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Abstract Deutsch

Einleitung: Zinkfingerprotein 580 (ZNF580) ist an der Expressionsregulation verschie-
dener Zielgene und dadurch an der Modulation von Angiogenese und Endothelzellfunk-
tionen beteiligt. Uber seine Funktion bei entziindlichen Prozessen ist bislang wenig be-
kannt. Ziel dieser Arbeit war die Uberprifung der Hypothese, dass ZNF580 an der Re-

gulation von Entzindungsprozessen beteiligt ist.

Methoden: MonoMac6 wurden mit LPS, TNF-a oder fMLP stimuliert. Zum Nachweis
und zur intrazellularen Lokalisation von ZNF580 wurden die Zellen nach Farbung im
Fluoreszenzmikroskop analysiert. Die Expression von ZNF580, IL-1, IL-6 und IL-8 wur-
de nach reverser Transkription der mMRNA mittels quantitativer real-time PCR gemessen.
Zur Quantifizierung von Proteinen wurden Zelllysate mittels Immunoblotting sowie Zell-
kulturiberstande mittels ELISA analysiert. Zum ,Knockdown® von ZNF580 wurde
ZNF580-spezifische siRNA verwendet.

Ergebnisse: ZNF580 ist in MonoMac6 exprimiert und im Nukleus lokalisiert. Nach 24 h
Stimulation mit LPS war die ZNF580-Expression erhoht, wahrend TNF-o und fMLP un-
ter diesen Bedingungen keinen Effekt zeigten. Zudem gab es nach LPS-Stimulation
eine Dosis-abhangige, negative Korrelation zwischen ZNF580 und IL-6. Dementspre-
chend war nach ,Knockdown® von ZNF580 mit spezifischer siRNA die LPS-abhangige
IL-6-Produktion erhoht. Im Zeitgang der LPS-Stimulation war ZNF580 auf Proteinebene
nach 2 h bis 8 h moderat erhdht und nach 16 h drastisch reduziert. Diese Reduktion fiel

mit der zweiten Phase der prolongierten |IL-6-Produktion zusammen.

Schlussfolgerung: In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass ZNF580 in Mono-
Mac6 exprimiert wird und an der LPS-induzierten IL-6-Produktion beteiligt ist. Somit
scheint ZNF580 ein neuer Akteur bei der Regulation von Entzundungsreaktionen von

Monozyten zu sein.



Abstract English

Introduction: Zinc finger protein 580 (ZNF580) is a nuclear-located factor, probably
affecting gene expression control. It is involved in the modulation of angiogenesis and
endothelial function. Little is known about a role of ZNF580 in inflammation. The aim of
this study was to determine how ZNF580 contributes to the regulation of inflammatory

processes.

Methods: MonoMac6 were stimulated with LPS, TNF-a or fMLP. The cells were ana-
lysed with a fluorescence microscope for detection and intracellular localisation of
ZNF580. Expression of ZNF580, IL-1, IL-6 and IL-8 was quantified after reverse tran-
scription of mMRNA via quantitative real-time PCR. For quantification of protein cell ly-
sates were analysed via immunoblotting and cell culture supernatants via ELISA. Spe-
cific sSiRNA was used to knock out ZNF580 gene.

Results: ZNF580 is expressed in MonoMac6 and located in the nucleus. Its expression
was increased after 24 h of LPS stimulation, whereas TNF-a and fMLP had no effect
under these conditions. There was a dose-dependent negative correlation between
ZNF580 and IL-6. siRNA mediated knockdown led to an increased IL-6 production after
LPS stimulation in MonoMac6. The time course of LPS stimulation showed ZNF580 to
be moderatly increased after 2 h up to 8 h, followed by a sharp decline after 16 h. This
late decline of ZNF580 coincided with the second phase of the prolongated IL-6 produc-

tion.

Conclusion: This study showed, that ZNF580 is expressed in MonoMac6 and involved
in the LPS-induced IL-6 production. Thus ZNF580 seems to be a novel player in the

regulation of inflammatory reactions of monocytes.
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1 Einleitung

1.1 Zinkfinger-Proteine

1.1.1 C2H2-Zinkfinger-Proteine

Transkriptionsfaktoren regulieren die Ablesevorgange von Genen und sind dadurch an
einer Vielzahl von Entwicklungs-, Differenzierungs- und Anpassungsvorgangen im
menschlichen Korper beteiligt. Zinkfinger sind bekannte Motive in Transkriptionsfakto-
ren und konnen an die Desoxyribonukleinsaure (DNA) binden, eine notwendige Vo-
raussetzung dafur, dass die Genexpression beeinflusst werden kann. Aul3erdem kon-
nen auch Ribonukleinsauren (RNA) (1) oder andere Proteine (2) mit dem Zinkfinger
gebunden werden. Nach dem Vorkommen bestimmter Aminosauren in der Zinkfinger-
Struktur, konnen insgesamt 26 Zinkfinger-Protein-Familien unterschieden werden (3).
Die grofdte Gruppe dabei ist die der Cystidin,-Histidin,-Zinkfinger-Proteine (C2H2-ZNF)
(4,5).

C2H2-ZNF wiederum konnen in drei Gruppen nach Anzahl und Anordnung der Zinkfin-
ger eingeteilt werden:

1. drei Zinkfinger am C-terminalen Ende, dazu gehort u.a. die Familie der Krippel-like-
Faktoren;

2. ein oder mehrere paarige Zinkfinger, wobei diese Uber das gesamte Protein verteilt
sind;

3. Gruppen von vier oder mehr Zinkfingern, wobei in einem Protein auch mehrere ver-
schiedene Zinkfinger-Domanen vorkommen kdénnen. Manche Zinkfinger-Proteine wei-

sen Charakteristika mehrerer Gruppen auf (4,5).

Zudem koénnen C2H2-ZNF auch nach dem Vorkommen anderer, Zinkfinger-unabhangi-
ger, Proteindomanen eingeteilt werden, wie z.B. die ,Krlppel associated box-
domain“ (KRAB-Domane), ,Serum Response Element Zinc Binding Protein, CTfin51
(=Zinc finger and SCAN domain-containing protein 21), AW-1 (=ZNF174) and Number
18 cDNA (=ZNF197)-domain“ (SCAN-Domane) oder ,broad complex, tram track and



bric a brac/pox virus and zinc finger domain“ (BTB/POZ-Domane), welche fur die Bin-
dung an andere Proteine wichtig sind (4). Die meisten der C2H2-ZNF wirken als Re-
pressoren der Gen-Transkription Uber die Bildung von Heterochromatin via Histon-
Deacetylierung bzw. -Methylierung und Rekrutierung von Heterochromatin-Protein 1 (4).
C2H2-ZNF, die die Transkription von Genen initiieren, tragen zur Bildung des Transkrip-

tions-Initiationskomplex bei (4).

1.1.2 Aligemeiner Aufbau und DNA-Bindung des Zinkfingers

Der allgemeine Aufbau eines C2H2-Zinkfingers besteht aus der Konsensus-Sequenz
(F/Y)-X-C-X2.5-C-X3-(F/Y)-Xs-y-X2-H-X3.5-H, wobei X fur jede beliebige Aminosaure und
y fur einen hydrophoben Rest steht (6). Die Aminosauren formen als Sekundarstruktur
zwei pB-Faltblatter sowie eine a-Helix, in der das Zink-lon koordinativ an die zwei Cysti-
din- und Histidin-Reste gebunden wird (Abbildung 1.1) (6).

C2H2-Zinkfinger kénnen Uber zwei Mechanismen an die DNA binden:

1. Vier Aminosaurereste, die sich am N-terminalen Ende der a-Helix befinden, binden
Uber Wasserstoffbriickenbindungen an die DNA (6). Die Position und Typ der Amino-

sauren konnen jedoch bei verschiedenen Zinkfinger-Proteinen unterschiedlich sein.

2. Zur Bindungsstabilisierung binden Aminosauren auch an die DNA-Phosphatleiter.

Die Anzahl der Zinkfinger in einem Protein ist zudem verantwortlich fur die Bindungsaffi-
nitat an die DNA: Je mehr Zinkfinger in einem Protein vorkommen, desto hoher ist die
Affinitat. Die Spezifitat der Bindung ist am ehesten durch die Interaktion zwischen Ami-
nosauren und DNA-Basen bestimmt, wobei hierfur vor allem die Bindung zwischen Argi-

nin und Guanin wichtig ist (6).



1.2 Zinkfinger-Protein 580

Zinkfinger-Protein 580 (ZNF580) ist ein Mitglied
der C2H2-Zinkfinger-Proteinfamilie (7) mit drei

Zinkfinger-Strukturen am C-terminalen Ende (8),

deren Sequenzen in Abbildung 1.2 angegeben ‘
sind (9). Es ist an der Regulation verschiedener
Zielgene beteiligt, die unter anderem Angiogene-

se, Endothelzellfunktionen und die endotheliale

'_
Stickstoffmonoxid-Produktion beeinflussen '
(8,10,11). In EA.hy926-Zellen, einer Endothelzell- ' E
linie, zeigt sich nach Sphingosin-1-Phosphat
(S1P)-Stimulation eine zeit- und dosisabhéngige | Abbildung 1.1: Aligemeiner Aufbau

eines Zinkfingers, modifiziert nach
Hochregulation von ZNF580-messenger Ribonuk- | Razin et al., 2012

leinsaure (MRNA) und -Protein Uber den p38-

MAP-Kinase-Signalweg (8). Zudem ist die Expression von ,matrix metalloproteinase
2“ (MMP2) und von ,vascular endothelial growth factor a“ (VEGF-A) sowie Endothel-
zellmotilitat und -proliferation abhangig von ZNF580 (8).

Fingerl C PECARV FASPLR EQS HREVSH SDLEPFT
Finger2 CGACGKAFKERSSH LSE HRATH RARAGPPHT
Fingers CPLECPRREQDAAELAQHVELH

Abbildung 1.2: Die Sequenzen der drei Zinkfinger von ZNF580, modifiziert nach Zhu und
Zhang, 2008.

Des Weiteren ist in EA.hy926 nach Stimulation mit transforming growth factor  (TGF-p)
die Expression der endothelialen Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS) sowie auch En-
dothelzellmigration und -proliferation ZNF580-abhangig (11). Wie in einer weiteren Stu-
die per yeast-two-hybrid-screen gezeigt wurde, bindet ZNF580 in HEK293-Zellen an
das Protein Mothers against decapentaplegic homolog 2 (SMAD2) (10). In EA.hy926

wiederum sind die Ubereinander gelegten Fluoreszenzsignale beider Proteine im Nuk-



leus deckungsgleich, so dass auch hier aufgrund der Kolokalisation eine Bindung disku-
tiert wird (10).

