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1. Einleitung

1.1. Psoriasis

1.1.1. Definition und Epidemiologie

Die Psoriasis (Schuppenflechte) ist eine erbliche und haufige Hauterkrankung, die
mit R6tung und Schuppung der Haut einhergeht. Die Pravalenzrate in den westlichen
Landern wird mit 2% angegeben [Lowes et al., 2007]. Psoriasis ist im Wesentlichen
durch scharf, aber meist unregelmalige begrenzte rotliche Papeln und Plaques,
welche mit silbrig-glanzenden Schuppen bedeckt sind, gekennzeichnet. Neben der
Haut kénnen auch Gelenke, Zehen-/ Fingernagel und Schleimhaute befallen sein
(htt://www.springer.com/978-3-540-00332-8).

Psoriasis wird in zwei unterschiedliche Typen unterteilt. Die Typ |- Psoriasis
manifestiert sich vor dem 40. Lebensjahr, weist eine familiare Pradisposition sowie
einen schwerwiegenden klinischen Verlauf auf. Beim Typ | besteht eine hohe
Assoziation mit dem Histokompatibilitdtsantigen HLA-Cw6 und HLA-DR7 und
seltener eine Assoziation zu HLA-B13 und HLA-B17 [Krueger and Bowcock, 2005].

Die Typ lI-Psoriasis tritt hingegen im spateren Erwachsenenalter auf und ist durch
eine geringe HLA-Kopplung, der fehlenden familiaren Pradisposition sowie einer

leichteren Verlaufsform der Erkrankung gekennzeichnet

Bei der Psoriasis handelt es sich um eine poly- und heterogenetische Erkrankung, an
deren Entstehung sowohl genetische Faktoren als auch andere Ausloser beteiligt
sind [Krueger and Bowcock, 2005]. Auch wenn vermutet wird, dass zwischen 10-20
verschiedene Genloci auf unterschiedlichen Chromosomen mit Psoriasis assoziiert
sind, konnten bis heute 9 identifiziert werden (http://www.ncbi.nimnih.gov/Omim).
Ferner kommen verschiedene andere mogliche Psoriasis-Genorte, wie z.B. 16q und
20p [Elder, 2005] in Frage. Liegt eine genetische Pradisposition vor, kdnnen
verschiedene endo- und exogene Faktoren zum Ausbruch der Krankheit fihren.

Zu den Ausléseren/Triggern zahlen unter anderem bestimmte Medikamente, Stress
und Entzandungen [Ockenfels, 2003].
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Aulerdem kénnen Hautldsionen auch durch mechanische Manipulation entstehen,
bekannt als Kobner-Phanomen [Holzmann et al., 1974]. Ein weiterer wichtiger
Ausloser sind Streptokokkeninfekte, insbesondere Infektion der oberen Atemwege,
die die Guttata—Form der Psoriasis ausldésen kdonnen [Weisenseel et al., 2002]. Ob
und wann das Zusammentreffen von exogenen Triggern und genetischer
Veranlagung auch tatsachlich zum Ausbruch der Erkrankung fuhrt, ist bis heute
weitesgehend ungeklart.

1.1.2. Histologische Merkmale

Die phanotypisch, unterschiedlichen Formen der Psoriasis weisen einheitliche
histopathologische Merkmale auf. Im Vordergrund stehen die Merkmale einer
Entzindung, charakterisiert durch aktivierte T-Lymphozyten und Makrophagen, die
sich in der Epidermis und der oberen Dermis befinden. Ein weiteres Merkmal sind die
hyperproliferativen Keratinozyten mit zehnfach erhdhter Zellteilungsrate, die zur
starken Verdickung der Epidermis fiuhren (Hyperkeratose) und eine massive
Ansammlung unreifer Hautzellen an der Oberflache zur Folge haben, die als
Schuppen sichtbar werden. Die veranderte Differenzierung fuhrt zudem zu einem
Verlust der Granular-Schicht der Epidermis. Neben einer Hyperproliferation der
Keratinozyten kommt es bei der Psoriasis auch zur Akkumulation neutrophiler
Granulozyten in den oberen Epidermisschichten; dies fuhrt zu Bildung von
Mikroabzessen. Die Rotung der betroffenen Hautlasionen ist auf die Weitstellung der
kleinen  BlutgefaBe in diesen Arealen zuruckzufihren. Durch diese
GefalRveranderung gelangen vermehrt Zellen des Immunsystems in die Haut
(http://www.springer.com/978-3-540-00332-8).

1.1.3. Immunopathogenese

In den letzten Jahren hat sich das Verstandnis zur Pathogenese der Psoriasis
entschieden verandert. Viele Beobachtungen deuten darauf hin, dass T-Zellen
maldgeblich bei der Psoriasis beteiligt sind [Gaspari, 2006; Prinz, 2003].

