und das 5%-untranslatierte = Ende der MCP-4-cDNA. Der
Transkriptionsstartpunkt wurde mittels 5° PCR ermittelt.

3.3 mRNA-Expression von eosinophil chemotaktisch wirkenden

Chemokinen in Zellen der Haut

3.3.1 Die Eotaxin-1 mRNA-Expression ist in Fibroblasten induzierbar

Um zu untersuchen, ob die Induktion von Eotaxin-1-mRNA durch die Zytokine TNF-a
und IFN-y vermittelt sein konnte, wurden wie unter Punkt 2.3 beschrieben, kultivierte
humane dermale Fibroblasten, kultivierte humane Keratinozyten und die
Keratinozytenzelllinie HaCaT mit dem Zytokin TNF-o fur 24 und 48 Stunden
stimuliert. Weiterhin wurde eine Kostimulierung mit TNF-o. und IFN-y fur 24 Stunden
durchgefuhrt.

unstimuliert | 24 h TNF-a 34| I:INTNF-OL 48 h TNF-o. < Stimulation
HTKTFIRTKIFRIKFIRTKTF < zeliyp
500 —
<+ GAPDH
<« Eotaxin
200 —

Abbildung 3.5 mRNA-Expression von Eotaxin-1 relativ zu der von GAPDH in

kultivierten humanen primaren Fibroblasten, Keratinozyten und HaCaT-Zellen.

Kultivierte humane dermale Fibroblasten (F), kultivierte humane Keratinozyten (K) und die
Keratinozytenzelllinie HaCaT (H) wurden mit den Zytokinen TNF-a fUr 24 und 48 Stunden stimuliert.
Die Fibroblasten wurden dabei mit einer Konzentration von 30 ng/ml, die Keratinozyten und HaCaT-
Zellen mit 100 ng/ml stimuliert. Die Stimulation der Fibroblasten mit IFN-y erfolgte mit 20 ng/ml und bei
den Keratinozyten und HaCaT-Zellen mit 100 ng/ml. Gezeigt ist ein reprasentatives Experiment einer
Dreifachbestimmung.
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Wie in Abbildung 3.5 mRNA-Expression von Eotaxin-1 relativ zu der von GAPDH in
kultivierten humanen primaren Fibroblasten, Keratinozyten und HaCaT-
Zellen.gezeigt, konnte TNF-a allein eine Induktion der Expression von Eotaxin-1
mRNA nur in Fibroblasten zeigen. Diese war nach 24 Stunden deutlich hoher als bei
unstimulierten Fibroblasten und konnte nach 48 Stunden sogar noch gesteigert
werden. Die Kostimulierung mit TNF-a und IFN-y ergab einen synergistischen Effekt.
Die Expression von Eotaxin-1-mRNA war nach 24 Stunden 6 mal hoéher als in
unstimulierten Fibroblasten und 1,5 mal hoher als in Fibroblasten, die nur mit TNF-a

stimuliert waren.

3.3.2 Eotaxin-1-mRNA-Expression in humanen dermalen Fibroblasten

Da die Promoterregion des Eotaxin-1-Gens potenzielle Bindungsstellen flr Zytokin-
assoziierte Transkriptionsfaktoren wie NF-xB, Stat6 und AP-1 enthalt (siehe
Abbildung 3.2), wurde untersucht, ob sich die Eotaxin-1-mRNA-Expression in
primaren humanen dermalen Fibroblasten durch die proinflammatorischen Zytokine
TNF-o, IFN-y, IL-4 und IL-1a, sowie Kostimulierungen mit TNF-o und IFN-y, TNF-o
und IL-4, IL-1a. und TNF-a, IFN-y und IL-1a und IL-4 induzieren lasst. Die Zellen

wurden 0, 6, 24 und 48 Stunden mit den entsprechenden Zytokinen stimuliert.

TNF-a TNF-o IL-1a IL-1a
mw O IFN-y TNF-o. | +IFN-y IL-4 +IL-4 IL-1a +IFN-y +IL-4  mw

400 bp

GAPDH—» 300 bp

Eotaxin

6 24 48 6 24 48 6 24 48 6 24 48 6 24 48 6 24 48 6 24 48 6 24 48

Abbildung 3.6 Die Stimulierung mit TNF-o, und IL-4 zeigt bei der Induktion der

Eotaxin-1-mRNA-Expression in dermalen Fibroblasten synergistische Effekte.

Eotaxin-1 mRNA-Expression in kultivierten dermalen Fibroblasten nach der Stimulierung mit
proinflammatorischen Zytokinen fur 0, 6, 24 und 48 Stunden im Vergleich zur mRNA-Expression von
GAPDH dargestellt mittels semi-quantitativer RT-PCR. Stimuli: TNF-a.: 30 ng/ml, IL1-a :3 ng/ml, IFN-y
:20 ng/ml, IL-4: 5 ng/ml. Gezeigt ist ein reprasentatives Experiment einer Dreifachbestimmung.
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Die Stimulierung mit TNF-a, IL-4 und IL-1a fUhrte zu einer Induktion der Eotaxin-1-
MmRNA-Expression in den Fibroblasten. Die mMRNA-Expression nach der Stimulierung
mit TNF-a konnte erst nach 48-stiindiger Stimulation gezeigt werden. Induktion mit
IL-4 konnte nur eine unmittelbare kurze (transiente) Heraufregelung der mRNA-
Expression bewirken, die im Laufe der Zeit deutlich schwacher wurde. Die
Stimulierung mit IFN-y ergab auch nach 48 Stunden keine signifikante Expression der
Eotaxin-1-mRNA.

Die Kostimulierung mit TNF-a und IL-4 zeigte, verglichen mit den einzelnen
Stimulierungen, eine deutliche Steigerung der mRNA-Expression. Au3erdem war der

Effekt sofort zu beobachten und lange anhaltend.

3.3.3 MCP-4-mRNA-Expression in dermalen Fibroblasten

Die Promoterregion des MCP-4-Gens enthalt potenzielle Bindungsstellen fur die
Transkriptionsfaktoren NFxB, Stat5, AP-2 und GAS-Elemente. Auch beim MCP-4
wurde untersucht, ob sich die mRNA-Expression mit den proinflammatorischen
Zytokinen TNF-a, IFN-y, IL-4 und IL-1a sowie Kostimulierungen mit TNF-o. und [FN-
v, TNF-oo und IL-4, IL-1a und TNF-a, IFN-y und IL-1a und IL-4 nach 6-, 24- oder 48-

stundiger Stimulierung induzieren |asst.

IL-10c
HFN-y

IL-1o
+HL4 mw

TNF-
HFN-y

TNF-a
+IL4 | IL-10

NNVO‘ IFN-y | TNF-o IL4

MCP4 —>

300 bp

6 24 43 |6 24 48| 6 24 48| 6 24 48| 6 24 43| 6 24 48(6 24 48| 6 24 48

Abbildung 3.7 Kostimulation mit TNF-¢, und IL-4 zeigt bei der Induktion der MCP-4

mMRNA-Expression wie bei Eotaxin-1 einen synergistischen Effekt.

MCP-4-mRNA-Expression in kultivierten dermalen Fibroblasten nach der Stimulierung mit
proinflammatorischen Zytokinen fiir 0 ,6 ,24 und 48 Stunden im Vergleich zur mRNA-Expression von
GAPDH dargestellt mittels semi-quantitativer RT-PCR. Stimuli: TNF-a.: 30 ng/ml, IL1-a :3 ng/ml, IFN-y
:20 ng/ml, IL-4: 5 ng/ml. Gezeigt ist ein reprasentatives Experiment einer Dreifachbestimmung.
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Die Stimulierung mit den proinflammatorischen Zytokinen TNF-a, IFN-y, IL-4 und IL-
1o sowie die Kostimulierungen mit TNF-a.und IFN-y, TNF-a und IL-4, IL-1a und
TNF-o, IFN-y und IL-1a und IL-4 fuhrten schon nach 6 Stunden zu einer Induktion
der MCP-4-mRNA Expression in den Fibroblasten. Die Induktion der MCP-4-mRNA-
Expression mit TNF-a und IL-1a war lang anhaltend (bis zu 48 Stunden), wahrend
die Induktion mit IFN-yund IL-4 nur eine unmittelbare kurze (transiente)
Heraufregelung der mRNA-Expression bewirkte, die im Laufe der Zeit deutlich

schwacher wurde.

3.3.4 MCP-3-mRNA-Expression in dermalen Fibroblasten

Der MCP-3-Promotor weist potenzielle Bindungsstellen fur die Transkriptionsfaktoren
NFkB, Stat6, AP-1, AP-2 und GAS-Elemente auf. Um die mRNA-Expression des
MCP-3-Gens zu untersuchen, wurden dermale Fibroblasten mit den Zytokinen TNF-
o, IFN-y,IL-4 und IL-1a, sowie den Kombinationen von TNF-a mit IFN-y, TNF-o mit
IL-4, IL-1a mit TNF-o. und IFN-y mit IL-1a fiir 0, 6, 24 und 48 Stunden stimuliert.

TNF-o TNF-o IL-1a | IL-1a
INF-y | TNF-o | +INF=y | IL-4 [+IL-4 | IL-1a [+INF-y | +IL-4 mw

|6 24 48|6 24 48|6 24 48| 6 24 48|6 24 48| 6 24 48|6 24 48|6 24 48

Abbildung 3.8 Die MCP-3 mRNA-Expression lasst sich mit TNF-o oder IL-4

induzieren, wahrend der synergistische Effekt fehlt.

mw 0

MCP-3 —»

600 bp

300 bp <+ GAPDH

Die MCP-3-mRNA-Expression in kultivierten dermalen Fibroblasten nach der Stimulierung mit
proinflammatorischen Zytokinen fur 0,6,24 und 48 Stunden im Vergleich zur mRNA-Expression von
GAPDH dargestellt mittels semi-quantitativer RT-PCR. Stimuli: TNF-a.: 30 ng/ml, IL1-a :3 ng/ml, IFN-y
:20 ng/ml, IL-4: 5 ng/ml.
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Die Stimulierung mit den proinflammatorischen Zytokinen TNF-a, IFN-y, IL-4 und IL-
1a, sowie die Kostimulierungen mit TNF-o und IFN-y, TNF-a und IL-4, IL-1a und
TNF-a, IFN-y, IL-1a sowie IL-4 fuhrten schon nach 6 Stunden zu einer Induktion der
MCP-3-mRNA Expression in dermalen Fibroblasten. Die Induktion der mRNA-
Expression mit TNF-a und IL-1a war lang anhaltend (bis zu 48 Stunden), wahrend
die Induktion mit IFN-yund IL-4 nur eine unmittelbare kurze (transiente)
Heraufregelung der mRNA-Expression bewirkte, die im Laufe der Zeit schwacher

wurde.

3.3.5 RANTES-mRNA-Expression in dermalen Fibroblasten

Wenn man die Promoterregion des RANTES-Gens analysiert, findet man potentielle
Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren wie NFkB, AP-1 und GAS-Elemente. Auch
bei RANTES wurde untersucht, ob sich die mMRNA-Expression mit den
proinflammatorischen  Zytokinen  TNF-a, IFN-y, IL-4  und IL-1a  sowie
Kostimulierungen mit TNF-aound IFN-y, TNF-a und IL-4, IL-1ac und TNF-a, IFN-y

und IL-1a und IL-4 nach 0-, 6-, 24- oder 48-stuindiger Stimulierung induzieren lasst.