Im Tiermodell ist das Homologprotein von ZNF580 in Ratten — ZFP580 genannt — an
der Entwicklung und Differenzierung von endothelialen Progenitorzellen in reife Endo-
thelzellen sowie an der Blutgefal3bildung beteiligt (12). Hieraus wird ein moglicher the-
rapeutischer Nutzen bei der Behandlung von Gefallerkrankungen abgeleitet. Nach
ZNF580-Gentransfer mittels Mikropartikeln, Nanopartikeln oder Micellen in EA.hy926 ist
die Migration der Endothelzellen verbessert (13-19). Zudem ist ZFP580 im Rattenmo-
dell und an der aus embryonalen Rattenherzen gewonnenen Zelllinie H9¢c2 ein Mediator
des ,Preconditioning®, dem kardioprotektiven Effekts von intermittierender Hohenhypo-
xie: Als Signalmolekul im protektiven extracellular signal-response kinases 1 and 2-Si-
gnalweg (ERK1/2) hemmt es die Zellapoptose (20). Neueste Arbeiten zeigen zudem,
dass ZFP580 auch im Rattenmodell am TGF-B-/Smad2-Signalweg beteiligt ist und dort
die protektiven Effekte von TGF-B auf Kardiomoyzten reguliert, indem es den mito-

chondrischen Signalweg der Apoptose inhibiert (21).

Ferner ist ZNF580 an Entzindungsvorgangen am Endothel involviert (22,23). So wird
ZNF580 auf mRNA-Ebene in human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) nach Sti-
mulation mit nativem low density lipoprotein (LDL) dosisabhangig induziert, wahrend an-
dere Stimulatoren wie high densitiy lipoprotein (HDL) oder Tumornekrose-Faktor o
(TNF-a) keinen Effekt auf die Expression haben. Gleichzeitig hat eine Inkubation von
HUVEC mit LDL-Partikeln mit héherem Oxidationsniveau (oxLDL) eine Abnahme von
ZNF580 zur Folge. Nach siRNA-Knockdown von ZNF580 zeigt sich eine starke und
signifikante Induktion von Interleukin 8 (IL-8) und eine erhohte Adhasion von Monozyten
am Endothel. Folglich ist auch nach Stimulation von HUVEC mit héher oxidiertem LDL
und einer Abnahme von ZNF580 die IL-8-Produktion erhéht (22). In einer weiteren Stu-
die ist ZNF580 in EA-hy926 nach H,O»-Stimulation zeit- und dosisabhangig auf mRNA-
und Proteinebene heraufreguliert. Dieser Effekt wird durch einen chemischen Inhibitor
der p65-Untereinheit von nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells

(NFxB) teilweise aufgehoben. Im Gegensatz zu Hofmann et al. fuhrt eine ZNF580-



Uberexpression zu einer signifkanten Induktion von IL-8 in EA.hy926, sowohl basal als
auch nach H,O»-Stimulation (23).

1.3 Monozyten und MonoMac6

Monozyten sind Zellen der myeloischen Reihe und zirkulieren im peripheren Blut. So-

wohl wahrend Homoostase als

Qi n 2 o o Syt auch bei einem Entzindungs-
) = 1ari i
QS G @ © . prozess emigrieren sie aus
o O, o £
) < . .
> O o O+ = dem Blut in die angrenzenden
O 2 3 3 o0 Gewebe bzw. an den Ort der
A% D oo
/7 ) Entzindung und differenzieren
o) o 2 o
2 X Ao © . | sich in Makrophagen oder
S )G\ A (¢) 0No .
o ¢ Gewebe-spezifische Den-
- O‘ % (Yo £ g i i i
A o > O > = dritische Zellen. Sie sind somit
+ “o 5 zentrale Akteure des angebo-
&) : ,
o < 0O : renen und auch des adaptiven
Abbildung 1.3: MonoMac6, 16x VergroRerung
Immunsystems und als solche

an der Entzindungsantwort
v.a. gegen bakterielle Infektionen, aber auch gegen Virus- und Pilzinfektionen beteiligt
(24,25).

Die Zelllinie MonoMac6 (Abbildung 1.3) wurde aus Blutproben eines Patienten isoliert,
der im Fruhjahr 1985 an einer monoblastischen Leukamie erkrankte (26). Unter Thera-
pie wurde zunachst eine Remission erreicht, jedoch rezdivierte die Erkrankung im
Sommer und der Patient verstarb. MonoMac6 weisen Monozyten-assoziierte Oberfla-
chenmarker, z.B. Cluster of Differentiation 14 (CD14), auf, wahrend Lymphozyten-
typische Oberflachenmarker (CD3 und CD20) fehlen. MonoMac6 sind zu Monozyten-
typischem biologischen Verhalten in der Lage wie Produktion von reaktiven Sauer-
stoffspezies (ROS) und Phagozytose. Interessanterweise zeigt der Vergleich mit den
Monozyten-Zelllinien U-937 und THP-1, dass bei diesen beiden Zelllinien CD14 basal

oder nach IFN-y—Stimulation entweder gar nicht oder in geringerem Ausmal} als bei
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MonoMac6 exprimiert wird, so dass MonoMac6 ein besseres Modell fur reife Monozyten
darstellen (26). MonoMac6 sind als Reaktion auf einen LPS-Stimulus in der Lage, eine
Reihe proinflammatorischer Zytokine (u.a. TNF-a, Interleukin-1 (IL-1) und Interleukin-6
(IL-6)), zu sezernieren (27), die fur Monozyten charakteristisch sind. Dieser Effekt kann
durch eine pra-stimulatorische Inkubation mit IFN-y oder LPS im Sinne einer LPS-
Desensibilisierung abgeschwacht werden (27,28). Daruber hinaus konnen MonoMac6
durch verschiedene Stimuli in Richtung reifer Monozyten differenziert werden. Die drei
Substanzen Prostaglandin E, (PGEZ2), Lipopolysaccharid (LPS) und Phorbolmyrista-
tacetat (PMA) erhohen in unterschiedlichem Ausmal} die Fahigkeit zur Adhasion und
Phagozytose sowie die Expression von Makrophagen-Kolonie-stimulierender-Faktor (M-
CSF). Zudem werden nach Stimulation spezifische Oberflachenmolekule reifer Monozy-
ten (CD14, CD23) vermehrt und CD33 als ein Marker unreifer myeloischer Vorlauferzel-
len weniger exprimiert (29). NFkB, ein zentraler Akteur von Entzindungsvorgangen,
wird konstitutiv in MonoMac6 exprimiert; das Expressionsniveau bleibt auch nach Rei-
feinduktion mit Vitamin D3 unverandert (30). Zusammenfassend weisen MonoMac6
Charakteristika reifer Monozyten auf und ahneln ihnen in ihrem biologischen Verhalten,

so dass es sich um eine gute Monozyten-Modellzelllinie fur in vitro-Versuche handelt.

1.4 Lipopolysaccharid

LPS ist ein essentieller Bestandteil der Zellwand gramnegativer Bakterien. Es besteht
aus den drei Untereinheiten Lipid A, O-Polysaccharid und der Kernregion (31): Von Li-
pid A wird angenommen, fur die toxischen Effekte verantwortlich zu sein. Das O-
Polysaccharid ist eine variable Seitenkette, die abhangig vom Subtyp des gramnegati-

ven Bakteriums ist. Die Kernregion verbindet die beiden Untereinheiten miteinander.

LPS bindet auf der Zelloberflache an CD14 und wird dadurch dem Toll-like-receptor 4
(TLR4) prasentiert. Zudem konnen CD14 und Lipopolysaccharid-binding-protein (LBP)
zusammen LPS aus der duReren Zellwand von Bakterien herauslésen und so das LPS-
Signal noch zusatzlich verstarken (32). Nach LPS-Bindung an TLR4 kommt es zu einer
Rezeptor-Homodimerisierung, so dass an die intrazellularen Rezeptoranteile weitere

Signalmolekule binden konnen: Es wird eine myeloid differentiation primary response
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protein 88-abhangige (MyD88) und MyD88-unabhangige intrazellulare Signalkaskade
unterschieden (32). Beide flhren zu einer Aktivierung von NFxB und weiterer Transkrip-
tionsfaktoren, die letztendlich die Transkription proinflammatorischer Zytokine (MyD88-
abhangiger Signalweg) bzw. Typ-Il-Interferonen (MyD88-unabhangiger oder TRIF-
abhangiger Signalweg) induzieren (33,34) (Abbildung 1.4). LPS induziert Uber diese
Signalkaskade in Monozyten die Transkription einer Reihe von proinflammatorischen
Zytokinen, darunter auch IL-6 (32) (Tabelle 1).

Tabelle 1: Von Monozyten/monozytischen Zellen produzierte Zytokine, modifiziert nach
Rossol et al, 2011

Zytokine Funktion Kinetik
TNF-a pro-inflammatorisch frih (4 h)
IL-1 pro-inflammatorisch frih bis spat (2 h—12 h)
IL-6 pro-inflammatorisch frah (7 h)
IL-8 pro-inflammatorisch frih (4 h)
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Abbildung 1.4: Der MyD88-abhidngige (A) und der MyD88-unabhangige/TRIF-abhédngige (B)
intrazelluldare LPS-Signalweg, modifziert nach Lu Y-C et al., 2008

1.5 NFxB

1.5.1 Struktur des NFkB-Komplex

Der ruhende NFkB-Komplex besteht aus mehreren Untereinheiten im Zytosol und
transloziert nach Stimulation durch proinflammatorische Mediatoren in den Zellkern.
Dort induziert er in Abhangigkeit des Stimulus proinflammatorische Zytokine und wird
als ein zentraler Akteur in Entzindungsprozessen angesehen. Die Untereinheiten des
Komplexes sind in Saugetieren Homo- oder Heterodimere von Proteinen der Rel-
Familie (RelA (frher p65), RelB und c-Rel) sowie der NFkB-Familie (p105 und p100)
(35-37). Aus den Proteinen der NFkB-Familie kdnnen durch limitierte Proteolyse die
Proteine p50 und p52 gebildet werden. Alle Proteine haben die Rel-Homologie-Domane,
mit der sie aneinander binden konnen. Bis auf RelB kommen diese Proteine auch als
Homodimere in vivo vor (38). Zusatzlich besitzen die Proteine der Rel-Familie eine C-
terminale Transaktivierungsdomane, mit der sie die Transkription von Genen induzieren

konnen, wahrend diese bei p50 und p52 fehlt. So ist zu erklaren, dass die NFkB-
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Heterodimere, typischerweise p50/RelA oder p52/RelB, nach Translokation in den Nu-

kleus die Transkription von Genen induzieren, p50- bzw. p52-Homodimere diese jedoch

hemmen (38).

1.5.2 Aktivierung von NFxB

Der NFkB-Komplex liegt in ruhenden Zellen im Zytosol vor und wird durch die Bindung

von inhibierenden Proteinen der lkB-Familie inaktiviert (36—39). Nach Bindung von Li-

ganden an bestimmte Membranrezeptoren (z.B. TLR4) kommt es zum Abbau von IkB,

wodurch der hemmende Einfluss aufgehoben wird und NF«kB in den Nukleus translozie-

ren kann (36,38,39). Dort bindet der Proteinkomplex an das «B-Motiv mit der teilweise
palindromischen Konsensussequenz 5-GGGACTTTCC-3' (39).
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Abbildung 1.5: Der kanonische (A) und nicht-kanonische (B)
NF«kB-Signalweg, modifiziert nach Gilmore TD, 2006

Es gibt zwei verschiedene
Signalwege, die zum Ab-
bau von IkB und dadurch
zur Aktivierung von NF«xB
fihren (35) (Abbil-
dung 1.5):

1. der kanonische Signal-
weg, der v.a. bei Prozes-
sen des angeborenen Im-
munsystems beteiligt ist
und Uber Phosphorylie-
rung von IkB durch die
IkB-Kinase (IKK), welche
aus einer o-Untereinheit,
einer B-Untereinheit und
dem regulatorischen Pro-
tein NEMO besteht, zum



proteolytischen Abbau von IkB und zur Aktivierung von p50/RelA-Dimeren fluhrt. Die

meisten physiologischen Stimuli, wie z.B. auch LPS, aktivieren diesen Signalweg.