Die Applikation von immunsuppressiven Medikamenten wie Alefacept, ein

Fusionsprotein welches die T-Zell Aktivierung hemmt [Ellis and Krueger, 2001], und
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DABs3gg-IL-2 fUhrt zu einer Beseitigung der psoriatischen Plaques. Letzteres enthalt
eine Untereinheit des Diptherietoxins und kann so nach der Bindung an aktivierte T-
Lymphozyten deren Zelltod auslosen [Gottlieb et al., 1995]. Alefacept dagegen
blockiert die Signallibertragung zwischen T-Zellen und Antigen-prasentierenden
Zellen und verringert zusatzlich die Zahl der T-Gedachtniszellen. Mit Hilfe von
immunhistologischen Untersuchungen wurden im zellularen Entzindungsinflitrat
psoriatischer Lasionen sowohl CD4" als auch CD8" T-Zellen nachgewiesen, die auf
ihrer Oberflache die Aktivierungmarker CD25, CD27 und den T-Gedachtniszellen-
spezifischen Marker CD45-RO [Bos et al., 1989; Prinz, 2003; Sabat et al., 2007]

exprimieren.

Weitere wichtige Hinweise fur die pathogenetische Bedeutung der T-Zellen liefert die
Transplantationsmedizin. Die Arbeitsgruppe von Adkins et al konnte zeigen, dass es
zur Abheilung der Erkrankung nach Transplantation von Knochenmark gesunder
Spender kam [Adkins et al., 2000]. Umgekehrt fuhrte die Transplantation von
Knochenmark psoriatischer Spender in gesunde Empfanger zum Ausbruch der
Psoriasis bei diesen [Yokota et al., 1996]. Diese Beobachtungen wurden durch
Tierversuche an immundefizienten SCID-Mausen (severe comind immundeficiency)
unterstutzt. SCID-Mause denen nicht lasionale Haut von Psoriatikern transplantiert
wurde, blieben symptomfrei. Erst die Injektion von aktivierten CD4" T-Zellen, die aus
Patientenblut isoliert wurden, induzierte den Ausbruch der Psoriasis im Bereich der
Transplantate [Nickoloff and Wrone-Smith, 1999; Wrone-Smith and Nickoloff, 1996].
Unklar bleibt, ob der durch die Lymphozyten verursachte Phanotyp auf die CD4"
(Uberwiegend in der Dermis lokalisiert) [Szabo et al., 1998] oder CD8* T-
Zellpopulation (vorwiegend in der Epidermis zu finden) [Pauls et al., 2001; Szabo et
al., 1998] zurickzuflhren ist. Es wird vermutet, dass beide Zellpopulationen eine
bedeutende Rolle spielen, wobei die CD8" T-Zellen funktionell von den CD4" T-
Zellen abhangig sind. Die therapeutische Wirkung von anti-CD4-Antkorper deutet auf
die Schliisselrolle von CD4" T Zellen hin [Gottlieb et al., 2000]. Andererseits
sprechen auch einige Daten fiir die Relevanz von CD8" T-Zellen hin [Austin et al.,
1998; Kohlmann et al., 2004].

Die pathologischen Hautveranderungen werden durch Sekretion eines besonderen
Zytokinmusters vermittelt. Ist die Sekretion eines Botenstoffes einmal angestol3en,

wird im Rahmen der Kettenreaktion einer Entzindung die Sekretion weiter Zytokine
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ausgelost. Die Sekretion bestimmter Interleukine (IL-3, IL-6, IL-19, IL-20, IL-22, IL-
17) sowie IFNy und des Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-Stimulationsfaktors
(GM-CSF) ist fur die gesteigerte Keratinozytenproliferation verantwortlich [Krueger et
al., 1990; Lowes et al., 2007]. Die Produktion von IFNy bei gleichzeitigem Fehlen von
IL-4 (Interleukin 4) deutet auf eine TH-1-Pragung psoriatischer T-Lymphozyten hin.
Dadurch sind in der Epidermis nur Zytokine anzutreffen, die flur diesen Subtyp
charakteristisch sind, sowie IL-2, TNFa und IFNy [Barna et al., 1997; Schlaak et al.,
1994]. Die B-Defensin Produktion durch Keratinozyten wird von TNFa initiiert. Die
Keratinozyten ihrerseits werden zur Produktion von Zytokine wie das platelet-
derived-growthfactor (PDGF) angeregt, die das Wachstum weiterer Hautzellen
unterstitzen [Krane et al.,, 1991; Prinz, 2001]. Die Zytokine férdern wiederum in
einem autokrinen Mechanismus ihre eigene Sekretion, womit die Entzindung
verstarkt und aufrechterhalten wird. Das Zytokinprofil psoriatischer Lasionen zeichnet
sich durch ein Uberwiegen inflammatorischer Zytokine bei gleichzeitiger Reduktion

antiinflammatorischer Zytokinen aus [Austin et al., 1998].

Neue Therapieansatze, basierend auf die neutralisierende Wirkung von TNFa oder
IL-12, haben positive Resultate erzielt und weisen ebenfalls auf die Schlusselrolle
von Zytokinen bei der Psoriasis hin. Interferon y (Typ-Il IFN), welches von aktivierten
T-Zellen produziert wird, ist eines der vorherrschenden Zytokine sowohl in |asionaler
Haut als auch in peripheren mononuklearen Zellen (PBMC) psoriatischer Patienten
[van der Fits et al., 2003]. Auch zeigen psoriatische Keratinozyten eine veranderte
Sensitivitat und Reaktion gegenuber IFNy [Barker et al., 1990]. Im einzelnen: IFNy
stimuliert die Aktivitat der APC, verstarkt die Expression von ICAM-lI auf
Endothelzellen und Keratinozyten und stimuliert die Freisetzung von IL-1 aus
verschiedenen Zellen. Auch induziert IFNy in Kooperation mit TNFa die Produktion
von IL-8 in Keratinozyten, reguliert die IFNy-induzierte Expression von IP-10 in
unterschiedlichen Zelltypen und fuhrt zuletzt zur Hochregulation von TNFa-

Rezeptoren [Bonifati and Ameglio, 1999].

Bei einer Autoimmunerkrankung wie die Psoriasis erscheint eine pathogenetische
Rolle von Typ-l IFN plausibel. Die Assoziationen zwischen viralen Infektionen und
der Entstehung von Psoriasis [Erkek et al., 2000; Mallon, 2000] als auch die

Beobachtung, dass eine IFNa-Behandlung zur Induktion bzw. Verschlechterung der
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Erkrankung flhrte [Taylor et al., 2000; Wolfer et al., 1996], waren Indizien fur die
Rolle von Typ-I IFN bei Psoriasis. Studien mit IRF-27/-defizienten Mausen lieferten
die ersten direkten Hinweise fur die Beteiligung dieser Interferone in der
Pathogenese der Psoriasis [Arakura et al., 2007]. Die Mause zeigten Psoriasis
ahnliche Haut-Abnormalitaten, die durch erhdohte Expression von ICAM-1 sowie
CD4* und CD8" T-Zellinfiltrate gekennzeichnet waren. Da IRF-2 und Typ-l IFN-
Rezeptor doppel-defiziente Mause keine Anzeichen einer Hautentzindung
aufwiesen, deutete dies auf die SchlUsselrolle der IFNo/p Signalwege bei der
Entwicklung dieses Phanotyps hin [Arakura et al., 2007]. Van Der Fits konnte zeigen,
dass der IFNa/B-Signalwege auch in lasionaler Epidermis bei Psoriasis Patienten
aktiviert sind. Ahnlich der IRF-27/-defizienten Mause wird dies durch Hochregulation
der STAT1, IRF-9 und IRF-7 Expression, Komponenten des Typ-I IFN-Signalweges,
erreicht [van der Fits et al., 2003].

Infiltrierende als auch ortsstandige Zellen wie T-Zellen, dendritische Zellen,
Makrophagen, Mastzellen, Keratinozyten und Endothelzellen sind fir die Freisetzung
der Zytokine im Rahmen der Entzindungsreaktion bei Psoriasis verantwortlich.
Plasmazytoide dendritische Zellen sind eines der best charakterisierten IFNo/p
Quellen, und es wird vermutet, dass die IFNa produzierende BDCA-2'CD123*
Subpopulation eine besondere Rolle bei der Auslésung der Lasionen zu kommt
[Michalik and Wahli, 2007; Nestle et al., 2005]. Auch sind myeloide CD11c"
dendritische Zellen, die stark TNFa und iINOS (enzyme inducible nitric oxide
synthase) exprimieren, in psoriatischen Lasionen vermehrt vorhanden [Lowes et al.,
2005]. Des weiteren wird vermutet, dass die CD11¢” DCs die Zytokine IL-23 und IL-
20 produzieren, welche wiederum T-Zellen bzw. Keratinozyten aktivieren [Lowes et
al., 2007].

1.1.4. Aktivierung psoriatischer T-Lymphozyten

Die T- Lymphozyten werden durch antigenprasentierende Zellen (APC) aktiviert.
Hierzu zahlen Makrophagen, Langerhans-Zellen (LC), B-Lymphozyten, sog.
myeloide dendritische Zellen (DDC) und plasmazytoide DCs [Banchereau and
Steinman, 1998].
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Der erste Schritt der Aktivierung ist die Bindung der T-Zelle an eine APC. Diese
Bindung erfolgt zwischen dem Adhasionsmolekul-1 (ICAM-1) auf der APC-
Oberflache und dem LFA-1-Ligand (lymphocyte function associated antige-1) auf der
T-Zell-Oberflache. Die Interaktion zwischen dem HLA-Molekul der APC und dem T-
Zell-Rezeptor (TZR) reicht fur eine vollstandige Aktivierung nicht aus. Erst durch ein
zweites Signal, der Ko-Stimulation von T-Zellen, vermittelt durch Mitglieder der B7-
Familie und ihren Liganden, z.B. CD28, kommt es zur Sekretion von IL-2. Nach
Aktivierung erfolgt die Differenzierung der CD4" T-Zellen und die Proliferationsphase.
AnschlieRend wandern diese T-Zellen in die Haut ein und kdnnen wieder reaktiviert
werden. Die Hauptfunktion aktivierter T-Zellen besteht nun in der Freisetzung der
Zytokine, die ihrerseits bei weiteren Hautzellen die Zytokinsekretion induzieren. Auch
die beschleunigte Wanderung der Keratinozyten zur Hautoberflache und die
Erweiterung der Blutgefalle in Lasionen ist ein Ergebnis der fehlgesteuerten

Immunvorgange in der Psoriasis.