TNF-o TNF-a IL-1a IL-1a
mw 0 +INF-y | +IL-4  mw
RANTES —> [o _ _ I' 0

300 bp

6 24 48 |6 24 48 |6 24 48 62448'62448624486244862448

Abbildung 3.9 Die RANTES-mRNA-Expression lasst sich nicht mit IL-4 oder IFN-y
induzieren, TNF-a und IL-1a dagegen induzieren die RANTES mRNA-Expression.

RANTES-mRNA-Expression in kultivierten dermalen Fibroblasten nach der Stimulierung mit
proinflammatorischen Zytokinen fur 0 ,6 ,24 und 48 Stunden im Vergleich zur mRNA-Expression von
GAPDH, dargestellt mittels semi-quantitativer RT-PCR. Stimuli: TNF-a.: 30 ng/ml, IL1-o :3 ng/ml, IFN-y
:20 ng/ml, IL-4: 5 ng/ml.

Die Stimulierung mit den proinflammatorischen Zytokinen TNF-a. und IL-1a sowie die
Kostimulierungen mit TNF-a.und IFN-y, TNF-a und IL-4, IL-1ac und TNF-a, IFN-y
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und IL-1a und IL-4 fUhrten schon nach 6 Stunden zu einer Induktion der RANTES-
MRNA in den Fibroblasten, die auch Uber einen Zeitraum von 48 Stunden stabil war.
Die Induktion mit IFN-y und IL-4 konnte in beiden Fallen nach 24 Stunden nur eine
sehr schwache mRNA-Expression hervorrufen. Die Kostimulierung mit TNF-o. und
IL-4 zeigte eine Steigerung der mRNA-Expression, verglichen mit der Induktion mit
TNF-a allein. AuRerdem war der Effekt schon nach kurzer Zeit (6 h) zu beobachten

und verstarkte sich mit zunehmender Zeit.

3.3.6 Eotaxin-3-mRNA wird in dermalen Fibroblasten exprimiert

Die Promoterregion des Eotaxin-3-Gens enthalt eine potenzielle Bindungsstelle flr
den Zytokin-assoziierten Transkriptionsfaktor Stat6 und keine Bindestelle fir NFxB
oder GAS-Elemente (Shinkai, Yoshisue, et al. 1999). Dieser Befund und die
Ergebnisse der Eotaxin-1 mRNA-Expression (siehe Punkt 3.3.2) gab Anlass zur
Frage, ob die Eotaxin-3-mRNA-Expression in primaren humanen dermalen
Fibroblasten durch die proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IFN-y, IL-4 und IL-1a
sowie Kostimulierungen mit TNF-o. und IFN-y, TNF-a und IL-4, IL-1ac und TNF-a,
IFN-y und IL-1a und IL-4 induzieren lasst. Es wurden daher dermale Fibroblasten 0,

6, 24 und 48 Stunden mit den entsprechenden Zytokinen stimuliert.

TNF-o
0 TNF-o INF-y +IL-4 IL-4 IL-13
500 bp
GAPDH —
Eotaxin-3

|6 24 48|6 24 48|6 24 48 |6 24 48 |6 24 48

Abbildung 3.10 Die Stimulierung mit TNF-o, und IL-4 zeigt bei der Induktion der

Eotaxin-3-mRNA-Expression keinen synergistischen Effekt.

Eotaxin-3 mRNA-Expression in kultivierten dermalen Fibroblasten nach der Stimulierung mit
proinflammatorischen Zytokinen fir 0, 6, 24 und 48 Stunden im Vergleich zur mRNA-Expression von
GAPDH, dargestellt mittels semi-quantitativer RT-PCR. Stimuli: TNF-a.: 30 ng/ml, IL1-a :3 ng/ml, IFN-y
:20 ng/ml, IL-4: 5 ng/ml.
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Nach einer 6-stindigen Stimulation mit den Zytokinen IL-4 und IL-13 konnte eine
verstarkte mRNA-Expression von Eotaxin-3 in primaren dermalen Fibroblasten
gezeigt werden. Eine gleichzeitige Stimulierung durch die Kombination von TNF-o
und IFN-y konnte die mMRNA-Expression von Eotaxin-3 nur sehr schwach induzieren.
Kostimulierung mit TNF-o und IL-4 konnte die mMRNA-Expression von Eotaxin-3 nicht
starker induzieren als die Stimulierung mit IL-4 allein. Weiterhin war zu beobachten,
dass die mRNA-Expression nach der Stimulierung mit IL-4 und mit IL-13 nach 24

Stunden, verglichen mit der Expression nach 6 und 48 Stunden, am gréf3ten war.

3.3.7 Eotaxin-3-mRNA-Expression in Keratinozyten

Nach einer mindestens 6-stiindigen Stimulation mit den proinflammatorischen TH2-
Zytokinen IL-4 und IL-13 konnte wie in Fibroblasten (siehe Abbildung 3.10) eine
verstarkte mRNA-Expression von Eotaxin-3 in Keratinozyten gezeigt werden. Die
Stimulierung durch eine Kombination von TNF-a und IFN-y konnte ebenfalls die

MRNA-Expression von Eotaxin-3 in beiden Zelltypen nur sehr schwach induzieren.

— GAPDH

— Eotaxin-3

MW  K(-) INFy INFsy+ TNF-a IL-4 IL-4+ IL-13
TNF-a TNF-a

Abbildung 3.11 Expression von Eotaxin-3 mRNA relativ zu GAPDH in kultivierten

primaren menschlichen Keratinozyten.

Eotaxin-3 mRNA-Expression in kultivierten Keratinozyten nach Behandlung der Zellen mit Zytokinen
wie angezeigt fur 24 Stunden (TNF-o 30 ng/ml; IFN-g 20ng/ml; IL-4 und IL-13 5ng/m), im Vergleich
zur mRNA-Expression von GAPDH dargestellt mittels semi-quantitativer RT-PCR.

Die Kostimulierung mit TNF-aund IFN-y lieferte das gleiche Ergebnis. Eine
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Kostimulierung mit TNF-o.und IL-4 konnte ebenfalls die mRNA-Expression von
Eotaxin-3 nicht starker induzieren als die Stimulierung mit IL-4 allein. Die
Kostimulierung hat im Gegenteil zu Eotaxin-1 eher einen negativen Einfluss auf die

MRNA-Expression von Eotaxin-3.

3.4 Regulierung des Eotaxin-1-Promotors

Eosinophile spielen eine zentrale Rolle bei der Immunpathologie allergischer
Erkrankungen. Eine der starksten IL-4 regulierten Rekrutierungsfaktoren flr
Eosinophile ist das CC-Chemokin Eotaxin-1. IL-4 flhrt in kultivierten dermalen
Fibroblasten dosisabhangig zu einer Hochregulierung der Eotaxin-1-mRNA
Expression innerhalb von einer Stunde, die sich Uber einen Zeitraum von 48 Stunden
stabil zeigte {Mochizuki, Bartels, et al. 1997 4602 /id}. TNF-o. und IL-4 zusammen
stimulieren synergistisch die Eotaxin-1-mRNA-Expression. Dieser Befund war auch
auf Proteinebene deutlich nachzuweisen {Mochizuki, Bartels, et al. 1998 6651 /id}
und fiihrte zu einer Ausbeute von bis zu 40 pg reinem Eotaxin-1 aus Uberstéanden
von 10°® Fibroblasten.

Betrachtet man die Sequenz des Eotaxin-1-Promoters {Hein, Schllter, et al. 1997
5761 /id}, so fallt in der Nahe des Transkriptionsstarts eine Stat6-Konsensussequenz
auf, die mit einer NFkB-Konsensussequenz uberlappt (siehe Abbildung 3.12). Dieser

Teil des Promoters sollte naher untersucht werden.



3 Ergebnisse 82

2101 CAGGAATCAA GGAAGGTTCT TAGATCGACT CATCCCCCAG GCCTTTGGTT TCCTTGCTCC

2161 TTTCCCCGAC TACAGGTGTT TCATTTCAAC TCATCCCCTA GGGCCTTGGT TTTCTTGCTC

2221 TCTTCCCCCA CTACAGATGT TTAACTTCAT TTCATAACCA CATATTCCCC TCCTTTTCCA

2281 AGGCAAGATC CAGATGGATT AAAAATTGTA CCAAGTCCCT CCTACTAGTC TTGCCTCTCT

2341 TCTGTTCTGC TTGACTTCCT AGGATCTGGA ATCTGGTCAG CAATCAGGAA TCCCTTCATC

2401 GTGACCCCGC ATGGGCAAAG GCTTCCCTEG AAI'CchaAC ACTGTCTGCT CCCEATARAA
Staté NFKB
2461 GGCAGGCAGA TGGGCCAGAG GAGCAGAGAG GCTGAGACCA ACCCAGAAAC CACCACCTTC

Abbildung 3.12 Ausschnitt aus der Sequenz des Eotaxin-1-Promoters.

Der Teil, der fur die Reportergenexperimente verwendet wurde, ist grau unterlegt. Die Konsensus-
sequenzen fir Stat6 und NFxB sind durch Einrahmung markiert. Kursiv dargestellte Nukleotide
kennzeichnen den 3 untranslatierten Teil des Exon 1, der sich unmittelbar an die Promoterregion
anschlie3t. Dunkelgrau unterlegt erkennt man die TATA-Box des Eotaxin-1-Promoters.

Die Experimente wurden mit dermalen Fibroblasten und A549-Zellen durchgefihrt.
Die Experimente wurden in dermalen Fibroblasten und A549-Zellen durchgefihrt. Die
beiden Zelltypen sind erstens beispielhaft aus einem Gewebe, das bei allergischen
Erkrankungen unterschiedlicher Auspragung betroffen ist. A549-Zellen sind
Epithelzellen aus der Lunge (Asthma) und dermale Fibroblasten stammen aus dem
Gewebe der Haut (atopische Dermatitis). Zweitens handelt es sich bei den
Fibroblasten im Gegensatz zu A549-Zellen um eine Primarzelllinie, so dass durch die
Transformation bei Zelllinien moglicherweise entstandene Effekte in diesem Fall
ausgeschlossen werden koénnen. AulRerdem ist bekannt, dass sowohl

Lungenepithelzellen als auch Fibroblasten Eotaxin-1 segregieren.

3.4.1 Die Bindung von Stat6 und NF«xB-p65 an den Eotaxin-1-Promoter

Fur den Nachweis, ob durch IL-4 aktiviertes Stat6 und durch TNF-a aktivierte NFkB-
Faktoren (p50/p65) an den Eotaxin-1-Promoter binden kdnnen, wurden Experimente
mit an Magnetklgelchen gekoppelter Eotaxin-1-Promoter-DNA durchgefihrt.

Die Kuigelchen wurden mit verschiedenen Kernextrakten aus Fibroblasten oder
A549-Zellen inkubiert. Die Zellen waren vor der Extraktpraparation entweder
unstimuliert, mit IL-4, TNF-a oder beiden Faktoren stimuliert worden. Nachdem durch

mehrere Waschschritte unspezifisch gebundende Proteine entfernt worden waren,
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wurden die noch gebundenen Proteine, potenzielle Transkriptionsfaktoren, durch
Elution mit einem Hochsalzpuffer eluiert. Die Eluate wurden mit Hilfe der SDS-
PAGE/Immunoblot-Analyse auf Stat6, NFxB-p50 und NFxB-p65 untersucht. Die
Funktion der Antikérper wurde an Zellextrakten Uberpruft (nicht gezeigtes

Experiment).

IL-4 L4 | ®
INF-o | ® | ® | + | + TNF-o | ®

®
+
+

+
®
o.Stat6 S— e o Staté

Abbildung 3.13 Bindung von Stat6 und NFxB-p65 an den Eotaxin-1-Promoter.

Bindende Proteine wurden mit Hilfe von Eotaxin-1-Promotor-DNA-Magnetkiigelchen aus
Kernextrakten isoliert. Die Kernextrakte wurden aus (A) A549 und (B) dermalen Fibroblasten
gewonnen. Die Zellen waren 30 min mit oder ohne IL-4 und/oder TNF-a in einer Konzentration von 10
ng/ml inkubiert worden. Die Proteine wurden mit SDS/PAGE-Immunoblot-Analyse nachgewiesen.

In unstimulierten Kernextrakten von A549-Zellen oder dermalen Fibroblasten konnte
keine Wechselwirkung der untersuchten Faktoren mit der Eotaxin-1-Promotor-DNA
festgestellt werden. Aus mit IL-4 stimulierten Kernextrakten band Stat6 an die
Promotor-DNA. Die Bindung von NFkB-p65, nicht aber von NFxB-p50, konnte aus
TNF-a stimulierten Zellen nachgewiesen werden. Wurden die Zellen mit beiden

Zytokinen stimuliert, konnten Stat6 und NF«xB-p65 detektiert werden.

3.4.2 Eotaxin-1-Promoter-Reportergen-Analysen

Da IL-4 aktiviertes Stat6 und TNF-a aktiviertes p65 an die Eotaxin-1-Promotor-DNA
binden, war die nachste Fragestellung, ob sie auch eine Genregulation ermdglichen.
Die faktorabhangige Genregulation wurde mit Reportergenassays untersucht. Ein

125 bp Element (siehe Abbildung 3.12) aus dem Eotaxin-1-Promoter wurde in zwei
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unterschiedliche Reporterplasmide kloniert. EOTATALuc+ enthalt einen TATAbox-
Minimalpromoter, wahrend es sich bei EoLuc+ um das entsprechende promoterlose

Reporterplasmid handelt.

3.4.3 Interleukin-4 und TNF-a aktivieren den Eotaxin-1-Promoter in A549-

Zellen

Durch Elektroporation wurden die Plasmide in A549-Zellen transfiziert und die Zellen
nach 12 h ohne oder mit 10 ng/ml Konzentration IL-4 und/oder TNF-a fir 6 h
stimuliert. Die Reportergenaktivitat wurde in einem Luminometer gemessen und ist
als Relative Luciferase Aktivitat (RLA) angegeben.

Die Insertion des Eotaxin-1Promotorabschnitts in die Vektoren EoTata und EoLuc+
vermittelte eine von IL-4 und TNF-a abhangige Stimulierbarkeit der Plasmide. Der
promoterlose Vektor EoLuc+ zeigte eine starkere Aktivierung und etwas bessere,
aber vergleichbare Induktion. Interleukin-4 vermittelte eine etwa 1,5-fache und TNF-a
eine 2,5-fache Induktion. IL-4 und TNF-a zusammen konnten eine 3,5-fache

Induktion vermitteln.
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Abbildung 3.14 Reportergenassays mit den Plasmiden EoTata (A) und EoLuc+ (B)
in A549-Zellen.

Die Zellen wurden mit dem angegebenen Eotaxin-1-Promoterkonstrukt transient transfiziert und nach
12 h mit oder ohne IL-4 (10 ng/ml) und/oder TNF-a (10 ng/ml) fir 6 h inkubiert. Gezeigt sind zwei

reprasentative Experimente. Fehlerbalken geben die Standardabweichung einer Dreifachbestimmung
wieder.
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3.4.4 IL-13 und TNF-a aktivieren den Eotaxin-1-Promoter in A549-Zellen

Es ist bekannt, dass Interleukin-13, wie Interleukin-4, Stat6 aktiviert und bei der
Pathologie von Asthma eine besondere Rolle spielt. Ob IL-13 auch den Eotaxin-1-

Promoter aktiviert, wurde mit Reportergenassays in A549-Zellen untersucht.

15000 = '|'

10000 = J.
T EoTata
RLA L
T
5000 = 1
T
b
1 1 1 |
IL- 13 - - + +
TNF- o - + - +

Abbildung 3.15 Reportergenassay von EoTata in A549-Zellen.

Die Zellen wurden mit EoTata transfiziert und nach 24 h mit oder ohne IL-13 (10 ng/ml) und/oder TNF-
a (10 ng/ml) fur 6h inkubiert. Gezeigt ist ein reprasentatives Experiment. Fehlerbalken geben die
Standardabweichung einer Dreifachbestimmung wieder.

IL-13 aktivierte den Eotaxin-1-Promotor des Reportergenplasmids EoTata in einer IL-
4 vergleichbaren Weise mit einer 2-fachen und in der Kostimulierung mit TNF-a einer

4-fachen Induktion.
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3.4.5 IL-4 und TNF-a aktivieren den Eotaxin-1-Promoter in primaren dermalen

Fibroblasten

Auch Versuche, bei denen die Reporterplasmide in dermale Fibroblasten transfiziert

wurden, zeigten ein ahnliches Ergebnis.

15000 = .I.
10000 = T
1 EoTata
RLA
5000 = T
1 1 1 1
IL- 4 - - + +
TNF- o - + - +

Abbildung 3.16 Reportergenassay von EoTata in dermalen Fibroblasten.

Die Zellen wurden mit EoTata transfiziert und nach 24 h mit oder ohne IL-4 (10 ng/ml) und/oder
TNF-a (10 ng/ml) fur 6h inkubiert. Gezeigt ist ein reprasentatives Experiment. Fehlerbalken geben die
Standardabweichung einer Dreifachbestimmung wieder.

Wie in Abbildung 3.1.7 gezeigt, aktivieren sowohl IL-4 als auch TNF-a. den Eotaxin-
1-Promotor. IL-4 erhohte die Luciferaseexpression um den Faktor 1,4 - 3, TNF-o um
das 1,5 - 2,5 und beide Zytokine um das 3-4-Fache.

3.4.6 Mutagenese der Konsensussequenzen

Um die spezifische Aktivierung von Staté bzw. NFxB-p65 des Eotaxin-1-Promoters

zu verifizieren, wurde die Konsensussequenz in den Reporterplasmiden mittels



3 Ergebnisse 88

Mutation zerstért (siehe Punkt 2.8.3) und eine vermutete Anderung der
Promoteraktivitat naher untersucht. Die Mutationen wurden so gewahlt, dass eine

selektive Storung der Konsensussequenzen gewahrleistet war.

WT GGTTCCCTGGAAICTCCCAC
Stat6 NFB

EoST6 GGCAAGCCTGGAATCTCCCACA

EoNFkB

GGCTTCCCTGGAATGGAACACA

EoM1 GGCAGCCCTGGAATCTCCCACA
EoM2 GGCTTCCCTGGAATCTGGGACA

Abbildung 3.17 Mutierte Eotaxin-1-Promotorfragmente.

Zur Klarung der Rolle der NFkB- und Stat6-Bindungsstellen wurden diese durch Mutationen gezielt
verandert. EoTata=EoLuc+=wt, EoSt6, EONFKB, EoM1 und EoM2. Mutationen in den mutierten
Konsensussequenzen sind durch Fettdruck hervorgehoben.

Zur Zerstérung der Stat6-Konsensussequenz wurde die Basenfolge TTC in TAG
(M1) oder AAG (St6) mutiert. Die NFkB-Konsensussequenz wurde durch Austausch
des Motivs CCC gegen GGG (M2) oder des Motivs CTCC gegen GGAA (NFKB)

verandert.

3.4.7 Mutagenese der Konsensussequenzen zerstort den Eotaxin-1-Promotor

Mit den Plasmiden EoSt6 und EoNFKB, bei denen der EoTata-Vektor die in
Abbildung 3.17 beschriebenen Mutationen enthalt, wurden Reportergenanalysen in
A549-Zellen durchgefuhrt.
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Abbildung 3.18 Reportergenassay von EoLuc+, EoSt6 und EoNFkKB in A549.

Die Zellen wurden mit den Plasmiden transfiziert und nach 24 h mit oder ohne IL-4 (10 ng/ml)
und/oder TNF-a (10 ng/ml) fir 6 h inkubiert. Gezeigt wird ein reprasentatives Experiment.
Fehlerbalken geben die Standardabweichung einer Dreifachbestimmung wieder.

In dem Experiment konnte keine IL-4- oder TNF-a—abhangige Induzierbarkeit mehr
nachgewiesen werden. Aul3erdem war die Luciferaseexpression in den Plasdmiden,
die Mutationen im Eotaxin-1-Promotorfragment enthielten (EoST6, EoNFKB), durch
die Zerstorung des Promotors stark herabgesetzt.

Da Matsukura et al. (1999) bei gezielter Mutagenese des Eotaxin-1-Promotors in
BEAS-2B-Zellen eine selektive Zerstorung der IL-4 oder TNF-o abhangigen
Induzierbarkeit beobachteten, wurden die nach ihrer Vorgabe entsprechend
mutierten Reporterplasmide EoM1 und EoM2 (Abb. 3.16) hergestellt. Die
Reporterplasmide wurden in A549-Zellen (Abb. 3.19) und dermale Fibroblasten (Abb.
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3.20) transient transfiziert und die IL-4/TNF-a abhangige Luciferaseexpression

untersucht.
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100000 _|
80000 _
RLA DEotata
60000 _ DE°M1
-EoMZ
40000 |
=
20000 _
T T T T T T T T
IL-4 -+ + + | -
TNF-o | - | - ; I

Abbildung 3.19 Reportergenassay von EoTata, EOM1 und EoM2 in A549-Zellen.

Die A549-Zellen wurden mit den Plasmiden transfiziert und nach 24 h mit oder ohne IL-4 (10 ng/ml)
und/oder TNF-a (10 ng/ml) flr 6h inkubiert. Fehlerbalken geben die Standardabweichung einer

Dreifachbestimmung wieder.
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Abbildung 3.20 Reportergenassay von EoTata, EoM1 und EoM2 in Fibroblasten.

Die Zellen wurden mit den Plasmiden transfiziert und nach 24 h mit oder ohne IL-4 (10 ng/ml)

und/oder TNF-a (10 ng/ml) flr 6h inkubiert. Fehlerbalken geben die Standardabweichung einer
Dreifachbestimmung wieder.

Auch diese Mutationen zerstdorten die IL-4 oder TNF-a abhangige Induktion
unselektiv in A549-Zellen und Fibroblasten. Das Ergebnis unterscheidet sich von
dem nach Matsukura et al., die eine selektive Ausschaltung der IL-4- bzw. TNF-a-
Induktion beaobachteten (Matsukura et al., 1999).
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3.5 Regulation des MCP-4-Promotors

Der neben den Eotaxinen wirkungsvollste Rekrutierungsfaktor flr Eosinophile ist das
MCP-4. Dieses CC-Chemokin aktiviert wie die Eotaxine den Chemokinrezeptor CCR-
3. Die Expression von MCP-4 wird im Gegensatz zu Eotaxin-1 durch das Th1-Zytokin
IFN-y hochreguliert. Im Gegensatz zu dem Eotaxin-1-Promoter weist der MCP-4-
Promoter kein Stat6-Respons-Element (TTCNNNNGAA) auf, sondern ein Stat1/5-
Response Element (auch GAS-Element genannt), bei dem das TTC-GAA-Motiv
durch drei beliebige Basen getrennt ist. Es ist anzunehmen, dass es sich hier um ein
regulatorisches Element handelt, das durch Bindung von IFN-y aktiviertem Stat1

gesteuert wird.

841 TCTGTCTCTA CGGGAGTGAA TTTTCATTGT TTTTCTCTTT CCTGTTGGAG AAAGTAAGAA
901 GAAAACAGCG CCTTTATGGC TTCCCATGGT GAATGGCTGG GGCGCGTCTG TGTCCCTGTC
961 TCCTCTCTGG CTCCTTGTGG CCTGAACAGC CAGAAGGAAG CCATGCCATG CTGTTTCAGC

1021 CCTCAGCTTC CCTCTTGCAT [TTCCTAGAAR AGTCTTTGGT GCCCAGCTCC AGCTCAGCAG
Statl/5
1081 ATTCAGGATC CCCCPTCATC ATGACTTGGT CAACGCCCTG CTCAGGCCAA GGTCCTCTGA

NF«B
1141 GAGTTCCAAG CTTCTCCACT CCCHABAREA GGCCGGCGGA ACAGCCAGAG GAGCAGAGAG

1201 GCAAAGAAAC ATTGTGAAAT CTCCAACTCT TAACCTTCAA CATGAAAGTC TCTGCAGTGC

Abbildung 3.21 Ausschnitt aus der Sequenz des MCP-4-Promoters.

Der Teil, der fur die Reportergenexperimente verwendet wurde, ist grau unterlegt. Die Konsensus-
sequenzen fir Stat1/5 und NF«kB sind durch Einrahmung markiert. Kursiv dargestellte Nukleotide
kennzeichnen den 3’untranslatierten Teil des Exon 1, der sich unmittelbar an die Promoterregion
anschlie3t. Dunkelgrau unterlegt erkennt man die TATA-Box des MCP-4-Promoters.

3.5.1 Interferon-y aktiviert den MCP-4-Promoter in A549-Zellen

FUr eine Untersuchung der Regulation des MCP-4-Promoters zu studieren, wurde ein
198 bp langes Fragment aus dem MCP-4-Promoter in den TATALuc+ Vektor kloniert
(siehe Punkt 2.8.2). Der so entstandene Vektor MCP4TATALuc+ enthielt zusatzlich
zu dem MCP-4-Promoterfragment noch einen TATA-Box-Minimalpromoter. Durch
Elektroporation wurden die Plasmide in A549-Zellen transfiziert und die Zellen nach

12 h ohne oder mit 10, 50 oder 100 ng/ml Konzentrationen IFN-y fur 6 h stimuliert.
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Abbildung 3.22 Reportergenassays von MCP-4sfTata in A549-Zellen.

Die Zellen wurden mit dem angegebenen Promotorkonstrukt transfiziert und nach 12 h mit IFN-g in
den angegebenen Konzentrationen fiur 6 h inkubiert. Gezeigt wird ein reprasentatives Experiment.
Fehlerbalken geben die Standardabweichung einer Dreifachbestimmung wieder.

Das MCP-4-Promoterfragment vermittelte eine etwa zweifache Induzierbarkeit durch
IFN-y.

3.5.2 IL-4 aktiviert den MCP-4-Promotor in A549-Zellen nicht

Durch Elektroporation wurde das Plasmid MCP-4sfTata in A549-Zellen transfiziert
und die Zellen nach 12 h mit steigenden Konzentrationen von IL-4 stimuliert. |L-4

hatte in den Experimenten keinen Einfluss auf die Promoteraktivitat.
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4 Diskussion

4.1 Expression eosinophil-chemotaktischer CC-Chemokine

4.1.1 Untersuchung der Eotaxin-1-mRNA-Expression

Ein Ziel dieser Arbeit war es, den Zusammenhang zwischen Ergebnissen, die mittels
Amplifikation von Eotaxin-1-mRNA, verglichen mit der von GAPDH-mRNA ermittelt
wurden, und dem Vorkommen von potenziellen Bindungsstellen far
Transkriptionsfaktoren zu untersuchen.

Eine konstitutive Eotaxin-1-Genexpression wurde in Geweben aus Uterus, Luftrohre,
Duanndarm, Niere, Bauchspeicheldruse, Dickdarm, Herz und Milz nachgewiesen, im
Gegensatz zu Geweben aus Lunge, Muskel, Gehirn, Schilddrise und Speicheldrise
(Garcia-Zepeda et al., 1996; Kitaura et al., 1996; Ponath et al., 1996) . Dieses
Ergebnis zeigt, dass die Eotaxin-1-mRNA-Expression anscheinend gewebe-
spezifische eigenschaften aufweist.

Wahrend in unbehandelter Haut keine Eotaxin-1-mRNA-Expression und in
unstimulierten wie in stimulierten Keratinozyten (Zellkultur primarer humaner
Keratinozyten) nur eine schwache Expression nachzuweisen war, konnte eine
deutliche Eotaxin-1-Expression bei der Keratinozyten Zelline HaCaT (siehe
Abbildung 3.5) (Boukamp et al., 1988) und in dermalen Fibroblasten (sieheAbbildung
3.5) (Bartels et al., 1996) nach Stimulierung nachgewiesen werden. Diese
Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass die Expression von Eotaxin-1 von der Art
des Stimulus und der Art des Gewebes abhangig ist, einschliel3lich einer
unterschiedlichen Aktivierung von Transkriptionsfaktoren (Koyama et al., 1998).

Mit Hilfe der SQRT-PCR konnte eine geringflgige Expression von Eotaxin-1-mRNA
in dermalen Fibroblasten nachgewiesen werden. Diese mRNA-Expression wurde
durch die Stimulation durch TNF-a und IL-1a innerhalb von 6 Stunden hochgeregelt
(Bartels et al., 1996). Eine Langzeitstimulation mit TNF-o von 48h flhrte zu einem
weiteren Anstieg der Eotaxin-1-mRNA-Expression, wohingegen die IL-1a induzierte

Eotaxin-1 mRNA Akkumulation transient erscheint. Der Befund, dass der Nachweis
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von Eotaxin-1 auf Proteinebene erst nach relativ langer Zeit der Stimulierung (48-72
Std.) mit TNF-o in Uberstanden humaner dermaler Fibroblasten nachweisbar war
(Noso et al., 1996), korreliert eindeutig mit den oben beschriebenen Ergebnissen der
SQRT-PCR-Experimente. Dabei bleibt unklar, welche Mechanismen fur den Anstieg
der Eotaxin-1-mRNA-Expression bei langerer Stimulation mit TNF-o verantwortlich
sind.

Es konnte bereits bei IL-8 (Mukaida et al., 1990; Yasumoto et al., 1992) und weiteren
Chemokinen (Anisowicz et al., 1991; Ueda et al., 1994; Wu et al., 1994) gezeigt
werden, dass die entsprechende Genexpression nach Stimulierung mit TNF-a. Gber
den Transkriptionsfaktor NFkB vermittelt wurde.

In der Promoterregion des Eotaxin-1-Gens wurde an der Position —68, ausgehend
vom Startpunkt der Transkription, eine potenzielle Bindungsstelle fir den
Transkriptionsfaktor NFkB mit der Sequenz (GGAATCTCCC) entdeckt, der um eine
Base von der Konsensussequenz (GGGRRTYYC) abweicht, jedoch identisch mit der
NFkB-Bindestelle im IL-8 Promoter ist, dessen Funktion nachgewiesen wurde
(Mukaida and Matsushima, 1992).

Wahrend IFN-y alleine nicht in der Lage war, die Eotaxin-1-mRNA-Expression in
dermalen Fibroblasten zu stimulieren, konnte durch die Kombination mit TNF-a die
Expression von mRNA synergistisch verstarkt werden. Dieser synergistische Effekt
konnte dabei sowohl in dermalen Fibroblasten (Bartels et al., 1996) als auch in
Lungen-Epithelzellen (Lilly et al., 1997) und in Endothelzellen (Garcia-Zepeda et al.,
1996) beobachtet werden. Diese Beobachtungen decken sich mit Beschreibungen
uber Versuche mit weiteren Zytokinen. So fuhrt eine gleichzeitige Stimulation mit
TNF-o und IFN-y zur Produktion von IL-8, vermittelt Gber Bindungsstellen fur die
Transkriptionsfaktoren AP-1 und NFxB (Yasumoto et al., 1992), die sich ebenfalls
beide im Promoter des Eotaxin-1-Gens befinden.

Allergische und atopische Hauterkrankungen sowie Infektionen, die durch Parasiten
hervorgerufen werden, haben das Auftreten von Th2-Lymphozyten und Eosinophilen
in der Haut gemeinsam. Da Th2-Lymphozyten anscheinend keine Wirkstoffe
produzieren, die auf Eosinophile chemotaktisch wirken, ergab sich die Frage, ob das
TH2 Zytokin IL-4 fur die Induktion von dermalen Fibroblasten in Frage kommt.

In kultivierten dermalen Fibroblasten konnte eine dosisabhangige Hochregulierung
der Eotaxin-1-mRNA-Expression innerhalb von einer Stunde nachgewiesen werden,

die Uber den gesamten Beobachtungszeitraum von 48 Stunden anhielt (Mochizuki et
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al., 1998). An mehreren Beispielen wurde gezeigt, dass die Induktion von mRNA-
Expression nach Stimulierung mit IL-4, durch den Transkriptonsfaktor Stat6 vermittelt
wurde (Curiel et al., 1997); (Linehan et al., 1998); (Ohmori et al., 1996).

TNF-a und IL-4 zusammen stimulieren synergistisch die Expression vom Eotaxin-1
MRNA. Dieser Befund war auch auf Proteinebene deutlich nachzuweisen (Mochizuki
et al., 1998). Durchaus vergleichbare Ergebnisse wurden fur ein weiteres TH2-
Zytokin IL-13 beschrieben (Mochizuki et al., 1997). Die Kooperation von
Transkriptionsfaktoren aus der Stat-Familie (Stat1, Stat6) und der NFxB-Familie
(p50, p65) ist bekannt und beschrieben (Stutz and Woisetschlager, 1999); (Shen and
Stavnezer, 1998). Die direkte Wechselwirkung konnte dabei nur flr Stat6 gezeigt
werden (Shen and Stavnezer, 2001). Im Promoter des Eotaxin-1-Gens wurde eine
sich Uberlappende Bindestelle fur die Transkriptionsfaktoren NFkB und Stat6 an der
Stelle —74 ausgehend vom Startpunkt der Transkription entdeckt (siehe Abbildung
3.2) (Hein et al., 1997), die eine mdgliche Erklarung fur die Stimulation durch IL-4
und TNF-a sowie ihren synergistischen Effekt auf die Eotaxin-1-Genexpression
liefert.

Diese hier aufgefuhrten Ergebnisse lassen vermuten, dass eine gezielte Infiltration
eosinophiler Granulozyten bei TH2 vermittelten Hauterkrankungen wie atopische
Dermatitis, allergische Reaktionen oder Infektionen der Haut, hervorgerufen durch
Parasiten, auf eine Produktion von Chemoattraktantien, die spezifisch auf
Eosinophile wirken, durch dermale Fibroblasten zurlckzuflhren sein kdnnte.

Die Tatsache, dass Mastzellen und Basophile sowohl IL-4 als auch IL-13 in der Haut
freisetzen (Knol et al.,, 1996); (Leung, 1995), lasst die Vermutung zu, dass eine
Infiltration von Eosinophilen in die Haut nach Aktivierung dieser Zellen auf eine IL-4

bzw. IL-13 bedingte Eotaxin-1-Ausschuttung von dermalen Fibroblasten beruht.

4.1.2 Untersuchung der Eotaxin-3-mRNA Expression

NF«B ist ein Transkriptionsfaktor, der in Zellen, die mit TNF-a stimuliert werden, die
Induktion von mRNA induziert (McDonald et al., 1997) (Mukaida et al., 1990). Die
CC-Chemokine Eotaxin-1 und MCP-4 besitzen je eine NFxB-Bindestelle in
unmittelbarer Nahe zur TATA-Box. Beide Chemokine sind mit TNF-a gut induzierbar.
Eotaxin-3 dagegen wird nur sehr schwach induziert (siehe Abbildung 3.10).

Der IFN-y Signalweg wird unter anderem Uber GAS-Elemente vermittelt (Yamada et



4 Diskussion 97

al., 1997), die in den Promotoren von Eotaxin-1 und MCP-4 zu finden sind. Eotaxin
ist mit IFN-y nur schwach induzierbar, MCP-4 (4 GAS-Elemente im Promoterbereich
bis 1000 bp) dagegen ist induzierbar, was auch in Reportergen-Assays gezeigt
werden konnten (siehe Abbildung 3.22).

Die Tatsache, dass weder TNF-a noch IFN-y eine Induktion von Eotaxin-3-mRNA
hervorrufen konnten, hangt moéglicherweise damit zusammen, dass es im Bereich
der ersten 1000 bp vom Startpunkt der Transkription des Eotaxin-3 Gens keine
potenziellen Bindungsstellen fir NFkB- und GAS-Elemente gibt.

Beim Vergleich der Genexpression der Eosinophil0O-chemotaktischen CC-Chemokine
Eotaxin-3, Eotaxin-1 und MCP-4 stellte sich heraus, dass die mMRNA-Expression von
Eotaxin-3, im Unterschied zu den anderen genannten Chemokinen, nicht nur in
Fibroblasten, sondern auch in Keratinozyten von IL-4 und IL-13 signifikant
induzierbar ist. Der IL-4-/IL-13-Signalweg wird Uber den Transkriptionsfaktor Stat6
vermittelt (Curiel et al., 1997). Der Eotaxin-3-Promoter besitzt an der Stelle —62/-71
eine potentielle Bindestelle flr Stat6. Diese potentielle Bindestelle lasst auf die
Induktion durch IL-4/IL-13 schlieBen. Die Tatsache, dass Eotaxin-3-mRNA-
Expression nach Stimulation mit IL-4 auch in Keratinozyten induzierbar ist, wirft die
Frage auf, warum Eotaxin-1 unter gleichen Bedingungen in Keratinozyten nicht
induzierbar ist.

Zu den hier dargestellten Ergebnissen kommt auch die Arbeitsgruppe Hoeck und
Woisetschlager, die ebenfalls RT-PCR-Experimente mit stimulierten primaren
dermalen Fibroblasten durchgefluhrt haben (Hoeck and Woisetschlager, 2001). Die
Stimulation mit den TH2-Zytokinen IL-4 und IL-13 flhrten auch hier dosis- und
zeitabhangig zu einer signifikanten Induktion der Eotaxin-3-mRNA-Expression.
Zusatzlich konnten sie diesen Befund auch auf Proteinebene zeigen.

Induktion mit TNF-o fUhrte auch hier nicht zu einer signifikanten Induktion. Ein
synergistischer Effekt bei der gleichzeitigen Stimulierung mit TNF-o und IL-4, konnte
auch in dieser Arbeit nicht gezeigt werden.

Mit ihrer Arbeit konnten Hoeck und Woisetschlager auch die Stat6é vermittelte
Aktivierung des Eotaxin-3-Promoters durch Stimulierung mit IL-4/IL-13 mittels
Reportergenanalysen und durch den Nachweis des Transkriptionsfaktors im

Immunoblot klar aufzeigen.
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4.1.3 Untersuchung der MCP-4 mRNA Expression

Im Gegensatz zu Eotaxin-1 ist die Rolle, die MCP-4 bei Erkrankungen der Haut und
der Atemwegsorgane spielt, bis heute weniger genau definiert. Wegen seiner
eosinophil-chemotaktischen Eigenschaften (Berkhout et al., 1997); (Garcia-Zepeda et
al., 1996); (Mochizuki et al., 1998); (Uguccioni et al., 1996) ist das 3-Chemokin MCP-
4 ein weiterer Kandidat, welcher neben Eotaxin-1 madglicherweise an der
Akkumulation von Eosinophilen beteiligt ist. Diese Uberlegung war der Grund dafiir,
MCP-4 genauer zu studieren (Hein et al.,, 1999) und seine Genexpression im
Vergleich mit der Genexpression von Eotaxin-1 zu untersuchen.

Die Stimulierung mit TNF-a fuhrte zu einer Induktion der MCP-4-mRNA in den
dermalen Fibroblasten (siehe Punkt 3.3.3). Untersuchungen mit der Lungen-
Epithelzelllinie A549 lieferten das gleiche Ergebnis (Lamkhioued et al., 2000). Auch
hier fuhrte eine Stimulierung mit TNF-o zu einer Induktion der MCP-4-mRNA-
Expression. In einer humanen Monozytenzelllinie konnte ebenfalls eine Induktion der
MCP-4 mRNA-Expression nach Stimulation mit TNF-a nachgewiesen werden
(Nakamura et al., 1998). Diese Beobachtungen zeigen, dass die Expression von
MCP-4 nicht nur in der Haut, sondern auch in anderen Geweben (Lunge, Blut)
auftritt.

MCP-4 wird in dermalen Fibroblasten durch IL-4 alleine transkriptionell hochreguliert.
Wie schon unter Punkt 4.1.1 aufgefuhrt, wird die Induktion von mRNA-Expression
nach Stimulierung mit IL-4 durch den Transkriptonsfaktor Staté vermittelt (Ohmori et
al., 1996), der auch im distalen Bereich des Eotaxin-1 und des MCP-3- Promoters zu
finden ist (Opdenakker et al.,, 1994). Da MCP-4 keine Bindestelle fir den
Transkriptionsfaktor Stat6 aufweist, aber trotzdem durch IL-4 induzierbar ist, gibt es
beim MCP-4 moglicherweise einen anderen Weg der Induktion, der bisher nicht
beschrieben wurde.

Bei allen genannten eosinophil-chemotaktischen Chemokinen flihrt eine Kombination
aus TNF-a und IL-4 auch bei MCP-4 zu einer starken Hochregulierung der mRNA-
Expression. Die Tatsache, dass MCP-4 eine Bindestelle fir den Transkriptionsfaktor
NF«B im distalen Bereich der Promotorregion aufweist, erklart die Induktion mit TNF-
a. Das Fehlen einer Bindestelle fur den Transkriptionsfaktor Stat6 (anders als bei
Eotaxin-1) in diesem Bereich des Promoters gibt dagegen keinen Hinweis auf eine

mdgliche synergistische Induktion mit IL-4.
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4.1.4 Vergleich der mRNA-Expression eosinophil-chemotaktischer CC-

Chemokine in dermalen Fibroblasten

In der eosinophil-chemotaktischen Fraktion aus Uberstdnden stimulierter dermaler
Fibroblasten wurden auf Proteinebene neben Eotaxin-1 (Noso et al., 1996) auch
RANTES und GMCSF (Noso et al., 1996) nachgewiesen. Der Ansatz, cDNA von
eosinophil-chemotaktischen Proteinen mittels degenerierter Primer und der RNA
stimulierter Fibroblasten zu klonieren, fuhrte neben der Klonierung von Eotaxin-1
auch zur Klonierung von MCP-1, MCP-3 und MCP-4. Diese Befunde sind ein Beleg
dafur, dass dermale Fibroblasten eine reichhaltige Quelle von Zytokinen und
entzundlicher Mediatoren sind (Gonzalo et al., 1998); (Luster and Rothenberg, 1997)
und eine wichtige Rolle bei der Rekrutierung von Eosinophilen in entziindete
Hautbereiche spielen.

Von Interesse ist in diesem Zusammenhang ein Vergleich der Eotaxin-1-
Genexpression mit der Genexpression anderer eosinophil-chemotaktischer
Mediatoren wie MCP-4, MCP-3 und RANTES, auch im Hinblick auf die Frage nach
dem relativen Beitrag der Eotaxin-1-Expression in verschiedenen, durch
Akkumulation von eosinophilen Leukozyten gekennzeichneten Erkrankungen.
Fibroblasten sind eine reichhaltige Quelle von Zytokinen und entzundlichen
Mediatoren, die eine wichtige Rolle bei der Rekrutierung von Eosinophilen in
entzindetes Hautgewebe spielen. Diese Aussage konnte durch den Nachweis von
Eotaxin-1 (Bartels et al., 1996; Noso et al., 1996) RANTES und GMCSF (Noso et al.,
1996) in der eosinophil-chemotaktischen Fraktion aus Uberstdnden stimulierter
dermaler Fibroblasten auf Proteinebene gemacht werden.

Der Vergleich stimulusabhangiger mRNA-Expression eosinophil-chemotaktischer
Chemokine in dermalen Fibroblasten ergaben erste deutliche Anzeichen fur den
Beitrag einzelner Chemokine bei der Akkumulation von eosinophilen Leukozyten bei
Hauterkrankungen (Hein et al., 1999). Dabei ist IL-4 alleine fur die Hochregulierung
der CC-Chemokine Eotaxin-1, MCP-4 und MCP-3 auf transkriptioneller Ebene
verantwortlich. Die Produktion von RANTES-mRNA dagegen wird durch Stimulation
mit IL-4 nicht hochreguliert. Im Gegensatz zu den anderen genannten Chemokinen
wird Eotaxin-1 durch kurzzeitige Stimulation (6 Stunden) mit TNF-a nicht signifikant
hochreguliert.

Bei allen genannten eosinophil-chemotaktischen Chemokinen flihrt eine Kombination

aus TNF-a und IL-4 zu einer starken Hochregulierung der mRNA-Expression.
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Eotaxin-1 und RANTES unterscheiden sich von MCP-3 und MCP-4 dadurch, dass
ihre Genexpression durch IFN-y alleine nicht hochreguliert wird. Untersuchungen des
MRNA-Expressionsmusters des erst spater entdeckten Eotaxin-3-Chemokins in
dermalen Fibroblasten (siehe Punkt 3.3.6) zeigte eine groRe Ubereinstimmung zur
Eotaxin-1-mRNA-Genexpression. Wahrend eine Kombination aus TNF-a und IL-4 zu
einer verstarkten Hochregulierung der Eotaxin-1-Expression flhrt, ist dies bei der
Eotaxin-3-Genexpression nicht der Fall. Zusammen mit der im Vergleich zu Eotaxin-1
geringeren eosinophil-chemotaktischen Aktivitat (ca. Faktor 10) von Eotaxin-3
(Shinkai et al., 1999) deutet auf eine sich von Eotaxin-1 abweichende, noch unklare
Rolle des Eotaxin-3 im Entzindungsgeschehen hin. Im Gegensatz zu Eotaxin-2,
MCP-3 und MCP-4 konnte Eotaxin-3 (Hoeck and Woisetschlager, 2001) wie Eotaxin-
1 (Mochizuki et al., 1998) als Protein isoliert werden.

Wenn man davon ausgeht, dass Muster lokal produzierter Zytokine die
Eigenschaften einer Entziindungsreaktion bestimmen, so kann man aus diesen an
kultivierten dermalen Fibroblasten gewonnenen Beobachtungen schlief3en, dass die
Eotaxin-1- und Eotaxin-3-Expression fur TH2 vermittelte Entzindungsreaktionen wie
der Atopischen Dermatitis oder auch Asthma charakteristisch sind, wahrend die
Genexpression von MCP-3 und MCP-4 potenziell auch bei TH1 vermittelten

Entzindungen eine Rolle spielen konnte.

4.1.5 Gewebe und Zellspezifitat der Expression eosinophil-chemotaktischer
CC-Chemokine

In unbehandelter Haut sowie in unstimulierten und stimulierten Keratinozyten des
Menschen (kultivierte primare Keratinozyten, Kulturen der Keratinozytenelllinie
(HaCaT) wurde keine bzw. kaum Eotaxin-1-mRNA-Expression nachgewiesen, (siehe
Punkt 3.3.1) und (Hein et al.,, 1997)). Dagegen zeigen dermale Fibroblasten
stimulusabhangige  Eotaxin-1-mRNA-Expression  (siehe  Punkt3.3.2).  Auch
Fibroblastenzellkulturen aus Lungengewebe zeigten eine stimulusabhangige Eotaxin-
1 mRNA-Expression (Teran et al., 1997). Weiterhin konnte eine konstitutive Eotaxin-
1-mRNA-Expression in verschiedenen Geweben wie Uterus, Trachea, Dinndarm,
Niere, Pankreas, Dickdarm, Herz, Prostata und Niere, nicht aber in Speicheldrise,

Lunge, Thymus, Muskelgewebe und Hirn nachgewiesen werden. Fir diese
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Untersuchungen wurden kommerziell erhaltliche RNA-Praparationen verwendet.
Diese Ergebnisse zeigen, dass die Eotaxin-1-Genexpression sowohl Stimulus als
auch zell- und Gewebespezifisch ist. Die Tatsache, dass dermale Fibroblasten im
Gegensatz zu Keratinozyten Eotaxin-1 expremieren (Mochizuki et al.,, 1997),
korreliert mit dem Befund, dass Eosinophile bzw. Uberreste eosinophiler Zellen in der
Dermis, nicht aber in der Epidermis entziindeter Haut nachgewiesen werden konnte.
Die Produktion von Eotaxin-1 durch dermale Fibroblasten und andere epitheliale
Zellen (Mochizuki et al., 1998); (Maune et al., 1999) kdnnte einen wesentlichen Anteil
daran haben, dass eosinophile Granulozyten aus dem Blut in das Gewebe rekrutiert
werden.

Wie unter Punkt 3.3.1 gezeigt, wurde eine geringfugige konstitutive Eotaxin-1-mRNA-
Expression in humanen dermalen Fibroblasten beobachtet, die durch TNF-a und IL-
1a innerhalb von 6 Stunden induziert und durch IFN-y moduliert wurde. Wahrend die
durch IL-1a induzierte Eotaxin-1-mRNA-Expression transient erscheint, fihrt eine
Langzeitstimulation (48 Stunden) mit TNF-a.zu einem weiteren Anstieg der
gemessenen Eotaxin-1-mRNA-Expression. Diese Beobachtung der Eotaxin-1-
MRNA-Expression korreliert mit dem Befund, dass das Eotaxin-1-Protein erst nach
relativ langen Stimulierungszeiten mit TNF-o. in Uberstdnden humaner dermaler
Fibroblasten nachweisbar war (Noso et al., 1996).

Wahrend IFN-y alleine die Eotaxin-1-mRNA-Expression nicht stimuliert, wird diese in
Kombination mit TNF-a. oder IL-1a synergistisch verstarkt. Dieser synergistische
Effekt ist bei kurzen (6-24 Stunden), nicht aber bei langeren (48 Stunden)
Koinkubationszeiten beobachtbar. Dieser Synergismus, an dem IFN-y beteiligt ist,
wurde auch von anderen Arbeitsgruppen (Garcia-Zepeda et al., 1996) fur die mRNA-
Expression in Endothelzellen und Zellen des respiratorischen Epithels gezeigt.

Um die transkriptionelle Kontrolle der Expression des Eotaxin-1-Gens zu studieren,
wurde die Genstruktur und der Promoter des Eotaxin-1-Gens untersucht. Das
Eotaxin-1 Gen zeigt die fir CC-Chemokine typische 3-Exon, 2-Intron Struktur (siehe
3.1.1) und stark konservierte Intron-/Exon-Ubergange, fir die eine
Konsensussequenz beschrieben wurde, die auch andere CC-Chemokinen
aufweisen. Der hohe Grad an konservierter genomischer Struktur, zusammen mit
hoher Homologie auf Proteinsequenzebene (Hein et al., 1999) deuten darauf hin,

dass CC-Chemokine aus Genduplikationen hervorgegangen sind.
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4.1.6 Funktionsanalyse regulatorischer Genregionen

Um die transkriptionelle Kontrolle der Eotaxin-1- und MCP-4-Genexpression zu
untersuchen, wurden wie unter den Punkten 3.1 und 3.2 beschrieben, die
genomische Organisation sowie potenzielle regulatorische Sequenzen der
Promoterregionen dieser beiden Gene bestimmt und analysiert (Hein et al., 1997;
Hein et al., 1999). Wie die anderen Mitglieder der R-Chemokin-Familie sind beide
Gene aus 3 Exons und 2 Introns mit konservierten Exon-/Intron-Grenzen aufgebaut.
Der hohe Grad an konservierter genomischer Struktur zusammen mit hoher
Homologie auf Proteinsequenzebene (Hein et al., 1997) deuten darauf hin, dass sich
CC-Chemokine durch Genduplikation mit sich anschliel3ender
Auseinanderentwicklung zu den gegenwartigen Formen entwickelt haben (Widmer et
al., 1991).

Die klonierten Promoterabschnitte des Eotaxin-1- bzw. MCP-4-Gens wiesen
Konsensussequenzmotive fur IFN-y, Glucocorticoid-Response-Elemente und Sat6
sowie nukleare Faktoren wie NF-IL-6, AP-1 und NFxB auf. Funktionelle
Promoteranalysen anderer Chemokingene (Mukaida et al., 1990; Murakami et al.,
1997; Nelson et al.,, 1993) lassen vermuten, dass die ersten 100 bis 200 bp der
Promoterregion, an die sich die Transkriptions-Initiationsstelle unmittelbar anschlief3t,
von besonderer Bedeutung fur die Promoteraktivitat sind. In den entsprechenden
Regionen der Eotaxin-1- und MCP-4-Gene finden wir jeweils eine TATA-Box, eine
NF«kB-Erkennungssequenz sowie IFN-y-Response-Elemente. Der Eotaxin-1-
Promoter enthalt zusatzlich Erkennungssequenzen fur die Transkriptionsfaktoren
Stat6, E2A und GRE. Im MCP-4-Promoter wurden zusatzlich Bindungsstellen flr Ap-
1, NF-IL6, GAS- und GRE-Elemente gefunden.

4.2 Eigenschaften des Eotaxin-1-Promoters

In der Zwischenzeit sind ahnliche Studien zum Eotaxin-1-Promotor veroffentlicht
worden (Hoeck and Woisetschlager, 2001). Die Ergebnisse und Interpretationen der
verschiedenen Arbeiten stimmen zum Teil Uberein. Die Unterschiede und ein neues
auf den zusammengefassten Erkenntnissen basierendes Modell sollen hier
vorgestellt werden.

Die Kooperation von Transkriptionsfaktoren aus der Stat-Familie (Stat1, Stat6) und
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der NFkB-Familie (p50, p65) in verschiedenen Promotoren ist bekannt und
beschrieben wurden (Stutz and Woisetschlager, 1999). Die direkte Wechselwirkung
wurde nur fur Stat6 gezeigt (Shen and Stavnezer, 1998).

Der Abstand zwischen den Stat- und NFkB-Konsensuselement-Bindestellen kann
von 10 bis 60 bp betragen, wobei er in Stat6 regulierten Promotoren geringer als bei
den Stat1 abhangigen Promotoren ist (siehe Tabelle 4.1 Promotoren mit Stat-

Response-Elementen (SRE) und benachbarten NF[1B-Response-Elementen).

Promotor SRE NF«B-RE Abstand
IRF-1 -123 bis =113  |-48 bis -39 64 bp
IP-10 -224 bis —-212  |-169 bis —160 |43 bp
Cy3 -86 bis —77 -48 bis —40 28 bp
Ce -82 bis -52 -61 bis -52 11 bp

Tabelle 4.1 Promotoren mit Stat-Response-Elementen (SRE) und benachbarten

NF«kB-Response-Elementen

Aufler dem Eotaxin-1 ist mit dem E-Selectin auch ein weiterer Promotor mit
Uberlappung beider Elemente bekannt (Bennett et al., 1997). Im E-Selektin-Promotor
uberlappen allerdings zwei NFxkB-Konsensuselemente mit einem Stat6-
Konsensuselement (siehe Tabelle 4.1). Aulderdem ist der Promotor nur durch ein
TNF-a aktiviertes NFxB p50/p65 induzierbar, das in einem kompetitiven
Mechanismus durch IL-4 aktiviertes Stat6 inhibiert werden kann (Bennett et al.,
1997). In den Ubrigen Promotoren verstarken sich die Wirkungen von dem fir die
Konsensussequenz spezifischen Stat- und den NFkB-Transkriptionsfaktoren
teilweise in einem synergistischen Effekt.

In dieser Arbeit wurde in dermalen Fibroblasten und der Lungenepithelzelllinie A549
gezeigt, dass durch IL-4 (IL-13) aktiviertes Stat6 an den Eotaxin-1-Promotor bindet
und die Transkription aktiviert. Eine entsprechende Wirkung konnte auch bei TNF-
o aktiviertem NFkB-Faktor p65 beobachtet werden.

TNF-a, LPS, IL-1Bund CDA40L aktivieren NFkB-Faktoren, die im Zytoplasma in
inaktivierter Form, gebunden an ein Inhibitorprotein, vorliegen. Durch die
Stimulierung werden die inhibierenden Proteine phosphoryliert, dann ubiquitiniyliert

und schlieBlich degradiert. Der Abbau des Inhibitors legt ein zuvor maskiertes
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Kernlokalisationssignal (nuclear localization signal) frei und die NFxB-Faktoren
wandern in den Kern und binden an NFxB-Responsive-Elemente in verschiedenen
Promotoren. NFkBA (p65) und NFxB1 (p50) sind die beiden haufigsten Faktoren
dieser Familie. p65 enthalt im Gegensatz zu p50 eine Transaktivierungsdomane.
Homodimere aus p65 oder Heterodimere aus p50/p65 sind transkriptionell aktiv,
wahrend Homodimere aus p50 hierfir mit anderen Faktoren kooperieren (Shen and
Stavnezer, 1998); (Ghosh et al., 1998); (Sheppard et al., 1998).

Hoeck und Woisetschlager kamen in Fibroblasten und mit einem Stat6-
Expressionsplasmid transfizierten Hek293-Zellen zu demselben Ergebnis. Ein
zusatzlich durchgefuhrtes Reportergenexperiment mit einem anderen NFkB-Aktivator
(CD40-Antikorper) fuhrte im Gegensatz zu Experimenten mit TNFo und
Experimenten mit CD40-Antikorpern und dem le-Promotor nicht zu einer Aktivierung
des Eotaxin-1-Promotors (Hoeck and Woisetschlager, 2001). Das deutet auf eine
unterschiedliche Zusammensetzung der aktvierten NFkB-Faktoren hin, wie sie schon
fur CD40 und LPS beschrieben wurde (Lin et al., 1998).

In BEAS-2B-Zellen wiesen Matsukura et al. (1999) neben p65 auch p50 als TNF-
a induzierten Eotaxin-1bindenden Faktor nach (Matsukura et al., 1999) und in A549-
Zellen selbst wurde durch Gelschift-Experimente die Bindung von IL-1 aktivierten

p65 und p50 an den Promotor gezeigt (Jedrzkiewicz et al., 2000).
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le Promotor

5‘-CCCGCTGTTGCTCAATCGAC-:AGAGAGAAAAIGGGAACTTCd-B‘
Stat6 NF<B

E-Selectin Promotor

5-AATTTTAAGCATCGTGGATATTCCCGGGAAAGTTTTTGGATGCCATTGGGC-3"
NF«B Stat6 NF«B

Eotaxin-1 Promotor

5‘-GACCCCGCATGGGCAAAGGCGGAAT@CACTGTCTGCTCCC-B‘
Stat6 NFcB

Abbildung 4.1 Stat6/NF«B regulierte Promotoren.

Farbig unterlegt die Konsensussequenzen bzw. Bindungsstellen fir die Transkriptionsfaktoren Stat6
und NFxB. Im Eotaxin-1-Promoter sind potenzielle Basen, die potenziell an der Bindung weiterer
Faktoren beteiligt sind, mit weiler Farbe gekennzeichnet.

An den Eotaxin-1-Promotor kénnen nach derzeitigem Kenntnisstand also p50 und
p65 binden. In Fibroblasten bindet nur p65. Aulierdem scheint die Art des Stimulus
wichtig zu sein, da CD40 aktivierte NFkB-Faktoren zwar fur die Aktivierung des le-
Promotors ausreichen, nicht aber fur die Aktivierung des Eotaxin-1-Promotors.
Moglicherweise ist das der Grund, warum in A549 nach Aktivierung durch IL-1a eine
p50 Bindung nachgewiesen wurde (Jedrzkiewicz et al., 2000), in Experimenten in
dieser Arbeit in A549-Zellen nach TNFa-Stimulierung jedoch nicht. Interessant ist
auch, dass die unterschiedlichen Ergebnisse in Zelllinien auftreten, wahrend in den
aus Patienten entnommenen Fibroblasten (Primarzellen) nur eine p65-Aktivierung,
sowohl in der Hoeck/Woisetschlager-Untersuchung als auch in dieser Arbeit,

gefunden wurde.

Der Eotaxin-1-Promotor war in der Lage, eine IL-4, IL-13 und TNF-a abhangige
Transkription in Reportergenexperimenten zu vermitteln. Es zeigte sich, dass dazu
kein Minimalpromotor notwendig ist. Bei dem Fragment, das eine TATA-Box enthalt,

handelt es sich also um einen vollwertigen Promotor. Die Aktivierung durch TNF-a
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war starker als die durch IL-4 bzw. IL-13. Die Stimulierung mit beiden Faktoren fuhrte
zu einer Verstarkung, aber nicht zu einem additiven oder synergistischen Verhalten.
Hoeck und Woisetschlager konnten einen synergistischen Effekt auf der Stufe der
Proteinexpression nachweisen (Hoeck and Woisetschlager, 2001), aber nicht,
entsprechend den vorgestellten Ergebnissen bei der transkriptionellen Regulierung,
wohingegen Matsukura et al. (1999) in BEAS-2B-Zellen einen leichten Synergismus
feststellten. Moglicherweise ist dieser Effekt durch die Limitierung des von beiden
Transkriptionsfaktoren genutzten Cofaktors CBP/p300 zu erklaren (Ohmori and
Hamilton, 2000). In weiteren Reportergenexperimenten dieser Arbeit wurde gezeigt,
dass die Konsensuselemente intakt sein muissen, um eine Aktivierung der
Transkription zu vermitteln. Durch gezielte Mutation wurden die Konsensus-Elemente
zerstort (siehe Abbildung 3.17) und die Wirkung auf die Regulierbarkeit untersucht.
Die Mutationen in den Reporterplasmiden EoST6 und EoNFKB zerstorten jeweils
sowohl die IL-4-abhangige als auch die TNF-a—abhangige Stimulierbarkeit des
Eotaxin-1-Promotors. Das deutet auf eine Funktion als positiv cis-regulierendes
Element des Fragmentes im Eotaxin-1-Promotor hin. Wider Erwarten konnte bei
EoSt6, bei dem nur das Stat6-Konsensuselement nicht aber das NF«xB-
Konsensuselement zerstort ist, keine TNF-a abhangige Induktion gemessen werden.
Ebenso war keine IL-4-abhangige Induktion in EONFKB nachzuweisen.

Dieser Effekt lieBe sich durch Bindung weiterer, nicht identifizierter
Transkriptionsfaktoren erklaren, die durch die Mutationen an der Bindung gehindert
werden, worauf spater eingegangen wird. Da Matsukura et al. (1999) in BEAS-2B-
Zellen die erwartete selektive Zerstorung der Konsenssequenzen mit anderen
Mutationen zeigen konnten, wurden die entsprechenden Plasmide hergestellt
(EoM1,EoM2) (Matsukura et al., 1999). Allerdings war auch mit diesen neuen
Mutationen kein selektiver Effekt in A549-Epithelzellen und Fibroblasten zu messen.
In den Experimenten von Hoeck und Woisetschlager fluhrte die Zerstérung der Stat6-
Konsensussequenz in Fibroblasten, entsprechend den hier vorgestellten
Ergebnissen, zum Verlust der Promotoraktivitat. Bei der Mutation des NFxB
Elementes wurde der Promotor allerdings weder vollstandig noch selektiv zerstort.
Bei verringerter Basalexpression war das Plasmid mit zerstorter NFxB
Konsensussequenz sowohl IL-4 als auch TNF-a induzierbar, wobei die TNF-
o—abhangige Induzierbarkeit starker beeintrachtigt war (Hoeck and Woisetschlager,
2001). Aus diesem Ergebnis ziehen Hoeck et al. (2001) den Schluss, dass die
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Aktivierung des Eotaxin-1-Promotors in jedem Fall, also auch bei einer TNF-a-
Aktivierung, Staté abhangig ist. Zur Uberpriifung flihrten sie Experimente in Stat6-
defizienten Hek293-Zellen durch, in denen eine TNF-a-abhangige Stimulierung des
Eotaxin-1-Promotors und auch Eotaxin-1 Proteinsegregation nur bei Kotransfektion
eines Stat6-Expressionsplasmides moglich war. AuRerdem hemmte ein trans-
dominant negatives Stat6-Protein, dem die Carboxyterminale-
Transaktivierungsdomane fehlt, sowohl die IL-4 als auch die TNF-a—abhangige
Eotaxin-1-Expression. Allerdings konnten sie weder eine von TNF-o—abhangige
Aktivierung des Staté noch eine TNF-o—abhangige DNA-Bindung von Stat6
nachweisen. Man kann diese Ergebnisse erklaren, wenn man die Bindung eines oder
mehrerer Kofaktoren annimmt, die fur eine Aktivierung notwendig sind. Die Bindung
konnte direkt fur die Wirkung von Staté bzw. p65 oder/und flir die Funktion als positiv
regulierendes cis-Element notwendig sein. Die Expression eines oder mehrerer
Kofaktoren ist mdoglicherweise durch Stat6 induzierbar und vom =zellularen
Hintergrund abhangig. Moglicherweise kann auch p50 die Rolle eines solchen
Faktors ubernehmen. Es wird beschrieben, dass das Stat6-Konsensusmotiv aus dem
le-Promotor allein nicht ausreicht, um eine IL-4-abhangige Induzierbarkeit in einem
Reporterplasmid zu vermitteln (Albrecht et al., 1994); (Delphin and Stavnezer, 1995);
(Mikita et al., 1998). Wahrscheinlich ist nicht die Bindung oder Wechselwirkung des
fur den le-Promotor spezifischen Transkriptionsfaktor C/EBPb ausschlaggebend.

Der Eotaxin-1-Promotor unterscheidet sich sowohl 5 als auch 3’ von der Stat6-
Konsensussequenz des le-Promotors. Trotzdem deuten die Ergebnisse aus diesem
sehr ahnlichen Promotor darauf hin, dass andere Faktoren wichtig sein kdnnten. Ein
Faktor, der sowohl mit IL-4-aktiviertem Stat6 (Gingras et al., 1999) als auch mit TNF-
a —aktiviertem p65 (Sheppard et al., 1999); (Hottiger et al., 1998) in Wechselwirkung
steht, ist zum Beispiel CBP/p300 (Vo and Goodman, 2001). Ohmori und Hamilton
erklaren die Inhibition der NFxB-abhangigen Transkription im IRF-1-Promotor durch
Kompetition um diesen Faktor (Ohmori and Hamilton, 2000). Auch andere bekannte
und unbekannte Wechselwirkungen von Stat6 und p65 sind in Betracht zu ziehen.
Wenn man berucksichtigt, dass die Mutationen die Bindung solcher Faktoren
unabhangig von der Bindung eines der beiden identifizierten Faktoren, also Stat6
oder NF«xB, beeintrachtigen, muss auflerdem von einer Wechselwirkung mit der DNA
ausgegangen werden. Ein Beispiel fur einen solchen Faktor in einem anderen

Kontext ist der Kofaktor TFIl-I. TFII-I bindet im c-Fos-Promotor an ein Element aus 7
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Basen, wobei 4 Basen gleichzeitig zum Konsensuselement von Stat1/Stat3 gehoren
(Kim et al., 1998).

5‘-GACCCCGCATGGGCAAAGGCACTGTCTGC -3¢

TF-X TF-Y

Promoter IL-4 | TNF-o. | Stat6 | NF-xB (p65) | TF-X | TF-Y | Aktivitait

Wt + + - - + + +

Wt - - + + + + +

Wt + + + + + + +
Mut TF-x + - + + - + -
Mut TF-Y - + - - + - -

Abbildung 4.2 Modell des Eotaxin-1-Promoters unter der Annahme der Beteiligung

von zwei Kofaktoren TF-X und TF-Y bei der Initiation der Transkription

Die Transkriptionsfaktoren Stat6 oder NFxB (p 65) sind nur in der Lage, die Transkription zu
induzieren, wenn beide Faktoren sowohl TF-X als auch TF-Y an die DNA binden.

In dem Modell in Abbildung 4.2 Modell des Eotaxin-1-Promoters unter der Annahme
der Beteiligung von zwei Kofaktoren TF-X und TF-Y bei der Initiation der
Transkriptionsind die au3eren Basen der Konsensussequenzen von Staté und NFxB
nicht allein fur die Bindung von Stat6 und p65 (p50) essentiell, sondern auch fur die
Bindung eines oder mehrerer Kofaktoren. Durch die Mutation des Stat6-Elementes
wird verhindert, dass ein Faktor bindet, der zusammen mit p65 flr eine TNF-
a —induzierte Aktivierung notwendig ist. Dieser Faktor kann wahrscheinlich Stat6-
abhangig hochreguliert werden, bindet aber IL-4 unabhangig. Moglicherweise ist
dieser Faktor in anderen Zellsystemen und/oder bei Aktivierung von p65/p50-
Komplexen nicht essentiell oder so stark exprimiert, dass die durch die Mutationen
verringerte Affinitat der Bindestelle kompensiert werden kann. Ein entsprechendes
Modell kdnnte auch die Zerstorung der Promotoraktivitat durch Mutationen im NF«xB-
Element erklaren. Auch die von Hoeck/Woisetschlager beobachtete, auf den ersten
Blick widerspruchlich erscheinende Inhibierung der TNF-a—abhangigen Induktion

durch ein dominant-negatives Stat6 lasst sich erklaren. Das verwendete Stat6 ohne
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Transaktivierungsdomane wandert i n vi vo nicht in den Kern, selbst wenn es in
vitro an die DNA bindet (Mikita et al., 1998). Ein Uberexprimiertes Stat6 konnte uUber
eine Wechselwirkung mit dem Kofaktor die Kerntranslokation verhindern. Das deutet
auf eine Lokalisierung des Kofaktors im Zytoplasma hin. Dass der Faktor durch TNF-
o aktiviert werden muss und zum Beispiel nicht CD40 abhangig aktivierbar ist
(Hoeck and Woisetschlager, 2001), beweist diese These zwar nicht, kann aber als

unterstitzender Hinweis interpretiert werden.
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>
5'-GACCCCGCATGGGCAAAGG ACTGTCTGC Eotaxin
>
5'-GACCCCGCATGGGCAAAGQG ACTGTCTGC Eotaxin
D>
5-GACCCCGCATGGGCAAAGG ACTGTCTGC Eotaxin

X

5-GACCCCGCATGGGCAAAGGC ACTGTCTGC

Eotaxin

5-GACCCCGCATGGGCAAAGQG GAATCTCCCACACTGTCTGC

Eotaxin

Abbildung 4.3 Aktivierungsschema zum Eotaxin-1-Promoter-Modell

Dargestellt sind unterschiedliche Mdglichkeiten der Bindung von Transkriptionsfaktoren, die in
Kombination zur Aktivierung bzw. Nichtaktivierung des Eotaxin-1-Promoters fuhren. Die Aktivierung
des Promoters ist durch einen Pfeil gekennzeichnet, Nichtaktivierung durch ein Kreuz in einem Kreis

anstelle einer Pfeilspitze.
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Auch wenn die Grundprinzipien der Regulation des Eotaxin-1-Promotors mit Hilfe der
zusammengefassten Ergebnisse zu erklaren sind, bleiben einige Fragen offen. In
allen bisher untersuchten Zellen, die den Eotaxin-1-Promotor aktivieren, ist bei der
IL-4-Aktivierung Stat6 und bei der TNF-a Aktivierung p65 beteiligt. Mdglicherweise
bindet in manchen Zellen oder unter bestimmten Bedingungen auch p50. Wichtig ist,
dass die durch CD40- Stimulation (Hoeck and Woisetschlager, 2001) im Gegensatz
zu den durch IL-1B-Stimulation (Jedrzkiewicz et al., 2000) freigesetzten NF«xB-
Faktoren nicht in der Lage sind, den Promotor zu aktivieren. Interessant und offen
bleibt die Frage, wie TNF-a mit Hilfe von Stat6 eine Aktivierung vermittelt, ohne dass
eine Stat6-Aktivierung und eine induzierte Stat6-DNA-Bindung gemessen werden.
Eine Mdglichkeit ist die Existenz vermittelnder Faktoren, fir die vor allem auch die
hier vorgestellten Ergebnisse sprechen, wobei erst die |dentifizierung dieser Proteine
genauere Untersuchungen ermdglichen wirde. Eine Nachweismethode, ware die
Durchfuhrung eines Singh-Screening einer Expressionsbibliothek. Weitere Hinweise
auf ihr Vorliegen konnte eine UV-Quervernetzung von den potenziellen Faktoren mit
radioaktiver Promotor-DNA und eine anschlieliende gelelektrophoretische Analyse
ergeben. Alternativ konnten auch Southwestern-Blot-Experimente durchgefuhrt
werden, um das Molekulargewicht dieser Proteine zu bestimmen. Aulerdem besteht
die Moglichkeit, die Faktoren Uber Affinitdtschromatographie (oder auch

Magnetktgelchen-Technik) zu isolieren und weiter zu charakterisieren.
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5 Zusammenfassung

Pathologische Prozesse der Haut sind von einer Vielfalt von Veranderungen
gekennzeichnet. In entzindlich erkrankter Haut finden sich charakteristische
Gewebsinfiltrate unterschiedlicher Leukozytenformen. Je nach dem Krankheitsbild
und -—stadium Uberwiegen dabei bestimmte leukozytare Zellpopulationen
(Neutrophile, Eosinophile, Makrophagen und T-Lymphozyten-Subpopulationen). Fur
die unterschiedliche Infiltratzusammensetzung wird die krankheitsabhangige
Expression von auf bestimmte Leukozyten praferentiell oder selektiv wirkende
chemotaktische Faktoren, den Chemokinen, verantwortlich gemacht. Ziel dieser
Arbeit sollte es sein, die Bedingungen der Regulation der Genexpression einzelner
Faktoren in der Haut zu erkunden.

Dazu wurden mit molekularbiologischen Methoden genomische Sequenzen neuer
eosinophil-chemotaktischer Chemokine (Eotaxin-1 und MCP-4) charakterisiert sowie
die Regulation der Genregulation in kultivierten dermalen Fibroblasten und
Keratinozyten untersucht und mit der anderer eosinophil-chemotaktischer Chemokine
(RANTES, MCP-3, Eotaxin-3) verglichen. In Ubereinstimmung mit anderen
Mitgliedern der R-Chemokin-Familie sind die Gene von Eotaxin-1 und MCP-4 aus
drei Exons und zwei Introns mit konservierten Exon-/Intron-Grenzen aufgebaut.
Wahrend die Eotaxin-1- und MCP-4-mRNA in Keratinozytenzellkulturen mittels RT-
PCR nicht bzw. nur schwach nachweisbar ist, ist die Genexpression dieser
Chemokine in kultivierten Fibroblasten deutlich induzierbar. Eotaxin-1 wird wie MCP-
4, MCP-3 und Eotaxin-3 aber im Gegensatz zu RANTES durch die TH2-Zytokine IL-4
bzw. IL-13 alleine transkriptionell hochreguliert. Eine Kombination aus TNF-o und IL-
4 fahrt bei allen genannten eosinophil-chemotaktischen Chemokinen (auf3er Eotaxin-
3) zu einer verstarkten Hochregulierung der mRNA Expression. MCP-3 und MCP-4
unterscheiden sich von Eotaxin-1, Eotaxin-3 und RANTES dadurch, dass ihre
Genexpression auch durch das TH1-Zytokin INF-y alleine hochreguliert wird. Dieser
Befund deutet darauf hin, dass die Eotaxin-1-und Eotaxin-3-mRNA-Expression in
dermalen Fibroblasten charakteristisch fur TH2 vermittelte Entzindungsreaktionen
wie der Atopischen Dermatitis sind, wahrend die Genexpression von MCP-3 und
MCP-4 potenziell auch bei TH-1 vermittelten Entzindungen eine Rolle spielen

konnen.
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Luziferase-Reportergen-Assays zeigten, dass ein kurzes, dem Transkriptionsstart
des Eotaxin-1-Gens direkt vorgelagertes Promoterfragment sowohl die [L-4-
stimulierte MRNA-Expression als auch die synergistische Wirkung von TNF-a und IL-
4 auf die Hochregulierung der Eotaxin-1-Genexpression vermittelt. In diesem
Promoterfragment Uberlappen sich Erkennungssequenzen flir NFkB- und Stat6-
Transkriptionsfaktoren. Experimente mit einem aus dem MCP-4-Gen abgeleiteten
Reportergenkonstrukt unterstitzen die Vermutung, dass das unweit des MCP-4-
Transkriptionsstarts gelegene GAS-Element fur die Induktion von MCP-4-mRNA

durch INF-y verantwortlich ist.
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Abstract:

Eosinophils in addition to being important effector cells against helminths are
involved in tissue damage characteristic for allergic and atopic skin diseases.
Eosinophil-specific chemoattractants like eotaxin-1-3 but also MCP-3, MCP-4
and RANTES are believed to be responsible for tissue-accumulation of
eosinophils. To understand the unique regulation of eotaxin-1 gene expression
we investigated the activation of this gene in cultured human dermal fibroblasts
and A549 lung epithelial cells by analysing nuclear extracts of dermal fibroblast
and A549 cells for NFkB and Stat6 binding to the overlapping Stat6/NF«B region
of the eotaxin-1 promoter and performed luciferase reporter gene assays using
eotaxin-1 promoter reporter constructs. Reporter gene assays showed that the
selected 125 bp eotaxin promoter region containing the NFkB/Stat-6 recognition
site was sufficient to mediate IL-4, IL-13 or TNF-a-induced transcription as well
as enhanced transcription upon Stimulation with a combination of TNF-a and IL-
4. Nuclear extracts of IL-4, TNF-a or IL-4+TNF-a. treated cells showed Stat6,
NFxB-p65 (but not NFxB-p50) or Stat 6 + NFkB-p65 binding respectively to
eotaxin-1 promoter DNA. Reporter constructs defective in one of the 2
recognition sites did not mediate IL-4 or TNF-a induced transcription. These
results underscore that the combination of either IL4 or IL13 with TNF-a is the
major stimulus for eotaxin-1 dependent eosinopil accumulation and may point to
the involvement of additional nuclear factors interacting with the STAT6/NF«xB

recognition site.