2. der nicht-kanonische Signalweg, der bei Prozessen des erworbenen Immunsystems
beteiligt ist (35,40). Dabei kommt es durch Bindung bestimmter Molekile, wie z.B. Lym-
photoxin B, B-Zell aktivierender Faktor (BAFF) oder CD40, zur Aktivierung von NF«B-
induzierender Kinase (NIK), die einen Komplex aus zwei a-Untereinheiten der IKK
phosphoryliert und damit aktiviert. Dieser wiederum phosphoryliert das p100-Protein,
was zur limitierten Proteolyse und Freisetzung des p52/RelB-Komplexes flhrt. Darlber
hinaus gibt es weitere Wege der NFkB-Aktivierung, deren physiologische Bedeutung
noch nicht abschlielRend geklart ist (35).

1.5.3 Funktion von NFxB

NF«B ist in die Regulation verschiedener zellularer Prozesse eingebunden, z.B. bei der
Differenzierung von Pra-B-Zellen zu reifen B-Zellen (37) oder beim Immunglobulin-Klas-
senwechsel nach LPS-Stimulation (39). In T-Zellen kommt es nach Aktivierung mit phy-
siologischen Mediatoren, die zu einer intrazellularen Kalzium-Mobilisierung und einer
Proteinkinase-C-Aktivierung (PKC) fuhren, immer auch zu einer NFxB-Aktivierung, in
deren Folge es die Synthese von Interleukin 2 (IL-2), einem autokrinen Stimulus fur T-
Zell-Proliferation, induziert (37). In Monozyten und Makrophagen kommt es nach LPS-
Stimulation zu einer schnellen Transkription einer Reihe von proinflammatorischen Ge-
nen, darunter M-CSF, Granulozyten-Kolonie-stimulierender-Faktor (G-CSF), Granu-
lozyten/Makrophagen-Kolonie-stimulierender-Faktor (GM-CSF), TNF-a, IL-1 und IL-6,
tissue factor (TF) und der a-Untereinheit des IL-2-Rezeptors (37,39). In Monozyten bin-

det NFkB unter anderem an den IL-6-Promotor (41).

1.6 Interleukin-6

IL-6 ist ein Zytokin mit pleiotropen, sowohl proinflammatorischen als auch antiinflamma-
torischen Effekten, wodurch es zur Krankheitsentstehung und -progression, aber auch

zur Beendigung von Entziindungsprozessen beitragen kann (42). Es wird lokal im Ge-
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webe, u.a. von Monozyten und Makrophagen, produziert und gelangt in den Blut-
kreislauf, wodurch es systemische Effekte hat. Es bewirkt die Differenzierung von B-Zel-
len in Antikorper-produzierende Plasmazellen bzw. in regulatorische B-Zellen (42). Auf
ruhende T-Zellen wirkt es aktivierend und antiapoptotisch, fordert die Differenzierung in
proinflammatorische Th1- oder auch Th17-Zellen und inhibiert die Differenzierung in re-
gulatorische T-Zellen mit antiinflammatorischer Wirkung (43,44). IL-6 induziert in der Le-
ber die Synthese von sog. Akute-Phase-Proteinen, darunter C-reaktives Protein (CRP),

Serum-Amyloid, a1-Antitrypsin, Ferritin und Haptoglobin (31,39).

Uber die oben genannten Mechanismen ist IL-6 an der Pathogenese einer Reihe von
chronisch-entzindlichen Erkrankungen beteiligt, wie z.B. rheumatoider Arthritis, syste-
mischer Sklerose, multipler Sklerose oder systemischem Lupus erythematodes (45).
Bei diesen Erkrankungen gibt es mit IL-6-neutralisierenden Antikdrpern Behandlungs-
strategien, die diese immunmodulatorischen Effekte von IL-6 vermindern (45,46). Die
Assoziation von chronisch-entziindlichen Erkrankungen mit Tumorentstehung und -pro-
gression uber IL-6 ist mittlerweile gut belegt (45). So erhalt IL-6 bei Colitis ulcerosa- bzw.
M. Crohn-assoziierten kolorektalen Karzinomen die entzundliche Aktivitat der zugrunde
liegenden Darmerkrankung und wirkt proliferationsférdernd und antiapoptotisch auf Tu-
morzellen (47). Zudem ist IL-6 ein wichtiger Mediator in der Sepsis, einem Krankheits-
bild mit systemischer Entzindung und mit konsekutiver hoher Morbiditat und Mortalitat
(48). Im klinischen Alltag ist IL-6 ein anerkannter Sepsis-Marker und wird bei der Diag-
nostik eingesetzt (49,50). Darlber ist IL-6 ein pradiktiver Marker fir die Gesamtmortali-

tat von Sepsispatienten nach Entlassung aus dem Krankenhaus (51).

1.7 Zielsetzung der Arbeit

ZNF580 ist ein noch wenig charakterisierter Transkriptionsregulator. Bisherige Ergeb-
nisse Uber seine Beteiligung an Reaktionen des vaskularen Endothels auf inflammatori-
sche Stimuli wie oxLDL oder H,O, ebenso wie die protektive Rolle im Rahmen des Is-
chamie-Reperfusions-Syndroms fuhren zu der Hypothese, dass ZNF580 als Mediator
inflammatorischer Reaktionen fungiert. Besonders schwerwiegende Entziindungsreak-

tionen treten bei einer Sepsis auf. Zentrale Akteure einer Sepsis sind Monozyten. Diese
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Zellen sind an der Initiation einer Entziindung beteiligt sind, indem sie Zytokine sezer-
nieren und ROS produzieren. Einer der potentesten Aktivatoren von Monozyten ist LPS.
Eines der Haupteffektormolekule von Monozyten ist IL-6, ein Mediator der sog. Akuten
Phase. Daher soll in dieser Studie nach Stimulation mit LPS ZNF580 in Monozyten und

die Produktion von IL-6 untersucht werden.

Dazu soll zunachst gezeigt werden, ob ZNF580 in der Monozyten-Zelllinie MonoMac6
exprimiert wird und ob seine Expression durch Stimulation mit Entzindungsmediatoren
beeinflusst werden kann. Sodann soll der Zusammenhang zwischen ZNF580 und der

Produktion von IL-6 LPS-Dosis- und Zeit-abhangig untersuchen werden.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Puffer und verwendete Substanzen

2.1.1 Zellkultur

- RPMI-Medium (Biochrom, Berlin, Deutschland)

- Fetales Kalberserum (FKS) (Biochrom, Berlin, Deutschland), 10 % (v/v)

- L-Glutamin (Biochrom, Berlin, Deutschland), 2 mM

- Penicillin/Streptomycin (PEST) (Biochrom, Berlin, Deutschland), 0,5 % (v/v)

- vor siRNA-Transfektion: OPI-Supplement (0,15 g Oxaloacetat, 0,05 g Pyruvat und
0.0082 g Insulin) (Sigma-Aldrich, Minchen, Germany)

2.1.2 Fluoreszenzmikroskopie

- FKS (Biochrom, Berlin, Deutschland)

- Methanol (-20°C) (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

- Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung (PBS) mit/ohne Magnesium-/Calciumchlorid (Bi-
ochrom, Berlin, Deutschland)

- Bovines Serum Albumin (BSA) (Sigma Aldrich, Minchen, Deutschland)

- 4' 6-Diamidino -2-Phenylindol-Dihydrochlorid (DAPI) (Merck, Darmstadt, Germany)

- PBS-BSA 1 % (w/v): BSA 1 % (w/v) in 1x PBS

- PBS-BSA-Triton-X: BSA 1 % (w/v), Triton X-100 0,1 % (v/v) in 1x PBS

2.1.3 Proteinextraktion
- Protein-Extraktions-Puffer:

- Natriumphosphat (NaPi) (pH 7,8) (Roth, Karlsruhe, Deutschland), 20 mM
- Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland), 1 % (v/v)
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- Natriumchlorid (NaCl) (Roth, Karlsruhe, Deutschland), 150 mM

- Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) (Roth, Karlsruhe, Deutschland), 2,5 mM
- Natrium-ortho-Vanadat (NazVO,) (Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland),

1 mM

- Natriumfluorid (NaF) (Roth, Karlsruhe, Deutschland), 50 mM

- Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) (Roth, Karlsruhe, Deutschland), 1 mM

- Leupeptin (Roth, Karlsruhe, Deutschland), 0,02 pg/uL

- Pepstatin A (Roth, Karlsruhe, Deutschland),0,02 pg/uL

- Aprotinin (Roth, Karlsruhe, Deutschland), 0,02 ug/uL

- 6x Lammli Buffer:
- 2-Amino-2-(Hydroxymethyl)-Propan-1,3-diol (TRIS)/Salzsaure (HCI), pH 6,8
(Roth, Karlsruhe, Deutschland), 0,3 M
- Natriumdodecylsulfat (SDS) (Roth, Karlsruhe, Deutschland), 10 % (w/v)
- Glycerol (Roth, Karlsruhe, Deutschland), 30 % (v/v)
- Bromphenolblau (Roth, Karlsruhe, Deutschland), 0,1 % (w/v)
- DTT, 100 mM (kurz vor Benutzung hinzugefugt) (Sigma-Aldrich, Manchen,
Deutschland)

- Bradford-Reagenz (Biorad, Minchen, Deutschland)

2.1.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

- Sammelgel, 4 %:
- 1,84 mL H,O
- 313 uL Tris-HCI, pH 6,8 (Roth, Karlsruhe, Deutschland), 1 M
- 12,5 uL SDS (Roth, Karlsruhe, Deutschland), 20 %
- 345 L Acrylamide, 8% Bisacrylamide (Sigma-Aldrich, Manchen, Deutschland),
30 %
- 5 yL Tetramethylethyldiamin (TEMED) (Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland),
0,2 %
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- 12,5 yL Ammoniumperoxosulfat (APS) (Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland),
10 %

- Trenngel, 12 %:
- 3,35 mL H,O
- 2,5 mL Tris-HCI, pH 8,8 (Roth, Karlsruhe, Deutschland), 1,5 M
- 50 uL SDS (Roth, Karlsruhe, Deutschland), 20 %
-4 mL Acrylamide 30 %, Bisacrylamide 8 % (Sigma-Aldrich, Minchen,
Deutschland)
- 10 yL TEMED (Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland), 0,1 %
- 50 uL APS (Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland), 10 %

- Anodenpuffer: Tris, pH 8,9 (Roth, Karlsruhe, Deutschland), 0,2 M

- Kathodenpuffer:
- Tricin (Roth, Karlsruhe, Deutschland), 0,1 M
- Tris (Roth, Karlsruhe, Deutschland), 0,1 M
- SDS (w/v) (Roth, Karlsruhe, Deutschland), 0,1 %

- Proteinmarker: Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (BioRad, Minchen,
Deutschland)

2.1.5 Immunoblotting

-Transferpuffer:
- Methanol (v/v) (Roth, Karlsruhe, Deutschland), 10 %
- Glycin (Roth, Karlsruhe, Deutschland), 150 mM
- Tris (Roth, Karlsruhe, Deutschland), 25 mM

- PBS 10x (nach Maniatis):

- NaCl (Roth, Karlsruhe, Deutschland), 1,37 M
- Kaliumchlorid (KCI) (Roth, Karlsruhe, Deutschland), 27 mM
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- Dinatrium-Hydrogenphosphat (Na,HPOQO,) (Roth, Karlsruhe, Deutschland),
100 mM

- Kalium-Dihydrogenphosphat (KH,PO,) (Roth, Karlsruhe, Deutschland),
17,5 mM

- in MilliQ-Wasser aufgeldst and zu einem pH 7,4 mit Salzsdure adjustiert

- Waschpuffer PBS-T: Tween-20 (Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland) 0,1 % (v/v) in
1x PBS (Biochrom, Berlin, Deutschland)

- Blockierungspuffer: Sucofin Milchpulver (TSI Company GmbH und Co. KG, Germany)
5 % (w/v)in PBS-T

- Ladekontrolle:
- Ponceau-Rot (Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland)
- Essigsaure (Roth, Karlsruhe, Deutschland), 5 % (v/v)

- Dunkelkammer:
- Western Lightning chemiluminescence kit (Perkin EImer, Waltham, Massachu-
setts, USA)

- Hyperfilm enhanced chemiluminescence (ECL) (Amersham,Freiburg, Germany)

2.1.6 Zellstimulationsexperimente

Stammldésungen:

- LPS 055:B5 (Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland) 1 mg/mL in PBS (Biochrom, Ber-
lin, Deutschland)

- N-Formylmethionyl-Leucyl-Phenylalanin (fMLP) (Sigma-Aldrich, Minchen, Deutsch-
land) 10 mM in Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland)

- TNF-a (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) 100 ug/mL in PBS (Biochrom, Berlin,
Deutschland)
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2.1.7 Reverse Transkription (RT)

- Oligo-deoxy-Thymin(dT)-Annealing-Mix: fur 15 pL
- 2 ug Ribonukleinsaure (RNA) (= x ulL)
- 1 pL Oligo-dT-Primer (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
- 15 uL — x uL RNA — 1 uL Oligo-dT-Primer =y uL Ribonuklease (RNAse)-freies

Wasser (Qiagen, Hilden, Deutschland)

- RT-Mix: far 10 yL
- 2,75 uL RNAse-freies Water (Qiagen, Hilden, Deutschland)
- 5 yL RT-Puffer (M1701, Promega, USA), 5fach
- 1,25 uL Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs) (L785.2, Roth, Karlsruhe,
Germany), 10 mM
- 1 yL (=200U) Reverse Transkriptase (M1701, Promega, Madison, WI,
USA)

2.1.8 Quantitative real-time Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

- Primer-Mix (Verdlinnung 1:70):
- 1 pL forward Primer
- 1 UL reverse Primer
- 68 uL Desoxyribonuklease(DNAse)-freies Wasser (Qiagen, Hilden,
Deutschland)

- PCR-Mix:
- 10 yL SYBR-Green-Mastermix (QuantiTect SYBR Green PCR Kit, Qiagen,
Hilden, Germany)
- 4 uL Primer-Mix
- 4 uyL DNAse-freies Wasser (Qiagen, Hilden, Deutschland)

- 2 L komplimentare Desoxyribonukleinsaure (CDNA)
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2.2 Methoden
2.2.1 Zellkultur

MonoMac6-Zellen wurden in RPMI-1640-Medium, erganzt mit FKS 10 %, L-Glutamin
2 mM und PEST 0,5 %, bei 37°C in einem Inkubator in angefeuchteter Atmosphare kul-
tiviert. Alle zwei bis drei Tage wurden die in Suspension lebenden Zellen bei einer Dich-
te von 1,4 x 10° Zellen/mL im Verhaltnis 2:1 passagiert. Dazu wurde zu den in Zellkul-
turmedium befindlichen Zellen das gleiche Volumen hinzugeflgt, mittels Auf- und Abpi-
pettieren eine homogene Suspension hergestellt, die Halfte wieder entnommen, in eine
weitere Kulturflasche Ubertragen oder fur Experimente verwendet. Vor Transfektion mit

siRNA wurde dem Medium zusatzlich das OPI-Supplement hinzugefugt.
2.2.2 Fluoreszenzmikroskopie von ZNF580

Zellpellets von MonoMac6 wurden durch funfminltige Zentrifugation bei 4° C und 106 x
g (1000 Umdrehungen/Minute) (Zentrifuge 5417 R, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf)
erstellt und der Uberstand verworfen. Alle weiteren Arbeitsschritte erfolgten bei Raum-
temperatur. Die Zellen wurden in 200 uL FKS resuspendiert und auf einem Objekttrager
ausgestrichen. Nach Trocknung wurden die Zellen 20 Minuten lang mit eiskaltem Me-
thanol fixiert. Alle weiteren Schritte erfolgten in einer abgedunkelten, feuchten Kammer:
Die Zellen wurden mit PBS-BSA-Triton-X 10 Minuten lang geblockt und gleichzeitig mild
lysiert, um ein besseres Eindringen des Antikdrpers in die Zellen zu erreichen. Die Zel-
len wurden 1 h mit dem Primarantikorper gegen ZNF580, 1 h mit dem Cy-3-gekoppelten
Sekundarantikorper sowie 30 Minuten mit DAPI in einer Verdinnung von 1:10.000 in
PBS-BSA inkubiert. Zwischen den Einzelschritten erfolgten jeweils zwei funfminutige
Waschschritte mit PBS-BSA. Zu jeder Farbung erfolgte eine Negativkontrolle ohne Inku-
bation mit dem Primarantikorper. Die Objekttrager wurden mit einem Deckglas verse-
hen und sofort mit einem Zeiss Axioskop 40 Microskop mit Zeiss-Objektiven (Neofluar,
16/0,4 FluorescenZfilter, Carl Zeiss, Jena, Germany) analysiert. FUr die Bildaufnahmen
wurde eine Digitalkamera (Kappa, DX4, Kappa, Gleichen, Germany) verwendet. Die

Aufnahmen wurden nachtraglich mit der frei erhaltlichen Software ImageJ farbkodiert.
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2.2.3 Proteinextraktion und -quantifizierung

MonoMac6 wurden wie beschrieben pelletiert und mit kaltem PBS gewaschen, um Me-
diumreste zu entfernen. Flr Zelllysate wurden die Zellen in Protein-Extraktions-Puffer
resuspendiert und 20 Minuten unter gelegentlichem Schutteln auf Eis belassen. Danach
wurden die Proben 15 Minuten bei 4° C und 15.000 x g erneut zentrifugiert, um Zellor-
ganellen und groRere Membranreste aus der Losung zu entfernen. Die in den Proben
enthaltene Proteinmenge wurde nach der Bradfordmethode bestimmt: 2 uL Probe wur-
den zu 98 uL MilliQ-Wasser hinzugefugt und mit 1 mL Bradford-Reagenz in einer
Klvette 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Extinktion wurde photometrisch
(1101M, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf) bei einer Wellenlange von 578 nm gemessen.
Die Proben wurden zur Verbesserung der Messprazision in Duplikaten gemessen und
der arithmetische Mittelwert berechnet. Zu jeder Messreihe wurde die Extinktion von
Proteinstandards (0 pug, 1 ng, 2 ug, 4 ng, 6 ug und 8 ug) bestimmt, mit deren Werten
eine Standardkurve erstellt und so der Proteingehalt der Proteinproben berechnet wer-

den konnte.

2.2.4 Immunoblotting

Fur die SDS-PAGE wurden 30 ug Protein pro Spur aufgetragen. Die Proteinproben wur-
den mindestens 1 h bei konstanter Stromstarke von 80 mA in dem Gel aufgetrennt, bis
die Bromphenol-Lauffront das untere Ende des Trenngels erreicht hatte. Zu jedem Lauf
wurde ein Marker mit definierten Proteinbanden hinzugefuigt. Fur den Proteintransfer
auf eine PVDF-Membran wurde die Tank-Blot-Methode (BioRad, Munchen, Deutsch-
land) verwendet. Der Einsatz bestand in Anoden-Kathoden-Richtung aus einem
Schwamm, Whartmann-Papier, Trenngel, auf Trenngelgrof3e zugeschnittener PVDF-
Membran, Whartmann-Papier und Schwamm. Es wurde auf einen luftblasenfreien Auf-
bau geachtet. Die aufgetrennten Proteinproben wurden 1 h bei einer konstanten Strom-
starke von 240 mA auf die PVDF-Membran Ubertragen. Wahrend des Transfers stand
der Transfertank zur Kuhlung in einem Eisbad. Die Membran wurde 1 h bei Raumtem-
peratur mit Blockierungs-Puffer geblockt und tUber Nacht bei 4° C mit den Primaranti-

korpern (Tabelle 2.1) inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Membran drei Mal fur je 5
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Minuten bei Raumtemperatur mit PBS-T gewaschen, mit dem Sekundarantikérper (Ta-
belle 2.1) inkubiert (120 Minuten fur ZNF580, 45 Minuten fur B-Actin oder VEGF-A) und
nicht-gebundener Antikorper mit drei aufeinander folgenden Waschschritten entfernt.
Die Membran wurde in einer Dunkelkammer nach Angaben der Hersteller mit dem
Western Lightning chemiluminescence kit inkubiert und einem lichtsensiblen Film (Hy-
perfilm enhanced chemiluminescence) exponiert. Fur die densitrometrische Auswertung
der Proteinbanden wurde die Software OneD-Scan (Scanalytics, Rockville, MD, USA)

verwendet.

2.2.5 Stimulationsexperimente

MonoMac6 wurden mit fMLP 100 nM oder TNF- o 10 ng/mL fur 24 h inkubiert. Die ver-
wendeten LPS-Konzentrationen fir 24 h waren 0,1 ng/mL, 0,3 ng/mL, 1 ng/mL, 3 ng/mL
und 10 ng/mL. Um Zeit-abhangige Effekte nach LPS-Stimulation auf ZNF580 zu unter-
suchen, wurden die Zellen mit jeweils 10 ng/mL LPS unterschiedlich lange (1 h, 2 h, 4 h,
8 h, 16 h und 24 h) inkubiert. Bei allen Versuchen wurde die Vehikelbehandlung (PBS
bzw. DMSO) als Negativkontrolle benutzt. Nach Behandlung wurden die Zellen pelletiert
und jeweils die Halfte fir mRNA- oder Proteinanalyse verwendet. Die MediumuUberstan-
de wurden fur IL-6-Quantifizierung aufbewahrt. Alle Experimente wurden in 12-Well-
Platten durchgefuhrt (TPP, Trasadingen, Schweiz).
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Tabelle 2.1: Ubersicht iiber die verwendeten Antikérper

Ziege-anti-Kanin-
chen-AK

search Laborato-
ries, West Grove,
PA, USA

Antikorper (AK) Klon Firma Verdiinnung Tier
Anti-ZNF580-AK ARP39236_P050 | Aviva Bio Systems, 1:500 in Kaninchen
San Diego, CA, Blockierungspuffer
USA (Immunobilotting),
1:100 in PBS-BSA
(Immunzytochemie)
Anti-B-Actin-AK A-5441 Sigma Aldrich, 1:2000 in Maus
Munchen, Deutsch- | Blockierungspuffer
land
HRP-markierter P0448 Dako, Glostrup, 1:5000 in Ziege
Ziege-anti-Kanin- Denmark Blockierungspuffer
chen-AK
HRP-markierter Ka- P0260 Dako, Glostrup, 1:20.000 in Kaninchen
ninchen-anti-Maus- Denmark Blockierungspuffer
AK
Cy3-markierter TM 111-165-045 | Jackson Immunore-| 1:1000 in PBS-BSA Ziege

2.2.6 RNA-Isolation und Reverse Transkription

Die Gesamt-RNA wurde mit dem Rneasy Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach An-
weisung des Herstellers extrahiert. Dabei wurden die Zellen mit RLT-Puffer plus p-Mer-
captoethanol lysiert und die RNA in mehreren Waschschritten mit unterschiedlichen
Puffern und anschlieRender Zentrifugation isoliert. Um die Verunreinigung mit geno-
mischer DNA zu minimieren, wurde noch eine DNAse-Behandlung nach Angaben des
Herstellers eingefugt. Die RNA-Menge wurde mit dem Photometer GeneQuant (Amer-
sham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland) bei einer Wellenlange von 260 nm

bestimmt.

2 ug RNA wurden in komplementare DNA (cDNA) mit dem reverse transcriptase kit

(M1701, Promega, Madison, WI, USA) umgeschrieben. Dazu wurde die RNA mit oligo-
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dT-Primern (Roth, Karlsruhe, Deutschland) fir 8 Minuten bei 70° C denaturiert, an-
schliefend mit dem RT-Mix fur 1 h bei 42° C transkribiert und schlief3lich fur 10 Minuten
bei 70° C zur Inaktivierung der reversen Transkriptase inkubiert. Die cDNA wurde bis

zur weiteren Analyse bei -20° C gelagert.

2.2.7 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur spezifischen Amplifikation
von definierten DNA-Sequenzen. Die spezifischen auf3eren und inneren Primer flr
ZNF580, GAPDH, IL-1, IL-6 und IL-8 wurden mit dem primer design tool des National
Center for Biotechnology Information (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) designt und bei
Eurofins, Hamburg, Deutschland gekauft. Die Sequenzen, Produktgrofien in Basenpaa-
ren (bp) und Annealing-Temperaturen sind in Tabelle 2.2 aufgefuhrt. Der verwendete
Thermocycler fir die real-time PCR war eine Rotorgene 2000-Maschine (Corbett Life
Science, Mortlake, NSW, Australia). Das PCR-Programm flr jeden Ansatz bestand aus
einer Aktivierungsphase (95°C, 900 s), 45 Zyklen und der Erstellung einer Schmelzkur-
ve. Ein Zyklus wiederum bestand aus einer Denaturierungsphase (95°C, 15 s), in der
der DNA-Doppelstrang aufgebrochen wird, einer Annealing-Phase (Temperatur Primer-
abhangig, 30 s), in der die spezifischen Primer an die DNA binden kdénnen, und einer
Elongationsphase (72°C, 15 s), in der die DNA amplifiziert wird. Zum Nachweis einer
basalen Expression der oben genannten Gene wurde die cDNA mit den jeweiligen au-
Reren Primern inkubiert und wie oben beschrieben amplifiziert. Zur Auswertung von im
Verlauf des Projekts durchgeflhrten quantitativen real-time PCRs (g-rt-PCR) wurde flr
jedes Gen eine Standardkurve mit PCR-generierten Standards erstellt. Dazu wurde der
Gehalt an doppelstrangiger DNA in den Proben, die mit den auleren Primern amplifi-
ziert worden waren, photometrisch bestimmt und die Kopienanzahl der PCR-Produkte
unter der Annahme einer durchschnittlichen Nukleotidmasse in doppelstrangiger DNA

von 660 Dalton (Da) mit der Formel berechnet:

* 1023
PCR Produktmenge [ng] * w
DNA Kopienzahl = mo

PCR Produktiange [bp] * 10° * 660 miol
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Die PCR-Reaktionsansatze wurden auf eine Kopienanzahl von 10™ Kopien/ul verdinnt
und anschlieRend daraus eine Verdiinnungsreihe (1:10) bis einschlieRlich 10 Kopien/pl
erstellt. Mit jeweils 1 ul eines jeden Verdinnungsschrittes als template (entspricht 10*
Kopien/Ansatz) wurde eine weitere PCR unter den gleichen Bedingungen durchgeflhrt,
bei der die inneren Primer (siehe Tabelle 2.2) verwendet wurden. Aus der Standardrei-
he (CT-Wert als Funktion der template-Konzentration) konnte eine Formel zur Berech-
nung beliebiger template-Konzentrationen in einer Probe, die unter gleichen Bedingun-

gen wie die Standards amplifiziert wurde, abgeleitet werden.

Die g-rt-PCR wurde mit den inneren Primern unter oben beschriebenen Bedingungen
durchgefuhrt. Am Ende jeder Elongationsphase wurde die Fluoreszenzintensitat des im
Reaktionsansatz enthaltenen SYBR-Greens gemessen. SYBR-Green ist ein Farbstoff,
der bei Einlagerung in einen DNA-Doppelstrang ein Fluoreszenzsignal aussendet: Je
mehr doppelstrangige DNA in der Probe vorhanden ist, desto starker ist das Signal. Die
Qualitat der Amplifikate in den einzelnen Proben wurde am Ende der PCR mit einer
Schmelzkurve Uberprift. Dabei wurde die Temperatur schrittweise bis auf 90° C erhoht
und der Verlust des SYBR-Green-Fluoreszenzsignals bei Auseinanderweichen der
DNA-Doppelstrange detektiert. Jeweils nur ein Schmelzbereich (nur ein Peak in der ers-
ten Ableitung der Schmelzkurve) zeigt die Amplifikation eines einzigen PCR-Produkts
und dessen Reinheit. Dabei missen Reaktionsansatze mit denselben Primern diesel-
ben Schmelztemperaturen ihrer Amplifikationsprodukte aufweisen. Abweichende
Schmelzkurven kénnen auf eine Kontamination, z.B. mit genomischer DNA, oder unzu-

reichende Spezifitat der PCR hinweisen.

Die ZNF580-, IL-1-, IL-6- und IL-8-Expression wurden auf die jeweilige GAPDH-Expres-
sion normalisiert. Fur alle real-time-PCR-Analysen wurden entsprechende non-template
und non-RT-Kontrollen sowie ein Standard bekannter template-Konzentration als Posi-

tivkontrolle durchgefuhrt.
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Tabelle 2.2: Primersequenzen, ProduktgréBen und Annealing-Temperaturen

vorwarts gerichte-

Annealing-Tempe-

Gen Reverser Primer Produktgrofe
ter Primer ratur
5 ACG TGA AGG
ZNF580 5 CCCTCC ACT 262 Basenpaare
GCTTGAGGTC 60°C
auldere Primer CCTTCCTJZ 5 (bp)
5 CGC CACCTC |5 TCC GGG CAG
ZNF580
CTCATCGACGC |[ICTGTAGCCCTT 134 bp 60°C
innere Primer
3 3
5 TGG TGG ACC |5 AGG GGT CTA
GAPDH
TGA CCT GCC |CATGGCAACTG 415 bp 60°C
aullere Primer
GTC 3 3
5 TCAAGAAGG |5 CCCTGTTGC
GAPDH
TGG TGA AGC AG |TGT AGC CAA AT 198 bp 60°C
innere Primer
3 3
L6 5TGC AAT AAC |5 GTG CCC ATG
CACCCCTGACC |CTACATTTGCC 163 bp 58°C
aullere Primer
3 3
L6 5 TGC CAG CCT |5 AGC TGC GCA
] ] GCT GAC GAA G GAA TGA GAT 77 bp 58°C
innere Primer
3 GAG 3’
LA 5 ACC AA CCT 5 TAC GTG CAC
CCT CGA GGC ATA AGC CTC 434 bp 58° C
aullere Primer
AC 3 GT 3
LA 5 CCA GCT ACG | 5 CAT GGC CAC
) ) AAT CTC CGA AAC AAC TGA 70 bp 58°C
innere Primer
cCcy3® CG3
L8 5 GTAGGG TTG | 5 GCT TCC ACA
CCA GAT GCA TGT CCT CAC 497 bp 58° C
aullere Primer
AT 3 AA 3
L8 5 TAG CAA AAT | 5 TCC TGG CTA
TGA GGC CAA GCA GAC TAG 194 bp 58° C
innere Primer
GG 3 GG 3
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2.2.8 RNA-Interferenz (RNAi) mittels siRNA-Transfektion von MonoMac6

Far die Transfektion von small interfering RNA (siRNA) wurden spezifische siRNAs ge-
gen ZNF580 (Thermo Fisher Scientific/Ambion, Waltham, MA, USA), unspezifische (=
scrambled) siRNA (Thermo Fisher Scientific/Ambion, Waltham, MA, USA) als Negativ-
kontrolle und Cy3-markierte siRNA gegen GAPDH (Thermo Fisher Scientific/Ambion,
Waltham, MA, USA) als Kontrolle fir den Transfektionserfolg verwendet. Fur den
Knockdown von ZNF580 wurden die Zellen mit der zuvor ermittelten optimalen siRNA-
Konzentration 50 nM bis 70 nM transfiziert. Als Transfektionsmedium wurde Lipofecta-
min 2000 (Thermo Fisher Scientific/Invitrogen, Waltham, MA, USA) nach Her-
stellerangaben benutzt. Der Knockdown von ZNF580 und der Effekt auf IL-6 bei unsti-
mulierten Zellen wurde nach 24 h mittels g-rt-PCR analysiert. Um den Einfluss von
ZNF580 auf die LPS-induzierte IL-6-Produktion zu bestimmen, wurden MonoMac6 zu-
nachst 4 h mit ZNF580-spezifischer oder unspezifischer siRNA 70 nM transfiziert. Die
Zellen wurden mit PBS gewaschen, in RPMI-1640-Medium mit Zusatzen resuspendiert
und flr 1 h bis 4 h mit LPS 10 ng/mL bzw. PBS als Negativkontrolle stimuliert.

2.2.9 IL-6-Proteinmessung im Uberstand und Berechnung der IL-6-Produktions-

rate

Sezerniertes IL-6 wurde im Zellkulturmedium-Uberstand mit dem Quantikine Enzyme
linked Immunosorbent Assay (ELISA) Kit for human IL-6 (R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA) nach Angaben des Herstellers bestimmt. Es handelt sich um einen Sand-
wich-Elisa, bei dem eine Mikroplatte mitgeliefert wird, die bereits mit einem Antikérper
gegen humanes IL-6 beschichtet ist. Die Probe wird aufgetragen, ungebundene Subs-
tanz in einem Waschschritt entfernt und ein Sekundarantikorper hinzugegeben, der
ebenfalls an humanes IL-6 bindet. Ungebundener Sekundar-AK wird mit einem Wasch-
schritt entfernt und eine Farbeldsung hinzugegeben, deren Intensitat abhangig von der
gebundenen IL-6-Menge der Probe ist. Die Farbintensitat wurde photometrisch be-
stimmt. Aus den Messwerten von mitgelieferten IL-6-Standards wurde eine Standard-
kurve erstellt, anhand derer die IL-6-Konzentration in den Proben berechnet werden

konnte. Jede Probe wurde dreifach gemessen, um die Prazision zu erhéhen.
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Aus diesen Werten wurde auch die IL-6-Produktionsrate nach folgender Formel be-
rechnet:

) IL615 - IL6T4
IL-6-Produktionsrate= —————
To-Ty

T¢ und T, waren zwei aneinander grenzende Zeitpunkte in der Messreihe, wobei T2

zeitlich hinter T1 lag. Das Ergebnis wurde auf der Abszisse bei T2 aufgetragen.
2.2.10 Statistische Analyse

Zu jedem Experiment wurden mindestens drei unabhangige Wiederholungen durchge-
fuhrt. Aus den Daten wurden, soweit nicht anders angegeben, die arithmetischen Mittel-
werte sowie der Standardfehler als Streuungsmald berechnet. Fir die Erstellung der
Graphen wurde das Programm Sigma Plot 13 verwendet. Fur die Berechnung der sta-
tistischen Analysen wurde entweder Sigma Plot 13 oder Microsoft Excel 2011 verwen-
det: Zum Vergleich Kontrolle vs. Intervention wurde bei zwei Testpartnern der gepaarte
t-Test und bei mehr als zwei Testpartnern die einfaktorielle Varianzanalyse (one way
ANOVA) verwendet. In Fallen, in denen keine Normalverteilung nach Shapiro-Wilk vor-
lag, wurde bei zwei Testpartnern der Mann-Whitney-Test verwendet, bei mehr als zwei
Testpartnern der Kruskal-Wallis-Test. Als Post-Hoc-Test bei der Varianzanalyse wurde
das Holmes-Sidak-Verfahren verwendet, im Falle einer vorherigen Kruskal-Wallis-
Testung der Tukey-Test. Um die Glte der Ausgleichsgerade zu bestimmen, wurde das
Bestimmtheitsmal r* berechnet. Die Ausgleichsgerade mit dem hochsten Be-
stimmtheitsmal® wurde als passend angesehen und im Folgenden weiter verwendet.
Fur die Analyse der linearen Korrelation wurde der Pearson‘sche Korrelationskoeffi-
zient r und die Irrtumswahrscheinlichkeit aus Korrelationskoeffizient und Stichproben-
grolRe berechnet. Bei allen verwendeten statistischen Analysen wurden Unterschiede

mit Irrtumswahrscheinlichkeiten von p< 0,05 als signifikant interpretiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Nachweis und Lokalisation von ZNF580 in MonoMac6

Beim Immunoblotting mit dem anti-ZNF580-AK konnte eine spezifische Bande mit einer
GroRe von 19 kDa detektiert werden (Abbildung 3.1 A). Diese Bande war nach Behand-
lung der Zellen mit ZNF580-spezifischer siRNA im Vergleich zu fragmentierter siRNA
(,scrambled siRNA®) vermindert, wenn auch nicht komplett verschwunden (Abbildung
3.1 B), weshalb sie im Folgenden als ZNF580-spezifisch erachtet wurde. In der Fluo-
reszenzfarbung zeigte sich ein Uberlappendes ZNF580-Signal (gelb) mit der DAPI-
Farbung (blau) (Abbildung 3.1 C). Die Negativkontrolle ohne den anti-ZNF580-AK zeig-
te keine Farbung der Zellen (Abbildung 3.1 D).

3.2 LPS-Dosis-abhangige Regulation von ZNF580

MonoMac6 wurden uber 24 h mit LPS 10 ng/mL, TNF-a 10 ng/mL oder fMLP 100 nM
stimuliert. Dabei zeigte sich eine signifikante Erhohung der ZNF580-mRNA nach LPS-
Stimulation (p=0,037) (Abbildung 3.2 A), wahrend TNF-a (p=0,681) oder fMLP
(p= 0,917) unter diesen Bedingungen keinen Effekt hatten (Abbildung 3.2 B und C).

Nach Inkubation mit verschiedenen LPS-Konzentrationen fur 24 h war die ZNF580-
mRNA Dosis-abhangig mit einem signifikanten Maximum bei LPS 10 ng/mL erhoht
(p=0,028) (Abbildung 3.2 D), wahrend sich Uberraschenderweise ein Dosis-abhangiger
Abfall des ZNF580-Proteins bei LPS-Konzentrationen Gber 0,1 ng/mL mit einem signifi-
kanten Minimum bei LPS 10 ng/mL zeigte (p= 0,006) (Abbildung 3.2 E).
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Abbildung 3.1: Nachweis und Lokalisation von ZNF580 in MonoMac6. Mittels Immu-
noblotting konnte in Proteinlysaten von MonoMac6-Zellen eine ZNF580-spezifische Bande
mit einer GroRe von 19 kDa detektiert werden (A), welche nach Inkubation mit ZNF580-
spezifischer siRNA im Vergleich zur scrambled siRNA schwéacher wurde (B). In der Immun-
fluoreszenzfarbung zeigte sich ein Uberlappendes Signal von ZNF580 (gelb) und DAPI
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(blau) (C). In der Negativkontrolle kam neben DAPI kein Signal zur Darstellung (D).
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Abbildung 3.2: Einfluss von Entziin-
dungsmediatoren auf die Expression
von ZNF580 in MonoMac6. ZNF580 war
nach Stimulation von MonoMac6 mit LPS
10 ng/mL (A) fur 24 h signifikant erhdht.
TNF-o 10ng/mL (B) oder fMLP
100 nM (C) hatten Uber diesen Zeitraum
keinen Effekt auf ZNF580. Die Stimulati-
on Uber 24 h mit verschiedenen LPS-
Konzentrationen zeigte eine dosisabhan-
gig erhohte ZNF580-Genexpression (D)
und eine erniedrigte Proteinmenge (E).
Als Negativkontrolle wurde das Vehikel
(PBS bzw. DMSO) verwendet. ZNF580-
Expression wurde per real-time RT-PCR
gemessen, ZNF580-Protein per Immuno-
blotting. n= min. 3, Daten sind angegeben
als Mittelwert mit  Standardfehler,
*: p< 0,05.
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3.3 Negative Korrelation zwischen ZNF580 und IL-6 nach LPS-Stimulation

Die Genexpression von IL-1, IL-6 und IL-8 bzw. sezerniertes IL-6 im Uberstand wurde in
den LPS-behandelten Proben gemessen. Dabei zeigte sich LPS-Dosis-abhangig die
mRNA von IL-1, IL-6 und IL-8 (Abbildung 3.3 A) und auch IL-6-Protein (Abbildung 3.3 B)
im Uberstand erhoht. Unter diesen experimentellen Bedingungen konnte fiir die Do-
sisabhangigkeit von LPS eine negative Korrelation von ZNF580-Protein (reprasentativer
Immunoblot in Abbildung 3.3 C) und IL-6 im Uberstand gezeigt werden (Abbil-
dung 3.3 D). Der berechnete Pearson‘sche Korrelationkoeffizient dieser angenomme-

nen Ausgleichsgeraden betrug r=-0,698 (p= 0,001).

3.4 Erhdhte LPS-abhangige IL-6-Produktion nach Knockdown von ZNF580

Nach Transfektion von MonoMac6 mit ZNF580-spezifischer siRNA war die ZNF580-
MRNA nach 24 h signifikant um knapp die Halfte im Vergleich zur Negativkontrolle mit
fragmentierter siRNA (,scrambled siRNA®) vermindert (p< 0,001) (Abbildung 3.4 A).
Dies flhrte jedoch in unstimulierten Zellen nicht zu einer Veranderung der basalen Ex-
pression von |IL-6-mRNA (Abbildung 3.4 B). Nach Transfektion mit ZNF580-spezifischer
siRNA und Stimulation mit LPS 10 ng/mL fur 1 h war das ZNF580-Protein signifikant
vermindert im Vergleich zur Negativkontrolle (p= 0,04) (Abbildung 3.4 C). Zu diesem
Zeitpunkt konnte im Uberstand noch kein IL-6-Protein gemessen werden, jedoch war
nach 4 h LPS-Stimulation IL-6 signifikant erhoht im Vergleich zur Negativkontrolle
(p= 0,01) (Abbildung 3.4 D).
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Abbildung 3.3: IL-6-Produktion in Abhéngigkeit von der LPS Konzentration und als
Funktion der Expression von ZNF580. MonoMac6 wurden mit LPS 0,1 — 10 ng/mL UGber
24 h stimuliert. Das Vehikel (PBS) wurde als Negativkontrolle verwendet. Die Expression
von IL-1, IL-6- und IL-8-Expression (A) und IL-6 im Uberstand (B) waren LPS-dosisabhangig
erhoht, ZNF580 jedoch LPS-dosisabhéngig erniedrigt (reprasentativer Immunoblot in C). Es
zeigte sich eine signifikante negative Korrelation zwischen ZNF580-Protein und sezernier-
tem IL-6 (D). Die mRNA wurde per real-time RT-PCR, IL-6-Protein im Zellkulturiberstand
per ELISA und ZNF580-Protein mittels Immunoblotting gemessen. n= min. 3, Daten ange-
geben als arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler.
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Abbildung 3.4: Erhohte LPS-abhidngige IL-6-Produktion durch Knockdown von
ZNF580. Nach 24 h Transfektion von unstimulierten MonoMac6 mit ZNF580-spezifischer
siRNA oder mit fragmentierter siRNA (,scrambled siRNA*) als Negativkontrolle war die
ZNF580-Expression um ca. die Halfte signifikant vermindert (A) und die IL-6-Expression
unverandert (B). Zudem wurden MonoMac6 fiir 4 h mit ZNF580-spezifischer siRNA oder mit
fragmentierter siRNA (,scrambled siRNA®) transfiziert und dann mit LPS 10 ng/mL fir 1 h
oder 4 h stimuliert. Als Negativkontrolle wurde das Vehikel (PBS) hinzugefligt. Hier zeigte
sich eine signifikante Reduktion des ZNF580-Protein nach 1 h LPS-Stimulation (C) und eine
signifikant erhdhte IL-6-Produktion nach 4 h LPS-Stimulation (D). ZNF580-Protein wurde
mittels Immunoblotting in Zelllysaten bestimmt und IL-6-Protein im Uberstand mittels ELISA
gemessen. n= min. 3, Daten sind angegeben als Mittelwert mit Standardfehler, *; p< 0,05.
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3.5 Zeitgang der ZNF580-abhéangigen IL-6-Produktion nach LPS-Stimulation

Um den Zeitverlauf der LPS-induzierten Effekte auf ZNF580 genauer zu charakterisie-
ren, wurden MonoMac6 mit LPS 10 ng/mL fir 0 h bis 24 h stimuliert. Dabei zeigte sich
ein Anstieg der mRNA mit einem Maximum nach 2 h, gefolgt von einem anhaltenden
Abfall mit einem Minimum nach 8 h und einem zweiten Anstieg mit Erreichen des Aus-
gangsniveaus nach ungefahr 16 h sowie Uberschreiten desselben nach 24 h (Abbil-
dung 3.6 A). Das Protein war in der Zeit von 1 h bis 4 h nach LPS-Zugabe erhdht, um
dann steil abzufallen mit einem signifikanten Minimum nach 16 h (p= 0,012) (Abbildung

3.6B). Die Ausgangswerte wurden nach 24 h noch nicht wieder erreicht.

IL-6-mRNA (Abbildung 3.5 C) und sezerniertes Protein im Uberstand (Abbildung 3.5 D)
stiegen nach LPS-Stimulation im Zeitverlauf bis 4 h steil an. Die IL-6-mRNA fiel danach
im Zeitraum bis 24 h wieder ab, ohne Ausgangswerte zu erreichen. IL-6-Protein stieg im
Zeitraum nach 4 h weiterhin an und erreichte das Maximum nach 16 h.

Der Verlauf der IL-6-Produktionsrate war zweiphasig (Abbildung 3.6 E): In der ersten
Phase von 1 h bis 4 h zeigte sich ein steiler Anstieg der Produktionsrate. In der zweiten
Phase fiel diese in der Zeit von 4 h bis 8 h ebenso steil wieder ab, blieb jedoch in ge-
ringerem Male konstant erhoht in der Zeit von 8 h bis 16 h, um nach 24 h wieder auf O

abzusinken.
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Abbildung 3.5: Anhaltende IL-6-Produktion nach verzégertem Abfall von ZNF580 nach
LPS-Stimulation. Nach Stimulation von MonoMac6 mit LPS 10 ng/ml fur 1 h bis 24 h waren
die ZNF580-Expression (A) und ZNF580-Protein (B) initial zunachst hochreguliert, um im zeit-
lichen Verlauf unter Ausgangswerte abzufallen. Die LPS-abhangige IL-6-Expression (C) und
-produktion (D) waren zeitabhangig erhoht. Die IL-6-Produktionsrate zeigte mit einer stark er-
hohten IL-6-Produktion von 1 h bis 4 h und einer in geringerem Umfang erhaltenen Produktion
von 8 h bis 16 h einen biphasischen Verlauf (E). ZNF580- und IL-6-Expression wurden per re-
al-time RT-PCR gemessen, ZNF580-Protein per Immunoblotting und IL-6-Protein aus den
Zellkulturiberstanden per ELISA. Die IL-6-Produktionsrate wurde berechnet aus den zum
Zeitpunkt T im korrespondierenden Zellkultur-Uberstand gemessenen IL-6-Proteinwerten nach
der Formel (IL-61,-1L-611)/(T2 — T1), wobei T1<T2 ist. n= min.3, die Daten sind angegeben als
Mittelwerte mit Standardfehler, *: p< 0,05.
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4 Diskussion

4.1 Monozytenmodell

In dieser Arbeit sollte geklart werden, ob der putative Transkriptionsfaktor ZNF580 eine
regulatorische Funktion bei Entzindungsreaktionen haben kdnnte. Dazu wurde die IL-6-
Produktion von Monozyten untersucht. Als Modell fur Monozyten diente die etablierte
Zelllinie MonoMacb6 (26). LPS-stimulierte MonoMac6 waren vital und zeigten nach LPS-
Stimulation die vorbeschriebene Aggregation (52). Die Expression der proinflammatori-
schen Zytokine IL-1, IL-6 und IL-8 wurde dosisabhangig durch LPS induziert. Bei einer
LPS-Konzentration von 0,1 ng/mL war die IL-6-Sekretion bereits drastisch erhdht und
der Maximaleffekt wurde mit 3 ng/mL erreicht. Der Anstieg der fur IL-6 kodierenden
mMRNA erfolgte innerhalb von 2 h, die héchste Produktions- bzw. Sekretionsrate wurde
4 h nach LPS-Stimulation erreicht. Dieses rapide Ansprechen auch auf kleinste LPS-
Konzentrationen bestatigte, dass MonoMac6 ein gutes Monozytenmodell sind und mit

LPS in spezifischer Weise reagieren.

4.2 ZNF580 in MonoMac6

Wahrend die Expression von ZNF580 in Endothelzellen gut dokumentiert ist
(7,8,10,11,13-19,22,23), war Uber das Vorkommen und die Funktion in Monozyten bis-
lang nichts bekannt. In dieser Untersuchung konnte ZNF580 in der monozytischen Zell-
linie MonoMac6 sowohl als Gentranskript (MRNA) mittels spezifischer real-time RT-
PCR als auch als Protein mittels Immunoblotting nachgewiesen werden. In letzterem
kam eine spezifische Proteinbande fur ZNF580 mit der erwarteten Grofde von 19 kDa
zur Darstellung. Die Bande war in unstimulierten Zellen meistens so prominent wie die
der B-Actin-Ladekontrolle, so dass nicht aktivierte MonoMac6 insgesamt recht viel
ZNF580 enthalten. Daruber hinaus war ZNF580 fluoreszenzmikroskopisch in Mono-
Mac6 nachweisbar. Die Expression von ZNF580 in MonoMac6 kann daher, mit drei Me-

thoden bestatigt, als gesichert angesehen werden.
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Durch das Ubereinanderlegen von Fluoreszenzsignalen von ZNF580 und DAPI konnte
ZNF580 in MonoMac6 genauso wie in Endothelzellen im Nukleus lokalisiert werden
(22,23). Diese Lokalisation unterstutzt die angenommene Funktion als DNA-bindender
Transkriptionsfaktor in MonoMac6. In den meisten Zellen nahm das ZNF580-Signal je-
doch nur einen Teil des DAPI-Signals ein und war relativinhomogen, so dass ZNF580
nicht im gesamten Kern gleichmaRig verteilt zu sein scheint, sondern nur in bestimmten
Bereichen vorkommt. Diese konnten den Lokalisationen von Chromosomen entspre-
chen, auf denen Zielgene von ZNF580 vorkommen. In dieser Studie konnte IL-6 als ein
solches identifiziert werden, dennoch ist anzunehmen, dass ZNF580 Einfluss auf weite-
re Gene und deren Transkription hat, so dass die verstreute Verteilung gut zu erklaren
ist. Erganzend konnten weitere, bislang noch nicht bekannte Funktionen einen um-

schriebenen Aufenthaltsort im Nukleus bedingen bzw. voraussetzen.

4.3 Wirkung von LPS auf ZNF580

Nach Inkubation mit verschiedenen LPS-Konzentrationen fur 24 h waren ZNF580-
mRNA und -Protein dosisabhangig reguliert. Dies spricht flr einen LPS-spezifischen
Effekt. Uberraschenderweise zeigte sich eine Diskrepanz zwischen mRNA- und Protein-
ebene nach 24 h: Wahrend durch LPS die mMRNA-Konzentration dosisabhangig anstieg,
war das Protein erniedrigt. Es kdnnte also einen ,negative feedback“-Mechanismus ge-
ben, bei dem das ZNF580-Protein die Transkription von ZNF580 hemmt. Diese Hem-
mung entfallt nach LPS-Exposition durch die Absenkung der Proteinkonzentration von
ZNF580. So kdnnten in MonoMac6 nach einer Entzindungsantwort und Produktion pro-
inflammatorischer Zytokine wieder die basalen, relativ hohen ZNF580-Spiegel einge-

stellt werden.

Nach Inkubation mit den anderen untersuchten Entzindungsmediatoren, TNF-a und
fMLP, war die Konzentration von ZNF580-mRNA nach 24 h nahezu unverandert. Dazu
passend ist eine andere Studie zu dem Ergebnis gekommen, dass TNF-a keinen Effekt
auf die ZNF580-Expression hat (22). Andererseits ist bekannt, dass ZNF580 nach
Translokation von NFxB in den Nukleus aktiv wird (23), deshalb mussten TNF-o und
fMLP ebenfalls einen Effekt auf ZNF580 haben, da nach Stimulation mit diesen beiden
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Mediatoren NF«kB aktiviert wird. Wahrscheinlich konnen diese Effekte zu anderen Zeit-

punkten als den in dieser Studie untersuchten (24 h) beobachtet werden.

4.4 ZNF580-Knockdown fiihrt zu einer erhohten, LPS-induzierten IL-6-Produktion

In unstimulierten Zellen konnte nach Inkubation mit spezifischer siRNA gegen ZNF580
nach 24 h eine Reduktion der mMRNA um etwa die Halfte erreicht werden. Das basale
Expressionsniveau von IL-6 blieb jedoch unverandert. Diese Befunde sprechen dage-
gen, dass ZNF580 die Transkription von IL-6 induzieren wirde. Denn in diesem Fall
hatte der Knockdown von ZNF580 zu einer Absenkung der basalen IL-6 Expression

fuhren mussen.

Nach Knockdown von ZNF580 und anschlieRender kurzzeitiger LPS-Stimulation (1 h
bis 4 h) war die IL-6-Produktion erhdht. Dadurch ist gezeigt, dass ZNF580, direkt oder
indirekt, an der Suppression von IL-6 beteiligt ist. Die Absenkung der Proteinkonzentra-
tion von ZNF580 nach LPS-Stimulation entsprache daher einer Disinhibition der IL-6-
Produktion. Mit dieser Interpretation in Einklang steht die bereits zuvor gefundene nega-
tive Korrelation zwischen sezerniertem IL-6 und der zelluldaren Konzentration von
ZNF580.

4.5 ZNF580 im Zeitverlauf nach LPS-Stimulation

Im Zeitverlauf zeigte sich bei Stimulation durch LPS nach 1 h bis 8 h eine schwach aus-
gepragte Induktion der ZNF580-Genexpression mit leicht erhohter Proteinkonzentration.
In diesem frihen Zeitraum der Stimulation der Monozyten mit LPS spielt ZNF580 folg-
lich fur die Disinhibition von IL-6 keine Rolle. Diese fruihe Phase wird vielmehr durch die
Aktivierung von NF«xB dominiert, denn es ist nachgewiesen, dass LPS Uber die Aktivie-
rung von NFkB in Monozyten wirkt (39). Bei Stimulation von Monozyten durch LPS
konnte eine maximale NFxB-Konzentration im Nukleus nach 2 h gezeigt werden (53,54).
Ein Zusammenhang mit ZNF580 ist bisher nur in der endothelialen Zelllinie EA.hy926
gezeigt worden. In diesen Zellen transloziert NFkB nach Stimulation mit H,O, in den

Nukleus, wo es eine signifikante Hochregulation von ZNF580 bewirkt (23). Ahnliche
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Mechanismen in MonoMac6 vorausgesetzt, sind diese Zusammenhange ein geeignetes
Modell, um die leicht erhdhte ZNF580-Konzentration nach 1-8 h LPS-Stimulation zu

erklaren.

Der starkste und sicherlich biologisch entscheidende Effekt von LPS auf die zeitabhan-
gige Veranderung der Expression von ZNF580 in MonoMac6 war die Abnahme der
mMRNA-Konzentration nach 8 h, gefolgt von der des Proteins nach 16 h. Die mRNA stieg
in der Zeit von 8 h bis 16 h wieder auf Ausgangsniveau und im Zeitraum von 16 h bis
24 h sogar darUber hinaus an, wodurch die erhéhte Genexpression nach dosisabhangi-
ger LPS-Stimulation Uber 24 h bestatigt wurde. Auch die dort beobachtete Ruckwarts-
hemmung der Transkription durch das Protein liel3 sich im Zeitverlauf nachvollziehen:
Durch die sinkenden Proteinspiegel ab 8 h LPS-Stimulation mit dem Minimum nach
16 h fiel der hemmende Einfluss auf die Gentranskription weg, die mRNA-Spiegel stie-
gen wieder an und Uberschritten nach 24 h sogar die Ausgangswerte. Die Proteinspie-
gel haben zu dieser Zeit jedoch noch nicht wieder das basale Level erreicht und sind
noch erniedrigt. Wahrscheinlich kdnnen zu spateren Zeitpunkten wieder normalisierte

ZNF580-Proteinspiegel gemessen werden.

Die hier erstmals beschriebene Suppression von ZNF580 durch den Entziindungsstimu-
lus LPS kdnnte grundsatzlich vergleichbar sein mit der Suppression von ZNF580 in En-
dothelzellen durch oxLDL (22). In Endothelzellen fehlt allerdings ein genauerer Zeitgang
fur die oxLDL-abhangige Suppression von ZNF580, sie ist lediglich fur eine Inkubati-
onsdauer von 24 h beschrieben.

Wahrend der ersten acht Stunden nach Beginn der Stimulation von MonoMac6 mit LPS
bleiben die ZNF580-Konzentrationen nahezu unverandert, daher spielt eine Disihibition
der IL-6 Expression durch eine verminderte ZNF580 Konzentration in diesem Zeitraum
keine Rolle. Um einen Zeitraum um 16 h herum, wenn die initialen Effekte der Aktivie-
rung von NFkB bereits voriber sind, konnte die Aufhebung der ZNF580-abhangigen

Suppression von IL-6 zur Aufrechterhaltung der IL-6 Sekretion beitragen.
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4.6 ZNF580 als Entziindungsmodulator durch IL-6-supprimierende Wirkung

Die in dieser Studie erhobenen Daten lassen den Schluss zu, dass ZNF580 einen
hemmenden Einfluss auf die IL-6-Produktion nach LPS-Stimulation hat. Neben der ne-
gativen Korrelation zwischen IL-6 und ZNF580 nach LPS-Stimulation wurde diese An-
nahme durch ZNF580-Knockdown verifiziert, der zu erhdhter IL-6-Sekretion nach LPS-
Stimulation fuhrte. C2H2-Zinkfingerproteine, zu denen auch ZNF580 gehort, wirken
Uberwiegend als Suppressoren der Gentranskription (4) und speziell fur ZNF580 ist eine
solche Wirkung bereits bei der Suppression von IL-8 beschrieben worden (22). Dem
scheinen die hier vorgelegten Daten zu entsprechen. Dagegen stehen Befunde, die ei-
ne Induktion von IL-8 durch ZNF580 zeigen (23). Jedoch ist in keiner dieser Studien die
Interaktion von ZNF580 mit DNA und die Funktion dieser Interaktion direkt gezeigt wor-

den.

Das Konzept einer Suppression von IL-6 durch ZNF580 wird auch durch die hier pra-
sentierten, vollstandigeren Zeitgange beider Molekule bestatigt. IL-6 wurde von Mono-
Mac6 bereits nach relativ kurzer LPS-Stimulationszeit sezerniert. Nach 24 h konnten als
Maximalwert etwa 1000 pg/mL im Uberstand gemessen werden, was sich gut mit den in
der Literatur beschriebenen IL-6-Werten unter gleichen experimentellen Bedingungen
(Stimulation mit LPS 10 ng/mL far eine 24 h) deckt (27). Dabei zeigten sich Uber 24 h
zwei Phasen der LPS-abhangigen IL-6-Produktion: Eine erste frihe Phase im Zeitraum
von 1 h bis 4 h, in der schnell viel IL-6 produziert wurde, und eine zweite von 8 h bis
16 h, in der auf niedrigerem Niveau weiterhin IL-6 produziert wurde. Nach 24 h kehrte
die Produktionsrate auf das Ausgangsniveau zurick. Die erste Phase ist nach Literatur-
angaben von NFkB abhangig (53,54). Die zweite Phase war in dem in dieser Studie
verwendeten Modellsystem abhangig von ZNF580: Die ausgepragte Suppression von
ZNF580 nach 16 h LPS-Stimulation (rund 0,4fache Menge des Ausgangsniveaus) fiel
mit der zweiten Phase der IL-6-Produktion zusammen. Dartber hinaus war das Anstei-
gen von ZNF580 wiederum mit einem Abfall der IL-6-Produktion auf das Ausgangni-
veau assoziiert, so dass auch dieser Zusammenhang den suppressiven Effekt von
ZNF580 auf IL-6 bestatigte.
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Mit diesem suppressiv-regulatorischen Einfluss auf IL-6 wirkt ZNF580 als ein Entzln-
dungsmodulator: Auf der einen Seite konnte durch eine ZNF580-Induktion post stimula-
tionem und eine dadurch erhdhte IL-6-Suppression als Gegenpol zu einem Entzln-
dungsreiz eine uUberschiellende inflammatorische Antwort von Monozyten verhindert
werden. Auf der anderen Seite kdnnte - wie hier gezeigt - eine ZNF580-Abnahme zu
einer protrahierten IL-6-Produktion fuhren, die mutmallich zu einer effektiveren Erre-
gerbekampfung beitragt, da die inflammatorischen Vorgange uber einen langeren Zeit-

raum aufrecht erhalten werden.

4.7 Zusammenfassung

Zusammenfassend zeigen die hier erhobenen Daten, dass ZNF580 ein im Kern von
MonoMacé6 lokalisiertes Protein ist und die Produktion von IL-6 supprimiert. Zudem rea-
giert es auf LPS-Stimulation, wodurch es die LPS-induzierte IL-6 Produktion moduliert.
LPS-Stimulation fuhrt in Monozyten zu einer schnellen IL-6-Produktion via NFkB (1 h
bis 8 nach LPS-Stimulation: ,Fruhe IL-6-Produktion®). Im Verlauf von 8 h bis 24 h fuhrt
dieselbe LPS-Stimulation jedoch zu einem deutlichen Abfall von ZNF580, wodurch des-
sen Inhibition der IL-6-Produktion aufgehoben wird. Dies wiederum beglnstigt die an-
haltende IL-6-Produktion (8 h bis 24 h: ,Erhaltene IL-6-Produktion®), obwohl die Aktivie-
rung von NF«kB bereits abgeklungen ist (53,54) (Abbildung 4). Abschliel3end lassen die
im Rahmen dieser Studie erhobenen Daten den Schluss zu, dass ZNF580 ein neuer
Suppressor von IL-6 in MonoMac6 ist und dadurch im Rahmen von Entzindungsreakti-

onen eine modulierende Rolle einnimmt.
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Abbildung 4: Schema der intrazelluldren Signalkaskade in MonoMac6 nach LPS-
Stimulation.

5 Ausblick

In dieser Studie konnte eine modulierende Funktion von ZNF580 aufgrund der IL-6-
supprimierenden Wirkung demonstriert werden. In einem Arteriosklerose-Modell in einer
anderen Studie konnte in ahnlicher Weise eine supprimierende Wirkung von ZNF580
auf IL-8 gezeigt werden, so dass ZNF580 zunachst als atheroprotektiv interpretiert wur-
de, insbesondere, weil es durch natives LDL induziert wird (22). Es wurde aber auch
gezeigt, dass diese protektive Funktion bei erhdhten oxLDL/LDL-Quotienten aufgeho-
ben wird. Interessant ist also die Frage, was in solchen Situationen passiert, in denen
der Entzindungs-supprimierende Effekt von ZNF580 aufgehoben ist. Dies konnte z.B.
bei der Sepsis, einer ,Maximalvariante” des in dieser Studie verwendeten Entzun-
dungsmodells, der Fall sein, bei der u. a. LPS-stimulierte Monozyten IL-6 freisetzen. Es
ist bislang nicht bekannt, wie ZNF580 zu den Entziindungsprozessen bei einer Sepsis

beitragt. Dies ware sowohl fur ein umfassenderes Verstandnis zellularer Entztindungs-
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vorgange als auch fur die klinische Anwendung bedeutsam. Immerhin sind im Jahr
2015 in Deutschland 9.169 Menschen an einer Sepsis verstorben (55). ZNF580 konnte
bei septischen Patienten ein prognostischer Marker fur den Krankheitsverlauf und auch
ein therapeutisches Ziel sein, mit dem es madglich ist, extreme Spitzen einer Entzln-

dung abzumildern.

Die intrazellularen Signalwege, die in MonoMac6 nach LPS-Stimulation zu einer Aktivie-
rung bzw. Inhibierung von ZNF580 flhren, sind so gut wie unbekannt. Hierbei sollte das
besondere Interesse der Interferenz zwischen NFkB und ZNF580 nach LPS-Stimulation
gelten. Auch die genauen Mechanismen, Uber die ZNF580 die Genexpression reguliert,
mussen aufgeklart werden. ZNF580 besitzt insgesamt drei Zinkfinger, so dass von einer
DNA-Bindung auszugehen ist. Zudem gibt es Hinweise auf posttranslationale Modifika-
tionen von ZNF580, v.a. Phosphorylierung und Sumoylierung, deren Bedeutung bislang
nicht untersucht worden ist. Die Kenntnis dieser Signalwege kdnnte Anhaltspunkte fur

die therapeutische Beeinflussung des ZNF580-Systems liefern.

In Endothelzellen konnte eine Assoziation von ZNF580 zum TGF-B- (10, 11) und p38-
MAP-Kinase-Signalweg (8) gezeigt werden. Beide Signalwege sind, genauso wie NF«kB,
auch bei verschiedenen Krebserkrankungen von grofer Bedeutung. IL-6 als Zielgen
von ZNF580 tragt zudem zur Colitis-assoziierten Entstehung von Colonkarzinomen bei
(43,46,47). Daher sollte auch die Assoziation von ZNF580 zu Krebserkrankungen un-

tersucht werden.
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