1.2. Peroxisom Proliferator-Activated Receptor

1.2.1. Expression und Funktion

Peroxisom-Proliferator-Activated-Receptors (PPARs) sind Liganden-aktivierte
Kernrezeptoren, die der Superfamilie der Steroidhormon-Rezeptoren angehdren
[Wahli et al., 1995]. Diese Rezeptor-Gruppe wurde erstmals in den frihen 90-er
Jahren in Nagetieren identifiziert, wo sie urspruiinglich als Komponenten beschrieben
wurden, die an der Proliferation der Peroxisomen beteiligt sind.

Die PPAR-Familie umfasst drei Isoformen, PPARo auch bezeichnet als (NR1C1),
PPARB/6 (NR1C2) und PPARy (NR1C3), wobei diese Isoformen von drei
verschiedenen Genen kodiert werden [Blanquart et al.,, 2003]. Die drei Isoformen
wurden in unterschiedlichen Spezies identifiziert und weisen ein gewebsspezifisches
Expressionsmuster auf. PPARy, die am intensivsten untersuchte Isoform, wird
hauptsachlich im Fettgewebe exprimiert, aber auch im Darm und im Herzen
[Devchand et al., 1999]. PPARy ist unter anderem in der Adipogenese, dem
Glukosemetabolismus und dem Lipidstoffwechsel involviert [Kliewer et al., 2001;

Rosen and Spiegelman, 2000].
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PPARa wird in der Leber, im Herzen, in den Nieren, im braunen Fettgewebe und der
quergestreiften Skelettmuskulatur exprimiert, wobei es hauptsachlich Gene reguliert,
die fur den Lipidstoffwechsel von Bedeutung sind [Braissant et al., 1996; Zandbergen
and Plutzky, 2007]. So stimuliert PPARa die zellulare Aufnahme von Fettsauren in
der Leber [Latruffe et al., 2000]; im Herzen reguliert es zusatzlich die p-Oxidation der
Fettsauren [Yang and Li, 2007].

Lange Zeit blieb die funktionelle Bedeutung von PPARS (auch als PPARp
bezeichnet) ungeklart. Erst Studien mit PPARGS-knockout-Mausen lieferten erste
Hinweise fur mogliche Funktionen dieses Transkriptionsfaktors. Die Mause waren
durch eine gestorte Wundheilung, einer veranderten Entziindungsantwort der Haut,
defekte Myelinierung und Ubergewicht gekennzeichnet [Peters et al., 2000; Wang et
al., 2003]. Zusammen mit den Ergebnissen zum hochaffinen PPARS Agonisten
waren diese Beobachtungen ein wichtiges Indiz fir die biologische Relevanz von
PPARS in der Regulation metabolischer Vorgange. Die Aktivierung des PPARS
Rezeptors moduliert sowohl den Lipoprotein-Metabolismus als auch die
Glukosehomoostase und fuhrt zur Abschwachung der Entzindungsantwort der
Makrophagen [Lee et al.,, 2006]. PPARS wird in der Leber, den B-Zellen des
Pankreas, Endothelzellen, vaskularen Zellen und im Gehirn exprimiert. Von
besonderer Bedeutung fur die Psoriasis ist die Expression von PPARGS in den

Keratinozyten, wo es eine proliferative Wirkung hat [Di-Poi et al., 2002].

Aufgrund der bisherigen Datenlage und Indizien scheint die Rolle von PPARS in der
Apoptose Komplex und Zelltyp-abhangig zu sein. So wurde eine PPARGS vermittelte
Inhibition der Stress-induzierten Apoptose in primaren Keratinozyten beschrieben.
Dabei fuhrte PPARS zur Herunterregluation der Proteinphosphatase PTEN bzw.
Hochregulation von I[LK1 (integrin-linked kinase) und PDK1 (Phosphoinositid-
abhangige Kinase-1), was in einer verstarkten Aktivierung von Akt (Serin/Threonin-
Kinase B) und somit zur Inhibition der Apoptose resultierte [Di-Poi et al., 2002].
Dieselbe Gruppe beschrieb zusatzlich einen Akt-abhangigen protektiven Effekt fur
PPARGS bei Ischemia- und H2O2-induzierter Apoptose in der Niere [Letavernier et al.,
2005]. Diese Beobachtungen konnten von anderen Gruppen weder in Keratinozyten

[Burdick et al., 2007] noch in Endothelzellen reproduziert werden [Liou et al., 2006].
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Allerdings stellten diese Gruppen fest, dass der hierfur zugrundeliegende
Mechanismus auf die transkriptionelle Induktion des Apoptoseregulatorproteins 14-3-
3¢ beruht, was eine verminderte Translokation des proapoptotischen Bcl-2
Familienmitglieds Bad (Bcl-xL/Bcl-2 associated death promotor) zum Mitochondrium
zur Folge hat [Liou et al., 2006].

Bei der Celecoxib-induzierten Apoptose in Darmkrebskarzinom-Zellen wurde
ebenfalls ein protektiver Effekt fur PPARS gezeigt, obgleich keine Details des dabei
involvierten Mechanismus beschrieben wurden [Shureigi et al.,, 2003]. Die
Aktivierung von PPARGS durch nicht-selektive Agonisten wie PGl; (Prostacyclin) fihrte
zu einer proapoptotischen Aktivitat von PPARS in 293T und Endothelzellen [Hatae et
al., 2001]. Diese widerspruchlichen Beobachtungen verdeutlichen die komplexe Rolle

von PPARGS in der Apoptose.

1.2.2. PPARS Struktur und Liganden-abhangige Aktivierung

Die Proteinstruktur von PPARS und die der weiteren Isoformen ist im Wesentlichen
ubereinstimmend mit der Struktur anderer nuklearer Hormonrezeptoren. Das Protein
lasst sich funktionell in vier Untereinheiten aufteilen (Abb. 1.2.).

Erstens die Liganden-unabhangige Aktivierungsdomane (A/B), die sich in der N-
terminalen Region befindet. Die Domane enthalt die als AF-1 bezeichnete Region,
welche eine transkriptionelle Aktivierungsfunktion ausubt. Angrenzend ist die aus
zwei Zinkfingermotiven bestehende konservierte DNA-Bindungsdomane (DBD).
Nach der sogenannten Gelenkdomane ,hinge-region® folgt als letzte Domane die
Liganden-Bindungsdomane (LBD). Diese Region umfasst eine Heterodimerisierungs-
domane sowie eine C-terminal gelegene Liganden-abhangige Aktivierungsdomane
(AF-2) [Burns and Vanden Heuvel, 2007].
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Abbildung 1.1.: Schematische Darstellung des Peroxisomproliferator-aktivierenden
Rezeptores delta (PPARS).

Die Aktivierung der PPARs erfolgt Uber die Bindung eines spezifischen Lipid-
Liganden an den jeweiligen Rezeptor. Neben den natlrlichen Liganden, wie
Fettsauren (z.B. Arachideonsaure) und deren Derivaten, sind inzwischen auch eine
Reihe syntrhetischer Formen bekannt. Dazu gehoren die NSAIDs (non-steroidal anti
—inflammatory drugs), die PPs (peroxisome proliferators) und Fettsaurenanaloga
[Komar, 2005]. Dabei sind einige dieser Liganden spezifisch fur die jeweilige Isoform.
Fir PPARa und PPARY sind eine Reihe endogener und synthetischer Liganden, die
auch Klinisch angewandt werden, bekannt. Alle drei Isoformen werden von

Prostaglandine aktiviert.

PPARS wird durch Fettsauren, wie die Arachidonsaure, sowie einige Eicosanoide
aktiviert. Ratinoin-Saure kann ebenfalls PPARS binden [Ziouzenkova and Plutzky,
2008]. Fur PPARS sind inzwischen auch einige synthetische Liganden, wie L-
165041, cPGl (Carbaprostazyklin) und GW501516 bekannt [Hihi et al., 2002;
Leibowitz et al., 2000; Westergaard et al., 2001]. Im Gegensatz zu PPARa bzw.
PPARy werden die bekannten synthetischen Liganden fir PPARS nicht flr
therapeutische Anwendungen eingesetzt [Gervois et al., 2004]. Es befinden sich
jedoch synthetische Liganden in der klinischen Erprobung zur Behandlung von
Fettsucht und des metabolischen Syndroms und Diabetes Typ 2 [Luquet et al., 2005;
Luquet et al., 2004].

Als Folge der Bindung eines spezifischen PPAR-Liganden kommt es zur

Heterodimerisierung mit einem weiteren nuklearen Rezeptor, dem Retinoid X
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Rezeptor (RXR) [Bishop-Bailey, 2000; He et al., 1999]. Die PPAR/RXR-Heterodimere
binden an spezifische DNA-Sequenzen innerhalb der Promotorregion der Zielgene
und regulieren dadurch deren Transkription [Friedmann et al., 2005; Hunter et al.,
1996]. Die in den Zielgenen enthaltene DNA-Bindungssequenz wird als peroxisome
proliferating response element (PPRE) bezeichnet und besteht aus der zweimaligen
Abfolge der Consensus-Sequenz AGGTCA getrennt durch ein einzelnes Nukleotid
[Gervois et al., 1999]. In Abwesenheit eines Liganden bilden die PPARs Komplexe
mit Korepressoren wie SMRT (silencing mediator for retinoid and thyroid hormon
receptors ) und NCoR (nuclear receptor co—repressor), wodurch die Bindung an die
DNA verhindert wird [Tan et al., 2005].

1.2.3. Die PPARS Expression in der Haut

Die Haut lasst sich in Unterhaut (Subcutis), Lederhaut (Dermis) und Oberhaut
(Epidermis) untergliedern. Die Epidermis ist ein mehrschichtiges Plattenepithel, das
hauptsachlich aus Keratinozyten besteht und in verschiedene Strukturen unterteilt ist.
Diese Strukturen stellen ihrerseits die unterschiedlichen Differenzierungsstadien der
Keratinozyten dar. Die Hornschicht (Stratum corneum), das Endprodukt der
Keratinozyten-Differenzierung, wirkt als Permeabilitdtsbarriere zum Schutz gegen
aulerliche Umwelteinflisse. Fehlregulationen dieses Differenzierungsprozesses sind
die Ursache fur die Entwicklung des ersten Leitsymptoms der Psoriasis, die aul3erlich
sichtbar werdende Schuppung.

Ein Einfluss der PPARs auf die embryonale Entwicklung der Epidermis konnte durch
die Beobachtung, dass die drei PPAR Subtypen -vorwiegend PPARGS- in der murinen
interfollikularen Epidermis exprimiert werden, dokumentiert werden [Michalik et al.,
2002]. Nach der Geburt wird die Expression der drei PPARs in der interfolli-kularen
Epidermis undedektierbar, wahrend sie in den Haarfollikeln weiter vorhanden ist
[Michalik et al., 2002; Michalik and Wahli, 2007].

In der humanen Haut werden alle PPAR Subtypen, mit PPARS als Hauptsubtyp,
auch in der interfollikularen Epidermis von Erwachsenen exprimiert [Komar et al.,
2001; Westergaard et al., 2001] Detaillierte immunchemische Analysen zeigten eine

Lokalisation von PPARGS in den Zellkernen der Suprabasalen-Schicht, wohingegen in
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der Basal-Schicht sowohl eine Kern-, als auch eine Zytoplasma Lokalisation
nachweisbar ist [Westergaard et al., 2003].

Die Funktion der PPARs in der epidermalen Homoostase wurde mit Hilfe von in vitro
Experimenten an Keratinozyten untersucht. Eine Behandlung mit PPARGS-Liganden
(L-165041 und GW1514) wirkt proliferogen und induziert die Expression
Differenzierungs-assoziierter Gene wie Involucrin, Keratin 6 und Transglutaminase in
humanen Keratinozyten [Romanowska et al., 2008; Westergaard et al., 2001]. Des
Weiteren wird PPARGS transkriptionell durch die bei der Psoriasis zentralen Zytokine
TNFo und IFNy induziert. [Tan et al., 2004a; Tan et al., 2001]. Auch im Rahmen der
Wundheilung ist PPARS von besonderer Bedeutung. Diese lauft im Allgemeinen in
vier Schritten ab: Die initiale Gefalireaktion, die Gerinnungskaskade, das
inflammatorische Infiltrat, sowie die Gewebeneubildung. Dabei ist die regulatorische
Funktion von PPARS in den Kerationzyten ein wichtiger Faktor wahrend dieses
Prozesses. Zu Beginn fuhren die Zytokine TNFo oder IFNy Uber die Aktivierung sog.
stress-assoziierter Signalwege zur Stimulation von PPARS. Zusatzlich wird die
Produktion endogener Liganden beglnstigt. Die so resultierende Steigerung der
transkriptionellen Aktivitat von PPARS im Epithel bedingt eine Beschleunigung der
Keratinoztyen-Differenzierung bei gleichzeitiger Blockierung der Apoptose [Tan et al.,
2001].

Ist die Epithelisation einmal abgeschlossen, wird die TNFa -bedingte Stimulation von
PPARS durch den TGF-B-Signalweg gehemmt [Ashcroft et al., 1999; Michalik and
Wahli, 2007]. In vitro fuhrte die langanhaltende Behandlung mit einem PPARGS-
Agonisten zur Lipid Akkumulation in den Keratinozyten. Die Expression von ADRP
(adipose differention related protein) und FIAF (fasting-induced adipose factor), zwei
wichtige Akteure des Lipid-Stoffwechsels, wird durch PPARS Aktivierung in der Haut
induziert [Schmuth et al., 2004].
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1.3. Lentiviral vermittelte RNA-Interferenz

1.3.1. RNA-Interferenz

Die RNA-Interferenz (RNAI) ist eine effektive Methode zur gezielten Inaktivierung von
Genen in eukaryotischen Zellen. Es handelt sich um einen sog.
,posttranskriptionellen gene silencing“ (PTGS) Prozess, der durch ds-RNA-Molektle
induziert wird. Eukaryontische Zellen verwenden den RNAi-Mechanismus zur
Abwehr fremder RNA-Molekdle, insbesondre solche, die als Doppelstrang identifiziert
werden koénnen. Im ersten Schritt des nativen RNAi-Mechanismus werden
doppelstrangige RNA-Molekule in kleine 21-28 Nucleotidepaare (nt) lange
Fragmente mit 2 nt Uberhang am 3'-Ende gespalten. Die Spaltung wird durch das
RNaselll ahnliche Enzym Dicer in einer ATP-abhangigen Reaktion katalysiert
[Agrawal et al., 2003; Mittal, 2004]. Die resultierenden siRNAs bleiben mit dem
Enzym verbunden und leiten den Enzymkomplex zu weiteren dsRNA-Molekulen, was
zu deren Spaltung fuhrt. Die siRNAs werden anschliefend mit Hilfe des dsRNA-
bindenden Proteins R2D2 an den Enzymkomplex RISC (RNA iduced silencing
complex) weitergegeben. Der RISC-Protein Komplex enthalt eine RNA-Helikase und
eine RNA-Endonuklease. Nach der Entwindung der siRNA durch die Helikase
dirigiert der Antisense-Strang den RISC-Komplex zur komplementaren mRNA-
Zielsequenz, um diese durch die Endonuklease zu spalten. Die mRNA wird nun

zuganglich fur weitere Exonukleasen.

Bei den microRNA-Molekilen (miRNA) handelt es sich um 21-28nt lange
regulatorische RNAs die aus einem endogenen Vorlaufermolekiul mit
doppelstrangigem  Bereich  (Haarnadelstruktur)  prozessiert werden. Die
einzelstrangigen miRNAs entstehen durch DICER vermittelte Spaltung des ca. 70
Nukleotide grolRen Vorlaufermolekules [Agrawal et al., 2003]. Die Sequenz der
miRNAs sind meist nicht vollstandig komplementar zur der der Ziel-RNA. Aus diesem
Grund kénnen die miRNAs im Gegensatz zu den siRNAs nicht entlag ihrer gesamten

Sequenz mit einer Ziel-RNA Basenpaare ausbilden.
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Obwohl die miRNAs wie die siRNAs in den RISC-Proteinkomplex Gbergehen, kommt
es auf Grund der ungepaarten Nukleotiden nicht zur Zerschneidung der Ziel-RNA.
Stattdessen wird die Translation der Ziel-RNA blockiert. Es kann zur Degradation der
Ziel-RNA kommen, wenn die miRNA komplett komplementar zur dieser ist [Martinez
et al., 2003; McManus and Sharp, 2002; Tuschl, 2003]. siRNAs kénnen chemisch
synthetisiert und durch physikalische Transfektions-Methoden eingeschleust oder
endogen von Expressionvektoren in Zellen exprimiert werden. Aufgrund zeitlich
limitierter Aktivitat exogen applizierter siRNAs konzentriert sich eine Vielzahl von
Experimenten auf den viralen, vermittelten siRNA-Transfer. Die siRNA wird bei
diesen Plasmidvektoren von RNA-Polymerase-Il [Dykxhoorn et al., 2003] oder RNA-
Polymerase-Illl-Promotoren, wie dem U6-Promotor [Miyagishi and Taira, 2002],
exprimiert. Dabei kann die Expression der Doppelstrange von zwei separaten
Promotoren oder, sofern sie in Form einer Haarnadelstruktur vorliegen, von einem

einzelnen Promotor erfolgen.

1.3.2. Das Prinzip der retroviral vermittelten siRNA

Die Herstellung viraler Vektoren erleichtert sowohl die Untersuchung der viralen
Replikation als auch die Struktur- und Funktionsanalyse von verschiedenen Genen
und Genprodukten. Ferner kdnnen mit Hilfe dieser Vektoren Gene in humane Zellen
eingebracht werden und stellen somit eine Moglichkeit zur Therapie verschiedener
Erkrankungen dar [Anderson, 1998; Dropulic, 1998]. Retrovirale Gentransfer-
Systeme haben gegenlber anderen Systemen mehrere Vorteile.

Virale Vektoren integrieren ins Genom der Zielzelle und ermdglichen so eine stabile
Expression uber einen langeren Zeitraum. Auch werden keine viralen Gene
transferiert, was eine Zerstérung der Zielzelle durch virusspezifische cytotoxische T-
Zellen verhindert. Zusatzlich besitzen diese Vektoren eine relativ grolke
Klonierungskapazitat, womit sie besonders flur klinische Anwendungen attraktiv
waren. Neben diesen Vorteilen, die allen retroviralen Vektoren gemein ist, besitzen
lentivirale Vektoren den grof3en Vorteil, dass sie in der Lage sind, nicht replizierende
Zellen zu infizieren. Diese Eigenschaft ermoglichte viele in vivo Studien, in denen ein
effizienter Transfer, sowie die Integration und stabile Expression von Transgenen in
Zellen wie Neuronen, Makrophagen und Hepatozyten wichtig ist [Blomer et al., 1997;
Trono, 2000].
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1.3.3. Das lentiviral basierende System

Systeme flr lentivirale Transfektion leiten sich vom HIV-1 Virus (human
immundefizienz virus) ab [Miyoshi et al., 1997; Naldini et al., 1996]. Die
Genomstruktur der Lentiviren ist komplex und weist mehrere Uberlappende
Leseraster sowie eine Vielzahl unterschiedlich gesplei3ter mRNAs auf. Infektidse
Viruspartikel bestehen aus zwei einzelstrangigen Plus RNA-Molekilen und einem
Nukleokapsid mit den Proteinen gag, pro und pol. Die Virushille bildet das env-
Protein. Neben diesen retroviralen Genen besitzen die Lentiviren regulatorische und
akzessorische Gene. Zusatzlich zu den fur die virale Replikation essentiellen Genen
rev und Tat werden die nicht essentiellen akzessorischen Gene nef, vpu, vpr und vif
kodiert.

Im Provirus wird das Genom zu beiden Seiten von den long terminal repeats (LTRs)
flankiert, die die sog. U5-, U3- und R.-Regionen enthalten. Die in den LTRs
enthaltenen cis-aktiven-Sequenzen sind fur die Expression der viralen Gene
notwendig. Die Genexpression erfolgt in zwei Phasen. In der fruhen Phase werden
die mehrfach gesplei3ten mRNAs, welche fur die regulatorischen Gene rev, nef und
Tat kodieren, gebildet. Diese werden dann im Zytoplasma translatiert und die

Proteine Tat und Rev werden anschlieend in den Zellkern transportiert.

Durch Bindung an die 5-Enden der viralen mRNA verstarkt das Tat Protein deren
Transkription durch Stimulation der transkriptionellen Elongation. Die Aktivitat des
Rev Proteins ist Vorraussetzung fiir den Ubergang von der frilhen zur spaten Phase.
Das Rev Protein interagiert dabei mit der als RRE (Rev responsives Element)
bezeichneten RNA-Sequenz, welche sich innerhalb des env-Gens befindet. So kann
Rev das SpleiBen sowie den RNA-Export ins Zytoplasma kontrollieren. Die
strukturellen Proteine (gag, pol-gag, env) werden zur Zellmembran transportiert und
lagern sich dort an. Hier findet die Morphogenese zu infektiosen Partikeln statt.

Die Verpackung der genomischen RNA erfolgt Uber die Bindung der RNA-Molekule
an die Zinkfinger-Motive der Nucleokapsid-Proteinanteile in den pol-gag und gag
Vorlauferprodukten. Diese Interaktion wird durch das als W (Psi; packaging signal)

bezeichnete Element vermittelt.
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Nur genomische RNA-Molekule enthalten in deren LTR-Region das WY-Element,
wahrend es allen in anderen mRNA-Spezies durch Spleilien entfernt wurde. Auf
diese Weise wird gesichert, dass die Virionen uberwiegend in ungespleilite mRNAs
verpackt werden. Die gebildeten Virionen verlassen schliellich durch Knospung die
Wirtzelle. Der Reifungsprozess, bei dem die virale Protease die Vorlauferproteine in
die einzelnen Komponenten spaltet, erfolgt erst im von der Zelle freigesetzten
Viruspartikel. Dadurch wird sichergestellt, dass die Vorlauferproteine nicht bereits im
Zytoplasma gespalten werden. Dies wurde eine Kkorrekte Morphogenese und
Assoziation mit dem RNA-Genom verhindern. Auch wirde es zu einer vorzeitigen

Schadigung der Wirtszelle fuhren.

Biologische Sicherheit ist eines der wichtigsten Aspekte bei der experimentellen
Verwendung von lentiviralen Vektoren. Daher musste das Risiko der genetischen
Rekombination des Viruses gesenkt werden. An der Herstellung Virusbasierenden-
Gen-Transfersystems sind zwei Komponenten beteiligt. Erstens die Verpackungs-
elemente, welche die Strukturproteine und Enzyme beinhalten, die zur Herstellung
eines Infektiosen Virus notwendig sind. Zweitens der Transfervektor welcher das
genetische Material in die Zelle transferiert. Bei lentiviralen Systemen der
sogenannten ,ersten Generation® enthielt das verwendete Verpackungselement noch
alle HIV-1 Proteine auller dem Envelope-Protein [Donahue et al., 1992; Dull et al.,

1998], das von einem separaten Vektor exprimiert wurde.

In einer weiteren Entwicklung des Systems, wurden die Komponenten des
Verpackungselementes auf die gag, pol, Tat und rev Gene des HIV reduziert.

Dieses System der lentiviralen Vektoren wurde als ,zweite Generation“ bezeichnet
[Zufferey et al.,, 1997]. Spatere Experimente zeigten, dass der flr die Replikation
notwendige virale Transaktivator (Tat) aus dem Verpackungskonstrukt eliminiert
werden kann, wenn der ursprungliche U3-Promotor durch einen konstitutiv aktiven
Promotor ersetzt wird. Bei der Herstellung tat-unabhangiger Expressionskonstrukte
wurde der CMV-Promotor verwendet [Dull et al., 1998] und das so entstandene

Endsystem wird als “dritte Generation® bezeichnet.
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1.3.4. Aufbau Replikationsinkompetenter lentiviraler Vektoren

Die Etablierung eines replikationsdefizienten Vektor Systems stellt eine weitere
Verbesserung des lentiviralen Systems dar. Um replikaktionsinkompetente Vektoren
herzustellen, mussen alle fur die viralen Strukturproteine kodierenden Regionen aus
dem Genom entfernt werden, so dass von dem Vektor selbst keine viralen Proteine
mehr exprimiert werden kénnen. Die Sequenzen des lentiviralen Vektors wurden
dabei auf die HIV-stammende cis-aktiven Sequenzen reduziert, die flr Verpackung,
Integration und reverse Transkription essentiell sind [Kim et al., 1998; Naldini, 1998;
Parolin et al., 1994]. Diese minimale Sequenz besteht aus dem Promotor, dem
Verpackungssignal (W), die fur die reverse Transkription notwendige Sequenzen, die
Erkennungssequenz der Integrase in den U3 und U5 Regionen und zuletzt das fur
die mRNA-Bildung wichtige Polyadenylierungssignal. