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1 Abstrakt

Einleitung: In der Pathogenese chronisch entzindlicher Darmerkrankungen (CED)
kommt es insbesondere durch eine Uberbordende Immunantwort der Makrophagen
zu einer Dysregualtion des mukosalen Immunsystems. Aufgrund des bereits
bekannten regulatorischen Effektes der Histondeacetylase (HDAC)-Inhibitoren auf
die Makrophagenaktivitat wird ein therapeutischer Nutzen der HDAC-Inhibitoren fir
CED diskutiert. Um zu Uberprufen, ob die entzindungshemmende Aktivitdt durch
HDACS5 vermittelt wird, wurde die Regulation der HDACS5-Expression durch
inflammatorische Stimuli sowie die immunregulatorische Funktion der HDACS in
Makrophagen untersucht.

Methodik: Die basale HDAC5-Expression wurde in murinen und humanen primaren
Zellen sowie murinen RAW 264.7- und humanen U937-Zelllen auf messenger-
Ribonukleinsaure-Ebene bzw. durch Western-Blot auf Proteinebene nachgewiesen.
Die Auswirkung inflammatorischer Stimuli auf die HDAC-Expression wurde mittels
guantitativer Polymerasekettenreaktion (qPCR) in RAW 264.7-Zellen untersucht.
Parallel wurde ein transienter knock down durch Transfektion von small interfering-
Ribonukleinsauren bzw. eine Uberexpression der HDACS5 durch Plasmid-
Transfektion in den Makrophagen-Zelllinien etabliert. Der Effekt auf die Sekretion
inflammatorischer Zytokine, die Aktivierung des nuklearen Faktor kB (NFkB) und die
Expression anderer HDACs wurde durch cytometric bead array und enzyme-linked
immunosorbent assay sowie Reporterplasmid-Transfektion mit anschlie3ender
Biolumineszenzmessung bzw. gPCR ermittelt.

Ergebnisse: HDACS5 wurde in humanen und murinen priméren Zellen sowie den
beiden murinen und humanen Zellinien exprimiert. Eine kurzfristige Stimulation von
RAW 264.7-Zellen mit Lipopolysaccharid flhrte zu einer signifikanten Steigerung der
HDACS5-Expression. Die Uberexpression der HDACS5 bewirkte eine erhthte Sekretion
von Tumornekrosefaktor a und monocyte chemoattractant protein-1, eine vermehrte
Aktivierung des NFkB-Signalweges sowie eine gesteigerte Expression der HDACS3 in
RAW 264.7-Zellen. Dabei war der pro-inflammatorische Effekt der HDAC5 abhé&ngig
von der Aktivitat der HDAC-Doméane. In Ubereinstimmung mit den Daten der
Uberexpression flhrte eine verminderte HDAC5-Expression sowohl in den murinen
RAW 264.7-Zellen als auch in den humanen U937-Zellen zu einer verminderten

Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine und in RAW 264.7-Zellen zu einer



verringerten Expression der HDAC3. Durch eine langere Lipopolysaccharid-
Stimulation bis zu sieben Stunden wurde die Expression der HDAC5 wie auch der
anderen HDACs der Klasse Il in RAW 264.7-Zellen vermindert, wohingegen die
Expression von Vertretern der Klasse |l wie HDAC1, 2 und 3 vorribergehend
gesteigert wurde.

Schlussfolgerung: Die Expression der HDACS5 in Makrophagen wird durch

inflammatorische Stimuli moduliert und reguliert die Immunantwort dieser Zellen.
Dabei fuhrt eine vermehrte HDACS5-Expression zu einer gesteigerten
Entzindungsreaktion der Makrophagen durch Aktivierung des NFkB-Signalweges
und zu einer vermehrten Expression der HDAC3. Die lIdentifizierung dieser pro-
inflammatorischen Rolle der HDACS identifiziert sie als eine mogliche Zielstruktur fur

die Therapie chronisch entzliindlicher Darmerkankungen.

Introduction: Overwhelming immune response by macrophages is a crucial factor in

the dysregulation of the mucosal immunity, which takes part in the pathogenesis of
inflammatory  bowel diseases (IBD). General inhibition of histone
deacetylases (HDACs) modulates the immunological functions of macrophages.
Therefore HDAC-inhibitors are considered as therapeutic options for IBD. Analysing
the immunological function and the regulation of HDAC5 expression in macrophages
should identify the contribution of individual HDAC to the overall anti-inflammatory
effect of general HDAC-inhibition.

Experimental procedures: Expression of HDAC5 in murine and human primary

macrophages as well as murine RAW 264.7 and human U937 cell lines was
assessed at messenger ribonucleic acid level and by Western-blot analysis at protein
level. The regulatory effect of inflammatory stimuli on the expression of HDACs was
analysed in RAW 264.7 cells by quantitative polymerase chain reaction (QPCR).
Transient knock down by transfection of small interfering ribonucleic acid and
overexpression of HDACS5 by transfection of plasmid constructs was established in
both cell lines. The impact on secretion of pro-inflammatory cytokines, activation of
the nuclear factor kB (NFkB) as well as expression of other HDAC subtypes was
evaluated by cytometric bead array and enzyme-linked immunosorbent assay as well
as by transfection of reporter plasmid with subsequent bioluminescence

measurements and qPCR.



Results: Murine and human primary macrophages as well as murine RAW 264.7
and human U937 cells expressed low baseline levels of HDACS5. Short-term
stimulation of RAW 264.7 cells with bacterial lipopolysaccharide significantly
increased the expression of HDACS5. Secretion of tumor necrosis factor a and
monocyte chemoattractant protein-1, activation of NFKB signaling and expression of
HDAC3 was enhanced by overexpression of HDAC5 in RAW 264.7 cells. This pro-
inflammatory effect was dependent on the HDAC domain conferring enzymatic
activity. Consistently, knock down of HDAC5 resulted in lower secretion of pro-
inflammatory cytokines in RAW 264.7 cells as well as U937 cells and in a reduced
expression of HDAC3 in RAW 264.7 cells. Long-term stimulation of RAW 264.7 cells
up to seven hours diminished the expression of HDAC5 and other class Il HDACs,
whereas the expression of class | HDACs like HDAC1, 2 and 3 was transiently
upregulated.

Conclusion: The expression of HDAC5 in macrophages is influenced by
inflammatory stimuli and regulates the immune reaction of these cells. Increased
expression of HDACS induces a pro-inflammatory response of macrophages by
activating NFkB-signaling and augmented expression of HDAC3. Definiton of this
pro-inflammatory function of HDAC5 enables the inhibiton of an individual HDAC

subtype for therapy of IBD.



2 Einleitung

2.1 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen und ihre Pathogenese

Unter dem Begriff chronisch entzindliche Darmerkrankungen (CED) werden
immunvermittelte Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts zusammengefasst, die
durch ihren intermittierenden oder persistierenden Verlauf die Lebensqualitat der
betroffenen Patienten stark beeintrachtigen. Es werden zwei Hauptformen der CED
unterschieden: Kolitis ulcerosa und Morbus Crohn. Erstere zeichnet sich klassischer
Weise durch einen kontinuierlichen Befall des Kolons und Rektums aus, bei dem die
Entzindung auf die Mukosa und Submukosa beschrankt ist. Beim Morbus Crohn
kann hingegen als transmurale Entzindung der gesamte Gastrointestinaltrakt
diskontinuierlich befallen sein [1]. Obwohl durch die Entwicklung neuer anti-
inflammatorischer Pharmaka wie zum Beispiel den Tumornekrosefaktor a (TNFa)-
Antikorpern Infliximab und Adalimumab weitere Fortschritte in der Therapie der CED
erreicht werden konnten, sind die Inzidenz und Pravalenz der CED weltweit steigend,

wobei die kaukasische Bevélkerung in besonderer Weise von CED betroffen ist [2].

Die exakte Pathogenese der CED ist weiterhin unbekannt. Als Leithypothese wird
aktuell angenommen, dass es bei genetisch pradisponierten Personen durch ein
Zusammenwirken exogener sowie endogener Faktoren zu einer chronischen
Dysregulation des mukosalen Immunsystems kommt. Zu den exogenen Faktoren
zéhlen beispielsweise die Darmflora und aufgenommene Nahrungsbestandteile, aber
auch Umweltfaktoren wie z.B. Rauchen, die das intestinale Immunsystem
beeinflussen. Beispiele endogener Faktoren sind die intestinalen Barriere sowie das

angeborene und erworbene Immunsystem [3].

Wahrend beim gesunden Menschen ein Gleichgewicht zwischen der Abwehr
pathogener Keime auf der einen Seite und der Toleranz gegenlber apathogenen
Bestandteilen der Nahrung und der kommensalen Bakterienflora auf der anderen
Seite besteht, das eine Uberschiel3ende Reaktion des mukosalen Immunsystems
verhindert [4], kommt es bei CED zu einer gestdrten Homgostase des mukosalen
Immunsystems mit einer verminderten Toleranz und Hyperreagibiltat gegenuber der

apathogenen Darmflora und Nahrungsbestandteilen [5].



Genomweite Assoziationsstudien haben in den letzten Jahren weiterfihrende
Erkenntnisse  Uber die  Krankheitsentwicklung durch  die  Entdeckung
pradisponierender Gene hervorgebracht [6]. Als bedeutend fur die Pathogenese der
CED wurden dabei insbesondere Gene identifiziert, die eine wichtige Funktion bei
der angeborenen Immunantwort gegentber Bakterien und Viren besitzen, wie
beispielsweise  das  nucleotide-binding  oligomerization = domain-containing
protein 2 (NOD2) und autophagy-related protein 16-1 [7-9]. NOD2 gehort neben den
toll-like Rezeptoren (TLRs), den retinoic acid-inducible gene 1-like receptors und den
C-type lectin receptors zu den pattern-recognition receptors (PRRs), die
charakteristische molekulare Muster pathogener Erreger, die sogenannten PAMPS,
wie  Lipopolysaccharide (LPS), Peptidoglykane, Lipoteichoinsduren und
Nukleinsauren erkennen. PRRs werden insbesondere von dendritischen Zellen und
Makrophagen exprimiert und weisen damit auf die wichtige Rolle dieser Zellen in der
Pathogenese der CED hin [10].

2.2 Bedeutung von Makrophagen in der Dysregulation des mukosalen

Immunsystems bei CED

Makrophagen werden anhand spezifischer Oberflachenmarker wie cluster of
differentiation (CD) 68, F4/80, CD11b oder dem macrophage colony-stimulating
factor receptor (CD115) von anderen Zelltypen unterschieden [11]. Klassisch
aktivierte M1-Makrophagen weisen eine hohe Expression pro-inflammatorischer
Zytokine wie TNFa, Interleukin (IL)-18, IL-6, IL-12, IL-18 und IL-23 auf und besitzen
eine wichtige Funktion bei der Abwehr von Bakterien, Viren und Protozoen sowie in
der Anti-Tumor-Immunitat [12]. Alternativ aktivierte M2-Makrophagen exprimieren
hingegen vor allem anti-inflammatorische Zytokine wie IL-10 und sind an der
Wundheilung beteiligt [13]. Die Differenzierung in M1- und M2-Makrophagen ist
jedoch nicht starr, sondern es besteht eine Plastizitat, in der z.B. M1-Makrophagen
IL-10 produzieren kdnnen und damit Eigenschaften von M2-Makrophagen besitzen
[14, 15].

Die intestinalen Makrophagen stellen die grof3te Population der monozytaren
Phagozyten im menschlichen Korper dar [16]. Ihre Verteilung und Anzahl korreliert

mit der bakteriellen Besiedlung der einzelnen Darmabschnitte und weist somit auf



ihre besondere protektive und immunregulatorische Funktion im Gastrointestinaltrakt
hin [16]. Sie besitzen eine direkte Abwehrfunktion gegentber luminalen Pathogenen,
indem sie diese phagozytieren oder mithilfe von Sauerstoffradikalen bzw.
hochreaktiven Stickstoffverbindungen eliminieren [17, 18]. Die immunologische
Bedeutung dieser Abwehrfunktion konnte durch Studien zur chronischen
Granulomatose bekréaftigt werden, bei denen ein Defekt in Makrophagen, der die
Abwehrreaktion mit Sauerstoffradikalen oder hochreaktiven Stickstoffverbindungen
betrifft, mit einem erhdhten Risiko der Patienten fir die Entstehung einer Kolitis
einherging [19]. Anderseits verhindert das anti-inflammatorisches Zytokinprofil der
mukosalen Makrophagen jedoch auch eine Uberschieende Immunreaktion. Im
Mausmodell erhéht die Depletion von Makrophagen das Risiko fur die Entstehung
einer experimentellen Kolitis [20] und F4/80-knockout-M&use kdnnen durch eine
mangelhafte Differenzierung von forkhead box P3-positiven regulatorischen T-Zellen
(Treg) keine Toleranz gegentiber luminalen Antigenen entwickeln [21].

Die intestinalen Makrophagen sind daher entscheidend am Gleichgewicht des
mukosalen Immunsystems beteiligt, da sie auf der einen Seite das Eindringen von
pathogenen Erregern in den Organsimus verhindern und anderseits die mukosale
Immunreaktion begrenzen. Eine Dysregulation von Makrophagen kann somit auf drei
Arten zur einer chronischen Entziindung beitragen: Erstens durch eine Ubersteigerte
Immunantwort gegentber apathogener Mikrobiota oder Nahrungsbestandteilen,
zweitens durch eine verminderte Abwehrfunktion, die das Eindringen von Erregern
und eine chronische Stimulation des Immunsystems ermdéglicht, und drittens durch
eine mangelnde Begrenzung einer Entzindungsreaktion und den fehlenden

Ubergang in eine Restitution des immunologischen Gleichgewichts [3].

Sowohl in der Maus als auch im Menschen unterscheiden sich die
Transkriptionsprofile peripherer Makrophagen deutlich von Makrophagen des
Intestinaltrakts [22, 23]. Bei Stimulation ruhender intestinalen Makrophagen Uber ihre
TLRs sezernieren sie entweder keine Zytokine [17, 23] oder vor allem anti-
inflammatorische Faktoren, wie z.B. transforming growth factor  und IL-10 [22]. Das
von den Makrophagen gebildete IL-10 ist wiederum essentiell fir die Differenzierung
von Trq in der Lamina propria, die an der Aufrechterhaltung der Homoostase des
intestinalen Immunsystems beteiligt sind [24]. Weiterhin phagozytieren die ruhenden

mukosalen Makrophagen apoptotische Zellen und férdern die Wiederherstellung der
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epithelialen Barriere [25, 26]. Somit &hnelt ihr Phanotyp dem der M2-Makrophagen
[11]. Hierzu passend mildert im Mausmodell eine Injektion von M2-Makrophagen in
Makrophagen-depletierten Tieren den Verlauf einer chemisch induzierten Kolitis ab
[27].

Wahrend einer Entzindung des Intestinaltraktes verandern sich Phanotyp und
Aktivitat der Makrophagen. Im Gegensatz zu den CD14  ruhenden intestinalen
Makrophagen [11, 28], exprimieren die Makrophagen bei Patienten mit CED
vermehrt TLRs und CD14, das an der Erkennung von LPS beteiligt ist [29]. Diese
CD14" Makrophagen sezernieren groBe Mengen pro-inflammatorischer Zytokine wie
TNFa, IL-1 und IL-6 und ahneln daher eher dem Phé&notyp der M1-Makrophagen
[28]. Die entscheidende Rolle dieser Zellen in der Pathogenese der CED wurde
durch Studien an IL-10"-M&usen nachgewiesen, in denen die Depletion der
intestinalen Makrophagen das Auftreten einer Kolitis supprimierte [30]. Da eine
chemisch induzierte Kolitis durch eine Defizienz der TNFa-Sekretion in Makrophagen
abgemildert wird [31], scheint insbesondere die Sekretion dieses Zytokins durch
Makrophagen essentiell fur die Entstehung einer chronischen Inflammation im Darm
zu sein. Dies konnte darin begriindet sein, dass TNFa das Enterozytenwachstum
reguliert und die Permeabilitat der epithelialen Barriere steigert [32].

Die bisherige Datenlage weist somit darauf hin, dass gerade die bakterielle
Stimulation von Makrophagen Uber TLR4 und die daraus resultierende Sekretion von
TNFa durch diese Zellen eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der CED

spielen.

2.3 Toll-like Rezeptor 4-Stimulation von Makrophagen als essentieller
Bestandteil der chronischen Entziidungsreaktion bei CED

TLRs sind Transmembranproteine, die von unterschiedlichen Zellen wie z.B.
B-Zellen, natirlichen Killer-Zellen, Fibroblasten, Epithelzellen, dendritischen Zellen
und Makrophagen exprimiert werden. Bisher wurden 11 verschiedene TLR-Subtypen
beschrieben, von denen TLR1, 2, 4, 5, 6, 10 Bestandteil der auf3eren Zellmembran
sind und bakterielle Oberflachenantigene erkennen [33]. TLR4 wird von

Endothelzellen, B-Zellen, Granulozyten, dendritischen Zellen und Makrophagen



exprimiert und ist essentiell fur die Stimulation dieser Zellen durch LPS [34]. LPS
entstammt der &uf3eren Membran von Gram-negativen Bakterien, wirkt im
Organismus als Endotoxin und ist entscheidend an der Entstehung einer Kolitis
beteiligt [35]. Es aktiviert die TLR4-Signalwege, indem es zunéchst an LPS-
bindendes Protein im Serum bindet. Das LPS-bindende Protein wiederum vermittelt
die Bindung von LPS an CD14 auf der Zelloberflache. Dieser Komplex aktiviert TLR4
und den myeloid differentiation factor2 und leitet dadurch die weiteren

inflammatorischen Signalkaskaden ein [33].

Die TLR sind essentiell fur die Unterscheidung zwischen pathogenen und
apathogenen Bestandteilen der Nahrung bzw. der intestinalen Bakterienflora durch
Makrophagen [36]. Die immunregulatorische Wertigkeit dieser Funktion konnte durch
Tierversuche bestatigt werden, in denen ein Defekt von TLR4 mit einer hoheren
Translokation von Bakterien einhergeht [37]. Die vermehrte Translokation von
Bakterien resultiert wiederum in einer erhdhten Sekretion pro-inflammatorischer
Zytokine wie TNFa und steigert die Suszeptibilitat fir eine Kolitis im Mausmodell [38].
Somit erhdht eine verminderte TLR4-Aktivitat das Risiko fir die Entstehung einer
Kolitis. Auch eine Ubersteigerte Aktivierung bzw. fehlende Inhibition der TLRA4-
Signalwege begunstigt die Entstehung einer Kolitis: So geht eine Mutation der
phosphoinositide-3-kinase, die eine vermehrte Aktivierung der TLR-Signalwege
bewirkt, mit der Entwicklung einer spontanen Kolitis im Mausmodell einher [39] und
die fehlende Inhibierung der TLR-Signalwege durch einen knockout von paired
immunoglobulin-like receptor B fiihrt zu einer vermehrten TNFa-Sekretion von
Makrophagen und einer erhéhten Anfalligkeit gegentber einer Dextran-Natriumsulfat
(DSS)-Kolitis im Mausmodell [40]. Eine Blockade des triggering receptor expressed
on myeloid cells-1, der die TLR4-vermittelte Immunantwort von Makrophagen
steigert, mildert den Verlauf einer Kolitis im Mausmodell ab [39], und auch in IL-10
knockout-Mausen ist die Entstehung einer Kolitis von der Aktivitat der TLR-
Signalwege abhangig [41]. Eine Kklinische Studie, bei der eine vermehrte Expression
der TLR2 und TLR4 [42] in intestinalen Makrophagen von CED-Patienten beobachtet
wurde, bestatigt die Bedeutung dieser Interaktionen bei der menschlichen
Erkrankung. Fur bestimmte Polymorphismen von TLR4 wurde eine Assoziation mit
der Entstehung von CED nachgewiesen [43]. Somit scheint gerade das TLR4-

signaling in Makrophagen die Homostase des mukosalen Immunsystems in
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besonderer Weise zu beeinflussen und ein Ungleichgewicht in deren Regulation an
der Entstehung von CED beteiligt zu sein.

Untersuchungen zu den am TLR-Signalweg beteiligten Molekilen zeigten, dass eine
Aufhebung der PRR-Signalkette durch knockout von myeloid differentiation primary
response gene 88 (MyD88), das nach Stimulation mit LPS an den TLR bindet, zu
einer erhbhten Suszeptibilitat fur intestinale Entziindungen fihrt [44, 45]. In ruhenden
Makrophagen ist im Gegensatz zu den inflammatorischen Makrophagen nicht die
Expression der TLRs veréandert, sondern die nachgeschalteten TLR-Signalwege und
die Aktivitdt des nuklearen Faktor kB (NFkB) in diesen Zellen sind inhibiert [23].
Lactobacillus suntoryeus inhibiert die Aktivierung des NFkB-Signalwegs tUber TLR4
und mildert so den Verlauf einer Kolitis ab [46]. Daher kann vermutet werden, dass
gerade die Regulation der Signalwege, die nach der Stimulation von Makrophagen
Uber ihre TLR aktiviert werden, wie z.B. der NFkB-Signalweg mal3geblich an der
Homoostase des mukosalen Immunsystems und somit auch an der Entstehung

chronischer Entziindungsprozesse beteiligt ist.

Entscheidend ist daher die Frage, wie die Immunantwort von Makrophagen und ihre
Differenzierung zu einem pro- oder anti-inflammatorischen Phanotyp reguliert wird
und dabei insbesondere wie und wodurch die TLR4-Signalwege in Makrophagen

beeinflusst werden.

2.4 Regulation der Polarisierung von Makrophagen

Die Polarisierung von Makrophagen wird durch das umgebende Gewebsmilieu
beeinflusst. So bestimmen Zytokine, Chemokine, PAMPs, Fettsauren,
Immunglobuline, Hormone sowie adrenerge und cholinerge Mediatoren die
Funktionalitéat und den Phanotyp der Makrophagen [47]. Dies spielt insbesondere bei
der Aufrechterhaltung von chronischen Entziindungsprozessen eine wichtige Rolle.
So bewirkt die Abwesenheit von IL-10 im murinen Kolitis-Modell eine pro-
inflammatorische Differenzierung von Makrophagen, die zur Ausbildung einer Kolitis
fuhrt. Die Aufhebung dieses Effekts durch Gabe von IL-10 wiederum verdeutlicht,
dass die Polarisierung der Makrophagen direkt von dem lokalen Zytokinprofil
abhangig ist [48]. Experimente in vitro konnten nachweisen, dass das von T-Helfer 1-

Zellen und natirlichen Killer-Zellen sezernierte Zytokin IFNy sowie die von Antigen-



prasentierenden Zellen freigesetzten Zytokine IL-12 und IL-18 eine Polarisierung zum
pro-inflammatorischen Phanotyp der M1-Makrophagen induzieren [49, 50]. In
gleicher Weise fuhrt auch die Anwesenheit des Granulozyten-Macrophagen-Kolonie-
stimulierenden Faktors (GM-CSF) [51, 52] oder die Stimulation durch TLR-Liganden
wie LPS zu einer M1-Polarisierung [49]. Die Zytokine IL-4 und IL-13, die von
T-Helfer 2-Zellen sezerniert werden, bewirken hingegen eine Polarisierung zu M2-
Makrophagen [50, 53]. Dies gilt ebenfalls fur das bereits genannte Zytokin IL-10
sowie fur den Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor (M-CSF), Immunkomplexe
und Glukokortikoide [12, 51, 52, 54]. Auf der Ebene der Genregulation wird die
Expression von Markerproteinen fir M1-Makrophagen nach Stimulation mit TLR-
Liganden durch die Transkriptionsfaktoren NFkB, AP-1, C/EBPb, PU.1 und die IFN-
regulatory factors gesteuert [55, 56]. Die Polarisierung zum M2-Phanotyp wird
hingegen durch die Transkriptionsfaktoren signal transducer and activator of
transcription (STAT) 6 und den peroxisome proliferator-activated receptor-gamma
reguliert [50, 57].

Epigenetische Veranderungen, wie z.B. die Methylierung von Histonen, sind
ebenfalls an der Regulation der Makrophagen-Differenzierung beteiligt. Auf der
Ebene der Differenzierung hamatopoetischer Stammzellen bewirkt eine verminderte
Methylierung von Histonen eher eine myeloide und eine vermehrte Methylierung eher
eine lymphoiden Differenzierung [58]. Auch die Polarisierung der Makrophagen wird
durch Methylierung und Demethylierung von Histonen reguliert. So wird die
Expression von Markerproteinen fiir M2-Makrophagen durch Demethylierung an den
Lysinresten 4 (H3K4) und 27 (H3K27) von Histon 3 mithilfe der Jumonji-C-Domane
der H3K27-Demethylase gesteuert [59]. In gleicher Weise wird auch die M1-
Polarisierung durch Methylierung beeinflusst, da die Stimulation von Makrophagen
mit TLR-Liganden zu einer Methylierung von H3K4 fihrt [56].

Neben der Methylierung spielt auch die Acetylierung von Histonen eine wichtige
Rolle in der Polarisierung von Makrophagen. Ein knockout der Histondeacetylase
(HDAC) 3 bewirkt eine Polarizierung zum anti-inflammatorischen M2-Ph&notyp und
vermindert in vivo die Entziindungsreaktion nach einer Infektion mit Schistosoma
mansoni [60]. Zudem ist die Expression von zahlreichen pro-inflammatorischen,
STAT-1-regulierten Genen abhangig von der Aktivitdit der HDAC3 [61]. Der anti-
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inflammatorische Effekt von IL-10 auf die Polarisierung von Makrophagen hangt
ebenfalls von der Aktivitat der HDACs ab und wird insbesondere durch die HDAC3
vermittelt [62]. Die exakte Regulation der Makrophagenpolarisierung durch
epigenetische Veranderung ist noch unklar, jedoch scheinen gerade die HDAC einen
besonderen Einfluss auf die Makrophagen-Differenzierung und —Polarisierung zu

besitzen.

2.5 Epigenetische Verdnderungen als Erklarungsmodel in der Pathogenese
der CED

Die Interaktion des Organismus mit der Umwelt im Sinne einer Konfrontation mit
exogenen Antigenen wie z.B. TLR-Liganden aus Nahrungsbestandteilen sowie
inkorporierten Bakterien oder Viren ist fundamental fur die Entwicklung des
intestinalen Immunsystems. So entwickeln Mause, die in einer keimfreien Umgebung
aufwachsen, kein intestinales Immunsystem [63]. Auch beim Menschen scheint ein
Kontakt zu kdrperfremden Antigenen fur die Reifung des intestinalen Immunsystems
notwendig zu sein, da beim Neugeborenen direkt nach der Geburt noch keine
inflammatorischen Zellen im Intestinaltrakt vorhanden sind [64]. Veranderungen der
Umwelt, wie zum Beispiel die Verbesserung der hygienischen Zustande sowie die
veranderten Erndhrungsgewohnheiten werden als wichtige Faktoren bei der
Entstehung von CED angenommen [65] und stellen eine mogliche Erklarung fur den
raschen Anstieg der Inzidenz der CED innerhalb weniger Jahrzehnte dar [2]. Da
diese Veranderungen des Krankheitsvorkommens in kurzer Zeit jedoch nicht durch
genetische Veradnderungen der Desoxyribonukleinsdure (DNA)-Sequenz selbst
ermdglicht werden koénnen, erscheinen epigenetische Modulationen als mdgliche
Mediatoren zwischen den sich in den letzten Jahrzehnten verdndernden
Lebensumstanden und der erhdhten Inzidenz der CED. Exogene Faktoren wie zum
Beispiel die Ernahrung, virale bzw. bakterielle Infektionen oder die
Zusammensetzung der Darmflora fuhren zu epigenetischen Verdnderungen und
Dysregulationen des mukosalen Immunsystems [66]. Auf der anderen Seite kdnnen
jedoch auch epigenetische Faktoren z.B. die intestinale Bakterienflora beeinflussen
[67], sodass eine Wechselwirkung zwischen der epigenetischen Regulation und den

verschiedenen Umweltfaktoren angenommen werden kann.
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Unter epigenetischer Regulation versteht man eine durch Mitose oder Meiose
vererbte Variation der genetischen Expression, die nicht auf Ver&nderungen der
Sequenz des Genoms beruht. Sie beinhaltet Modifikationen von DNA und
Histonproteinen. Eukaryontische DNA liegt im Zellkern als Chromatin vor, das aus
Nukleosomen besteht. Als Nukleosom wird ein DNA-Histon-Komplex bezeichnet, in
dem ein 146 Basenpaare (bp)-langer DNA-Abschnitt um acht Histonproteine
gewunden ist. Diese Struktur der DNA dient nicht nur der rdumlichen Komprimierung,
sondern reguliert dartber hinaus auch die Ablesung der DNA. So fihrt eine
vermehrte Kondensation der DNA zu einer verminderten Transkription und
umgekehrt [68]. Zu den epigenetischen Modifikationen zahlen Acetylierung,
Methylierung und Phosphorylierung aber auch Ubiquitinierung, Citrullinierung,
Sumoylierung und Adenosindiphosphat-Ribosylierung [69]. Innerhalb der DNA
werden Cytosin-Basen in CpG-Dinukleotiden methyliert. Die Histone werden an
Serinresten phosphoryliert sowie an Lysin-, Histidin- und Argininresten enzymatisch

methyliert oder acetyliert.

2.6 Histondeacetylasen

HDACs sind evolutionar hoch konservierte Proteine, die bereits in Prokaryonten
vorkommen [70, 71]. Sie katalysieren die Abspaltung von Acetylgruppen, die an
Lysinresten gebunden sind. Namensgebend ist ihre Funktion der Deacetylierung von
Histonen [72], durch welche positive Ladungen auf den Histonen frei werden, mit
denen die negativ geladene DNA interagiert. Die vermehrte elektrostatische
Wechselwirkung zwischen den Histonen und der DNA flhrt zu einer starkeren DNA-
Kondensation, wodurch die Bindung von Transkriptionsfaktoren inhibiert und
konsekutiv die Transkription von Genen vermindert wird [73]. Eine mdgliche
Erklarung dafir, dass HDACs starker in Bereichen aktiver Gene als in Bereichen
inaktiver Gene binden [74] ware die Wiederherstellung der DNA-Struktur durch die
HDACs nach Acetylierung durch die in diesen Bereichen ebenfalls stark aktiven
Histonacetyltransferasen. HDACs wirken aber nicht nur inhibierend, sondern kénnen
auch verstarkend auf die Transkritption bestimmter Gene Einfluss nehmen [75]. Auf
diese Weise regulieren HDACs durch Veranderung der Genexpression den
Zellzyklus, die Zelldifferenzierung sowie die metabolische Aktivitat von Zellen.

HDACs werden in zwei Familien unterteilt. Innerhalb der klassischen Familie der
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HDACs wird zwischen den phylogenetischen Klassen I, Il und IV unterschieden. Die
HDACSs der Klasse | ahneln der Histondeacetylase relative protein digestibility 3 aus
Hefen [76]. Zu dieser Klasse z&ahlen die HDAC1, 2, 3 und 8. Die HDACs der Klasse |l
werden in die Subklasse lla, zu denen die HDAC4, 5, 7 und 9 gehdren, sowie die
Subklasse Ilb, zu der die HDAC6 und 10 z&hlen, unterteilt. Sie besitzen eine
Ahnlichkeit zur HDA-A1 aus Hefen [77]. Die klassischen HDACs bendtigen Zink als
Kofaktor fur ihre enzymatische Aktivitdt. Zu den Zink-abhangigen HDACs gehort
auch die zuletzt entdeckte HDACL11, die sich phylogenetisch deutlich von allen zuvor
bekannten Klassen unterscheidet und daher eine eigene Klasse IV bildet.
Abzugrenzen von den klassischen HDACs ist die silent information regulator 2-
Familie, die die Klasse 1lI bildet und deren Deacetylase-Funktion von

Nicotinamidadenindinukleotid abhangig ist [75, 78].

Eine Besonderheit der HDACs der Klasse Il, auf die sich die vorliegende Arbeit
konzentriert, ist ihre Fahigkeit zwischen Nukleus und Zytoplasma zu pendeln, da sie
im Gegensatz zu den anderen HDAC-Klassen nicht nur ein ein nuclear localization
signal, sondern auch ein nuclear export signal besitzen. Der Kern-Plasma-Transfer
der HDACSs der Klasse Il wird durch Phosporylierung von Serinresten am N-Terminus
mit Hilfe von Kinasen wie z.B. der Kalzium-abh&ngigen Kinase, der Protein-Kinase D
oder der liver kinase Bl-abhangigen Kinase reguliert. Dabei wird durch die
Phosphorylierung eine Interaktion mit dem 14-3-3-Protein ermoglicht, die den Export
der HDACs aus dem Kern einleitet [79-84].

2.7 Funktionen der HDACs durch Interaktion mit Nicht-Histon-Proteinen

Neben der bereits beschriebenen epigenetischen Regulation durch die
Deacetylierung von Histonen wirken HDACs auch auf Nicht-Histon-Proteine. So
verandert die Deacetylierung durch HDACs die Aktivitat von Enzymen sowie die
Ausbildung von Sekundarstrukturen und Bindungsdomanen von Proteinen.
Beispielsweise ist die Expression von STAT1- und STAT2-abh&ngigen Genen durch
Inhibitoren der HDACs gesenkt [85], durch Uberexpression der HDACs hingegen
gesteigert [86]. Post-transkriptionell kénnen HDACs auch die Stabilitdt von
messenger-Ribonukleinsaure (mRNA) regulieren. So fuhrt beispielsweise eine
Inhibition der HDACs zu einer reduzierten mRNA-Stabilitat der endothelialen NO-
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Synthetase oder der DNA-Methyltransferase-1 [86, 87]. HDACs nehmen auch auf die
Stabilitdt und den turnover von Proteinen Einfluss, indem sie sowohl den
proteasomalen als auch den nicht-proteasomalen Abbau von Proteinen regulieren
[88, 89]. HDACs beeinflussen dartber hinaus den Zellzyklus, indem sie direkt mit
Regulatoren der Replikation wie z.B. p21 und dem Retinoblastom-Protein
interagieren [69].

Bisher sind HDAC-abhangige Effekte fur Gber 60 Transkriptionsfaktoren sowie
zahlreiche andere Proteine, die im Zusammenhang mit DNA-Reparatur, Replikation,
Metabolismus, Apoptose, Transportvorgangen, Proteinfaltung und intrazellularen
Signalwegen stehen, bekannt [69]. Durch die Wechselwirkungen mit Nicht-Histon-
Proteinen greifen HDACs regulatorisch in zahlreiche intrazellulare Prozesse ein.
Diese Funktion der HDACs wird inzwischen als so bedeutend eingeschatzt, dass
aktuell diskutiert wird, ob die Bezeichnung HDAC eher durch Lysin-Deacetylase oder
Protein-Deacetylase ersetzt werden sollten, um dem erweiterten Wirkungsbereich
der Deacetylasen gerecht zu werden [69, 75].

2.8 Bedeutung der HDACs fiur entziindliche Immunreaktionen

HDACs besitzen eine wichtige Funktion bei der Entwicklung der angeborenen und
erworbenen Immunantwort. So beeinflussen HDACs einerseits die Differenzierung
myeloider Zellen sowie die TLR- und IFNy-Signalwege. Andererseits steuern sie
auch die Antigenpréasentation sowie die B- und T-Zelldifferenzierung [90].

Die Wirkung der HDACs in Entziindungsprozessen wurde bisher vor allem durch den
Einsatz der HDAC-Inhibitoren untersucht, die sowohl in vitro als auch in vivo anti-
inflammatorische Effekte besitzen, indem sie die Sekretion pro-inflammatorischer
Zytokine wie TNFa, IL-1pB, IL-6, IL-12 und IFNy durch monozytare Zellen nach LPS-
Stimulation senken [90, 91]. Aufgrund dieser Wirkung wurden HDAC-Inhibitoren
bereits erfolgreich in Mausmodellen fur chronisch-entziindliche Erkrankungen wie
z.B. der experimentellen Arthritis eingesetzt [92]. In unserer Arbeitsgruppe wurde
gezeigt, dass HDAC-Inhibitoren auch in Modellen der akuten oder chronischen
entzindlichen Darmerkrankung einen solchen anti-inflammatorischen Effekt besitzen
[93].

In einer klinischen Studie wurde die Mobilitdt und der Gelenkbefall von 17 Patienten
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mit juveniler Arthtritis durch eine Therapie mit dem HDAC-Inhibitor ITF2357
verbessert. Dabei war die Dosierung um ein Vielfaches geringer als die zur Therapie
von Malignomen [94].

Welche einzelnen HDACSs fir die anti-inflammatorischen Effekte verantwortlich sind,
kann mit einer globalen HDAC-Inhibition nicht untersucht werden [95], jedoch sind
bereits erste Zusammenhdnge zwischen definierten HDAC-Subtypen und

entzindlichen Immunreaktionen beschrieben.

In Gelenken von Patienten mit rheumatoider Arthritis ist die Expression der HDAC1
erhoht [96]. Der HDAC-Inhibitor MS-275, der eine Selektivitat gegeniuber HDAC1
besitzt, hemmt die Entzindung in Mausmodellen der chronischen Prostatitis [97],
Arthritis [98] und autoimmunen Neuritis [99]. Ein knock down der HDAC1 reduziert in
vitro die Expression pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-1a, IL-18, IL-6 und IL-8
[100]. Eine Stimulation von Mamma-Karzinom-Zellen mit TNFa fuhrt hingegen durch
Ubiquitinierung zum Proteinabbau der HDAC1 und ermdglicht dadurch eine
vermehrte Aktivierung des NFkB-Signalweges [101]. In einem murinen Asthma-
Modell steigert eine Deletion der HDAC1 in T-Zellen die Krankheitsaktivitat [102].
Zudem ist in Bronchialbiopsien von Patienten mit Asthma die Expression der HDAC1
vermindert [103]. Auch wenn die genauen Mechanismen, Uber die die HDACL1 in
Entziindungsprozesse eingreift, ungeklart sind, besitzt HDAC1 somit sowohl anti- als
auch pro-inflammatorische Wirkungen in unterschiedlichen Zelltypen.

Die inflammatorische Bedeutung der HDAC2 wurde bisher insbesondere im
Zusammenhang mit chronisch entziindlichen Erkankungen der Lunge erforscht. So
ist die Expression der HDAC2 in Makrophagen von Patienten mit einer chronisch
obstruktiven Lungenerkrankung (COPD) gegeniber gesunden Menschen deutlich
vermindert [104]. Die pathogenetische Bedeutung dieser Expressionsveranderung
wird durch Mausmodelle zu Asthma bronchiale und COPD bekraftigt, in denen
HDAC2 einen anti-inflammatorischen Effekt in Makrophagen durch Interaktion mit
dem NFkB-activated gene complex besitzt [104, 105]. In Bronchialbiopsien von
Patienten mit Asthma ist zudem die Expression der HDAC2 vermindert [103]. Im
Gegensatz zu diesen eher anti-inflammatorischen Eigenschaften im Lungengewebe
bewirkt ein selektiver Defekt der HDAC?2 in intestinalen Epithelzellen der Maus eine
verminderte Krankheitsaktivitat im DSS-Kolitis-Modell [106]. Zudem ist die
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Expression der HDAC2 im Kolongewebe von Mausen mit einer DSS-Kaolitis vermehrt
[107].

Die bisherigen Erkenntnisse zu den inflammatorischen Eigenschaften der HDAC3
sind divergent. So wurde einerseits eine verminderte Sekretion inflammatorischer
Zytokine durch den knock down der HDAC3 in Makrophagen [61] und den HDACS-
selektiven Inhibitor MI192 in mononukledre Zellen aus dem peripheren Blut (PBMC)
von Patienten mit rheumatoider Arthritis nachgewiesen [108]. Zudem vermindert eine
Inhibition der HDAC3 in einem murinen Anaphylaxie-Modell die kutane
Entzindungsreaktion durch eine verminderte Expression von monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1) [109] und im murinen DSS-Kolitis-Modell ist die
Expression der HDAC3 im Kolongewebe im Vergleich zu gesunden Tieren vermehrt
[107]. Anderseits wurde jedoch im Mausmodell zur COPD gezeigt, dass eine
Hemmung der HDAC3 mit einer gesteigerten inflammatorischen Zytokinsekretion
einhergeht [110].

HDAC4 supprimiert die Bildung von IL-5 in HEK293-Zellen [111]. In einem
Adipositasmodell der Maus inhibiert HDAC4 die Transkription von NFkB-abhangigen
Genen in aus dem Knochenmark von Mausen isolierten Makrophagen [112]. Beim
Menschen ist die Expression der HDAC4 im Knorpelgewebe von Patienten mit
Osteoarthritis gegeniber gesunden Kontrollen vermindert [113]. Im Unterschied zu
diesen anti-inflammatorischen Eigenschaften wird die HDAC4-Expression in glatten
Muskelzellen der Ratte durch eine Stimulation mit TNFa auf mRNA- und
Proteinebene gesteigert, wahrend ein knock down der HDAC4 die Adhasion von
Makrophagen an diese Zellen und die Aktivierung des NFkB-Signalweges nach
TNFa-Stimulation inhibiert [114]. Ein knock down der HDACA4 fuhrt dartiber hinaus zu
einer verminderten Transkription des hypoxia inducible factor 1a (HIFla) in
Nierenkarzinomzellen, der eine wichtige Bedeutung in der Pathogenese der
rheumatoiden Arthritis besitzt [115]. Auch in der murinen Mikroglia-Zelllinie BV2 wird
die Sekretion von IL-6 und TNFa durch einen knock down der HDAC4 vermindert
[116]. Im murinen DSS-Kolitis-Modell der Maus ist die Expression der HDAC4 in
glatten Muskelzellen sowie im gesamten Kolongewebe erhéht [107, 116].

Eine vermehrte Expression der induzierbaren NO-Synthetase durch HDACS5-
Uberexpression in RAW 264.7-Zellen gibt einen ersten Hinweis auf die
immunregulatorische Funktion der HDACS5 [117]. LPS steigert in U937-Zellen nach
vorangegangener Differenzierung mit Phorbol12-Myristat13-Acetat (PMA) die Bildung
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der HDACS und von Proteinen des NFkB-Signalweges [118]. In der Maus steigert
eine DSS-Kolitis die Expression der HDACS5 im Kolongewebe [107]. Eine
Uberexpression der HDACS5 in der humanen Monozyten-Zelllinie THP-1 reduziert
eine NFkB-vermittelte TNFa-Expression [119]. Die selektiv erhdhte Expression der
HDAC5 auf mRNA- und Protein-Ebene nach Infektion von humanen alveolaren
Epithelzellen mit Legionella pneumophila deutet auf die klinische Relevanz dieses
Befundes hin [120]. In einer Kklinischen Studie bei COPD-Patienten korreliert eine
verminderte Expression der HDAC5 in alveolaren Makrophagen und im
Lungengewebe negativ mit der IL-8-Sekretion und der Krankheitsschwere [121], eine
weitere Studie zeigte hingegen eine unveranderte Expression der HDAC5 im
Lungengewebe von COPD-Patienten [122].

Die HDACG6 fordert die Entstehung einer LPS-Toleranz in Astrozyten und kann
dadurch chronische Entziindungsprozesse inhibieren [123]. Tubastatin, ein selektiver
HDACSG6-Inhibitor, inhibiert in humanen THP-1-Zellen die Expression von IL-6 und
TNFa sowie in murinen RAW 264.7-Zellen die Expression von NO [124]. Zudem
mildert Tubastatin den Krankheitsverlauf in einem Mausmodell zur Kollagen-
induzierten Arthritis ab [124]. Im murinen Mausmodell zur kutanen Kontaktallergie
reduziert der HDACG6-spezifische Inhibitor ACY-1215 die inflammatorische
Hautreaktion [125]. In experimentellen DSS-Kolitis-Modellen erhéhen ein knock down
bzw. die selektive Inhibition der HDAC6 die immunsuppressive Wirkung von Teq
[126]. Zudem wird die Expression der HDAC6 im Kolongewebe durch eine DSS-
Kolitis gesteigert [107]. Die Immunantwort von Makrophagen scheint durch die
HDACG6 hingegen nicht beeinflusst zu werden, da ein knockout der HDACG6 die
Expression pro-inflammatorischer Gene in diesen Zellen nicht verandert [127].

Die HDAC7 kann die inflammatorische Reaktion von HEK293-Zellen durch
Regulation des HIFla steigern [128]. Zudem wird die HDAC7 in einer LPS-
induzierten neuronalen Entzindung im Gehirn von Ratten vermehrt exprimiert [129].
Eine DSS-Kolitis bewirkt ebenfalls eine Steigerung der Expression der HDAC7 im
Kolongewebe der Maus [107]. Bei Menschen ist die HDACT7-Expression bei
Patienten mit Osteoarthritis im Vegleich zu Gesunden im Knorpelgewebe erhdht
[130].

Im Lungengewebe und in den Alveolarmakrophagen von Patienten mit schwerer
COPD ist die HDACS8-Expression im Vergleich zu gesunden Kontrollen erniedrigt

[121]. Im Gegensatz dazu hemmt eine selektive Inhibition der HDACS8 in humanen,

17



aus dem peripheren Blut isolierten Makrophagen die Expression von pro-
inflammatorischen Zytokinen [131] und im Kolongewebe von Mausen wird die
Expression der HDACS8 durch eine DSS-Kolitis gegentiber gesunden Tieren deutlich
gesteigert [107].

Ein knock down der HDAC9 reduziert die pro-inflammatorische Antwort von T-
Effektorzellen, da die Aktivierung der T-Zellen sowie die Sekretion inflammatorischer
Zytokine inhibiert wird [132]. In vivo wird die Expression der HDAC9 durch eine DSS-
Kolitis im Kolongewebe der Maus erhoht und ein knockout der HDACO fuhrt zu einem
milderen Verlauf der Kolitis [107]. In der Maus bewirkt ein knockout der HDAC9
zudem zu einer verminderten Atherosklerosebildung durch eine verminderte
Expression pro-inflammatorischer Gene in Makrophagen [133]. Bei Patienten mit
allergischem Asthma korreliert die Expression der HDAC9 in aus dem Blut isolierten
Makrophagen mit der Schwere der Erkrankung [134].

Bezlglich der HDAC10 ist bisher nur bekannt, dass die DNA-Expression dieser
HDAC im Lungengewebe von Emphysem-Patienten vermehrt ist [135].

Eine Uberexpression der HDAC11 hemmt die Expression von IL-10 in RAW 264.7-
Zellen, steigert die Expression von IL-12 und inhibiert die Expression von IL-10 in aus
dem Knochenmark von Mausen isolierten Makrophagen sowie humanen THP-1-
Zellen und Antigen-prasentierenden Zellen [136].

Die Tabelle 1 fasst die bisher beschriebenen Wirkungen der einzelnen HDACs auf

Entziindungsprozesse zusammen.

Tab. 1: Immunregulatorische Effekte der einzelnen HDAC-Subtypen klassischer
HDACs. Zusammenfassung bisher beschriebener pro- und anti-inflammatorischer
Effekte der HDACL1 bis 11 [96-136]

Effekt auf Entziindung

Klasse HDAC pro-inflammatorisch anti-inflammatorisch

I 1 Mensch: rheumatoide Mensch: Mammakarzinom,
Arthritis Asthma bronchiale
Maus: Arthritis, Prostatitis, Maus: Asthma bronchiale

Autoimmunneuritis

2 Mensch: COPD, Asthma
bronchiale

Maus: Kolitis Maus: COPD, Asthma
bronchiale
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3 Mensch: rheumatoide
Arthritis

Maus: Anaphylaxie, Kolitis Maus: COPD

8 Mensch: COPD
Maus: Kolitis
lla 4 Mensch: Osteoarthritis
Maus: Kolitis Maus: Adipositas

Ratte: Hypertonie

5 Mensch: Legionella Mensch: COPD
pheumophila-Infektion
Maus: Kolitis

7 Mensch: Osteoarthritis
Maus: Kolitis

Ratte: neuronale Entziindung

9 Mensch: Asthma bronchiale
Maus: Kolitis, Atherosklerose

lIb 6 Maus: Kolitis, Arthritis,
Kontaktallergie
10 Mensch: Lungenemphysem
\Y, 11

Zusammenfassend sind die definierten Funktionen einzelner HDACs in akuten und
chronischen Entzindungsprozessen in weiten Teilen unklar. Die bisherigen
Ergebnisse weisen jedoch darauf hin, dass die immunregulatorische Wirkung der
einzelnen HDACs vom jeweiligen Zelltyp sowie dem Organsystem abhangig ist, in

dem sie exprimiert werden.

2.9 Entwicklung der Fragestellung

In der Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass der HDAC-Inhibitor ITF2357 die
Polarisierung von aus der Maus isolierten T-Zellen zum pro-inflammatorischen

Phénotyp Th17 inibiert und die Polarisierung zu regulatorischen T-Zellen férdert.
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Dariiber hinaus vermindert ITF2357 auch die Zahl von Th17-Zellen in der Lamina
propria von Mausen bei einer DSS-Kolitis und mildert den Verlauf der Kolitis ab [137].
Um die fir diesen anti-inflammatorischen Effekt verantwortlichen HDACs zu
identifizieren, wurde die Expression einzelner HDACs in T-Zellen in vitro gehemmt.
Dabei bewirkte insbesondere der knock down der HDACS5 eine Inhibition der
inflammatorischen T-Zell-Antwort [138]. Bei Patienten mit rheumatoider Arthritis
reduzieren HDAC-Inhibitoren die Expression von IL-6 und TNFa in
Synovialmakrophagen [139]. Wé&hrend einer in vitro-Polarisierung von Makrophagen
treibt der HDAC-Inhibitor ITF 2357 diese in die Richtung eines M2-Phanotyps mit
eher anti-inflammatorischer Kapazitadt [140]. Dies weist darauf hin, dass
Makrophagen fiur den generellen Effekt der HDAC-Inhibitoren eine wichtige Rolle
spielen. Anders als fur T-Zellen gibt es aber noch keine Hinweise, welche einzelnen
HDACSs diese Wirkung vermitteln.
Aus den knock down-Experimenten, die auf eine besondere Funktion der HDACS in
der inflammatorischen Immunreaktion von T-Zellen hinwiesen, ergaben sich fur
Makrophagen folgende Fragestellungen, die in der vorliegenden Arbeit untersucht
wurden:
1. Wie beeinflussen entziindungsrelevante Stimuli die Expression der HDACS in
Makrophagen?
2. Wie reguliert HDACS5 die Expression entzindnungsrelevanter Faktoren durch
Makrophagen?
3. Wird diese Regulation durch NFkB vermittelt?
4. Welchen Einfluss hat die Expression der HDACS auf die Expression anderer
HDACs?
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien, Reagenzien, Materialien und Kits

B-Mercaptoethanol

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinyl)-
Ethansulfonsaure (HEPES)-Pufferldsung (steril,
1 M)

Acrylamidlésung (30%)

Agarose NEED Ultra
Ammoniumpersulfat
Aqua destillata (Aqua dest.)

Bisacrylamidldsung (1,5%)
Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenolblau

Dimethylsulfoxid
Dithiothreitolldsung (100 mM)

DNA-Gelextraktionskit Qiaquick

DNA-Langenstandard DNA-Leiter extended
100 bp mit Gelladepuffer

DNase | mit Reaktionspuffer (10fach konzentriert)
dNTP-Stammlésung (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

Dulbecco’s Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung
(PBS)
Elektroporationskivetten mit 2 mm Spaltbreite

Entwicklungsreagenz fir Chemilumineszenz ECL
western blotting detection reagents

Entwicklungsreagenz fur enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) Opt EIA TMB
substrate reagent set

Ethanol

Ethylendiamintetraazetatlésung (25 mM)
Fetal calf serum (FCS)

First strand-Puffer (5fach konzentriert)

Formaldehyd (37°C)
Gel-Blotting-Papier
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Sigma-Aldrich (Minchen,
Deutschland)

PAA Laboratories, Pasching,
Osterreich

Carl Roth (Karlsruhe,
Deutschland)

Carl Roth

Sigma-Aldrich

Fresenius Kabi (Bad Homburg,
Deutschland)

Carl Roth

PAA Laboratories

Merck (Darmstadt,
Deutschland)

Sigma-Aldrich

Life Technologies (Carlsbad,
USA)

Qiagen (Hilden, Deutschland)
Carl Roth

Life Technologies
Carl Roth
PAA Laboratories

Biozym (Hessisch Oldendorf,
Deutschland)

GE Healthcare
(Buckinghamshire,
GrolRbritannien)

BD Biosciences (Heidelberg,
Deutschland)

J.T. Baker (Deventer,
Niederlande)

Life Technologies

Linaris (Wertheim-Bettingen,
Deutschland)

Life Technologies

Carl Roth

Schleicher und Schuell
(Dassel, Deutschland)



Glukose

Glycerin

Glycin

Harnstoff

Isopropanol

KAPA HiFi DNA-Polymerase-Kit

KCI

KH2PO,

Kit fur den Nachweis geloster Zytokine BD
cytometric bead array (CBA) mouse inflammation
kit

Kit fur die Detektion eines Luciferase-Reporter-
Gens

Kit fur Gelextraktion QIAquick

Kit fur ortsgerichtete Mutagenese QuickChange
LB-Agar nach Lennox

LB-Medium nach Lennox

LPS ultrapure Escherichia (E.) coli 011:B4
Methanol

MgC|2

Mikrotiterplatten (weil3) mit 96 Vertiefungen fur
Biolumineszenzmessungen

Milchpulver

Moloney murine leukemia Reverse Transkriptase
200 U/l

Mykoplasmen-Polymerasekettenreaktion (PCR)-
Detektionskit e-Myco plus

Na,HPO4

NacCl

NaOH

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumpyruvat-Lésung (steril, 100 mM)
Oligo(dT)-Primer

PCR Master Mix SYBR-Green

Plasmid-Praparationskit fir Maxipraparation aus
E coli Nucleo Bond PC 500
Plasmid-Praparationskit flr Minipraparation aus
E. coli Invisorb Spin Plasmid Mini Two

PMA

Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran fiir Western-

Blot Immobilon-P Porengréf3e 0,45 pum
Ponceau S

Propidiumjodid (PI1)-Lésung

Protein-Standard page ruler prestained protein
ladder
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Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
J.T. Baker

KAPA Biosystems (Boston,
USA)

Merck
Merck
BD Biosciences

Sigma-Aldrich

Qiagen

Stratagene (La Jolla, USA)
Carl Roth

Carl Roth

Invivogen (San Diega, USA)
J.T. Baker

Carl Roth

Berthold (Bad Wildbad,
Deutschland)

Carl Roth
Life Technologies

Intron Biotechnology
(Sangdaewon-Dong,Sudkorea)

Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
PAA Laboratories
Life Technologies
Life Technologies

Macherey-Nagel (Duren,
Deutschland)

Invitek (Berlin, Deutschland)

Sigma-Aldrich
Carl Roth

Merck
Carl Roth

Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA)



Reaktionsplatten fur ELISA MaxiSorb mit

96 Vertiefungen und flachem Boden

Realtime-PCR-Reaktionsplatten Micro Amp fast

Thermo Fisher Scientific

Life Technologies

optical 96-well reaction plate mit Barcode fur Step

One Plus

Restriktionsendonukleasen Dpnl und Kpnl mit

Reaktionspuffer (10fach konzentriert)
Ribonukleaseinhibitor RNaseOUT
RNA-Isolationskit RNeasy Mini

Stabile L-Glutamin-Lésung (steril, 200 mM)

Tag-DNA-Polymerase-Kit
Tetramethylethylendiamin

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)-L6sung

pH 8,0 (100 mM)
TRIS-Acetat-Ethylendiamintetraazetat
(TAE)-Puffer 50

Trypanblaulésung 0,05% in PBS

Tween 20
Zahlkammer nach Neubauer

Zellkulturmedium Dulbecco’s Modified Eagle

Medium High Glucose (4,5 g/l)

Zellkulturmedium Roswell Park Memorial Institute

1640

Zellkulturplatten mit 6/12/24 Vertiefungen
Zellkulurflaschen BD Falcon 75 cm?, 150 cm?

Zellscraper

3.2 Gerate

Analysewaage BD 210D
Autoklav Varioklav 500 E

Begasungsbrutschrank Heracell 150

Chemilumineszenzdetektor LAS-4000
mit Software LAS Image Reader
(Version 2.1)

Durchflusszytometer BD FACS Canto |l
mit Software FACS Diva (Version 6) und
Software FCAP Array™ (Version 1)

Eisbereiter AF 100

Elektroporator Elporator 1000
Horizontalschuttler VXR Basic Vibrax
Kammer fir vertikale Polyacrylamid-

New England Biolabs (Frank-
furt am Main, Deutschland)

Life Technologies
Qiagen

PAA Laboratories
Invivogen

Bio-Rad Laboratories
(Hercules, USA)

Carl Roth

Genaxxon BioSciences (Ulm,
Deutschland)

Biochrom AG (Berlin,
Deutschland)

Carl Roth

LO Laboroptik (Bad Homburg,
Deutschland)

PAA Laboratories
PAA Laboratories

BD Biosciences
BD Biosciences
Sarstedt (Newton, USA)

Sartorius (Gottingen, Deutschland)

H+P Labortechnik (OberschleiRheim,
Deutschland)

Thermo Fisher Scientific
Fujifilm (Tokyo, Japan)

BD Biosciences

Scotsman (Bettolino di Poliano, Italien)
Eigenbau Dr. Thorsten Stroh

IKA (Staufen, Deutschland)

Bio-Rad Laboratories
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Gelelektrophorese (PAGE) Mini Trans-
Blot Electrophoretic Transfer Cell mit
Giel3einrichtung

Kammern fUr horizontale Agarose-Gel-
Elektrophorese Perfect Blue Mini M/L

Kompaktschittler KS Control 15 mit
Inkubationshaube TH 15

Kihlschrank Comfort Gastroline 4°C
Kihlzentrifuge 5810 R
Magnetrithrer RH-KT-C

Mikrobiologische Sicherheitswerkbank
mit laminarem Luftstrom Herasafe

Mikrokuhlzentrifuge Heraeus Fresco 21

Mikroplattenleser Mithras LB 940
Multitechnologie

Mikrowelle HMT72M420

Mixer Vortex-Genie 2
Multifunktionsmikroskop MBL2000
Oberschalenwaage Scout Il

Photometer fur Mikrotiterplatten Spector

Mini I mit Programm Easy Win Fitting

Realtime PCR System Step One Plus mit

StepOne Software (Version 2.1)
Rollschittler The Coulter Mixer

Spectrophotometer Nanodrop 2000c
Stromversorger Power Pac Basic
Tank-Transfer-Einheit

Thermomixer compact
Thermozykler T3000
Tiefkiihlschrank Forma -80°C
Tiefkiihlschrank Premium -20°C

UV-Leuchttisch mit Videosystem
Biovison

Warme- und Trockenofen
Wasserbad Isotemp 210

Werkbank fur Nukleinsdurearbeiten
Captair bio

3.3 Puffer und Losungen

Peglab (Erlangen, Deutschland)

Edmund Buhler (Hechingen,
Deutschland)

Liebherr (Biberach, Deutschland)
Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
IKA

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific
Berthold Technologies

Bosch (Stuttgart, Deutschland)
Scientific Industries (Bohemia, USA)
Kriss (Hamburg, Deutschland)
Ohaus (Bradford, USA)

Tecan (Méannedorf, Schweiz)

Life Technologies

Coulter Electronics (Hertfordshire,
Grol3britanien)

Thermo Fisher Scientific

Bio-Rad Laboratories

Bio-Rad Laboratories

Eppendorf AG

Biometra (Gottingen, Deutschland)
Thermo Fisher Scientific

Liebherr (Biberach, Deutschland)
Peglab

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Erlab (Val de Reuil Cedex, Frankreich)

Elektrophorese-Laufpuffer 144 g Glycin
(10fach konzentiert) 309 TRIS
10 g SDS

ad 1 | mit Aqua dest.
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Elektroporationspuffer

Ladepuffer fir DNA (6x)

PBS

PBS/BSA

PBS/Tween

Ponceau-Farbelésung

Resolving-Puffer

Sammelgel

Spacer-Puffer

Strip-Puffer

Super optimal broth with
catabolite repression (SOC)-
Medium

TAE-Puffer

Transferpuffer

90 mM NaPOQO,4
10 mM MgCl,
50 mM Glukose
pH 7,2

50% Glycerin
10 mM EDTA
0,25% Bromphenolblau

200 mg/l KCI

200 mg/l KH2PO4
8,0 g/l NaCl

1,15 g/l Na;HPO4

PBS
5 g/ BSA

PBS
0,05% Tween 20

0,1% Ponceau S
5% Essigsaure
in Aqua dest.

181,5 g TRIS
240 ml 1 M Salzsaure
260 ml Aqua dest.

600 ul 30% Acrylamid/ 1,5% Bisacrylamid (37,5:1)
250 ul Spacer-Puffer

25 pl 10% SDS

1,5 ml 8 M Harnstoff

75 ul Ammoniumpersulfat (10%)

2,5 pl Tetramethylethylendiamin

36,6 g TRIS
pH: 6,7 (mit Phosphorséaure eingestellt)
ad 500 ml mit Aqua dest.

10 ml SDS 20%
3,085 mITRIS2 M
86,9 ml Aqua dest.

LB-Medium nach Lennox
20 mM Glukose
20 mM MgCl,

4.9 g/l TRIS
370 mg/l EDTA
1,2 g/l Natriumacetat

3,039 TRIS
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14,4 g Glycin
200 ml Methanol
ad 1 | mit Aqua dest.

Trenngel (7%) 2,9 ml 25% Acrylamid
2,3 ml Aqua dest.
2,0 ml Resolving-Puffer
100 ul 10% SDS
3,0 ml 8 M Harnstoff
225 pl 3% Ammoniumpersulfat
10 pl Tetramethylethylendiamin

Western-Blot-Probenpuffer 5,0 ml 8 M Harnstoff
2,0 ml Spacer-Puffer
1,0 ml 20% SDS
500 pl B-Mercaptoethanol
1,5 ml Glycerin
0,06% Bromphenolblau

3.4 Zelllinien und Stamme von Escherichia coli

Als Modelle fur Makrophagen dienten murine RAW 264.7-Zellen, die einem durch
Abelson murine leukemia virus induzierten Tumor entstammen [141], sowie humane
U937-Zellen, deren Ursprung ein histiozytisches Lymphom ist [142].

Zelllysate von primaren CD14" Monozyten, die in vitro zu Makrophagen mit einem
M1- bzw. M2-Phéanotyp differenziert worden waren, wurden freundlicherweise durch
Dr. L. Kredel aus der Arbeitsgruppe zur Verfigung gestellt. Die mRNA von aus dem
Knochmark von C57 black 6-Wildtyp-Mausen isolierten und in vitro zu Makrophagen
differenzierten Monozyten wurde freundlicherweise durch Dr. A. Batra aus der
Arbeitsgruppe bereitgestellt.

Fur die Vermehrung von Plasmid-DNA sowie fur die in vitro-Mutagenese wurden die
E. coli-Stamme TOP 10 (Genotyp: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15
AlacX74 deoR nupG recAl araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(StrR)
endAl A; Invitrogen) bzw. XL1-blue (Genotyp: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17
SupE44 relAl lac[FproAB laclqgZAM15Tn10(Tetr); Stratagene, La Jolla, USA)
verwendet.

Alle Arbeiten der Sicherheitsstufe 1 nach Gentechnik-Gesetz/-Sicherheitsverordnung
wurden in der gentechnischen Anlage der Medizinischen Klinik fir Gastroenterologie,
Infektiologie und Rheumatologie am Campus BenjaminFranklin (Aktenzeichen: VC
[12-21/91) durchgefihrt.
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3.5 Zellkulturmedien

U937-Medium 500 ml Zellkulturmedium Roswell Park Memorial
Institute 1640 mit 1,8 g/l Glukose, 35 mM HEPES
10% FCS
1 mM Natriumpyruvat
2 mM L-Glutamin

RAW 264.7-Medium 500 ml Zellkulturmedium Dulbecco’s Modified Eagle mit
4.5 g/l Glucose
25 mM HEPES
10% FCS
1 mM Natriumpyruvat
2 mM L-Glutamin

3.6 Murine rekombinante Proteine

Alle rekombinanten Proteine waren in E. coli hergestellt und wurden in Aqua dest.

gelost.

Protein Spezifische Aktivitat (U/mg) Hersteller

TNFa >1x10’ Peprotech (Rocky Hill, USA)
GM-CSF >2x10’ Peprotech

M-CSF >1x10° Peprotech

IL-4 (keine Angabe) R&D Systems (Minneapolis, USA)
IL-6 >5x10’ Peprotech

IL-13 >2,5x10° Peprotech

IFNy >5x10° Peprotech

MCP-1 (keine Angabe) Peprotech

3.7 Oligonukleotide

Das aus E. coli abgeleitete, E. coli-spezifische CpG-Oligonukleotid
([A]n.TGACGTTI[A],) sowie alle Primer fur die PCR, die Sequenzierungen und die
Mutagenesen wurden durch die Firma TIB Molbiol (Berlin, Deutschland) hergestellit.
Die siRNAs wurden abgesehen von der fluoreszierenden Kontroll-siRNA, die durch

Sigma-Aldrich produziert wurde, tber Qiagen (Hilden, Deutschland) erworben.

27



Primer fur die PCR

Template Name Sequenz (5’ —3) Fragment
(bp)

Murine Sequenzen

GAPDH RT2GAP Fw CATCCTgCACCACCAACTgC 286
RT2GAP Re ACgCCACAgCTTTCCAQgAQg

HDAC1 rtHDAC1Fo ACCATCAAAggACACgCCAAgQT 224
rtHDAC1Re AAgTCCAgCAgCgAgCAACATT

HDAC2 rtHDAC2Fo g9gCTgTgAAATTAAACCggCA 256
rtHDAC2Re TTCgAggATggCAAgCACAA

HDAC3 rtHDAC3Fo AATgAAACCTCATCgCCTggCA 242
rtHDAC3Re AgAAtggAAgCggCACATQgTCA

HDAC4 rtHDAC4Fo ACTgCCCTTggAACCTgCATT 302
rtHDAC4Re ATgCAACTgTgCCTCAtgCTgT

HDAC5 muHDAC5F2 ACgTTCATgCTgAAgCACCAQT 230
MUHDAC5R?2 ACTTgCCgAgCAgACCAgTTT

HDAC6 rtHDACG6Fo ACCgTgAaggTgCCAACTTTgA 376
rtHDACG6Re AAAgCAgAAACCACAggCAgCA

HDAC7Y rtHDAC7Fo TgTCACCgACCTTgCCTTCAAA 342
rtHDAC7Re ATCTTgCTggCTTTgCCgTgTT

HDACS rtHDACS8Fo ACgATTgCgAcggAAATTTgACCy 232
rtHDAC8Re TgTgCAgggACACAgTCATAACCT

HDAC9 rtHDAC9Fo AggATgATgATgCCTgTggTggAT 318
rtHDAC9Re gAgTTgTgCTTgATgCTgCCTTQgT

HDAC10 rtHDAC10Fo AaggTgCCTgTgTTTgTCAgCTTg 340
rtHDAC10Re AgTgAAAggTgTCCgggTgAAAQT

HDAC11 rtHDAC11Fo TCAAQTTCCTgTTTgAACYCgTGG 206
rtHDAC11Re TTgTCACCCATgAAgTCTCgCTCA

Humane Sequenzen

GAPDH huGAPDH-RTF CCTCCTgCACCACCAACTgC 286
huGAPDH-RTR ~ ACgCCACAgTTTCCCggAgg

HDAC5 RTHDACS5For TCTCggCTCTgCTCAgTgTA 262
RTHDAC5Rev CTgCACACAgCTCCAQTgTT
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Primer fur die Sequenzierung der murinen HDAC5

Name Sequenz (5 —3)
mHDAC5Seq1-R CAACAggAATTCCTggAgCC
MHDACS5Seq2-F gCAgCggCAggAggAgCTQag
MHDAC5Seq3-F CTCCCCgAAgCTgTCAACAC
mHDAC5Seq4-F gCCTggCCACTgTgCCTCAT
mHDAC5Seq5-F CTgggATATTCACCATggCA

Primer fur Mutagenesen der murinen HDACS5

Name

Sequenz (5 —3)

MHDACS5-1ATGF
MHDACS5-1ATGR

CTAggTACCTCCACCTgAACTCTCCCAACg
CgTTgggAgAgTTCAggTggAggTACCTAg

MHDACS5-2ATGF
MHDACS5-2ATGR

CTAggTACCTCCACCgAACTCTCCCAACQA
TCgTTgggAgAgTTCggTggAggTACCTAg

MmHDAC5H885Fo
mHDAC5H885Re

TCTACATCTCCCTgTTTCgCTACgACAACY
CgTTgTCgTAgCgAAACAQggAgATgTAgA

siRNA fir den knock down

Template Name Ziel-Sequenz (5’ —3)’ Markierung

Humane Hs_HDACS5_1 CTACgACACQTTCATgCTAAA keine

HDAC5 Hs-HDACS5 4 gCCgggTTTgATgCTgTTgAA keine

Murine Mm-HDACS5_2 CggCCTCggAACCCAACTTAA keine

HDACS Mm-HDAC5_ 5  CTgggCAAgATCCTTACCAAA keine

Kontrolle Kontroll-siRNA ~ AATTCTCCGAACGTGTCACGT keine
fluoreszierende  keine Angabe 5' 6-Carboxy-
Kontroll-siRNA fluorescein

3.8 Sequenzierung

Sequenzierungen erfolgten durch die Firma Seqlab (Goéttingen, Deutschland) nach

dem Prinzip der Fluoreszenzfarbstoff-Sequenzierung von Sanger [143]. Die

Sequenzdaten wurden mit dem Programm Geneious der Firma Biomatters

(Auckland, Neuseeland) ausgewertet.
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3.9 Plasmide

Plasmid Sequenz fur Grundvektor Herkunft
pHDACS murine HDACS5 mit pCMX-PL1 Ronald Evans*
Hamagglutinin (HA)-
Tag
pHDACS5-FS1 murine HDACS5 mit pCMX-PL1 in-vitro-
HA-Tag und Mutagenese von
Frameshift um eine pHDACS5
Base
pHDACS5-FS2 murine HDACS5 mit pCMX-PL1 in-vitro-
HA-Tag und Mutagenese von
Frameshift um zwei pHDACS5
Basen
pHDACS5AHDAC murine HDACS5 mit pCMX-PL1 in-vitro-
HA-Tag und Mutagenese von
Funktionsverlust der pHDACS5
HDAC-Domane
pNFkB-Luc Luciferase unter der pGL4.10 Sigma Aldrich
Kontrolle des NFkB-
Promotors
pEGFP grun fluoreszierendes  pEGFP-N1 Clontech
Protein (GFP) Laboratories
(Mountain View,
USA)
pHDACS5-YFP humane HDACS5 mit pcDNA 3.1 Ronald Evans*

gelb fluoreszierendem
Protein (YFP) als Tag

*Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit als pHDACS5 bzw. pHDACS5-YFP

bezeichneten Plasmide wurden freundlicherweise durch Ronald Evans vom Salk

Institute (San Diego, USA) zur Verfliigung gestellit.
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3.10 Antikorper

Primarantikdrper

Antigen Herkunft, Subtyp Klon Hersteller Bezeichnung
HDACS5 Kaninchen 1gG polyklonal  Cell Signaling Anti-HDAC5
Technology
(Danvers, USA)
B-Actin Maus [e]€ AC15 Sigma-Aldrich Anti-B-Aktin
HA Maus 19G 6E2 Cell Signaling Anti-HA
Technology

Sekundarantikorper

Antigen Herkunft, Subtyp Klon Hersteller Bezeichnung

Kaninchen IgG Ziege 19G polyklonal DAKO (Glostrup, Anti-
Danemark) Kaninchen

Maus IgG Kaninchen 1gG polyklonal DAKO Anti-Maus

Alle Sekundarantikdrper waren mit Meerrettich-Peroxidase konjugiert.

3.11 Transformation von Escherichia coli

Als Transformation wird die nicht virale Aufnahme von DNA in kompetente Bakterien
bezeichnet [144]. Transformierte Bakterien konnen durch Kultur auf Antibiotika-
enthaltenden Agarplatten aufgrund der durch das Plasmid erworbenen
Antibiotikaresistenz selektiert werden [145]. E. coli kommen in der Natur nicht als
kompetente Bakterien vor, kdnnen jedoch durch eine chemische Vorbehandlung
kompetent gemacht werden [146].

Fur die Transformation wurden 30 ul Bakteriensuspension kompetenter E. coli
TOP 10 auf Eis aufgetaut, mit bis zu 2,2 pg Plasmid vermischt und fir 5 min auf Eis
inkubiert. Anschliel3end wurden die Bakterien einem Hitzeschock von 42°C fir 90 s
bei 350 rpm ausgesetzt und danach sofort fir 2 min auf Eis gestellt. Nach Zugabe
von 250 pl SOC-Medium wurde der Gesamtansatz fur eine Stunde bei 37°C und
300 rpm inkubiert. Von jedem Transformationsansatz wurden 100 ul auf eine LB-
Agarplatte mit 100 pg/ml Ampicillin und 20 pl auf eine LB-Agarplatte ohne Ampicillin
plattiert und diese Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Fur das Screening wurden
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Einzelkolonien in jeweils 2 ml LB-Medium nach Lennox Uber Nacht bei 37°C und
unter Schitteln bei 200 rpm herangezogen. Zur Vermehrung von Plasmid-DNA in
grolRerem Malstab wurden zunachst 12 ml LB-Medium nach Lennox mit einer
Einzelkolonie beimpft und wie beschrieben lUber acht Stunden inkubiert. Aus dieser
Vorkultur wurde 1 ml entnommen, in 200 ml LB-Medium nach Lennox tberfihrt und

nochmals tber Nacht kultiviert.

3.12 Plasmid-DNA-Préaparation

Nach alkalischer Lyse von transformierten Bakterien kann die chromosomale DNA
durch Zusatz von Kaliumacetat ausgeféllt und die Plasmid-DNA durch Bindung an
eine Silikatmembran aufgereinigt werden [147].

Die Praparation von bis zu 20 pg bzw. 500 pg DNA-Plasmid erfolgte mit Hilfe von
Plasmid-Praparationskits fir Mini- oder Maxipraparation nach den Angaben des
Herstellers. Die isolierte Plasmid-DNA wurde mit Aqua dest. eluiert, ggf. aliquotiert

und bei -20°C gelagert.

3.13 DNA-Spaltung mit Restriktionsenzymen

Mithilfe bakterieller Restriktionsendonukleasen kann doppelstrangige DNA an
bestimmten, zumeist palindromen Sequenzen gespalten werden [148].

Fur Kontrollspaltungen zur Analyse von DNA-Plasmiden sowie fur den Dpnl-Verdau
nach Mutagenesen wurden 1pug DNA, eine Einheit der entsprechenden
Restriktionsendonuklease und 2 ul des fir das Enzym bzw. die Enzyme optimalen
10fach konzentrierten Reaktionspuffers in einem Gesamtvolumen von 20 pl
1,5 Stunden bei 37°C in einem Warmeofen inkubiert.

Der Kpnl-Verdau zur Préaparation eines Plasmid-Standards fir die quantitative
Realtime-PCR wurde mit 50 pg DNA, zehn Einheiten Restriktionsendonuklease und
20 ul des entsprechenden 10fach konzentrierten Reaktionspuffers in einem
Gesamtvolumen von 200 pl fur zwei Stunden bei 37°C in einem Warmeofen
durchgeftihrt. Die Reaktionen wurden jeweils durch eine temperaturabhéangige
Inaktivierung des Enzyms in einem Thermomixer bei 65°C fir 10 min beendet. Zur

Kontrolle der Spaltungsreaktionen erfolgte eine Gelelektrophorese.
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3.14 Agarose-Gelelektrophorese

Im elektrischen Feld wandern Nukleinsauren bei neutralem pH aufgrund ihrer
negativen Ladung zur Anode. Die netzartige Molekulstruktur eines Agarose-Gels
behindert den elektrophoretischen Transport je nach Grol3e der Nukleinsaure mehr
oder weniger stark. Auf diese Weise konnen Nukleinsauren nach ihrer GroRRe
aufgetrennt und durch einen mitgefihrten L&ngenstandard abgeschatzt werden
[146]. Aufgetrennte Nukleinsaurebanden werden mit Hilfe von Ethidiumbromid
sichtbar gemacht, dessen Absorptionsspektrum sich durch Interkalation in
Nukleinsauren im ultravioletten Bereich verandert [149].

Fur die DNA-Gelelektrophorese wurde 1 g Agarose eingewogen und mit 100 ml TAE-
Puffer in einer Mikrowelle aufgekocht, bis die Agarose vollstandig in Ldsung
gegangen war. Das flussige Agarose-Puffer-Gemisch wurde auf einen Geltrager mit
Probenkamm in der Elektrophoresekammer zur vollstandigen Erhartung tberfihrt.
Anschlieend wurde das Gel mit TAE-Puffer tberschichtet und der Probenkamm
entfernt. Fur eine Kontrollelektrophorese wurden 20 pul DNA-Losung mit 4 ul des
Ladepuffers fir DNA gemischt und 18 pl dieses Gemisches in die Probentaschen
des Gels ubertragen. Zur relativen Grolenbestimmung wurden 12 pl eines DNA-
GroRRenstandards mitgefihrt. Die Elektrophorese erfolgte in TAE-Puffer bei 6-8 V/cm
bis 2/3 der gesamten Laufstrecke erreicht wurden. AnschlieRend wurde das Gel in
einer Farbelésung mit 1 pg/ml Ethidiumbromid in TAE-Puffer inkubiert. Die
aufgetrennten Nukleinsduren wurden mithilfe eines UV-Leuchttisches sichtbar

gemacht und durch ein Videosystem dokumentiert.

3.15 Nukleinsaure-Fragmentisolation aus Agarosegelen

Nach gelektrophoretischer Auftrennung kénnen Nukleinsauren mit Hilfe jodhaltiger
Puffer aus dem Agarosegel gelést und anschlieBend durch Bindung an
Silicatmembranen aufgereinigt werden [150].

In  einem Gesamtvolumen von 200 pul wurden 50upg einer durch
Restriktionsendonukleasen gespaltene Plasmid-DNA mit 40 pl des Ladepuffers fir
DNA vermischt. Die elektrophoretische Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte in
einer mit 20% Ethanol gereinigten Elektrophoresekammer in einem Agarosegel mit
einer Konzentration von 0,8%. Das zu isolierende Nukleinsaurefragment wurde auf

dem UV-Leuchttisch sichtbar gemacht und das Gelstick mit einem Skalpel
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ausgeschnitten. Die Gelexzisate wurden in ein eingewogenes 15 ml Reaktionsgefaf}
transferiert und deren Masse durch Wiegen bestimmt. Die DNA wurde mithilfe eines
Gelextraktionskits nach den Angaben des Herstellers extrahiert und jede Saule mit
30 pl Aqua dest. eluiert. Die Reinheit der DNA wurde mithilfe einer Gelektrophorese
kontrolliert und die Konzentration spektrophotometrisch bestimmt. AnschlieRend

wurden die extrahierten Nukleinsdurefragmente aliquotiert und bei -20°C gelagert.

3.16 Konzentrationsbestimmung von Nukleinséaurelésungen

Die Konzentration und Reinheit von Nukleinsauren kann mithilfe eines
Spektrophotometers anhand der spezifischen Absorption bei einer Wellenlange von
260 nm bestimmt werden [146].

Fur Konzentrationsbestimmungen wurden 2 pl der jeweiligen Nukleinsédure-Lésung
nach Kalibrierung des Gerates mit Aqua dest. spektrophotometrisch untersucht. Eine
hinreichende Reinheit wurde nur angenommen, wenn ein Quotient der Absorption
bei 260 nm zu der bei 280 nm von 1,8 fir DNA bzw. 1,9 fir Ribonukleinsaure (RNA)

nicht unterschritten wurde.

3.17 Zellkultur

RAW 264.7-Zellen wachsen als adharente Zellen in vitro zu einem einschichtigen
Zellrasen heran, der fest an der Oberflache der Kulturmaterialien haftet [141]. U937-
Zellen liegen suspendiert im Medium vor [142]. Trypanblau reichert sich bei toten
Zellen aufgrund der erhohten Membrandurchlassigkeit im Zellplasma an und fuhrt
somit zu einer blauen Farbung dieser Zellen. Vitale Zellen weisen hingegen keine
Farbung auf und kénnen unter einem Lichtmikroskop ausgezahlt werden [151]

Alle Zellkulturarbeiten wurden keimarm in einer Sicherheitswerkbank mit laminarer
Stromung  durchgefuhrt. Die  Kultur der Zellen erfolgte in  einem
Begasungsbrutschrank bei 37°C und 6% CO, in wasserdampfgesattigter
Atmosphére. Das fur die Zellkultur-Medien verwendete FCS wurde zur Inaktivierung
der Komplementfaktoren 30 min bei 56°C erhitzt und anschlieRend bis zur
Verwendung bei -20°C gelagert. Um optimale Kulturbedingungen zu sichern, wurden
die RAW 264.7-Zellen in eine neue Kulturflasche tberfihrt, bevor der Zellrasen etwa
80% des KulturgefaRes bedeckte; U937-Zellen bei Zelldichten von maximal

1x10%/ml. Beide Zelllinien wurden alle zwei bis drei Tage passagiert. Das Ablésen der
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RAW 264.7-Zellen erfolgte mit Hilfe eines Zellscrapers. Die Zellzahl sowie die
Zellvitalitat der abgeldsten RAW 264.7- bzw. der U937-Zellen aus der Kultur wurden
nach Mischen von 20 pl Zellsuspension mit 20 pl Trypanblauldsung mit Hilfe einer
Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die Suspensionen wurden bei 398 g fir 7 min
zentrifugiert, das verbrauchte Zellmedium verworfen und die Zellen in frischem

N&hrmedium mit einer Dichten von 1,6-10x10*/ml aufgenommen.

3.18 Inkubation von RAW 264.7- und U937-Zellen mit Proteinen und

bakteriellem Lipopolysaccharid

Fur die Inkubation mit Proteinen wurden RAW 264.7- und U937-Zellen durch
Passagieren synchronisiert [152].

Die Zellen wurden mit einer Dichte von 1x10°%ml in frischem Medium mit der
angegebenen Konzentration des jeweiligen Proteins in Zellkulturplatten mit 6 bzw. 12
Vertiefungen ausgesat. Bei Kinetiken wurden alle Ansétze gleichzeitig in die
Kulturplatten tberfuhrt, jedoch zu unterschiedlichen Zeitpunkten stimuliert, um eine

identische Kulturzeit in den Zellkulturplatten fur alle Ansatze sicherzustellen.

3.19 Transfektion eukaryontischer Zellen durch Elektroporation

Starke elektrische Felder fihren zu einer physikalischen Stérung der Integritat
biologischer Membranen. Durch so entstandene Poren kdnnen Makromolekile von
auBen in die Zelle gelangen. Die Effektivitat der Transfektion ist dabei von der
Feldstarke des angelegten elektrischen Feldes und der Zeitdauer abhangig, die die
Zellen dem elektrischen Feld ausgesetzt werden. Eukaryontische Zellen kdnnen
effektiv durch Rechteckpulse transfiziert werden. Eine Kombination von zwei
Strompulsen verzdgert den Verschluss der Membranporen. Folgen die
Rechteckspulse unterbrechungsfrei aufeinander, wird die eingeschleuste DNA-
Menge gesteigert. Auf diese Weise kdnnen DNA-Plasmide oder siRNA effektiv in den
Zellkern eukaryontischer Zellen eingebracht werden [153].

Fur die Elektroporation wurden 1x10° Zellen aus einer am Tage zuvor passagierten
Standardkultur in ein Reaktionsgefald Uberfihrt und fir 7 min bei 398 g und 4°C
abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 100 pl Elektroporationspuffer resuspendiert und
anschlieBend das entsprechende Plasmid bzw. die siRNA hinzugefugt. Der

Gesamtansatz wurde gut durchmischt, in eine Elektroporationskivette mit 2 mm
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Spaltbreite Uberfihrt und mit Hilfe des Elektroporators einem bzw. einer
kontinuierlichen Kombination zweier Strompulse ausgesetzt. Danach wurden die
Zellen sofort in 4 ml des entsprechenden vorgewarmten Standardmediums in einer 6-
Well-Zellkulturplatte Gberfuhrt und bei 37°C und 6% CO,-Sattigung kultiviert.

3.20 Ribonukleinsaure-Isolation aus Zelllysaten

RNA aus Zellenlysaten wurde durch Aufreinigung lber Silicatmembranen isoliert
[154].

Die Aufreinigung der mRNA erfolgte mit einem entsprechenden Kit nach den
Angaben des Herstellers inklusive des optionalen Verdaus genomischer DNA mit
einer RNase-freien DNase. Fur die Isolation von RNA wurden die Zellen zunachst mit
10 ml PBS gewaschen, gezahlt und anschlieend in 350 pl RLT-Puffer mit 1%
Mercaptoethanol lysiert. Die Lysate wurden bei -80°C bis zur Isolation der mRNA

eingefroren.

3.21 Reverse Transkription

Reverse Transkriptasen sind RNA-abhangige DNA-Polymerasen, die RNA in DNA
umschreiben [155]. Der entstandene DNA-Doppelstrang kann als Matrize fir eine
PCR verwendet werden [156].

Fur reverse Transkriptionen wurden 500 ng RNA in einem Volumen von 20 pl mit
Aqua dest. gelost. Nach Zugabe von 2 pl DNase | und 2,5 pyl 10fach konzentriertem
DNase I|-Puffer wurden die Proben in einem Thermocycler 15 min bei 22°C inkubiert.
In der L6sung befindliche Magnesiumionen wurden durch 2,5 pl EDTA gebunden.
Die Inaktivierung der DNase erfolgte durch Denaturierung bei 65 °C fur 10 min.
Anschlieend wurden 20,5 pl Aqua dest., 2 yl Oligo-dT-Primer und 4 pl 10 mM
dNTPs hinzugefiigt und der Gesamtansatz fur 5 min bei 65°C denaturiert. Nach
Addition von 1 ul RNase OUT sowie 8 ul 100 mM Dithiothreitol wurden 16 pl First
strand-Puffer hinzugegeben und der Gesamtansatz 2 min bei 37°C inkubiert. Im
letzten Schritt wurden zu jedem Ansatz 2 pl der Moloney Murine Leukemia Virus
Reverse Transcriptase hinzugefugt. Die komplementdre Desoxyribonuklein-
saure (cDNA)-Synthese erfolgte bei 37°C fur 50 min. Anschlieend wurde die
reverse Transkriptase durch Inkubation bei 70°C far 15 min inaktiviert. Die

entstandene cDNA wurde bei 4°C gelagert.
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3.22 Polymerasekettenreaktion

3.22.1 Prinzip

Mithilfe einer temperaturbestandigen DNA-Polymerase vermehrt die PCR definierte
DNA-Abschnitt, die durch spezifische Primer am 5'- und 3‘-Ende eingegrenzt sind
[157]. Die PCR erfolgt in Zyklen, die jeweils aus den folgenden Schritten bestehen:

Denaturierung DNA-Doppelstrange werden getrennt. (Aufhebung der

Wasserstoffbriickenbindungen mittels Hitze)

Annealing Spezifische Primer hybridisieren mit Einzelstrangen. (optimale
Temperatur 5-10°C unterhalb der Schmelztemperatur der Primer,
die von Lange und Passgenauigkeit der Sequenzen abhangt; zu
niedrige Temperatur begunstigt Anlagerung auch an nicht
komplementaren DNA-Sequenzen; zu hohe Temperatur

verhindert Primer-Bindung)

Elongation Komplementarer DNA-Strang wird an Einzelstrangmatrizen
synthetisiert. (Beginn am 3’-Ende der Primer, die optimale

Temperatur ist von der gewahlten Polymerase abhangig)

Die initiale Denaturierung ist im Vergleich zu den Denaturierungen in den einzelnen
PCR-Zyklen verlangert, um eine vollstandige Auftrennung der DNA-Doppelstrange zu
Beginn der Reaktion sicherzustellen. Zum Abschluss der Reaktion erfolgt die Final
Extension, bei der ein Uberhdngender Adenosin-Rest an die 3’-Enden der DNA
synthetisiert wird [158].

Die PCR wurde zum Nachweis der HDAC5 und GAPDH in murinen und humanen
Makrophagen, zum Nachweis von Mykoplasmen-DNA in kultivierten Zellen sowie zur

ortsgerichteten Mutagenese verwendet.

3.22.2 Nachweis von Mykoplasmen-DNA in Zellkulturen

Infektionen mit Mykoplasmen sind bei langerer Kultur von Zellen in vitro haufig. Die
intra- und extrazellularen, parasitaren Bakterien interagieren mit den Wirtszellen
durch Verminderung der Nahrstoff-Konzentration im Medium [159] sowie durch

direkte Stimulation Uber TLR [160]. Daher sind regelmalRRige Kontrollen der
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Zellkulturen beispielsweise durch spezifische Amplifikation von Mykoplasmen-DNA
mittels PCR fur die Erhebung valider Daten zwingend notwendig.

Fur den Nachweis spezifischer Mykoplasmen-DNA in kultivierten Zellen wurden
1x10° Zellen aus der Kultur entnommen, 7 min bei 398 g und 4°C abzentrifugiert, mit
1 ml PBS gewaschen, erneut zentrifugiert und in 100 ul PBS resuspendiert. Der
Gesamtansatz wurde 10 min bei 95°C und 350 rpm erhitzt und anschlie3end 2 min
bei 16200 g zentrifugiert. Aus dem Uberstand wurden 10 pl in ein vorgefertigtes
Reaktionsgefa? des Kits dberfihrt und 10 ul Aqua dest. hinzugefiigt. Als
Positivkontrollen dienten eine im Kit enthaltene DNA-L6sung sowie eine vorbekannte
positive Probe. Als Negativkontrolle wurde Aqua dest. verwendet. Die PCR wurde

nach folgendem Schema durchgefihrt:

Reaktionsschritt Temperatur (°C) Dauer (Ss) Zyklen
Initiale Denaturierung 94 60 1
Amplifikation 39
Denaturierung 94 30
Annealing 58-62 20
Elongation 72 60
Final Extension 72 300 1

Die amplifizierte DNA wurde durch Gelelektrophorese aufgetrennt und mittels UV-
Leuchttisch sichtbar gemacht.

3.22.3 Standard-PCR

Durch Kombination von reverser Transkription und PCR kann die Expression
spezifischer Gene auf Transkriptionsebene durch die Amplifikation geringster
Nukleinsaure-Mengen sehr sensitiv nachgewiesen werden [161].

Dieses Verfahren wurde zum Nachweis der HDAC5 und GAPDH in humanen und
murinen Makrophagen durchgefuihrt. Als Template in der PCR dienten 2 pl cDNA aus
der reversen Transkription. Fur die Amplifikation wurden die DNA-Polymerase aus
dem Bakterium Thermus aquaticus und die spezfischen Primer fur HDAC5 und

GAPDH verwendet. Die PCR wurde nach folgendem Schema durchgefinhrt:
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Reaktionsschritt Temperatur (°C) Dauer (S) Zyklen

Initiale Denaturierung 94 180 1
Amplifikation 40
Denaturierung 94 45
Annealing 55 30
Elongation 72 180
Final Extension 72 600 1

Nach Amplifikation wurde die DNA durch Gelelektrophorese aufgetrennt und mittels

UV-Leuchttisch sichtbar gemacht.

3.22.4 Ortsgerichtete Mutagenese

Durch ortsgerichtete Mutagenesen kdnnen gezielt Basen in einer Matrize, wie z.B.
einem Expressionsplasmid ausgetauscht (Substitution), eingefligt (Insertion) oder
entfernt (Deletion) werden. Dazu werden in einer PCR-Reaktion sequenzspezifische
Forward- und Reverse-Primer, die die gewilnschte Veranderung der Basenfolge
enthalten, sowie eine DNA-Polymerase mit mdglichst geringer Fehlerrate verwendet.
Erfolgt die Mutagenese in einer aus Bakterien gewonnenen Plasmid-DNA, kann
durch einen methylierungsabhéngigen Dpnl-Verdau die DNA der Ursprungsplasmide
selektiv abgebaut werden. Die in vitro synthetisierte DNA mit der eingeflhrten
Mutation kann in Bakterien transformiert werden, die die DNA ligieren und
amplifizieren [162].

Zur Mutagenese des mMHDACS5-HA-Plasmides wurden eine hitzestabile DNA-
Polymerase mit einer Fehlerrate von 1/3,6x10° sowie die fir die Mutagenese der
HDACS5 ausgewahlten Primerpaare mHDAC5-1ATGF/mHDAC5-1ATGR, mHDACS5-
2ATGF/mHDAC5-2ATGR bzw. mHDAC5H885Fo/mHDACS5H885Re verwendet. Als
Matrize dienten 10 ng Plasmid-DNA in einem Gesamtansatz von 50 pl. Die PCR
wurde nach folgendem Schema durchgefihrt:
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Reaktionsschritt Temperatur (°C) Dauer (S) Zyklen

Initiale Denaturierung 94 120 1
Amplifikation 25
Denaturierung 98 20
Annealing 62 20
Elongation 72 60
Final Extension 72 300 1

Nach Restriktionsspaltung des Amplifikates mit Dpnl wurden 5 pl aus dem Verdau in
50 ul kompetente E. coli XL1 transformiert. Nach Praparation der Plasmid-DNA

wurde der Erfolg der Mutagenesen mittels Sequenzierung kontrolliert.

3.22.5 Quantitative Realtime-PCR

Die quantitative Realtime-Polymerasekettenreaktion (qPCR) ermdoglicht die
Quantifizierung synthetisierter DNA mithilfe fluoreszierender Farbstoffe, die mit
doppelstrangiger DNA interkalieren und dabei ihre Fluoreszenzintensitat steigern
[163]. Der crossing point (Ct) gibt die Anzahl an PCR-Zyklen an, bei der ein
bestimmtes Fluoreszenzniveau detektiert wird [164]. Die Genexpression ist in
Relation zu einem Housekeeping-Gen und als mRNA-Kopienzahl pro Zelle mit Hilfe
eines quantitativen DNA-Standards des Zielgens messbar.

Fur relative quantitative Bestimmungen wurde die AACt-Methode mit GAPDH als
Housekeeping-Gen verwendet [165]. Mit Hilfe dieser Methode kdnnen relative
Verdnderungen eines Zielgens von stimulierten Zellen im Vergleich zu
unstimmulierten Kontrollen angegeben werden. Dazu wird der mittlere Ct (Ctnean) des
Housekeeping-Gen der jeweiligen Probe von dem Ct des Zielgens derselben Probe
subtrahiert:

Ct, .an (HDACS) — Ct, . (GAPDH) = ACt

Bei Triplets mit Doppelbestimmungen wurde eine Standardabweichung des Ctmnean

von 10% toleriert.

Anschlieend werden die gemittelten ACt-Werte von unstimmulierten Zellen

(Kontrollen) von den ACt-Werten der stimmulierten Zellen (Probe) subtrahiert:
ACt(Probe) — ACt(Kontrollen) = AACt
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Die relative Expression des Zielgens in den Proben im Vergleich zu der Expression
des Zielgens in den Kontrollen kann durch die folgende Formel angegeben werden:

2784C% % 100 = Relative Expression des Zielgens [%4]

Fur die absolute quantitative Bestimmung der mRNA-Kopien pro Zelle kann eine
DNA bekannter Sequenz, wie z.B. ein Plasmid mit der klonierten spezifischen cDNA
als quantitativer DNA-Standard des Zielgens verwendet werden. Anhand der
Kenntnis der Basenabfolge des Plasmids kann dessen Molekulargewicht berechnet
werden, indem die Anzahl der bp mit dem durchschnittlichen Molekulargewicht einer
Base (330 g/mol) multipliziert wird. Der Faktor zwei bericksichtigt den DNA-
Doppelstrang:
Anzahl der Basenpaare X 330 X 2 = Molekulargewicht

Durch Division des Molekulargewichtes des Plasmids durch die Avogadro-Zahl kann

das Gewicht eines linearisierten Plasmid-Molekuls berechnet werden:

Molekulargewicht des Plasmids Masse
Avogadrozahl ~ Plasmid-Molekiil

Die Division von 1 pg durch die Masse eines Plasmidmolektls ergibt die Anzahl der
Molekuile Plasmid, die in einem Mikrogramm Plasmid enthalten sind:
0,000001

Masse eines Plasmidmeoleldils

= Plasmidmolekiile in einem Mirkogramm Plasmid

Mithilfe dieser Angabe kann eine Standardverdinnungsreihe mit definierter Anzahl
der Plasmid-Molekule angelegt werden. Um die DNA-Kopienzahl pro Zelle angeben
zu konnen, ist zudem die Kenntnis der Anzahl der verwendeten Zellen und der
Konzentration der aus den Lysaten isolierten mRNA notwendig. Durch Division der
Zellzahl durch das Produkt von dem Volumen des mRNA-Isolats und dessen

Konzentration kann die Zellzahl pro mRNA-Masse berechnet werden:

Zellzahl _ Zellzahl
mRENA-Konzentration X mENA-Lésungsvolumen ~ mRNA-Masse

Durch Multiplikation der mRNA-Masse, die fur die reverse Transkription eingesetzt
wurde, mit der Zellzahl pro mRNA-Masse kann nun die Zellzahl berechnet werden,

die fur die reverse Transkription eingesetzt wurde:

Zellzahl

mRNA-Masse(reverse Transkription) X ——————
mRNA-Masse

= Zellzahl(reverse Transkription)
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Die Zellzahl, die fur die quantitative Realtime-PCR verwendet wurde, kann durch
Multiplikation der Zellzahl, die fur die reverse Transkription eingesetzt wurde, mit dem
Quotienten aus dem fur die Realtime-PCR eingesetzten und dem gesamten

Reaktionsvolumen aus der reversen Transkription berechnet werden:
Zellzahl(reverse Transkription) x cDNA-Volumen({Realtime-PCE)

— = Zellzahl(Realtime-PCR)
cDNA-Volumen(reverser Transkription)

Mithilfe dieser Angabe kann die DNA-Kopienzahl pro Zelle einer Probe berechnet
werden:

Kopienzahl(Realtime-PCR)
Zellzahl(Realtime-PCR)

= Kopienzahl/Zelle

Vor der Lyse der Zellen wurde die Zellzahl in jeder Probe ausgezahlt. Fur absolute
Quantifizierungen der HDAC5-mRNA-Kopienzahl pro Zelle wurde durch Verdau mit
Kpnl linearisierte DNA von pHDACS als Standard verwendet, das mit einer Gro3e
von 8.267 bp ein Molekulargewicht von 5.456.220 g/mol besitzt. Daraus ergab sich,
dass in einem Mikrogramm linearisierter DNA 1,104x10** Molekiile Plasmid enthalten
waren. Mithilfe dieser Angabe wurde eine 1:10-Standardverdinnungsreihe mit
1x10® Molekiilen als Maximum und 10 Molekiilen als Minimum angelegt.

Fur die Realtime-PCR wurden pro Ansatz 6,25 ul PCR Master Mix mit 4,15 pl Aqua
dest. und 2,5 pmol der entsprechenden Forward- und Reverse-Primer zu einem
Mastermix vermischt. FUr jeden Ansatz wurden 10,5 pl des Mastermixes mit 2 ul aus
einem Ansatz der reversen Transkription bzw. 2 pl eines vorverdinnten Standards in
Reaktionsplatten Uberfuhrt. Die spezifische cDNA wurde in einem Realtime-PCR-

System amplifiziert. Die PCR wurde nach folgendem Schema durchgefiihrt:

Reaktionsschritt Temperatur (°C) Dauer (S) Zyklen
Initiale Denaturierung 95 600 1
Amplifikation 40
Denaturierung 95 15
Annealing 60 60
Elongation 60 60
Final Extension 72 300 1

42



3.23 Durchflusszytometrie

3.23.1 Darstellung von Zellen

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren zur Analyse von Zelleigenschaften, das
auf der unterschiedlichen Reflexion und Streuung von eingestrahltem Laserlicht in
Abhéangigkeit von der Grof3e und Granularitéat der Zellen beruht. Durch Transfektion
in die Zelle eingefuhrte Fluoreszenzfarbstoffe emittieren nach Anregung durch einen
Laser Licht einer bestimmten Wellenlange. Anhand der Intensitat des emittierten
Lichtes der Zellen kann die Menge des intrazellularen Fluoreszenzfarbstoffes und
damit die Effizienz der Transfektion beurteilt werden. Tote Zellen kbnnen mithilfe des
Farbstoffs Pl detektiert werden, der durch die permeable Membran diffundiert und in
die DNA-Stréange interkaliert [166].

Fir die Durchflusszytometrie wurden 1x10° Zellen in 200 pl PBS/BSA resuspendiert
und vor der Messung 1 pl PI-Lésung hinzugefugt. Durchflusszytometrisch wurden die
Eigenschaften der Pl-negativer Zellen im Vorwarts- und Seitwarts-Streulicht, sowie
nach Anregung bei einer Wellenlange von 488 nm die Fluoreszenz von YFP
(Emission: 527 nm), GFP (Emission: 509 nm) und Carboxy-Fluoreszein (Emission:
517 nm) bewertet. Die Transfektionseffizienz wurde Uber die Fluoreszenzintesitét von
YFP, GFP bzw. Carboxy-Fluoreszein sowie tUber den Anteil fluoreszierender Zellen

im Vergleich zu nicht transfizierten Zellen bestimmt.

3.23.2 Cytometric bead array

Der CBA stellt eine Bead-basierte Form eines Immunoassays dar, durch die simultan
verschiedene in Losung befindliche Antigene bestimmt werden kénnen. Jede Bead-
Population mit einer definierten Fluoreszenzintensitat im roten Bereich (FL3 oder
FL4) hat einen anderen Zytokin- oder Chemokin-spezifischen Antikdrper gebunden.
Ein Phycoerythrin-konjugierter Detektionsantikorper bildet gemeinsam mit dem
Antigen Uber den jeweiligen Primarantikorper einen Komplex, der durch die
Fluoreszenz der Bead-Population im orangeroten Bereich (FL2) dem
entsprechenden Faktor zugeordnet werden kann, wobei die Fluoreszenzintensitat ein
Mal3 fur die Menge des vorhandenen Zytokins oder Chemokins ist [167].

Fur den CBA zum simultanen Nachweis von IL-6, IL-10, MCP-1, IFNy, TNFa, und
IL-12p70 wurden 15 pl Zellkulturiiberstand entsprechend den Vorschriften des

Herstellers verwendet. Als Standard dienten 1:2-Verdinnungsreihen jedes
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untersuchten Faktors mit Maxima von 5000 pg/ml und Minima von 19,53 pg/ml.
Unmittelbar vor der Verwendung wurden Pools aus jeweils 3 ul jeder
Bead-Population fir jeden Standard- oder Untersuchungsansatz hergestellt. Pro
Ansatz wurden 15 pul Probe, 15 pl Bead-Pool sowie 15 pul Detektionsreagenz
zusammengefuhrt, zwei Stunden bei RT und 120 rpm auf einem Kompaktschuttler
inkubiert, mit 1 ml Waschpuffer gewaschen und 4 min bei 398 g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, die Komplexe in 70 pl Waschpuffer resuspendiert und
am Durchflusszytometer BD FACS Canto Il mit der Software FACS Diva (Version 6)
und der Software FCAP Array™ (Version 1) analysiert.

3.24 Western-Blot

Mithilfe der Western-Blot-Methode kénnen Proteine in Zelllysaten nachgewiesen
werden, indem diese gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran
Ubertragen und nach Bindung eines antigenspezifischen Antikérper mittels
Chemilumineszenz detektiert werden [168-170].

Fur den Western-Blot wurden die Zellen zunachst mit 10 ml PBS gewaschen, gezahlt
und jeweils 3-11x10°Zellen in einem Mikroliter Western-Blot-Probenpuffer
aufgenommen. Diese Lysate wurden bis zur Verwendung bei -20°C tiefgefroren.
Nach dem Auftauen wurden die Proteine durch Erhitzen fir 5 min auf 95°C
vollstandig denaturiert. In jede Tasche des Sammelgels wurden Lysate von 5-10x10*
Zellen Uberfuhrt und durch Gelelektrophorese bei 16 mA/Gel fur 60-90 min in
einfach-konzentriertem Elektrophorese-Laufpuffer in einer Kammer fir vertikale
PAGE aufgetrennt. FUr den Transfer der Proteine wurde die PVDF-Membran 1 min in
Methanol und anschlie3end wie die zwei Schwdmmchen und zwei Blotfilterpapiere in
Transferpuffer inkubiert. Die Teile wurden beginnend mit der Kathodenseite in
folgender Reihenfolge Ubereinander geschichtet und in die Tank-Transfer-Einheit
eingebaut: Schwammchen — Blotfilterpapier — Gel mit getrennten Proteinen — PVDF-
Membran — Blotfilterpapier — Schwadmmchen.

Der Transfer erfolgte in fiir die Dauer der Ubertragung gekiihltem Transferpuffer bei
250 mA fir 55 min. Die Membran wurde aus der Transfer-Einheit entnommen, in ein
Farbeschalchen tberfihrt und wie bei allen folgenden Waschschritten zehnmal mit
10 ml PBS/Tween gewaschen. Zur Kontrolle des Transfers wurde die beladene

Membran 1 min mit einer Ponceau S-Farberldsung inkubiert, um die Proteinbanden
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auf der Membran sichtbar zu machen. Nach erneutem Waschen wurde die Membran
in PBS/Tween mit 5% Milchpulver zwei Stunden bei Raumtemperatur und 120 rpm
auf dem Kompaktschittler inkubiert, um freie Bindungsstellen auf der Membran zu
blockieren. Es folgte ein weiterer Waschschritt, bevor die Membran mit 4 ml einer
1:1000-Verdunnung des antigenspezifischen ersten Antikorpers in PBS/Tween in
einem 50 ml-Zentrifugenrohrchen tber Nacht bei 4°C und 120 rpm auf einem
Rollkippmischer inkubiert wurde. Der sekundéare Antikorper wurde nach einem
erneuten Waschschritt in einer 1:2500-Verdinnung in PBS/Tween mit einem
Gesamtvolumen von 10 ml auf die Membran gegeben und der Gesamtansatz fur
eine Stunde bei RT und 120 rpm in einem Farbeschélchen inkubiert. Nach einem
weiteren Waschschritt wurde die Membran mit 1 ml Detektionsreagenz 1 min
inkubiert und anschlieend die Chemilumineszenz bei einer Belichtungszeit von 15 s
ausgelesen. Zur GréfRenbestimmung der Proteinbanden wurde ein Marker mitgefthrt,
dessen Banden bei Auflicht, gleicher VergréRerung und einer Belichtungszeit von
1/60 s (Iris F2.8) aufgenommen wurden. Zur Detektion eines zweiten Antigens wurde
der erste Nachweiskomplex vollstandig entfernt, indem die die Membran mit 10 ml
Strip-Puffer und 174,5 pl Mercaptoethanol fur 5 min bei 50°C inkubiert und
anschlieend dreimal mit PBS gewaschen wurde.

In der vorliegenden Arbeit wurde neben der fir HDAC 5 spezifischen Bande von ca.
124 kDa eine zusatzliche unspezifische Bande detektiert. Da allerdings in der
Produktbeschreibung des Herstellers des Antikorpers eine zusatzliche unspezifische
Bande in einem Western-Blot mit Lysaten aus HEK293-Zellen dargestellt ist, eine
madgliche Kreuzreaktivitat mit HDAC4 in grol3eren Mengen bereits beschrieben wurde
und ahnliche unspezifische Doppelbanden mit einem anderen HDACS5-Antikdrper
bereits publiziert wurden [120], wurde von einer naheren Differenzierung dieser

Bande abgesehen und diese Bande in allen folgenden Western-Blots vernachlassigt.

3.25 Enzyme-linked immunosorbent assay

Als ELISA wird ein Antikdrper-basiertes Nachweisverfahren fir Proteine bezeichnet.
Dabei ist ein antigenspezifischer Antikorper an einer festen Phase gebunden, der die
entsprecheden Antigene aus einer Losung immobilisiert. Bindet ein z.B. mit kovalent
gebundenem Biotin markierter zweiter Antikorper Uber ein anderes Epitop an das

gleiche Antigen, spiegelt das durch an Streptavidin gebundene Meerrettich-
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Peroxidase umgesetzte chromogene Substrat die Menge des Antigens wider [171].

Der ELISA wurde zur Bestimmung der Konzentrationen von TNFa, IL-6 und IL-10 in
Zellkulturiberstanden verwendet. Alle Arbeitsschritte inklusive der jeweiligen
Standardverdinnungsreihe wurden nach den Angaben des Herstellers durchgefihrt.
Die Zellkulturiberstande wurden so verdiinnt, dass eine Konzentrationsbestimmung
des jeweiligen Proteins innerhalb des von der Standardreihe abgedeckten

Konzentrationsbereiches mithilfe eines Photometers fur Mikrotiterplatten moglich war.

3.26 Bioluminezenz zum Nachweis der Aktivierung des Nuklearen Faktors-kB

Durch Transfektion von Zellen mit einem Reporter-Plasmid, das flr eine Luciferase-
Sequenz aus Photinus pyralis codiert, die durch einen NFkB-abh&ngigen Promotor
reguliert wird, kann die Aktivierung des NFkB-Signalweges durch Detektion der
Biolumineszenz quantifiziert werden [172].

Zur Messung der NFkB-Aktivierung wurden jeweils gleiche Zellzahlen bei 398g fur
7 min zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und die Zellen mit 1 ml PBS
gewaschen. Nach zwei derartigen Waschschritten wurde der Uberstand vollstandig
abgenommen und die Zellen in 100 pl des im Kit enthaltenen Reporter-Lyse-Puffers
mittels Einfrieren bei -80°C und anschlielendem Auftauen lysiert. Die Lysate wurden
bei 398 g fur 1 min zentrifugiert und jeweils 20 ul des Uberstandes in eine weiRe
Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen tberfihrt. Nach Zugabe von 50 pl Lumineszenz-
Substrat wurde die Biolumineszenz in relative light units (RLU) mittels Luminometer

fir 2 s gemessen.

3.27 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der Kalkulationsprogramme
Excel™ der Firma Microsoft (Redmond, USA) sowie GraphPad Prism™ der Firma
GraphPad Software (La Jolla, USA). Fur die Berechnung von Signifikanzen zwischen
zwei zu vergleichenden Gruppen wurde der Mann-Whitney-Test ohne Annahme
einer Gaul¥‘schen Normalverteilung verwendet. Waren die p-Werte <0,05, wurde

eine Signifikanz angenommen.
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4 Ergebnisse
4.1 Nachweis der HDACS5 in murinen und humanen Makrophagen

4.1.1 In priméaren Makrophagen

Als Grundlage der weiteren Arbeit sollte zunachst nachgewiesen werden, ob HDAC5
in Makrophagen exprimiert wird und diese Expression vom Differenzierungsgrad der
Zellen abhangig ist.

Dazu wurde die HDAC5-mRNA in Lysaten von aus dem Knochmark isolierten und in
vitro zu Makrophagen differenzierten murinen Monozyten nachgewiesen. Analog
wurde die mRNA von Monozyten aus menschlichem Blut, die in vitro zu M1- oder
M2-Makrophagen differenziert worden waren, untersucht (Abb. 1).

Die PCR aus gleichen cDNA-Mengen, die Uber die vergleichbare Leuchtkraft der
typischen Banden fir das housekeeping-Gen GAPDH (murin und human: 429 bp)
bestatigt wurde, zeigte die erwarteten Banden von 230 bp bzw. 345 bp fir murine
bzw. 131 bp fur die humane HDACS. Die Differenzierung humaner Monozyten in M1-
oder M2-Makrophagen hatte keinen Einfluss auf die Expressionshéhe der HDACS.
Diese konstitutive Basisexpression war die Voraussetzung fur die Modulation der
HDACS in murinen und humanen Makrophagen.

500bp

200bp

BMM M2 M1 BMM M2 M1 M

GAPDH HDACS

Abb. 1: Expression der HDACS5 in murinen und humanen Makrophagen auf
MRNA-Ebene. Die RNA von in vitro aus murinen Knochenmarkszellen (BMM) bzw.
aus humanen peripheren CD14" Monozyten generierten Makrophagen (M1, M2)

wurde isoliert, revers transkribiert und in gleichen Mengen cDNA-Fragmente
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definierter GréRen der HDAC5 und GAPDH mittels spezifischer Primer durch PCR
amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden elektrophoretisch aufgetrennt. Das Bild ist
reprasentativ fur 1-2 Wiederholungen aus einem Experiment. Die Grof3en der PCR-
Produkte sind angezeigt. (M = DNA-Langenstandard)

4.1.2 Inden Zelllinien U937 und RAW 264.7

Im nachsten Schritt sollte gezeigt werden, ob monozytare Zelllinien, mit denen die
Funktion der HDACS5 in Makrophagen im Rahmen dieser Arbeit systematisch
untersucht werden sollte, bezogen auf die Basisexpression der HDAC5 mit primaren
Zellen vergleichbar sind.

Dazu wurden Zellen der murinen Makrophagen-Zelllinie RAW 264.7 sowie der
humanen Monozyten-Zelllinie U937 genutzt und die Expression auf Proteinebene
untersucht (Abb. 2).

Aus den Lysaten stellte sich in beiden Zelllinien eine Bande mit der erwarteten Grofe
von etwa 124 kDa dar. Eine weitere Bande (etwa 115 kDa) entsprach der durch den
Hersteller der HDACS5-spezifischen polyklonalen Antikdrperpraparation
beschriebenen Bande unklarer Zuordnung [173]. Bei vergleichbarem Proteingehalt
aus beiden Zelllinien, der durch die B-Aktin-Banden (etwa 42 kDa) nachgewiesen
wurde, war das Enzym in den murinen RAW?264.7-Zellen relativ starker exprimiert als

in den humanen U937-Zellen.

124 kDa

u93y RAWY

Abb. 2: Nachweis der HDACS in murinen und humanen Makrophagenzelllinien
auf Proteinebene. RAW 264.7- sowie U937-Zellen (1x10°) wurden lysiert und
HDACS5 auf Proteinebene mit einem spezifischen Antikérper nachgewiesen. Der
HDACS5-spezifische Antikérper wurde vollstandig entfernt, bevor im zweiten Schritt

B-Aktin ebenfalls mit einem spezifischen Antikdrper wie oben beschrieben sichtbar
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gemacht wurde. Das Bild ist reprasentativ fir drei Wiederholungen aus einem

Experiment.

4.2 Modulation der HDAC5-Expression durch pro- und anti-inflammatorische
Stimuli in RAW 264.7-Zellen als Modell fir murine Makrophagen

4.2.1 Kinetik der Wirkung von LPS

Der Einfluss eines inflammatorischen Millieus auf die Expression der HDACS in
Makrophagen wurde durch Stimulation von RAW 264.7-Zellen Uber den TLR4
untersucht (Abb. 3).

Durch Inkubation mit LPS Uber einen Zeitraum bis zu sieben Stunden wurde die
HDACS5-Expression in Relation zum housekeeping-Gen GAPDH zeitabhéngig
vermindert (Abb. 3A). Wahrend sich bereits nach einer Stunde eine signifikante
Reduktion um etwa 25% zeigte, war diese nach drei und sieben Stunden weiter
verstarkt und lag bei etwa 50% des Ausgangswertes der HDACS5-Expression.
Insbesondere bei den letzten beiden Zeitpunkten Ubersetzte sich dies in eine
signifikant zur Basisexpression verringerte absolute mRNA-Kopienzahl pro Zelle
(Abb. 3B). Nach 24 Stunden in Gegenwart von LPS normalisierte sich die HDAC5-
Expression sowohl in direktem Verhaltnis zur Expression der GAPDH (Abb. 3C) als
auch bezogen auf die Zahl relevanter HDAC5-Kopien pro Zelle auf das

Ausgangsniveau (Abb. 3D).
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Abb. 3: HDAC5-Expressionskinetik nach LPS-Stimulation tGber 7 h bzw. 24 h in
RAW 264.7-Zellen. RAW 264.7-Zellen (1x10°) wurden tber 7 (A, B) oder 24 h (C, D)
ohne LPS bzw. Uber unterschiedliche Zeitraume mit 1 pg/ml LPS inkubiert bevor
daraus die HDAC5-mRNA nach reverser Transkription mit GAPDH- bzw. HDAC5-
spezifischen Primern durch gPCR quantifiziert wurde. (A, B) Kurzzeit-Kinetik bis 7 h
und (C, D) Endpunktbestimmung der HDAC5-Expression nach 24 h in Gegenwart
von LPS. (A, C) HDACS5-Expression relativ zu GAPDH und (B, D) absolute
Kopienzahl der HDAC5-mRNA pro Zelle. (A) Mittelwerte und Einzelwerte aus vier
unabhéangigen Experimenten mit n=3-4 bzw. (B-D) zwei unabhangigen Experimenten
mit n=4. (** entspricht p<0,01; *** entspricht p<0,001)

Zur Analyse frihzeitiger Veranderungen der HDACS5-Expression wurde zusatzlich
eine Kinetik der TLR4-vermittelten Stimulation mit Abst&dnden von 10 min Uber
insgesamt 60 min durchgefuhrt. Nach 10 min in Gegenwart von LPS stieg die
HDACS5-Expression in Bezug auf die GAPDH im Vergleich zur Kontrolle ohne LPS
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um ca. 30% signifikant an (Abb. 4A). Dies blieb als Tendenz bis zu 20 min in dieser
Darstellung erhalten und zeichnete sich auch in der absoluten mRNA-Quantifikation
als Zunahme um ca. 6 Kopien pro Zelle nach 10 min ab (Abb. 4B). Danach fiel die
HDAC5-Expression bis zum Ende der Untersuchungszeit auf das Basisniveau oder
darunter (vgl. auch Abb. 3A/B).

Die Daten zur Zeitabhangigkeit des messbaren Effektes von LPS auf die HDACS5-
Expression auf mRNA-Ebene deuteten auf eine sehr schnelle Kinetik und einen
maximalen Effekt nach drei bis sieben Stunden hin. Daher konzentrierten sich die

Untersuchungen zur Wirkung anderer Faktoren auf diesen Zeitraum.
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Abb. 4: HDACS5-Expressionskinektik nach LPS-Stimulation dber 60 min in
RAW 264.7-Zellen. RAW 264.7-Zellen (1x10°%) wurden 60 min ohne LPS, bzw. 10,
20, 30, 40, 50 oder 60 min mit 1 pug/ml LPS inkubiert. Die aus mRNA revers
transkribierte cDNA wurde mit GAPDH- bzw. HDAC5-spezifischen Primern durch
gPCR amplifiziert. (A) HDACS5-Expression relativ zu GAPDH, (B) Absolute
Kopienzahl der HDAC5-mRNA pro Zelle. Mittelwerte + Standardabweichung aus

jeweils einem Experiment mit (A) n=4 bzw. (B) Duplikaten. (* entspricht p<0,05)

4.2.2 Kurzzeit-Kinetik der Wirkung von Tumornekrosefaktor a

Um einen moglichen Mediator der beobachteten HDACS5-Expressionsveranderungen
durch LPS-Stimulation zu identifizieren, wurden RAW 264.7-Zellen bis zu sieben
Stunden in Gegenwart von TNFa kultiviert und die Expression der HDACS in diesen

Zellen untersucht.
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Die Inkubation mit TNFa erzeugte keine Veranderung der HDAC5-Expression sowohl
in Realtion zu GAPDH als auch in der absoluten mRNA-Kopienzahl im Vergleich zu
den Kontrollen (Abb. 5). Ein Zusammenhang zwischen der Regulation der HDAC5-
Expression durch Inkubation mit LPS und dem TNFa-Signalweg konnte somit nicht

nachgewiesen werden.
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Abb. 5: HDAC5-Expressionkinetik in RAW 264.7 nach Inkubation mit TNFa fur
7 h. RAW 264.7-Zellen (1x10°) wurden 7 h ohne TNFa, bzw. 7, 3 oder 1 h mit
5 ng/ml TNFa stimuliert. Aus Lysaten dieser Zellen wurde die RNA isoliert und in
cDNA transkribiert. Diese wurde mithilfe HDACS5-spezifischer Primer durch qPCR
analysiert. (A) HDAC5-Expression relativ zu GAPDH nach TNFa-Stimulation. (B)
Absolute mRNA-Kopienzahl der HDAC5 pro Zelle nach TNFa-Stimulation.

Mittelwerte und Einzelwerte aus je zwei unabhangigen Experimenten in Triplikaten

4.2.3 Polarisierende, anti-inflammatorische sowie weitere pro-

inflammatorische Faktoren

Zur Detektion weiterer pro-inflammatorischer sowie polarisierender oder anti-
inflammatorischer Stimuli, die die Expression der HDAC5 in Makrophagen
beeinflussen, wurden RAW 264.7-Zellen funf Stunden mit einer Kombination von IL-4
und IL-13, M-CSF, GM-CSF, MCP-1, IFNy, einer Kombination von IL-4 und IL-6 oder
CpG-Oligonukleotiden als TLR9-Agonisten inkubiert (Abb. 6).

Die Zellkulturen in Gegenwart von IFNy und CpG zeigten eine stark verminderte
HDACS5-Expression im Vergleich zu den Kontrollen. Die Tendenz zu einer

verminderten HDAC5-Expression wurde ebenfalls fir die Kombination von IL-4 und
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IL-6 gezeigt. Alle anderen Faktoren induzierten keine Veranderung der HDACS5-
Expression.

Mit der fehlenden Wirkung der Zytokine IL-4 und IL-13 sowie von M-CSF auf die
Expression der HDAC5 war eine Beteiligung der HDAC5 an der Polarisierung von
Monozyten zum M2-Phanotyp unwahrscheinlich. Die unveranderte Expression der
HDACS in Gegenwart von IL-6 und IL-4 unterstitzte diese Vermutung. Ebenso wies
die unveréanderte Expression nach Inkubation mit MCP-1 auf keinen Zusammenhang
zwischen der Expression der HDAC5 und der Differenzierung von Monozyten zu
dendritischen Zellen bzw. der Aktivierung chemotaktischer Signalwege hin.

Im Gegensatz dazu deutete die Verminderung der Expression der HDACS durch das
pro-inflammtorische Zytokin IFNy um ca. 70% sowie durch den TLR9-Agonisten CpG
um ca. 80% in Kongruenz mit den zuvor erhobenen Daten fur LPS auf eine
Regulation der Expression der HDACS5 durch pro-inflammatorische Signalwege in
Makrophagen hin. Eine Inkubation mit GM-CSF hatte keinen Einfluss auf die
Expression der HDACS. Da die HDAC5-Expression nach Stimulation mit LPS (vgl.
auch Abb. 3A/B) und IFNy (Abb. 6) vermindert war, wurde ein Zusammenhang
zwischen der Expression der HDAC5 und der Differenzierung von Monozyten zu

einem pro-inflammatorischen Phanotyp vermutet.
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Abb. 6: HDAC5-Expressionskinetik in RAW 264.7-Zellen nach Inkubation mit
verschiedenen Faktoren fiir 5 h. RAW 264.7-Zellen (1x10°%) wurden 5 h mit einer
Kombination von IL-4 und IL-13, mit M-CSF, GM-CSF, MCP-1, IFNy, mit einer
Kombination von IL-4 und IL-6 bzw. mit CpG-Oligonukleotid stimuliert. Abgesehen
vom CpG-Oligonukleotid (500 nM) wurden alle Faktoren in einer Konzentration von
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20 ng/ml eingesetzt. Aus den Zelllysaten wurde die RNA isoliert, revers transkribiert
und die entstandene cDNA mittels HDACS5-spezifischer Primer quantifiziert.
(A) HDAC5S-Expression relativ zu GAPDH. (B) Absolute Kopienzahl an HDAC5-

MRNA pro Zelle. Mittelwerte und Einzelwerte eines Experiments in Duplikaten

4.3 Funktionalitat der HDAC5 in RAW 264.7-Zellen als Modell muriner
Makrophagen

4.3.1 Etablierung von Transfektionsbedingungen zur Plasmid-vermittelten
transienten Uberexpression der HDAC5

Um die funktionelle Bedeutung der HDACS fur die inflammatorische Antwort von
Makrophagen zu untersuchen, wurde zunachst eine Uberexpression der HDACS5 in
Makrophagen mittels Transfektion etabliert.

Zur Identifizierung optimaler Bedingungen fir die Transfektion von RAW 264-Zellen
wurden die Zellen unter Variation der Spannung und Dauer des ersten und zweiten
Pulses (Tab. 2) mit dem Plasmid pHDACS5-YFP transfiziert, das fur die humane
HDACS5 mit einem YFP-tag kodierte.

Tab. 2: Variation der elektrischen Bedingungen fur die Transfektion von
RAW 246.7-Zellen mit Plasmid-DNA. RAW 264.7-Zellen (1x10°) wurden durch
Kombinationen von zwei Pulsen mit jeweils unterschiedlicher Spannung und Dauer

mit einem Plasmid, das fur humane HDACS5 mit einem YFP-Tag kodierte, transfiziert.

Ansatz #
Puls
0 1 2 3 4 5 6 7 8
1. Spannung (V) 400 400 400 600 600 600 600 600
Zeit (us) 400 100 100 400 100 100 100 100
2. Spannung (V) 100 150 100 150 200 250
Zeit (ms) 10 10 10 10 10 10

Die Plasmid-vermittelte Fluoreszenz ermdglichte eine durchflusszytometrische

Analyse der Transfektionseffizienz und eine Ubertragung auf die Transfektion von
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pHDACS5, eines Plasmids mit annahernd gleicher GroRe aber ohne kodierende
Sequenzen fir ein fluoreszierendes Reporterprotein (Abb. 7).

Als optimale Bedingung erwies sich eine Pulskombination von 600 V tber 100 pus als
erster Strompuls und 100 V Uber 10 ms als zweiter Strompuls, da dort sowohl der
Anteil transfizierter Zellen (Abb. 7A) als auch deren mittlere Fluoreszenzintensitat
24 Stunden nach der Transfektion etwa doppelt so hoch wie bei einer Transfektion
mit einem einfachen Puls von 400 V uber 400 ms war (Abb. 7B). Die Proliferation der
Zellen war bei allen Transfektionsansatzen gegeniber den untransfizierten
Kontrollen deutlich eingeschrankt auf maximal 10% der Zellzahl ohne
Elektroporation, jedoch waren 24 Stunden nach der Transfektion immer noch Uber
50% der urspriinglich eingesetzen Zellen (1x10°) und damit etwa ahnlich viele Zellen
wie bei allen anderen Transfektionsansatzen unter den oben genannten optimalen
Bedingungen vital (Abb. 7C).

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden 600 V Uber 100 ps als erster Strompuls und
100 V uber 10 ms als zweiter Strompuls als Bedingungen fur die Transfektion von
pHDACS zur Uberexpression der HDAC5 in RAW 264.7-Zellen mit dem Ziel der
Untersuchung der regulatorischen Funktion der HDACS5 in der Immunantwort von

Makrophagen festgelegt.
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Abb. 7: Definition optimaler Bedingungen fur die Transfektion von RAW 264.7-
Zellen zur Uberexpression der HDACS. Nach der oben beschriebenen
Transfektion von RAW 264.7-Zellen (1x10°) wurden 24 Stunden spater (A) der Anteil
transfizierter Zellen unter den Pl-negativen und (B) die mittlere Fluoreszenzintensitat
der Plasmid-vermittelten YFP-Produktion durchflusszytometrisch untersucht sowie
(C) die Zahl vitaler Zellen bestimmt. Mittelwerte = Standardabweichung aus 1-3
unabhéangigen Experimenten mit n=3-7. Die Transfektionsbedingungen der Ansatze

sind in Tabelle 2 wiedergegeben.

4.3.2 Kinetik der transienten Uberexpression der HDAC5

Fur die Untersuchung funktioneller Effekte der HDACS in Makrophagen wurde eine
Uberexpression der HDACS5 in RAW 264.7-Zellen durch Transfektion mit pHDACS,
das fur murines HDAC5 mit einem HA-tag kodierte, unter den zuvor ermittelten
optimalen Elektroporationsbedingungen etabliert. Der Nachweis der Uberexpression

erfolgte auf mMRNA- und Protein-Ebene.
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Relativ zu GAPDH war bereits drei Stunden nach der Transfektion die mRNA-
Expression der HDAC5 im Vergleich zu den Kontrollen ca. 10fach gesteigert
(Abb. 8A). Auch die absolute mRNA-Kopienzahl war drei Stunden nach der
Transfektion auf ca. das 7fache der Ausgangsexpression erhdht. Sechs Stunden
nach der Transfektion betrug die Steigerung der HDAC5-Expression weiterhin etwa
das 4fache der Basisexpression und neun Stunden nach der Transfektion war immer
noch eine ungefahr verdoppelte Expression der HDAC5 nachweisbar (Abb. 8B).
Nach 24 Stunden kehrte die Expression der HDAC5 wieder zum Basisniveau zurtick
(Daten nicht gezeigt).

Auf Protein-Ebene war eine der rekombinanten HDACS5 entsprechende Bande
(ca.130 kDa) 24 Stunden nach der Transfektion mit einem HA-spezifischen
Antikdrper deutlich detektierbar (Abb. 8C).

Durch den Nachweis einer transienten Uberexpression der HDACS5 war ein Zeitraum
um 24 Stunden nach der Transfektion von RAW 264.7-Zellen mit pHDACS als
Beginn von Untersuchungen zum funktionellen Einfluss der HDACS5 in diesen Zellen

geeignet.
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Abb. 8: Nachweis der Uberexpression der HDACS5 in RAW 264.7-Zellen auf
mMRNA- und Proteinebene. RAW 264.7-Zellen (1x10°) wurden mit pHDACS5

transfiziert. (A,B) Fur den Nachweis auf mMRNA-Ebene wurden die Zellen drei, sechs
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bzw. neun Stunden nach der Transfektion lysiert, die mMRNA revers transkribiert und
mithilfe HDAC5-spezifischer Primer quantifiziert. (A) HDAC 5-Expression relativ zu
GAPDH. (B) Absolute Kopienzahl an HDAC 5-mRNA pro Zelle. Mittelwerte *
Standardabweichung des Mittelwerts aus einem Experiment mit n=3. (C) Das
HDACS5-Fusionsprotein wurde 24 Stunden nach der Transfektion Gber den HA-tag
durch einen HA-spezifischen Antikorper nachgewiesen. 3-Aktin wurde ebenfalls mit
einem spezifischen Antikdrper sichtbar gemacht. Das Bild zeigt drei unabhangige

Ansatze aus einem Experiment.

4.3.3 Einfluss der transienten Uberexpression der HDACS5 auf die Sekretion

pro- und anti-inflammatorischer Faktoren

Die Uberexpression der HDAC5 ermdglichte eine Untersuchung der regulatorischen
Funktion der HDACS in der inflammatorischen Reaktion von Makrophagen durch
Analyse pro- sowie anti-inflammatorischer Proteine in Uberstanden von RAW 264.7-
Zellen nach Inkubation mit LPS.

Im Vergleich zu Zellen, die ohne Plasmid elektroporiert wurden, war die Sekretion
von TNFa durch HDACS5-uberexprimierende Zellen auf (ber 3000 pg/ml etwa
vervierfacht (Abb. 9A), von MCP-1 verdreifacht (Abb. 9B) und von IL-10 ebenfalls
vierfach erhoéht (Abb. 9C). Die Sekretion von IL-6 wurde durch die Uberexpression
der HDACS nicht verandert (Abb. 9d).

Die vermehrte Produktion der Faktoren TNFa und MCP-1 deutete auf einen pro-
inflammatorischen Einfluss der HDACS auf die Immunantwort von Makrophagen hin.
Gleichzeitig verwies die erhohte Sekretion von IL-10 jedoch auch auf einen
mdoglichen anti-inflammatorischen Effekt der HDACS5, der eine uberschieRende
Immunantwort inhibiert. Der fehlende Effekt der HDACS5 auf die Sekretion von IL-6
verdeutlichte, dass die Uberexpression der HDAC5 keine globale Ausschittung von
inflammatorischen Faktoren bewirkte, sondern ausgewahlte Signalwege aktivierte.
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Abb. 9: Sekretion inflammatorischer Zytokine nach HDAC5-Uberexpression in
Makrophagen. RAW 264.7-Zellen (5x10°) wurden 30 h nach Elektroporation mit und
ohne pHDACS fur 16 h mit 1 pg/ml LPS stimuliert und danach in den Zelliiberstanden
die Konzentration von (A) TNFa, (C)IL-10, und (D) IL-6 mittels ELISA sowie
(B) MCP-1 mittels CBA bestimmt. Mittelwerte und Einzelwerte aus 3-4 unabhangigen
Experimenten mit n=1-3 (* entspricht p<0,05; *** entspricht p<0,001)

Zum Ausschluss einer Verunreinigung der Plasmidpraparationen mit LPS und zum
Nachweis der Abhangigkeit der Zytokinveranderungen von der Uberexpression eines
intakten HDACS5-Proteins, wurden drei Varianten verschiedener Mutationen in
pHDACS eingefuhrt. Die erste Variante ergab durch Deletion des Adenosinrestes im
Startcodon der HDACS eine Frameshift-Mutation um eine Base (pHDAC5-FS1); die
zweite durch Deletion des Adenosinrestes und Thymidinrestes im Startcodon der
HDACS eine Frameshift-Mutation um zwei Basen (pHDAC5-FS2). Beide Frameshift-
Mutationen sollten eine korrekte Translation der HDAC5-Sequenz und somit die
Bildung eines HDAC5-Proteins aus dem Vektor verhindern. Bei der dritten Mutation

wurde der 885. Aminosaurerest des HDAC5-Molekuils Histidin durch Phenylalanin
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ersetzt, um dadurch selektiv die funktionelle Doméane des HDACS5-Proteins zu
inaktivieren (P HDAC5AHDAC). Alle Mutationen der murinen HDAC5-Sequenz in den
Plasmiden wurden durch Sequenzierung bestatigt.

Die Transfektion mit pHDAC5-FS1 fihrte nach LPS-Stimulation zu einer
Konzentration von TNFa im Zelliberstand, die ca. 40% geringer als nach der
Transfektion mit dem Ursprungsplasmid war und damit der Konzentration nach einer
Elektroporation ohne Plasmid entsprach (Abb. 10). Wurden die RAW 264.7-Zellen
mit pHDAC5-FS2 transfiziert, war die TNFa-Konzentration im Vergleich zu Zellen, die
mit dem Ausgangsplasmid transfiziert wurden, ebenfalls signifikant um ca. 20%
verringert. Auch die Transfektion mit pHDAC5AHDAC bewirkte eine Reduktion der
TNFa-Sekretion um ca. 30%. Wurden die Zellen nach der Transfektion ohne LPS
inkubiert, war kein TNFa im Zelliiberstand nachweisbar (Daten nicht gezeigt).

Die signifikante Verminderung der TNFa-Sekretion durch die Frameshift-Mutationen
der HDACS5 annahernd auf das Basisniveau schloss eine Verunreinigung der
Plasmidpraparationen als Ursache der vermehrten Sekretion pro-inflammatorischer
Faktoren durch die Transfektion mit pHDACS5 aus. Durch die ebenfalls gegeniber
dem Ursprungsplasmid deutlich  verminderte =~ TNFa-Konzentration im
Zellkulturiberstand nach Transfektion mit pHDAC5AHDAC konnte dartber hinaus
angenommen werden, dass der pro-inflammatorische Effekt der HDACS5 in der

Immunantwort von Makrophagen von einer intakten HDAC-Domane abhangig ist.
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Abb. 10: TNFa-Sekretion von Makrophagen nach Transfektion mit
verschiedenen inaktivierenden Mutationen der HDACS5 im Plasmid pHDACS.
RAW 264.7-Zellen (1x10°) wurden mit pHDACS5, pHDAC5-FS1, pHDAC5-FS2 oder
pHDACS5AHDAC transfiziert. Nach 16 h Kultur in Gegenwart von LPS wurde die
TNFa-Konzentration im Zelliberstand mittels ELISA bestimmt. Mittelwerte
+ Standardabweichung aus einem Experiment mit n=4-5 (* entspricht p<0,05)

4.3.4 Regulation der Aktivierung des NFkB-Signalwegs durch transiente
Uberexpression der HDAC5

Da die Uberexpression der HDAC5 in RAW 264.7-Zellen eine vermehrte Sekretion
pro-inflammatorischer Zytokine induzierte und der NFkB-Signalweg als wichtiger
Regulationsmechanismus der inflammatorischen Immunantwort von Makrophagen
bekannt ist [174], wurde eine mogliche Beeinflussung der Aktivitdt von NFkB durch
HDACS in RAW 264.7-Zellen untersucht.

RAW 264.7-Zellen wurden mit pHDACS5 und pNFkB-Luc, einem NFkB-Reporter-
Plasmid, ko-transfiziert. Nach Kultur in Gegenwart von LPS fir eine bzw. 16 Stunden
wurde das Ausmal3 der Aktivierung von NFkB Uber die Luziferaseaktivitat bestimmit.
Nach einer Stunde in Gegenwart von LPS zeigte sich eine um ca. 75% signifikant

gesteigerte NFkB-Aktivierung in den HDAC5-Uberexprimierenden Zellen im Vergleich
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zu den Kontrollen (Abb. 11A). Nach 16 Stunden Inkubation mit LPS entsprach die
NFkB-Aktivierung in den Zellen, die mit dem pHDACS5 ko-transfiziert waren,
wiederum dem Niveau in den Kontrollen (Abb. 11B).

Die Aktivierung von NFkB durch die Uberexpression der HDAC5 deutete auf eine
Beteiligung des NFkB-Signalweges an der pro-inflammatorischen Funktion der
HDACS in Makrophagen hin. Da bei einer langeren Kultur in Gegenwart von LPS
keine vermehrte Aktivierung von NFkB gegeniber den Kontrollen nachweisbar war,
schien die vermehrte Expression der HDACS5 nur eine kurzfristige Hochregulation von

NFkB zu bewirken.
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Abb. 11: NFkB-Aktivierung nach Uberexpression der HDAC5 in RAW 264.7-
Zellen. RAW 264.7-Zellen (1x10°) wurden mit pHDAC5 und pNFkB-Luc
kotransfiziert. Ansatze, die nur mit pNFkB-Luc transfiziert waren, dienten als
Kontrolle. Nach 30 h wurden die Zellen fur (A) 1 h bzw. (B) 16 h mit 1 pg/ml LPS
stimuliert und die Biolumineszenz im Luminometer gemessen. Mittelwerte und

Einzelwerte aus zwei unabhangigen Experimenten mit n=3-4. (*** entspricht p<0,001)

4.3.5 Etablierung von Transfektionsbedingungen zum siRNA-vermittelten
transienten knock down der HDAC5-Expression

Um die funktionellen Effekte, die durch die Uberexpression der HDACS5 in

Makrophagen gezeigt wurden, zu bestéatigen, wurde ein HDAC5-knock down in

RAW 264.7-Zellen etabliert.

Die optimalen Bedingungen zur Transfektion von RAW 264.7-Zellen mit SiRNA

wurden ermittelt, indem die Zellen unter Variation der Spannung und Dauer des
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ersten und zweiten Pulses der Elektroporation mit einer grin fluoreszierenden

Kontroll-siRNA transfiziert wurden (Tab. 3).

Tab. 3: Variation der elektrischen Bedingungen fur die Transfektion von
RAW 246.7-Zellen mit siRNA. RAW 264.7-Zellen  (1x10% wurden durch
Kombinationen von zwei Pulsen mit jeweils unterschiedlicher Spannung und Dauer
mit 120 pmol grin fluoreszierender Kontroll-siRNA transfiziert. Ein Kontrollansatz (0)
erhielt weder Strompulse noch siRNA.

Puls Ansatz #
1 2 3 4 5
1. Spannung (V) 400 600 600
Zeit (us) 100 400 100
2. Spannung (V) 100 100
Zeit (ms) 10 10

Wie schon bei der Transfektion mit Plasmiden war die Kombination eines ersten
Pulses von 600 V Uber 100 ps mit einem zweiten von 100 V Uber 10 ms besonders
geeignet, da unter diesen Konditionen die mittlere Fluoreszenzintensitat gegenuber
dem Basisniveau um ca. 70% gesteigert war bei einer lediglich um 10% reduzierten
Zellzahl gegenuber den Kontrollen (Abb. 12).

Anhand dieser Daten konnte im Folgenden ein transienter knock down der HDACS in
RAW 264.7-Zellen fur funktionelle Analysen der regulatorischen Funktion der HDAC5

in Makrophagen etabliert werden.
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Abb. 12: Definition optimaler Elektroporationsbedingungen fur den knock
down der HDAC5 in RAW 264.7-Zellen. RAW 264.7-Zellen (1x10°%) wurden unter
Variation der Spannung und Dauer des ersten und zweiten Pulses der
Elektroporation mit einer grin fluoreszierenden Kontroll-siRNA transfiziert. Nach 24 h
wurde (A) die Transfektionseffizienz durchflusszytometrisch anhand der mittleren
Carboxy-Fluorescein-Fluoreszenzintensitat der Zellen sowie (B) die Zellzahl ermittelt.
Mittelwerte + Standardabweichung aus zwei unabhangigen Experimenten mit
Duplikaten bzw. Triplikaten. Die Transfektionsbedingungen der Ansétze sind in
Tabelle 3 wiedergegeben.

4.3.6 Kinetik des transienten knock down der HDAC5

Unter den optimalen Bedingungen fir die Transfektion von RAW 264.7-Zellen mit
siRNA wurde ein knock down der HDACS in diesen Zellen durchgefihrt und die
Auswirkungen der verminderten Expression der HDACS auf das inflammatorische
Potential von Makrophagen charakterisiert.

Der Erfolg des knock down wurde auf mRNA- und Proteinebene kontrolliert
(Abb. 13). Die relative mRNA-Expression der HDAC5 war 24 Stunden nach der
Transfektion im Vergleich zu den Kontrollen um ca. 80% reduziert. Nach 48 Stunden
war immer noch eine Reduktion um ca. 70% nachweisbar (Abb. 13A). Die Inhibition
der Expression der HDAC5 wurde auch in der absoluten mRNA-Kopienzahl pro Zelle
durch eine Verminderung auf unter 30% nach 24 Stunden und unter 50% der
Basisexpression nach 48 Stunden bestatigt (Abb. 13B). Ubereinstimmend konnte auf
Proteinebene eine deutliche Abnahme der Proteinmenge durch Fehlen der HDAC5-

Bande bei ca. 124 kDa im Vergleich zu den Kontrollen nach 24 Stunden gezeigt
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werden (Abb. 13C). Auch 48 Stunden nach der Transfektion war in den knock down-
Ansatzen nur eine sehr schwache HDAC5-Bande im Vergleich zu den Kontrollen
nachweisbar (Daten nicht gezeigt).

Der Nachweis eines transienten knock down der HDACS5 uber 48 Stunden
ermdglichte die weiterfihrende Untersuchung des Einflusses einer fehlenden
HDACS5-Expression auf die Immunantwort von Makrophagen innerhalb dieses

Zeitraums.
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Abb. 13: Nachweis des HDAC5-knock down in RAW 264.7-Zellen auf mRNA-
und Proteinebene. RAW 264.7-Zellen (1x10°) wurden mit einem Gemisch aus zwei
spezifischen HDAC5-siRNAs bzw. einer Kontroll-siRNA transfiziert. (A,B) Nach 24
bzw. 48 Stunden wurde die HDAC5-mRNA mithilfe HDAC5-spezifischer Primer (A)
relativ zu GAPDH und (B) als absolute Kopienzahl quantifiziert. Mittelwerte *
Standardabweichung aus einem Experiment mit Triplikaten. (C) Auf Proteinebene
wurde 24 Stunden nach Transfektion die HDAC5 mit einem spezifischen HDAC5-
Antikorper detektiert. Als Ladungskontrolle wurde B-Aktin sichtbar gemacht. Das Bild

reprasentiert drei unabhangige Ansatze aus einem Experiment.
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4.3.7 Einfluss des transienten knock down der HDACS auf die Sekretion pro-

und anti-inflammatorischer Faktoren

Um die funktionellen Ergebnisse der Uberexpression der HDAC5 in Makrophagen zu
bestatigen und eine unspezifische Aktivierung der Makrophagenzelllinie durch die
Transfektion selbst auszuschlie3en, wurde die Sekretion pro- und anti-
inflammatorischer Faktoren von RAW 264.7-Zellen nach knock down der HDACS5
untersucht.

Die Konzentration von TNFa war gegentuiber den Kontrollen durch den HDAC5-knock
down von ca. 2500 pg/ml auf unter 900 pg/ml signifikant reduziert (Abb. 14A).
Ebenso wurde die Konzentration von MCP-1 durch den knock down der HDAC5
gegenuber den Kontrollen mehr als halbiert (Abb. 14B). Die Sekretion von IL-10
(Abb. 14C) und IL-6 (Abb. 14D) war im Vergleich zu den Kontrollen hingegen nicht
verandert.

In Ubereinstimmung mit den Daten aus der Uberexpression der HDACS5 fiihrte eine
verminderte Expression der HDAC5 zu einer Reduktion der Sekretion pro-
inflammatorischer Zytokine. Die Sekretion von IL-6 wurde durch den knock down wie
bereits durch die Uberexpression der HDACS5 nicht verandert und bestatigte somit,
dass eine Modulation der Expression der HDACS5 nicht zu einer globalen Aktiverung
bzw. Inhibition der Zytokinsekretion fuhrt.

Im Gegensatz zur Uberexpression der HDAC5 bewirkte die verminderte Expression
keine Verédnderung der IL-10-Sekretion. Zusammenfassend deutet die funktionelle
Analyse der verdnderten HDAC5-Expression auf eine pro-inflammatorische Funktion
der HDACS in Makrophagen hin.
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Abb. 14: Sekretion inflammatorischer Zytokine nach knock down der HDACS in
Makrophagen. RAW 264.7-Zellen (1x10°) wurden mit Kontroll-siRNA bzw. HDACS-
spezifischer siRNA transfiziert und 30 h nach der Transfektion fir 16 h mit 1 pg/ml
LPS inkubiert. In den Zelliberstanden wurde die Konzentration von (A) TNFa, (C) IL-
10 und (D) IL-6 mittels ELISA sowie von (B) MCP-1 mittels CBA ermittelt. Mittelwerte
und Einzelwerte aus 3 bzw. 4 unabhangigen Experimenten mit n=1-3 (* entspricht
p<0,05; *** entspricht p<0,001)

4.3.8 Aktivierung des NFkB-Signalwegs durch transienten knock down der
HDAC5

Aufgrund des steigernden Effekts der HDAC5-Uberexpression auf die Aktivierung
von NFkB wurde untersucht, ob auch die Abwesenheit funktioneller HDACS5 die
Aktivierung von NFkB in RAW 264.7-Zellen nach Inkubation mit LPS beeinflusst.

Die Aktivierung des NFkB-Signalweges wurde durch die verminderte Expression der
HDACS im Vergleich zu den Kontrollen weder nach Inkubation mit LPS uber eine
noch Uber 16 Stunden verandert (Abb. 15).
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Im Gegensatz zur Uberexpression der HDAC5 entsprach die NFkB-Aktivierung bei
eingeschrankter HDACS5-Expression dem Basisniveau durch LPS-Stimulation. Ein
direkter Zusammenhang zwischen der NFkB-Aktivitdit und einer verminderten

HDAC5-Expression konnte somit nicht festgestellt werden.
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Abb. 15: NFkB-Aktivierung nach knock down der HDACS5 in Makrophagen.

RAW 264.7-Zellen (1x10% wurden mit HDACS5-spezifischer siRNA bzw. Kontroll-
SIRNA und einem NFkB-Reporter-Plasmid kotransfiziert und 30 h nach der
Transfektion fur A) 1 h bzw. B) 16 h mit LPS inkubiert, bevor die Aktivitat von NFkB
mittels Biolumineszenz ermittelt wurde. Mittelwerte und Einzelwerte aus zwei

unabhangigen Experimenten mit n=2-4

4.3.9 Einfluss von simultaner HDAC5-Uberexpression und -knock down auf

die Sekretion pro-inflammatorischer Faktoren

Die Abhangigkeit der Sekretion pro- und anti-inflammatorischer Zytokine durch
Makrophagen von der HDACS5-Expression sollte durch Kombination der
Uberexpression mit dem knock down der HDACS5 bekréftigt werden.

Die Transfektion von RAW 264.7-Zellen mit pHDACS allein resultierte in einer hohen
TNFa-Konzentration (Abb. 16A; vgl. auch Abb. 9A). Eine Kotransfektion mit Kontroll-
SiRNA hatte keinen weiteren Effekt auf die Sekretion von TNFa, wohingegen die
Kotransfektion mit HDAC5-spezifischer siRNA die steigernde Wirkung der Plasmid-
vermittelten HDACS5-Uberexpression auf die Produktion von TNFa um ca. 30%
verminderte. Die Transfektion mit der HDAC5-spezifischen siRNA verdeutlichte, dass
die Aufhebung des steigernden Effektes der Uberexpression durch die

Kotransfektion mit der HDAC5-siRNA nur partiell war, da die Transfektion mit der
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HDACS5-siRNA allein zu einer Verminderung der TNFa-Konzentration von tber 75%
gegeniiber der nach Uberexpression der HDACS fiihrte (Abb. 16A).

Der gleiche Zusammenhang wurde auch fur die Sekretion von MCP-1 gezeigt:
Wiederum bewirkte die Transfektion mit pHDACS5 eine hohe Chemokinsekretion (vgl.
auch Abb. 9B) und die Kotransfektion mit Kontroll-siRNA verédnderte diesen Effekt
nicht. Die Kotransfektion mit der HDAC5-spezifischen siRNA zeigte hingegen wie
schon bei der Untersuchung von TNFa die Tendenz zu einer Reduktion der MCP-1-
Konzentration um ca. 50% gegentiber der alleinigen Plasmid-Transfektion. Der Effekt
der Plasmid-vermittelten Uberexpression der HDAC5 wurde durch die Kotransfektion
mit HDACS5-spezifischer siRNA gegenuber der Kontrolle mit einer alleinigen
Transfektion der HDAC5-siRNA nur partiell aufgehoben (Abb. 16B).

Die Sekretion der pro-inflammatorischen Faktoren TNFa und MCP-1 durch
RAW 264.7-Zellen zeigte eine deutliche Abhangigkeit von der Hohe der HDAC5-
Expression und verwies damit auf eine zentrale regulatorische Funktion der HDAC5

in der inflammatorischen Antwort von Makrophagen.
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Abb. 16: Abh&ngigkeit der Sekretion pro-inflammatorischer Faktoren von der
HDACS5-Expression in RAW 264.7-Zellen. RAW 264.7-Zellen (1x10°%) wurden mit
pHDACS allein transfiziert oder mit pHDAC5 und HDACS5-spezifischer siRNA bzw.
Kontroll-siRNA kotransfiziert. Die Transfektion mit HDAC5-spezifischer siRNA diente
als Kontrolle. Nach 30 h wurden die Zellen 16 h mit LPS stimuliert und in den
Zelliberstanden die Konzentration von (A) TNFa mittels ELISA bzw. (B) MCP-1
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mittels CBA bestimmt. Mittelwerte und Einzelwerte aus drei unabhéangigen

Experimenten mit n=1-3 (* entspricht p<0,05; *** entspricht p<0,001)

4.4 Einfluss der Expressionsmodulation der HDAC5 auf die Expression
anderer HDACs

4.4.1 Kinetik der Wirkung von LPS auf die Basisexpression der HDACs
Aufgrund der veradnderten Expression der HDACS5 in RAW 264.7-Zellen durch Kultur

in Gegenwart von LPS (vgl. Abb. 3), sollte untersucht werden, ob LPS auch die
Expression anderer HDACs beeinflusst.

Die Expression der HDACs 4, 6, 7, 8, 9, 10 und 11 wurde ahnlich wie HDACS durch
die Stimulation mit LPS vermindert. Dabei zeigten die HDACs 4, 6, 7, 9 und 10
parallel zur HDAC5 eine zeitabhéngige Verminderung der Expression mit einer
maximalen Abnahme von ca. 70% nach sieben Stunden. Die Expression der HDACS8
wurde bereits nach einer Stunde Kultur in Gegenwart von LPS auf ca. 40% der
Basisexpression gesenkt und behielt dieses Expressionsniveau auch nach drei und
sieben Stunden bei. Die Verminderung der Expression der HDAC11 erreichte nach
drei Stunden ihr Maximum von ca. 80% und zeigte nach sieben Stunden wieder eine
leicht ansteigende Tendenz.

Im Gegensatz zu den bisher genannten HDACs wurde die Expression der HDACs 1,
2 und 3 durch die Kultur in Gegenwart von LPS erhdht. So war die Expression der
HDAC1 und 2 nach drei Stunden mehr als verdoppelt. Die Expression der HDAC3
wurde bereits nach einer Stunde auf das Funffache gesteigert. Nach sieben Stunden
Inkubation erreichte die Expression der drei genannten HDACs wiederum ungefahr
das Ausgangsniveau unstimulierter Kontrollen (Abb. 17).

Zusammenfassend wiesen diese Ergebnisse aufgrund der dhnlichen Modulation der
Expression der HDACs einer funktionellen Klasse durch die LPS-Stimulation auf eine
mdogliche Interaktion oder gemeinsame Funktion der HDACs einer funktionellen

Klasse in Makrophagen hin.
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Abb. 17: Expressionsmodulation anderer HDACs durch Inkubation mit LPS.

RAW 264.7-Zellen (1x10°) wurden 7 h ohne, bzw. 7 h, 3 h oder 1 h in Gegenwart von

LPS kultiviert. AnschlieBend wurde die RNA der einzelnen HDACs mit den jeweiligen
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spezifischen Primern quantifiziert. Mittelwerte und Standardabweichung aus 1-2

unabh&ngigen Experimenten mit n=2-4

4.4.2 Einfluss der transienten Uberexpression der HDAC5

Um eine mogliche Interaktion der HDAC5 mit anderen HDACs zu untersuchen,
wurde der Einfluss der Expressionshohe der HDAC5 auf andere HDAC-Subtypen
charakterisiert, indem in HDAC5-Uberexprimierenden Zellen die Expression der
anderen HDACs quantifiziert wurde.

Die Plasmid-vermittelte Uberexpression der HDAC5 wurde durch eine mehr als
verdoppelte Expression gegenuber den Kontrollen bestétigt. Die Expression der
HDAC1 wurde durch die vermehrte Expression der HDAC5 um 50% gesteigert.
Ebenso wurde auch die Expression der HDAC3 um 25% erhoht. Im Gegensatz dazu
wurde die Expression der HDAC4 und 10 um ca. 25% reduziert. Die Expression der
HDAC9 wurde um 50% und die der HDAC11 um 75% gegeniuber den Kontrollen
durch die Uberexpression der HDAC5 vermindert. Die Expression der anderen
HDACs war gegenuber den Kontrollen unverandert (Abb. 18). Diese Ergebnisse
unterstiutzen somit die Vermutung, dass HDAC5 mit anderen HDAC-Subtypen

interagiert.
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Abb. 18: Einfluss der transienten Uberexpression der HDAC5 auf die
Expression anderer HDACs. RAW 264.7-Zellen (1x10°%) wurden 9 h nach der
Transfektion mit pHDACS lysiert und die mRNA der einzelnen HDACs mittels jeweils
spezifischer Primer quantifiziert. Zellen, die ohne Plasmid elektroporiert worden
waren, dienten als Kontrolle (100%). Mittelwerte + Standardabweichung aus einem

Experiment mit n=2-3

4.4.3 Einfluss des transienten knock down der HDAC5

Die fur die Uberexpression bereits gezeigten Effekte einer Expressionmodulation der
HDACS5 auf die Expression anderer HDACs in Makrophagen sollten durch
Expressionsanalysen der einzelnen HDAC-Subtypen in RAW 264.7-Zellen nach
selektivem knock down der HDACS5 bestéatigt werden.

Der Erfolg des selektiven knock down der HDACS5 wurde durch eine Abnahme der
Expression auf ca. 20% der Basisexpression bestatigt. Die Expression der HDACS,
4, 6 und 8 war durch die verminderte Expression der HDAC5 um ca. 20% gegenuber
den Kontrollen vermindert. Ebenso wurde die Expression der HDAC10 um ca. 30%
reduziert. Im Gegensatz dazu war die Expression der HDAC2 um ca. 10%, der
HDAC7 um ca. 25% und der HDAC9 um mehr als 50% durch die Inhibition der
Transkription der HDACS5 gesteigert. Die Expression der anderen HDAC-Subtypen
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wurde durch die Modulation der HDACS5-Expression hingegen nicht verandert
(Abb. 19).

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der HDAC5-Uberexpression filhrte der knock
down der HDAC5 nicht zu gleichgerichteten Veradnderungen der HDACs einer
funktionellen Klasse, da einzelne HDACs der Klassen | und Il vermehrt, andere

HDACSs derselben Klassen hingegen vermindert exprimiert wurden.
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Abb. 19: Einfluss des knock down der HDACS5 auf die Expression anderer
HDACs. RAW 264.7-Zellen (1x10°) wurden mit Kontroll-siRNA (100%) bzw. HDAC5-
spezifischer siRNA transfiziert. Nach 24 h wurde die mRNA der einzelnen HDACs
mittels spezifischer Primer quantifiziert. Mittelwerte + Standardabweichung aus

einem Experiment mit n=2-3

In Zusammenschau der Ergebnisse der Uberexpression und des knock down der
HDACS5 waren insbesondere die Expressionsmodulationen der HDAC3 und 9 durch
die Variation der HDAC5-Expression konsistent. So wurde die Expression der
HDAC3 gleichgerichtet zu HDACS5 veréandert und deutete somit auf eine direkte
Abhéngigkeit der Expression der HDAC3 von der vorhandenen HDACS5-
Proteinmenge in Makrophagen hin. Die Veranderung der Expression der HDAC9 war

hingegen der der HDACS5 entgegengesetzt und verwies auf eine Inhibition der
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HDAC9 durch HDAC5 oder eine Gegenregulation zur Kontrolle einer
UberschieRenden Aktivierung der HDACSs der Klasse 1l (Tab. 4).

Tab. 4. Einfluss der Expressionsmodulation der HDAC5 auf die Expression
anderer HDACs

HDAC- HDAC# Verédnderung in Gegenwart von
Klasse HDACS5-Uberexpression HDAC5-knock down

| 1

!

O© N O M O WO DN P

[ERN
o

A\ 11

]l 2 5 « |« « —

1 = erhoht, — = unverandert, | = vermindert

45 Funktionalitat der HDAC5 in U937-Zellen als Modell fir humane

monozytare Zellen

451 Kinetik des siRNA-vermittelten transienten knock down der HDAC5

Die Ubertragbarkeit der bisherigen Ergebnisse aus murinen Zellen auf humane
Zellen wurde mithilfe eines HDAC5-knock down in der humanen U937-Zelllinie
Uberpruft.

Die fur die Elektroporation von U937-Zellen optimalen Bedingungen waren bereits
durch T. Stroh aus der Arbeitsgruppe (perstnliche Mitteilung) bekannt. Der Erfolg
des knock down der HDACS5 wurde auf mRNA- und Proteinebene nachgewiesen.

Die  mRNA-Quantifizierung zeigte eine deutliche Verminderung der HDACS5-
Expression um ca. 80% nach 24 Stunden und tber 60% nach 48 Stunden gegenuber
Zellen, die mit einer Kontroll-siRNA transfiziert worden waren (Abb. 20A). Auf

Proteinebene konnte die stark verminderte HDAC5-Expression ebenfalls belegt
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werden, da die HDAC5-Bande bei 124 kDa im Vergleich zu den Kontrollen nach 24
Stunden nicht und nach 48 Stunden nur sehr schwach nachweisbar war (Abb. 20B).

Der Nachweis des HDAC5-knock down bis zu 48 Stunden ermdéglichte Analysen der
regulatorischen Funktion der HDACS5 in der Immunantwort von U937-Zellen innerhalb

dieses Zeitraums als Modell fir humane Makrophagen.
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Abb. 20: HDAC5-knock down in U937-Zellen. U937-Zellen (1x10°) wurden mit
HDACS5-spezifischer siRNA bzw. Kontroll-siRNA transfiziert. Nach 24 h bzw. 48 h
wurde (A) die HDAC5-mRNA mittels HDAC5-spezifischer Primer quantifiziert.
Mittelwerte + Standardabweichung der Mittelwerte aus einem Experiment mit
Duplikaten bzw. Triplikaten. Zu den gleichen Zeitpunkten wurde (B) die HDACS5-
Proteinmenge mithilfe eines HDAC5-spezifischen Antikdrpers detektiert. Nach
vollstandiger Entfernung des HDAC5-spezifischen Antikérpers wurde B-Aktin mithilfe
eines spezifischen Antikérpers nachgewiesen. Das Bild zeigt jeweils zwel

unabhangige Ansatze aus einem Experiment.
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45.2 Einfluss des transienten knock down der HDACS5 auf die Sekretion von
TNFa

Die Ergebnisse der regulatorischen Analysen in den murinen RAW 264.7-Zellen
wiesen auf eine pro-inflammatorische Funktion der HDACS in Makrophagen der
Maus hin. Um zu prifen, ob auch in humanen Makrophagen eine derartige Funktion
der HDACS vorhanden ist, wurde der Effekt des knock down der HDACS5 auf die
Sekretion von TNFa untersucht.

In Ubereinstimmung mit den Daten aus dem murinen Modell wurde die TNFa-
Konzentration im Uberstand der U937-Zellen durch den HDAC5-knock down im
Vergleich zu Zellen, die mit einer Kontroll-siRNA transfiziert worden waren, halbiert
(Abb. 21).

Aufgrund des vergleichbaren Effekts des knock down der HDACS in den humanen
und murinen Makrophagen konnte eine Ubertragbarkeit der funktionellen und
regulatorischen Mechanismen aus den Ergebnissen des murinen Modells auf

humane Makrophagen angenommen werden.
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Abb. 21: TNFa-Sekretion nach HDAC5-knock down in U937-Zellen. U937-Zellen
(1x10°) wurden nach der Transfektion mit HDAC5-spezifischer siRNA bzw. Kontroll-
SiRNA fir 24 h mit 10 ng/ml PMA differenziert und anschlieBend 16 h mit
10 ng/ml LPS stimuliert. Die Uberstande der Zellen wurden mittels ELISA auf ihre
TNFa-Konzentration untersucht. Mittelwerte und Einzelwerte aus zwei unabhangigen

Experimenten mit n=4 (*** entspricht p<0,001)
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5 Diskussion

5.1 Ist die HDAC5 ein Regulator der inflammatorischen Reaktion von

Makrophagen?

Intestinale Makrophagen sind mithilfe ihrer TLRs entscheidend an der Erkennung
und Abwehr von luminalen Bakterien beteiligt [36]. Indem sie unkontrollierte
Entzindungsreaktionen inhibieren, besitzen sie eine wichtige Funktion in der
Aufrechterhaltung der immunologischen Homoostase des Gastrointestinaltrakts
[175]. Bei CED ist diese Homobostase gestort, sodass es zu einer Uberschiel3enden
Abwehrreaktion gegeniuber apathogenen Nahrungsbestandteilen und Mikrobiota
kommt [3]. Einen Hinweis auf die besondere Bedeutung der Makrophagen bei dieser
Dysregulation stellt die Identifikation einer CD14" Makrophagenpopulation in der
Lamina propria von CED-Patienten dar, die im Gegensatz zu den intestinalen
Makrophagen von Gesunden vermehrt pro-inflammatorische Zytokine sezerniert [28].
Der anti-inflammatorische Effekt der HDAC-Inhibitoren im DSS-Kolitis-Modell der
Maus [176] ruckte die HDACs als mogliche therapeutische Zielstrukturen von
entzindlichen Darmerkrankungen in den Fokus. Da HDAC-Inhibitoren die
Polarisierung von aus dem Knockenmark der Maus isolierten Makrophagen
beeinflussen und einen anti-inflammatorischen Effekt in diesen Zellen besitzen [139],
konnte gerade die immunregulatorische Funktion der HDACs in Makrophagen ein
wichtiger Faktor in der Pathogenese von CED sein. Aufgrund der globalen HDAC-
Inhibitoren blieb die Bedeutung einzelner HDACs fur die Immunreaktion von
Makrophagen bisher weitgehend unklar, jedoch weist die gesteigerte Expression der
induzierbaren NO-Synthetase durch Uberexpression der HDAC5 in RAW 264.7-
Zellen [117] auf eine besondere Funktion dieser HDAC in der Immunantwort von

Makrophagen hin.

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, wie die Expression der HDAC5
in Makrophagen reguliert wird und in welcher Weise HDACS5 die Immunantwort von
Makrophagen beeinflusst. Dazu wurde zunachst die Expression der HDACS in
murinen, aus dem Knochemark isolierten Makrophagen, in humanen M1- und M2-
Makrophagen sowie in den fir die weiteren funktionellen Analysen verwendeten
Makrophagenzelllinien RAW 264.7 und U937 nachgewiesen. Anschlieend wurde

der Einfluss von inflammatorischen Stimuli auf die Expression der HDAC5 sowie die
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Expression der anderen HDAC-Subtypen in den murinen RAW 264.7-Makrophagen
charakterisiert. Der Effekt einer Modulation der HDACS5-Expression auf die
Produktion inflammatorischer Faktoren wurde durch Uberexpression und knock down
der HDACS5 in den RAW 264.7-Zellen untersucht. Dabei wurde die Notwendigkeit
einer intakten HDAC-Doméane durch Mutation des HDAC5-Plasmides Uberprift. Zur
Identifizierung von Signalwegen, die die regulatorische Funktion der HDACS
vermitteln, wurde die Aktivitat von NFkB sowie die Expression der anderen HDAC-
Subtypen nach Modulation der HDACS5-Expression in den RAW 264.7-Zellen
analysiert. Die Ubertragbarkeit der Ergebnisse aus den murinen RAW 264.7-Zellen
auf humane Makrophagen wurde durch einen knock down der HDAC5 in der
humanen U937-Zelllinie uberpruft. Auf Grundlage dieser Daten sollten neue
Erkenntnisse Uber die Funktion der HDAC5 in Makrophagen und ihre mdgliche

Relevanz als therapeutische Zielstruktur bei CED gewonnen werden.

5.2 HDACS5 wird in murinen und humanen Makrophagen exprimiert

HDACS5 wird aufgrund seiner phylogenetischen Ahnlichkeit zu der HDA-A1 zu den
HDACSs der Klasse Il gezahlt [77]. Im Unterschied zu den sonstigen HDAC-Klassen
kénnen HDACs der Klasse Il zwischen dem Kern und dem Zytoplasma pendeln [79-
84]. Neben der Deacetylierung von Histonen, welche die Bindung von
Transkriptionsfaktoren an die DNA durch Kompaktierung der DNA reguliert, kdnnen
die HDACs auch mit anderen Nicht-Histon-Proteinen interagieren. So interagiert
HDACS beispielsweise mit myocyte enhancer factor 2A, GATA-binding factor 1,
B-cell lymphoma 6 protein und HDAC3 [77, 177-179].

Eine Veradnderung der HDACS5-Expression spielt bei der Entstehung chronisch
entzindlicher Erkrankungen eine wichtige Rolle. In der Maus ist die HDAC5-
Expression auf mMRNA-Ebene im Kolongewebe bei einer DSS-Kolitis gesteigert [107].
Im Lungengewebe von COPD-Patienten ist die mRNA-Expression der HDACS5
vermindert [122]. Da zudem die Krankheitsaktivitat einer COPD mit der Expression
der HDACS in den humanen Alveolarmakrophagen im direkten Zusammenhang
steht, erscheint die Expression der HDACS in Makrophagen fiir die Entstehung von

chronischen Entziindungsprozessen im Menschen von besonderer Relevanz [121].
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Voraussetzung fur eine funktionelle Bedeutung der HDACS5 in der Immunantwort von
Makrophagen ist eine relevante Expression des Enzyms in diesen Zellen. Priméare
Makrophagen aus dem Peritoneum und dem Knochenmark der Maus, humane
alveolare Makrophagen, die murinen Makrophagen-Zelllinien J774 und RAW 264.7
sowie die humane, monozytéare Zelllinie U937 exprimieren HDAC5 auf mRNA-Ebene
[118, 121, 180, 181]. Diese Befunde wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit fir
primare Makrophagen aus dem Knochenmark der Maus bestéatigt. Zudem wurde
erstmals die Expression der HDAC5 in humanen, in vitro aus peripheren CD14"
mononukledren Zellen generierten M1- und M2-Makrophagen auf mRNA-Ebene
nachgewiesen (Abb.1). Die murine RAW 264.7-Zelllinie exprimiert auch auf
Proteinebene relevante Mengen der HDACS [182]. In der vorliegenden Arbeit wurde
eine Expression des HDAC5-Proteins in RAW 264.7-Zellen bestatigt und erstmals
auch fur U937-Zellen gezeigt (Abb. 2). Dabei war die HDAC5-Expression in den
murinen RAW 264.7-Zellen héher als in den humanen U937-Zellen. Eine mdgliche
Erklarung fur diesen Unterschied liegt in der Differenzierung der beiden Zelllinien.
RAW 264.7-Zellen exprimieren die klassischen Makrophagenoberflachenmarker
F4/80, CD11b und CD14, die die Adharenz, Phagozytose und Erkennung von LPS
durch Makrophagen ermdglichen, und besitzen somit wichtige Eigenschaften von
primaren Makrophagen [183]. Undifferenzierte U937-Zellen exprimieren hingegen
weder CD11b noch CD14. Durch eine Stimulation mit LPS oder Vitamin D3 kann die
Expression von CD14 jedoch induziert werden und eine Stimulation mit PMA bewirkt
eine Expression von CD11b [118]. Eine Differenzierung der monozytaren U937-
Zellen zu einem Makrophagen-ahnlichen Phanotyp ist daher maoglich, die
undifferenzierten U937-Zellen weisen jedoch deutliche Unterschiede zu reifen
Makrophagen auf. Die vermehrte Expression der HDACS5 in den differenzierten
RAW 264.7-Zellen im Vergleich zu den undifferenzierten U937-Zellen kdnnte somit
auf einen moglichen Zusammenhang zwischen der HDACS5-Expression und
Eigenschaften differenzierter Makrophagen wie z.B. der LPS-Erkennung hinweisen.
Diese Hypothese wird zusatzlich dadurch bekraftigt, dass die Expression der HDAC5
durch eine Differenzierung von U937-Zellen mittels Vitamin D3 oder PMA gesteigert
wird [118]. Die genregulatorische Funktion der HDACs durch die Kompaktierung der
DNA konnte die veradnderte  HDACS5-Expression in  unterschiedlichen
Differenzierungsstufen von monozytaren Zellen erklaren. Allerdings spielt eventuell

nicht nur die Expression, sondern auch die intrazellulare Lokalisation eine Rolle bei
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der Differenzierung von Monozyten, da HDACS5 als Mitglied der HDACs der Klasse |l
sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma vorliegen kann. So tritt bei der
Differenzierung von Myozyten ein Transport der HDAC5 vom Zellkern in das
Zytoplasma auf [184]. Der Transport der HDAC5 zwischen Zellkern und Zytoplasma
wird durch Phosphorylierung gesteuert. Die Funktion der HDAC5 wird also nicht nur
durch die Neusynthese des Enzyms, sondern auch durch posttranslationale
Modifikation reguliert [185].

Die weiteren Untersuchungen zur immunregulatorischen Funktion der HDACS5 in
Makrophagen wurden in der murinen RAW 264.7- und der humanen U937-Zelllinie
durchgefiihrt. Diesbeziiglich stellt sich die Frage, in wie weit diese Zelllinien als
Modell fiar humane und murine Makrophagen dienen kénnen. Im Vergleich zu
Makrophagen, die aus dem Knochenmark von Mausen isoliert werden, exprimieren
RAW 264.7-Zellen vermehrt CD14 [183]. Die primaren murinen Makrophagen weisen
wiederum eine hdhere Expression von CD11c, CD40 und major histocompatibility
complex (MHC) Il auf [183]. Da CD14 die Erkennung von LPS ermoglicht [186],
kénnten RAW 264.7-Zellen somit auf eine LPS-Stimulation empfindlicher reagieren
als die primaren Zellen. Dies wéare jedoch fiur die Detektion von geringfligigen
Effekten durch eine LPS-Stimulation vorteilhaft. Da in der vorliegenden Arbeit keine
Interaktion mit anderen Zelltypen untersucht wurde, war die unterschiedliche
Expression von CD40, das fur die Aktivierung von Makrophagen durch T-Zellen
notwendig ist [187], und MHC II, das eine Prasentation von extrazellularen Antigenen
zur Aktivierung von CD4™ T Zellen ermdglicht [188], vernachlassigbar. Ebenso konnte
auch die verminderte Expression von CD11c aul3er Acht gelassen werden, da weder
die Adharenz der Zellen evaluiert wurde, noch eine Stimulation mit Fibrinogen
erfolgte [189]. Weil die U937-Zellen in den weiterfihrenden Experimenten mit PMA
und anschlielend mit LPS stimuliert wurden, wodurch die Expression von CD11b
und CD14 induziert wird [118], konnte auch fiur diese Zelllinie eine hinreichende
phanotypische Ahnlichkeit zu Makrophagen angenommen werden. Sowohl die
murine RAW 264.7-Zelllinie, die durch Infektion mit dem Abelson murine leukemia
virus immortalisiert wurde [141], als auch die humane U937-Zelllinie, die einem
histiozytdren Lymphom entstammt [142], besitzen maligne Eigenschaften. Aufgrund
der deutlich erhéhten mRNA-Expression der HDAC5 in humanen kolorektalen

Adenomen [190], humanen akuten lymphatischen Leukamiezellen vom B-Zell-
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Typ [191] und humanen Medulloblastomen [192] sowie der erniedrigten mMRNA-
Expression der HDACS in humanen akuten myeloischen Leukamiezellen [26] kbnnte
die Expression der HDACS5 durch die Malignitdt der beiden Zelllinien gegentber
primaren Makrophagen verandert sein. Unterstitzend flir diese Hypothese wurde ein
Unterschied in der Expression der HDAC5 wahrend der Differenzierung von
primaren, aus dem Blut von Menschen isolierten Makrophagen und U937-Zellen auf
MRNA-Ebene festgestellt [118]. Nichts desto trotz bietet die Untersuchung von
immunregulatorischen Prozessen an den Zelllinien einige Vorteile: Die oligoklonale
Abstammung der murinen RAW 264.7- sowie der humanen U937-Zelllinie erméglicht
eine im Vergleich zu primaren Zellen verbesserte Reproduzierbarkeit von
Experimenten. So wurde in aus dem Blut gesunder Probanden isolierten
Makrophagen bereits fir HDAC7 und HDAC9 eine deutlich unterschiedliche
Expression nachgewiesen [118]. Eine Kontamination mit anderen Zelltypen, die bei
der Isolation von primaren Zellen auftreten kann, ist bei der Kultur von Zelllinien
unwahrscheinlich. Zudem kann aufgrund der Immortalisierung der Zelllinien eine
dauerhafte Zellkultur durchgefiihrt werden, die durch regelméRiges Passagieren der
Zellen eine Synchronisation der Zellen erméglicht. Dadurch entsteht eine gegentber
primaren Zellen homogenere Zellpopulation, die eine bessere Vergleichbarkeit
ermoglicht. Zudem sind die malignen Zelllinien im Vergleich zu primaren Zellen
robuster und kénnen dadurch suffizienter manipuliert werden. So ist beispielsweise
eine Transfektion von monozytaren Zelllinien mittels Elektroporation mit einer
héheren Effizienz mdoglich als die Transfektion von priméaren Monozyten, da die
malignen Zelllinien eine hodhere Spannung und langere Dauer von Strompulsen

tolerieren [153].

5.3 Pro-inflammatorische Faktoren regulieren die HDAC5-Expression in
Makrophagen

Aufgrund der Beeinflussung basaler Zellprozesse wie der DNA-Reparatur, der
Replikation, des Metabolismus, der Apoptose, der Proteinfaltung und intrazellularer
Signalwege durch verschiedene HDACs [69] erscheint eine fein abgestimmte
Regulation der HDAC-Expression notwendig. Die Immunantwort von Makrophagen
wird durch pro- und anti-inflammatorische Stimuli reguliert [29]. Um einen ersten

Hinweis auf die Bedeutung der HDACS5 in Makrophagen zu erhalten, wurde daher die
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Regulation der HDAC5-Expression durch inflammatorische Faktoren in RAW 264.7-

Zellen als Modell fir murine Makrophagen in der vorliegenden Arbeit analysiert.

LPS ist Bestandteil der Zellmembran von Gram-negativen Bakterien und bewirkt als
Endotoxin eine pro-inflammatorische Immunantwort durch Makrophagen. Nach
Bildung eines Komplexes mit dem ldslichen LPS-Rezeptor bindet es an den
Rezeptorkomplex aus CD14, TLR4 und dem lymphocyte antigen 96-Rezeptor auf der
Zelloberflache von monozytaren Zellen [33, 186]. Dies lost die Aktivierung des
MyD88 aus. Die weitere Signalkaskade fuhrt Uber eine Aktivierung der Interleukin-1-
assoziierten Kinasen 1 und 4 zu Phosphorylierung des Inhibitors von kB (IkB).
Dadurch wird NFkB aus dem Komplex mit dem IkB freigesetzt und transloziert vom
Zytoplasma in den Zellkern, wo es als Transskriptionsfaktor die Produktion von pro-
inflammatorischen Faktoren wie z.B. TNF, IL-6, MCP-1 und NO induziert [193]. Durch
die Produktion der pro-inflammatorischen Zytokine ist LPS an der Aufrechterhaltung
von chronischen Entziindungsreaktionen beteiligt. Die Bedeutung fur die Entstehung
von CED wird durch die Induktion einer ulzerierenden Kolitis durch replikative

Applikation von LPS im Hasenmodell verdeutlich [194].

In aus dem Knochenmark von Mausen isolierten Makrophagen wird die HDAC5-
Expression auf mRNA-Ebene nach vier und sechs Stunden Kultur in Gegenwart von
10 ng/ml LPS [195] sowie nach drei und sechs Stunden in Gegenwart von 1 ug/ml
LPS vermindert [196]. Bei einer Inkubation tber zwdlf Stunden mit 1 pg/ml LPS wird
die Expression der HDACS je nach dem Alter der Tiere unterschiedlich reguliert: So
ist die mMRNA-Expression in Zellen aus alteren Mausen auch nach zwdlf Stunden
weiterhin reduziert, wohingegen in Zellen aus jingeren Mausen das Niveau der
basalen mRNA-Expression erreicht wird [196]. Eine Stimulation der priméren
Makrophagen uber 24 Stunden fuhrt sowohl bei einer Konzentration von 10 ng/ml als
auch bei 1 pg/ml zu einer deutlich erhdhten HDAC5-Expression [195, 196]. In
RAW 264.7-Zellen ist die mRNA-Expression der HDACS durch Kultur in Gegenwart
von 100 ng/ml LPS Uber 18 Stunden deutlich reduziert [180].

Die bisher in primaren murinen Zellen gezeigte Verminderung der HDACS5-
Expression auf mRNA-Ebene durch eine Stimulation mit LPS Uber bis zu sechs

Stunden wurde in der vorliegenden Arbeit fir die RAW 264.7-Zelllinie durch eine
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Inkubation mit 1 pg/ml LPS Uber sieben Stunden bestatigt (Abb. 3A und B). Die
gleichartige Veranderung der HDACS5-Expression lasst Ruckschlisse von der
Regulation und Funktion der HDACS in der RAW 264.7-Zellllinie auf die primaren
Zellen sinnvoll erscheinen. Im Unterschied zu den primaren Makrophagen aus dem
Knochenmark von Mausen zeigte sich bei einer Kultur in Gegenwart von LPS Uber
24 Stunden eine dem Ausgangsniveau entsprechende HDACS5-Expression auf
MRNA-Ebene (Abb. 3C und D). Eine mogliche Erklarung dafur konnte die vermehrte
Expression von CD14 durch die RAW 264.7-Zelllinie gegeniiber den priméren Zellen
sein [183]. Zudem wurden die Zellen in der vorliegenden Arbeit im Gegensatz zu den
bisherigen Veroffentlichungen nicht mit Zellen zum Zeitpunkt Null verglichen, sondern
mit unstimulierten Zellen, die unter den gleichen Bedingungen wie die stimulierten
Zellen kultiviert wurden. Die groRBere Zelldichte der tber 24 Stunden kultivierten
Zellen im Vergleich zu den Zellen zum Zeitpunkt Null kénnte eine Zunahme der in
Apoptose befindlichen Zellen bewirken. Da die Induktion einer Apoptose zu einer
vermehrten Expression der HDACs fuhrt [197], wéare dies ebenfalls eine mogliche
Erklarung fir den Unterschied in der Expressionshéhe nach 24 Stunden LPS-

Stimulation.

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals die frihe Kinetik der HDAC5-Expression in
RAW 264.7-Zellen auf mRNA-Ebene nach Stimulation mit LPS bis zu einer Stunde
untersucht. Dabei war die HDAC5-Expression nach einer LPS-Stimulation bis zu
20 min deutlich gesteigert (Abb. 4). Somit bewirkte eine Stimulation mit 1 pg/ml LPS
von RAW 264.7-Zellen zunachst eine rasche Erh6hung der HDAC5-Expression nach
20 min, die im Anschluss von einer ausgepragten Verminderung der Expression Uber
bis zu sieben Stunden gefolgt war, bevor nach 24 Stunden wieder die basale
HDACS5-Expression erreicht wurde. Eine mogliche Erklarung fur diesen sinusoidalen
Verlauf der HDAC5-Expression ware eine Regulation des TLR4-Signalweges durch
LPS selbst. In RAW 264.7 Zellen fuhrt eine Stimulation mit 100 ng/ml LPS zu einer
Verminderung der mRNA-Expression von TLR4 mit einem Maximum nach zwei
Stunden [198]. Zudem induziert LPS die Expression von Inhibitoren des TLRA4-
Signalwegs wie dem MyD88-Antagonisten MyD88s [199], der Interleukin-1 Rezeptor
assoziierten Kinase (IRAK) M, die die Phosphorylierung der IRAK inhibiert [200],
sowie des suppressor of cytokine signaling proteins 1, das ebenfalls die IRAK

inhibiert [201]. Somit kbnnte die verminderte HDAC5-Expression in einer reduzierten

84



Ansprechbarkeit der Zellen auf eine LPS-Stimulation begriindet sein. Diese kénnte
wiederum zur Ausbildung einer Toleranz der Makrophagen gegeniiber Endotoxinen
zur Prophylaxe einer Uberschiel3enden Immunantwort beitragen.

Eine weitere Erklarung fur die Regulation der HDAC5-Expression ware ein
Ruckkopplungsmechanismus, der nach der raschen Hochregulation der HDACS5
initiiert wird, um eine zu hohe und langanhaltende HDAC5-Expression zu verhindern.
Ein solcher Ruckkopplungsmechanismus besteht fur die HDAC4 in der murinen
Mikroglia-Zelllinie BV2: In diesen Zellen ist die LPS-induzierte Expression pro-
inflammatorischer Zytokine von der HDAC4-Expression abhangig. Eine langerfristige
Stimulation mit LPS dber 18 bis 24 Stunden fihrt jedoch zu einer verminderten
HDACA4-Proteinmenge. Dabei wird die mRNA-Expression der HDAC4 durch die LPS-
Stimulation nur gering reduziert. Die verminderte HDAC4-Proteinmenge resultiert
vielmehr aus einem Abbau des Enzyms durch die Caspase 3 [116].

Ein mdglicher autokriner Mediator eines Ruckkopplungsmechanismus fur die HDACS5
ist TNFa, das bereits nach einer einstiindigen LPS-Stimulation von aus dem murinen
Peritoneum angereichterten Makrophagen in hoher Konzentration im Zelliberstand
nachgewiesen werden kann [202]. Auch in aus dem Knochenmark von Mausen
isolierten Makrophagen fihrt eine einstindige LPS-Stimulation zu einer deutlich
vermehrten TNFa-Expression auf mMRNA-Ebene [203]. Ein Ruckkopplungs-
mechanismus von TNFa auf die Proteinmenge der HDACSs ist fur HDAC1 bekannt:
So fluhrt einerseits ein knock down der HDAC1 zu einer verminderten Expression von
TNFa [19], sodass eine Abhangigkeit der Expression von TNFa von der Expression
der HDAC1 angenommen werden kann. Andererseits bewirkt eine Stimulation von
Mammakarzinomzellen sowie immortalisierten Mamma-Zellen mit TNFa eine
Depletion der HDAC1 durch Proteinabbau infolge Ubiquitinierung und vermindert
damit die Verfugbarkeit des Enzyms. Dabei bleibt die mRNA-Expression und
Proteinsynthese des Enzyms unverandert [101]. Ein direkter Regulations-
mechanismus in Makrophagen wurde bisher jedoch nicht gezeigt. In Bezug auf
HDACs der Klasse Il bewirkt eine Inkubation von humanen, trachealen glatten
Muskelzellen mit TNFa einen Export der HDAC4 aus dem Nukleus [204, 205]. Ein
Einfluss von TNFa auf die Expression der HDACS ist bisher nicht beschrieben
worden. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss einer
Inkubation mit TNFa auf die mRNA-Expression der HDACS in der RAW 264.7-

Zelllinie untersucht. Die HDACS5-Expression war nach Stimulation mit TNFa
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unverandert (Abb. 5), sodass ein autokriner Ruckkopplungsmechanismus tber die
Sekretion von TNFa als Ursache fur die Verminderung der HDACS5-Expression
unwahrscheinlich ist.

Aufgrund des Einflusses von LPS auf die Expression der HDAC5 in RAW 264.7-
Zellen wurde in der vorliegenden Arbeit Uberprift, ob andere pro- oder anti-
inflammatorische Stimuli ebenfalls regulatorisch auf die mRNA-Expression der
HDACS Einfluss nehmen. Eine Stimulation von RAW 264.7-Zellen mit IFNy bzw.
CpG-Oligonukleotiden Uber funf Stunden reduzierte die Expression der HDACS5
deutlich. Andere Stimuli wie IL-4, IL-6, IL-13, M-CSF, GM-CSF und MCP-1
veranderten die Expression der HDACS5 im Vergleich zu unstimulierten Kontrollen
hingegen nicht (Abb. 6).

IFNy wird insbesondere von CD4" und CD8" T-Zellen sowie von natiirlichen Killer-
Zellen sezerniert. Es aktiviert Uber die IFNy-Rezeptoren 1 und 2 den Janus-Kinase-
STAT-Signalweg [206]. Eine Kostimulation mit IFNy und LPS verstarkt die
Immunatwort von RAW 264.7-Zellen im Vergleich zu einer alleinigen Stimulation mit
LPS [207]. Zudem verringert eine Inkubation mit IFNy die notwendige LPS-
Konzentration zur Induktion einer mMRNA—Expression von TNFa in RAW 264.7-Zellen
[208] und steigert die Reaktion auf CpG-Oligonukleotide von aus dem murinen
Knochenmark isolierten Makrophagen sowie RAW 264.7-Zellen [209]. Eine mégliche
Begrindung daflr ist, dass eine Stimulation mit IFNy die Expression des TLR4 in aus
dem Blut von Menschen isolierten Makrophagen [210] sowie des TLR9 in
RAW 264.7-Zellen erhdht [211]. Zudem wird die Expression von MyD88 sowie von
IRAK in aus dem Blut von Menschen isolierten Makrophagen durch eine Inkubation
mit IFNy vermehrt [210]. In RAW 264.7-Zellen steigert IFNy die Aktivierung von NFkB
und beschleunigt dessen DNA-Bindung [212]. Zusammenfassend potenziert IFNy
somit die durch LPS- und CpG-Oligonukleotide induzierten Signalwege. Dies spiegelt
sich auch in einer gesteigerten Produktion von NO und IL-12 nach Stimulation mit
IFNy im Vergleich zu einer alleinigen LPS-Stimulation durch aus dem Knochenmark
von Mausen isolierten Makrophagen wider [213]. Da eine Stimulation mit IFNy Gber
funf Stunden ebenso wie die Stimulation mit CpG-Oligonukleotiden und LPS zu einer
verminderten Expression der HDAC5 in RAW 264.7-Zellen fuhrte, erscheint ein
Synergismus dieser Faktoren auch im Hinblick auf die Regulation der HDAC5-

Expression denkbar.
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CpG-Oligonukleotide sind in der bakteriellen DNA im Vergleich zur DNA von
Saugetieren Uberproportional haufig vertreten. Sie bewirken eine Aktivierung des
TLR9 auf der Zellmembran von monozytaren Zellen [214]. Die Signalkaskade von
TLR9 beinhaltet ebenfalls die Aktivierung des MyD88 und fuhrt somit wie eine
Stimulation von TLR4 zu einer Aktivierung von NFkB [215]. Eine kurzfristige
Stimulation mit CpG-Oligonukleotiden Uber ein bis drei Stunden steigert die TNFa-
Expression und -Sekretion nach anschlieRender LPS-Stimulation in RAW 264.7-
Zellen. Eine langere Stimulationsdauer von sechs bis neun Stunden vermindert
hingegen die Expression und Sekretion von TNFa in diesen Zellen [216]. Die
Verminderung der HDACS5-Expression durch eine Inkubation mit CpG-
Olgonukleotiden Uber funf Stunden konnte ein moglicher Mediator fur den Effekt von
CpG-Oligonukleotiden auf die Expression von TNFa in RAW 264.7-Zellen sein, da
die reduzierte Expression der HDACS eine Stunde vor der verminderten Expression
von TNFa in RAW 264.7-Zellen nach Stimulation mit IFNy auftritt. Weil dartber
hinaus CpG-Oligonukleotide ebenso wie IFNy und LPS eine gesteigerte Aktivitat von
NFkB in Makrophagen induzieren [193, 212, 215], erscheint gerade ein
immunregulatorischer Zusammenhang zwischen der Expression der HDACS5 und der
Aktivtitat von NFkB in Makrophagen wahrscheinlich. Somit konnte ein Einfluss der
HDACS auf die Aktivierung des NFkB-Signalweges bestehen, der wiederum die
Expression pro-inflammatorischer Faktoren wie z.B. TNFa und MCP-1 in
RAW 264.7-Zellen reguliert.

5.4 Die Modulation der HDAC 5-Expression wirkt regulierend auf die Sekretion
pro-inflammatorischer Faktoren durch Makrophagen

Da LPS, CpG-Oligonukleotide und IFNy die Expression der HDACS regulieren und

alle drei Stimulantien eine Sekretion pro-inflammatrischer Zytokine wie z.B. TNFa

durch RAW 264.7-Zellen induzieren [217, 218], wurde in der vorliegenden Arbeit

nach dem Effekt einer aktiven Modulation der HDAC5-Expression in RAW 264.7-

Zellen auf die Sekretion inflammatorischer Zytokine gefragt.

Der HDAC-Inhibitor KBH-A42 inhibiert in RAW 264.7-Zellen die Produktion
inflammatorischer Zytokine [219]. Einen Hinweis auf eine immunregulatorische

Funktion der HDACs der Klasse Il gibt die Abhangigkeit der Expression pro-
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inflammatorischer Zytokine von der HDAC4-Expression in der murinen Mikroglia-
Zelllinie BV2 [116]. Dass zudem eine Uberexpression der HDACS5 die Expression der
induzierbaren NO-Synthetase in RAW 264.7-Zellen steigert [117], weist auf eine pro-

inflammatorische Funktion dieser HDAC in Makrophagen hin.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals ein direkter Zusammenhang zwischen der
Expression der HDACS und der Produktion von TNFa und MCP-1 in RAW 264.7-
Zellen gezeigt werden. Eine vermehrte HDAC5-Expression bewirkte eine gesteigerte
Produktion von TNFa und MCP-1 (Abb. 9A und B). Eine verminderte Expression
hatte einen gegenteiligen Effekt (Abb. 14A und B). Eine simultane Transfektion von
pHDACS5 und der HDACS5-spezifischen siRNA in den RAW 264.7-Zellen (Abb. 16)
verdeutlichte dartiber hinaus, dass die Sekretion der pro-inflammatorischen Zytokine
TNFa sowie MCP-1 von der intrazellularen HDAC5-Konzentration abhangig war. Die
Abwesenheit der funktionellen Uberexpression der HDAC5, unabhangig davon ob
diese durch das Fehlen des Gesamtproteins in Folge der Verschiebungen des
Leserasters im Transgen oder durch die Inaktivierung der HDAC-Domane erreicht
wurde, fuhrte zu einer signifikant reduzierten TNFa-Produktion im Vergleich zur
Transfektion mit dem Ausgangsplasmid, das fur die intakte murine HDACS kodierte
(Abb. 10). Daher kann angenommen werden, dass die vermehrte Sekretion der pro-
inflammatorischen Zytokine TNFa und MCP-1 tatsachlich auf der gesteigerten
Expression der HDAC5 beruht und von der intakten HDAC5-Doméane abhangig ist.
Die Produktion des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 wurde durch eine
gesteigerte HDACS5-Expression ebenfalls vermehrt (Abb. 9C). Da die verminderte
Expression der HDACS5 jedoch keinen Effekt auf die Produktion von IL-10 hatte
(Abb. 14C), kénnte dies auf einen immunregulatorischen Prozess hinweisen, der im
Falle einer vermehrten Expression der HDACS5 eine Uberschiel3ende pro-
inflammatorische Immunantwort verhindert und eine Gegenregulation einleitet. Eine
solche Gegenregulation durch IL-10 wére im Falle einer verminderten HDAC5-
Expression nicht notwendig. Die Konzentration von IL-6 wurde im ZelliUberstand
weder durch die verminderte noch durch die erhthte Expression der HDACS5
verandert (Abb. 9D und 14D). Dies verdeutlicht, dass eine gesteigerte HDAC5-
Expression nicht unspezifisch zu einer erhéhten Ausschittung aller von RAW 264.7-
Zellen sezernierten Zytokine fuhrt, sondern vielmehr selektiv die Sekretion einzelner

inflammatorischer Zytokine reguliert.
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Eine Uberexpression der HDAC5 ohne nachfolgende LPS-Stimulation bewirkte keine
Produktion von TNFa oder MCP-1 (Daten nicht gezeigt), daher kann postuliert
werden, dass HDACS nicht unabhangig vom TLR-4-Signalweg die Immunantwort von
Makrophagen reguliert, sondern den TLR4-Signalweg beeinflusst. Ein derartiger
regulatorischer Effekt auf den TLR4-Signalweg in Makrophagen ist fur die HDAC7
bekannt, die ebenfalls zur Klasse Il der HDACs gehort. So bewirkt eine
Uberexpression der HDAC7 in RAW 264.7-Zellen durch eine vermehrte Aktivierung
des HIFla eine gesteigerte Expression TLR4-abhéangiger, pro-inflammatorischer
Gene [220]. Da HDAC5 ebenfalls die Aktivitdit des HIF1a durch Blockade der
Bindungsstelle fur den factor inhibiting HIF1la steigert [221], konnte HDACS5 wie
HDAC7 uber diesen Signalweg die Expression pro-inflammatorischer Gene

induzieren.

In humanen, monozytaren THP-1-Zellen wird die TNFa-Promotoraktivitdt durch
Uberexpression der HDACS5 reduziert [119]. Um eine Ubertragbarkeit der in den
murinen RAW 264.7-Zellen festgestellten Zusammenhange zwischen HDACS5 und
dem TLR4-Signalweg auf humane Makrophagen zu prifen, wurde in der
vorliegenden Arbeit der Effekt eines HDAC5-knock down auf die Produktion von
TNFa untersucht. Dabei zeigte sich wie schon in den murinen RAW 264.7-Zellen
eine Verminderung der TNFa-Konzentration im Zelliberstand durch die erniedrigte
HDAC5-Expression (Abb. 21). Somit kann von einem &hnlichen regulatorischen
Effekt der HDACS5 in den humanen Zellen ausgegangen werden. Die Reduktion der
TNFa-Promotoraktivitat durch Uberexpression der HDAC5 in THP-1-Zellen konnte
darauf hinweisen, dass die HDAC5 nicht die mRNA-Expression der pro-
inflammatorischen Zytokine steigert, sondern deren Proteinabbau reguliert. Ein
derartiger Regulationsmechanismus ist fur die Regulation des Proteinabbaus des
nukleédren Rezeptors 77 durch die HDAC1 in humanen Zervixkarzinomzellen bekannt
[222]. Eine weitere Erklarung fur die divergenten Effekte in den U937- und THP-1-
Zellen durch Modulation der HDAC5-Expression kénnte im Grad der Differenzierung
der beiden Zelllinien liegen. U937-Zellen entstammen einem histiozytdren Lymphom
und besitzen somit einen hoheren Differenzierungsgrad [142] als THP-1-Zellen aus
einer undifferenzierten Leukamie [223]. Dies konnte wiederum auf einen
Zusammenhang zwischen der Differenzierung von Makrophagen und der

regulatorischen Funktion der HDACS hinweisen.
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Humane Makrophagen werden anhand der Sekretion von Zytokinen in einen pro-
und anti-inflammatorischen Phénotyp eingeteilt [12, 13]. Wie die primaren humanen
Makrophagen erscheinen auch die RAW 264.7- und U937-Zellen polarisierbar. So
sezernierten unstimulierte RAW 264.7-Zellen keine relevanten Zytokinmengen
(Daten nicht gezeigt). Ebenso sezernieren auch U937-Zellen, die ausschlief3lich mit
PMA differenziert wurden, nur geringe Zyokinmengen, wobei die Konzentration von
IL-10 im Zelliberstand hoher ist als die von TNFa [224]. Eine zusatzliche Stimulation
mit LPS fuhrt in beiden Zelllinien zu einer deutlich erhéhten TNFa-Sekretion [225,
226]. Die LPS-Stimulation bewirkt somit in beiden Zelllinien eine Differenzierung zu
einem pro-inflammatorischen Phé&notyp. Diese Eigenschaft beider Zelllinien
unterstreicht die Aussagekraft des Modellsystems. Da eine Uberexpression der
HDACS5 in den RAW 264.7-Zellen eine vermehrten TNFa- und MCP-1-Produktion
bewirkte, scheint die HDACS5 eine Differenzierung zu einem pro-inflammatorischen
Phanotyp zu verstarken. Die gesteigerte Expression der HDACS5 bei der
Differenzierung von U937-Zellen mit PMA und LPS verweist zudem auf einen

ahnlichen Mechanismus in humanen Makrophagen [118].

Die Relevanz des hier beschriebenen Zusammenhangs zwischen der Expression der
HDACS5 und der Produktion von TNFa und MCP-1 fur chronische Entzindungen wird
anhand der Funktion der pro-inflammatorischen Faktoren fur die Aufrechterhaltung
von Immunreaktionen verdeutlicht. MCP-1 bewirkt als Chemokin eine Migration von
Monzyten und T-Zellen in Richtung der Entzindung [227]. TNFa initiiert eine
systemische Entziindungsreaktion und bewirkt als Pyrogen die Entstehung von
Fieber [228]. Die klinische Bedeutung von TNFa flr Inflammationsprozesse zeigt sich
in dem therapeutischen Effekt von TNFa-Antikdrpern bei chronisch entztindlichen
Erkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis oder CED [229, 230].

5.5 HDAC 5 beeinflusst die Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine durch
Regulation des NFkB-Signalweges und Interaktion mit HDAC 3

Sowohl die Expression von TNFa als auch von MCP-1 wird in RAW 264.7-Zellen

durch den Transkriptionsfaktor NFkB reguliert [231, 232]. Da die Modulation der

HDACS5-Expression die Produktion dieser Zytokine beeinflusst, wurde ein

regulatorischer Effekt der HDACS auf den NFkB-Signalweg vermutet. Aus diesem
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Grund wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss einer Modulation der HDAC5-

Expression auf die Aktivitat von NFkB untersucht.

Die NFkB-Transkriptionsfaktoren bestehen aus induzierbaren Hetero- und
Homodimeren von Proteinen der Rel-Familie. Das Heterodimer aus p50 und p65 liegt
in inaktivierter Form im Zyptoplasma an den IkB gebunden vor. Eine pro-
inflammatorische Stimulation der Zelle beispielsweise durch LPS oder TNFa bewirkt
eine Phosphorylierung des IkB. Daraufhin wird das Heterodimer aus p50 und p65
freigesetzt und transloziert in den Nukleus. Dort bindet es an die DNA und bewirkt als

Transkriptionsfaktor die Expression pro-inflammatorischer Gene [233].

Eine Regulation der Aktivitat von NFkB ist bisher insbesondere fir HDACs der
Klasse | beschrieben worden. Eine Deacetylierung von p65 durch die HDAC3
induziert die Bindung des IkB an p65 und bewirkt dadurch den Export des p50-p65-
Heterodimers aus dem Zellkern in der Fibroblastenzelllinie Cos-7, in der humanen
embryonalen Nierenzelllinie HEK293 und der humanen Epithelzelllinie eines
Zervixkarzinoms HelLa [234]. HDAC1 und HDAC2 reduzieren die Aktivitat von NFkB
in humanen Epithelzellen eines Zervixkarzinoms. Dabei assoziiert HDAC1 direkt mit
p65. HDAC2 inhibiert NFkB hingegen durch eine Bindung an HDAC1 [235]. Eine
Acetylierung von p65 ist an verschiedenen Lysin-Seitenketten mdglich. Dabei scheint
fur die Regulation der NFkB-Aktivitdt entscheidend, welche Lysin-Seitenkette
acetyliert bzw. deacetyliert wird. So bewirkt eine Acetylierung an den Lysin-
Seitenketten 218, 221 und 310 eine vermehrte NFkB-Aktivitdt in der humanen
embryonalen Nierenzelllinie HEK293 [236, 237]. Eine Acetylierung der Lysin-
Seitenketten 122 und 123 flhrt hingegen zu einer erhéhten Bindung des IkB, dem
Export des NFkB-Komplexes und einer verminderten Transkription NFkB-abhangiger
Gene in HEK- bzw. HelLa-Zellen [238]. HDAC2 und 3 assoziieren mit p65 in diesen
Zellen, jedoch besitzt nur HDACS3 die Fahigkeit, p65 zu deacetylieren und damit die
Transskription pro-inflammatorischer Zytokine zu steigern [238]. Die Bedeutung
dieses regulatorischen Einflusses der HDACs auf die Aktivitat von NFkB in
Makrophagen wird dadurch verdeutlicht, dass der HDAC-Inhibitor ITF2357 in den
humanen U937-Zellen zu einer Hemmung der NFkB-Aktivierung fihrt [239]. In
RAW 264.7-Zellen geht zudem eine Hemmung der Sekretion von TNFa mit einer

verminderten Aktivierung des NFkB-Signalweges sowie einer reduzierten Expression
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der HDACS5 einher [180]. Dies stellt einen ersten Hinweis auf einen mdglichen
Zusammenhang zwischen HDACS, der Aktivitat von NFkB und der Produktion pro-
inflammatorischer Zytokine in Makrophagen dar.

Ein regulatorischer Effekt der HDAC5 auf die Aktivitat von NFkB in Makrophagen ist
bisher nicht bekannt. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss einer
modulierten HDACS5-Expression auf die Aktivitat von NFkB in RAW 264.7-Zellen
untersucht. Dazu wurde ein NFkB-Reporter-Assay verwendet. Dieses Verfahren
detektiert die Aktivitdt von NFkB-abhangigen Promotoren und spiegelt somit den
Endpunkt des NFkB-Signalweges wider [172]. Daher sind zwar keine direkten
Ruckschlisse auf Veranderungen einzelner Bestandteile des Signalwegs, wie z.B.
die Lokalisation des p65-p50-Heterodimers moglich, aber der Einfluss auf die NFkB-
abhangige Genexpression und somit die Aktivitat des gesamten NFkB-Signalweges
kann analysiert werden. Bei einer kurzfristigen Stimulation von RAW 264.7-Zellen mit
LPS Uber eine Stunde fuhrte die vermehrte Expression der HDACS5 zu einer
signifikant erhdhten NFkB-Aktivierung (Abb. 11A). Nach einer langeren Kultur in
Gegenwart von LPS ilber 16 Stunden kehrte die NFkB-Aktivitat wieder zu ihrem
Ausgangsniveau zuriuck (Abb. 11B). Eine verminderte Expression der HDACS5
bewirkte keine messbare Veranderung der Aktivitat von NFKB weder nach einer LPS-
Stimulation Uber eine noch Uber 16 Stunden (Abb. 15). Dies kodnnte in den
unterschiedlichen Dosisbereichen der HDAC5-Expression begriindet sein: Die
konstitutive Uberexpression unter der Kontrolle des immediate early-Promotors des
Zytomegalieviruses erhthte die HDACS5-Expression in den transfizierten Zellen
massiv (Abb. 8A und B). Beim knock down war der Unterschied zur Basisexpression
sehr viel geringer (Abb. 13A und B), sodass die Detektion eines Effekts eventuell
nicht moglich war. Die vermehrte Aktivitat von NFkB bei hoher HDACS5-Expression in
RAW 264.7-Zellen weist jedoch auf eine Beteiligung des NFkB-Signalwegs an der
pro-inflammatorischen Funktion der HDAC5 in Makrophagen hin. Da die Expression
pro-inflammatorischer Zytokine durch NFkB reguliert wird, kénnte der NFkB-
Signalweg den Effekt einer modulierten HDAC5-Expression auf die Produktion von
TNFa und MCP-1 vermitteln. Die klinische Relevanz dieser Ergebnisse wird dadurch
betont, dass Polymophismen des NFkB-Signalweges mit einem veranderten
Ansprechen von CED-Patienten auf eine Therapie mit TNFa-Antikbrpern
einhergehen [71].
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Funktionelle Interaktionen von verschiedenen HDACs sind insbesondere fir die
HDACs der Klasse | bekannt: So bilden HDAC1 und 2 gemeinsam mit den Histon-
Bindungsproteinen RBBP4 und RBBP7 einen nuklearen Deacetylase-Komplex, der
ihre Deacetylasefunktion ermdoglicht [240]. Weiterhin besteht eine Interaktion
zwischen HDACs der Klasse lla und der HDAC3: Die HDACS3 assoziiert in Jurkat-
Zellen, einer humanen T-Lymphozytenzelllinie, mit HDAC4 bzw. HDACS5 [77].
Dariiber hinaus vermittelt die HDAC3 die Enzymaktivitat der HDAC4, 5 und 7 im Kern
von HEK293-Zellen, indem sie einen Komplex mit den einzelnen HDACs, dem
silencing mediator for retinoid and thyroid hormone receptor und dem nuclear
receptor co-repressor 1 bildet [241, 242]. Die HDAC10, eine HDAC der Gruppe llb
bindet ebenfalls in HEK293-Zellen an die HDAC3 [243]. Auch in Markophagen ist
bereits eine Interaktion von verschiedenen HDACs bekannt. So assoziieren in der
murinen Makrophagen Zelllinie RAW 264.7 sowie in humanen THP-1-Makrophagen
die HDAC6 und 11 sowohl im Nukleus als auch im Zytoplasma und binden
gemeinsam an den IL-10-Promotor [244]. Eine Interaktion der HDAC5 mit anderen

HDACSs in Makrophagen wurde bisher noch nicht gezeigt.

Um eine Vermittlung des immunregulatorischen Effektes der HDACS5 in Makrophagen
durch andere HDACs zu uberprufen, wurde in der vorliegenden Arbeit nach dem
Einfluss einer modulierten HDAC5-Expression auf die Expression anderer HDACs in
RAW 264.7-Zellen gefragt. In Bezug auf den knock down der HDACS zeigte sich eine
deutliche Selektivitat der HDACS5-spezifischen siRNA fur HDACS5 (Abb. 19). Die
Expression der HDAC9 wurde gegensatzlich zu der Expression der HDACS5
verandert. So fuhrte eine verminderte HDAC5-Expression zu einer Steigerung der
HDAC9-mRNA (Abb.19) und eine erhbhte HDACS5-Expression zu einer
Verminderung der HDAC9-mRNA (Abb. 18). Die Expression der HDAC3 wurde
hingegen parallel zu der Expression der HDAC5 moduliert, sodass eine erhohte
HDACS5-Expression in einer Steigerung der HDAC3-mRNA (Abb. 18) resultierte und
umgekehrt (Abb. 19). Somit konnte ein regulatorischer Effekt der HDAC5-Expression
auf die Expression der HDAC3 und 9 in RAW 264.7-Zellen angenommen werden.
Die Expression anderer HDACs wurde weder parallel noch entgegengesetzt zu der
HDACS5-Expression verandert. Da die HDACS5 an die HDAC3 im Zellkern bindet [77]
und HDAC3 die Enzymaktivitat der HDACS5 ermdoglicht [241, 242], kbnnte HDACS3

somit auch die inflammatorische Regulation durch die HDACS5 vermitteln. Diese
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Hypothese wird zusatzlich dadurch gesttitzt, dass HDAC3 durch eine Deacetylierung
von p65 die Expression von NFkB-abhangigen Genen induziert [238]. Daher kann
ein regulatorischer Signalweg in Makrophagen angenommen werden, bei dem
HDACS5 mit HDACS interagiert, dadurch NFkB aktiviert und somit zur Produktion der
inflammatorischen Zytokine MCP-1 und TNFa fuhrt. Die Relevanz eines derartigen
Zusammenspiels der HDAC5 und HDAC3 fiur chronische Darmentzindungen wird
dadurch bestétigt, dass sowohl die Expression der HDAC3 als auch der HDAC5
durch eine DSS-Kolitis im Mausmodell gesteigert wird [107].

Um zu uUberprufen, ob die Transkription anderer HDACs ebenfalls durch eine
Aktivierung des TLRA4-Signalweges in Makrophagen beeinflusst wird, wurde in der
vorliegenden Arbeit der Effekt einer LPS-Stimulation auf die mRNA-Expression der
einzelnen HDACs untersucht.

Eine Inkubation mit LPS in einer geringen Konzentration von 10 ng/ml moduliert die
Expression der HDACs auf mRNA-Ebene in aus dem Knochenmark von M&ausen
isolierten Makrophagen: Wahrend die Expression der HDAC1 nach einer Stimulation
Uber vier bis acht Stunden und die Expression der HDAC9 nach zwei bis vier
Stunden gesteigert wird, ist die Expression der HDAC4, 6, 7, 8, 10 und 11 nach einer
Inkubationsdauer von vier bis sechs Stunden vermindert. Nach 24 Stunden ist die
Expression der HDAC4, 7 und 8 deutlich erhdht, die Expression der HDACG6, 10 und
11 hingegen vermindert. Die Expression der HDAC1 und 9 erreicht nach 24 Stunden
Inkubation mit LPS wieder das Ausgangsniveau der basalen Expression [195]. Der
Einfluss einer Inkubation mit 10 ng/ml LPS auf die Expression der HDAC2 und 3
wurde bisher nicht untersucht. Eine Inkubation mit einer hohen Konzentration von
1 pg/ml LPS fuhrt zu einer veradnderten Modulation der mRNA-Expression der
HDACSs in primaren Makrophagen aus dem Knochenmark von M&ausen: Durch eine
LPS-Stimulation Uber sechs Stunden wird die Expression aller HDACs deutlich
vermindert. Bei einer Kulturdauer von 24 Stunden in Gegenwart von LPS scheint das
Alter der Mause einen Effekt auf die Regulation der Expression zu besitzen:
Wahrend in Makrophagen aus alten Mausen die Expression aller HDACs deutlich
gesteigert wird, wird in Zellen aus jungen Tieren nur die Expression der HDAC1 und
9 in ahnlicher Weise nach 24 Stunden gesteigert. Alle anderen HDACs erreichen
nach dieser Stimulationsdauer wieder etwa das Niveau der basalen Expression

[196]. Die unterschiedlichen Effekte durch verschiedene LPS-Konzentrationen

94



weisen auf eine Dosisabhéngigkeit des regulatorischen Effekts in primaren
Makrophagen der Maus hin. In RAW 264.7-Zellen wird die Expression aller HDACs
durch Inkubation mit 100 ng/ml LPS Uber 18 Stunden deutlich reduziert [180]. Der
Effekt einer kurzfristigeren LPS-Stimulation wurde bisher in RAW 264.7-Zellen nicht
analysiert. Daher wurde die mRNA-Expression der HDAC-Subtypen nach bis zu
sieben Stunden Kultur in Gegenwart von LPS untersucht.

Die Expression der HDAC1, 2 und 3 wurde in RAW 264.7-Zellen durch eine
Stimulation bis zu drei Stunden deutlich erhoht, bevor sie nach sieben Stunden
Kultur wieder das Niveau der Basisexpression erreichte. Die Expression der HDACs
4 bis 11 wurde im Gegensatz dazu durch eine Inkubation mit LPS bis zu sieben
Stunden deutlich vermindert (Abb. 17). Die Analyse der Expressionsveranderungen
deutete somit auf eine gleichartige Regulation der HDACs einer Klasse hin. So wurde
die Expression der HDACs der Klasse | abgesehen von der HDACS8 gesteigert, die
Expression der HDACs der Klasse Il und IV hingegen durch die Inkubation mit LPS
vermindert. Dies konnte auf eine mdgliche funktionelle Gemeinsamkeit der HDACs
einer phylogenetischen Gruppe in der Immunantwort von Makrophagen hinweisen.
Dariiber hinaus zeigte die Regulation der HDACs in den RAW 264.7-Zellen grol3e
Ahnlichkeiten zu der Modulation in den primaren Makrophagen aus dem
Knochenmark von Méausen, da insbesondere die Expression der HDACs der Klasse
Il und IV in gleicher Weise durch die Stimulation mit LPS reduziert wurde. Dies
unterstreicht nochmals die Ubertragbarkeit von funktionellen Zusammenhangen in
der Makrophagenzelllinie auf primare Zellen. Die interkurrente Steigerung der
HDAC3-Expression durch eine Inkubation mit LPS bekraftigte die zuvor aufgestellte
Hypothese einer mdglichen Interaktion der HDACS5 und 3. Da eine kurzfristige
Inkubation mit LPS zu einer deutlichen Steigerung der HDAC5-Expression fuhrte und
eine erhohte Expression der HDAC5 wiederum in einer Erhdhung der HDAC3-
Expression resultierte, konnte der Effekt der LPS-Stimulation auf die Expression der
HDAC3 durch die HDACS5 vermittelt werden. Insbesondere der Verlauf der beiden
Kinetiken mit einer Hochregulation der HDAC5-Expression nach bis zu 20 min, die
die etwas spatere vermehrte Expression der HDAC3 nach ein bis drei Stunden
Kultur induzieren kdnnte, gefolgt von der Verminderung der HDAC5-Expression nach
einer langeren LPS-Stimulation Utber drei bis sieben Stunden, die wiederum die

Reduktion der HDACS3-Expression nach sieben Stunden auf das Basisniveau
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bewirken koénnte, unterstitzt die Hypothese, dass HDACS5 einen direkten Einfluss auf
die Expression der HDAC3 nimmt und dieser Regulationsmechanismus eine wichtige

Funktion in der Immunantwort von Makrophagen besitzt.

6 Schlussfolgerung und Ausblick

HDAC-Inhibitoren hemmen in murinen und humanen Makrophagen die Sekretion von
TNFa [91, 219, 245]. In humanen PBMCs wird dieser Effekt durch den NFkB-
Signalweg vermittelt [245]. Dies weist auf eine pro-inflammatorische Funktion der
HDACs in Makrophagen durch Aktivierung des NFkB-Signalweges hin. Welche
Funktion die einzelnen HDACs in der Immunantwort von Makrophagen besitzen, war

bisher jedoch weitgehend unbekannt.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass in murinen RAW 264.7-
Zellen die Expression der HDACS5 durch inflammatorische Zytokine und CpG-
Oligonukleotide reguliert wird. Dabei bewirkte eine kurzfristige LPS-Stimulation bis zu
20 min eine Steigerung der HDACS5-Expression. Daruiber hinaus konnte erstmals
nachgewiesen werden, dass die HDACS5-Expression die Produktion von pro-
inflmmatorischen Faktoren in diesen Zellen reguliert, da eine Modulation der HDAC5-
Expression zu einer parallelen Veranderung der Konzentration von TNFa und MCP-1
fuhrte. Dies weist auf einen pro-inflammatorischen Effekt der HDACS5 in den
RAW 264.7-Zellen hin, indem LPS die Expression der HDACS5 induziert und dadurch
die Produktion pro-inflammatorischer Faktoren stimuliert. Als mdglicher Mediator
dieser Funktion der HDAC5 wurde der NFkB-Signalweg identifiziert, weil eine
Steigerung der HDACS5-Expression mit einer vermehrten Aktivitdt von NFkB
einherging. Da HDAC5 mit HDAC3 interagiert und HDAC3 die HDAC-Aktivitat der
HDACS5 vermittelt [241, 242], wurde zudem untersucht, in welcher Weise eine
veranderte HDACS5-Expression die Expression der anderen HDAC-Subtypen
beeinflusst. Dabei zeigte sich die Expression der HDAC3 parallel zu der der HDAC5
moduliert. Da HDAC3 durch Deacetylierung der Lysinseitenketten 122 und 123 von
p65 die Abspaltung von IkB und dadurch den Eintritt von p65 in den Zellkern
ermoglicht [238], erscheint eine Interaktion der HDAC5S mit HDAC3 zur Aktivierung
von NFkB plausibel. Diese Hypothese wird zudem durch eine Analyse der

Expression der HDAC-Subtypen nach LPS-Stimulation unterstitzt, da eine
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Inkubation der RAW 264.7-Zellen Uber ein bis drei Stunden zu einer Steigerung der
Expression der HDACS3 fuhrte. Die Verminderung der HDACS5-Expression in
RAW 264.7-Zellen durch eine langere LPS-Stimulation Gber 7 Stunden deutet auf
einen maoglichen Ruckkopplungsmechanismus hin, der eine Uberschiel3ende pro-
inflammatorische Immunantwort verhindern soll. Einen &hnlichen Zweck kdonnte auch
die vermehrte Produktion von IL-10 durch die gesteigerte HDAC5-Expression haben.
Da eine verminderte Expression der HDACS auch in den humanen U937-Zellen zu
einer Reduktion der TNFa-Produktion flihrte, erscheinen die im murinen System
gesammelten Erkenntnisse auf humane Makrophagen tbertragbar. Die Abbildung 22
illustriert schematisch die Vorstellung, wie die unterschiedlichen Kurz- und
Langzeitwirkungen von LPS und CpG-Oligonukleotiden Uber die Interaktion der
HDACS5 vermittelt werden. Die HDACS5 verstarkt in Makrophagen die durch TLR4-
Stimulation induzierte Produktion pro-inflammatorischer Faktoren, indem sie durch
Interaktion mit HDAC3 den NFkB-Signalweg aktiviert.

LPS (20 min) LPS (7h)

TLR4 TLR4
CPG /

HDACS

HDAC5 “ . HDAC3
HDAC3

Ac123 | IkB
T L pes
‘ kB
Ac 122 = A
p65

TNFa

MCP-1 MCP-1

Abb.22: HDAC5 reguliert die inflammatorische Immunantwort von
Makrophagen. Eine kurzfristige Stimulation von Makrophagen mit LPS steigert die
Expression der HDACS5. Die vermehrte HDACS5-Expression bewirkt wiederum eine
Steigerung der HDAC3-Expression. Die vermehrt exprimierte HDAC3 interagiert mit
HDACS5 und vermittelt deren HDAC-Aktvititat. Dies fuhrt zu einer Deacetylierung von
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p65 an den Lysinseitenketten 122 und 123. Dadurch wird IkB von p65 abgespalten
und p65 kann in den Zellkern translozieren. Dies resultiert in einer vermehrten
Expression NFkB-abhangiger Gene, wie z.B. TNF und MCP-1. Eine langerfristige
Stimulation mit LPS oder CpG-Oligonukleotiden inhibiert die Expression der HDACS.
Dies resultiert wiederum in einer verminderten HDAC3-Expression. Die verminderte
HDAC-AKktivitdt der HDAC5 und 3 bewirkt eine vermehrte Acetylierung von p65,
welches dadurch im Zytoplasma verbleibt. Hierdurch wird die Expression NFkB-
abhangiger Gene wie TNFa und MCP-1 inhibiert (eigene Daten, [77, 231, 232, 238,
241, 242, 245)).

Um die in vitro erkannten Wirkungen und Regulationsmechanismen auch in vivo zu
bestétigen, sind Untersuchungen an HDACS5-knockout-Mausen erforderlich. Dabei
sollte vor allem der Frage nachgegangen werden, wie die Sekretion von pro-
inflammatorischen Zytokinen in Makrophagen aus den knockout-Tieren im Vergleich
zu Wildtyptieren verandert ist und welchen Effekt die fehlende HDAC5-Expression in
den Méausen auf den Verlauf einer experimentellen Kolitis besitzt.

Die klinische Relevanz der immunregulatorischen Funktion der HDACS5 besteht in der
mdoglichen Entwicklung eines selektiven HDAC-Inhibitors zur Therapie der CED. So
ware die Entwicklung eines spezifischen HDACS5-Inhibitors oder aber eines Inhibitors
des Komplexes aus HDAC5 und HDAC3 denkbar. Dies konnte die pro-
inflammatorische Polarisierung der Makrophagen beschranken und somit die
Dysregulation des Immunsystems inhibieren. Fur die bisherigen Pan-HDAC-
Inhibitoren konnte zwar ein therapeutischer Effekt in verschiedenen Mausmodellen
zur CED nachgewiesen werden [93], jedoch besitzen diese Wirkstoffe eventuell
aufgrund ihre mangelnde Spezifitat unerwiinschte Nebenwirkungen wie Ubelkeit,
Erbrechen, Diarrhoe, Leberwerterhbhungen, Leukopenie, Thrombopenie, EKG-
Verdnderungen wie z.B. eine Verldngerung der QT-Zeit, Dyspnoe und
neuropsychologische Auffalligkeiten [246]. Sollte der pro-inflammatorische Effekt der
HDACS5 daher auch in vivo vorhanden und entscheidend an der Aufrechterhaltung
der dysregulierten Immunreaktion beteiligt sein, kdnnte eine spezifische Inhibition

dieser HDAC eine nebenwirkungsarmere Therapie ermdglichen.
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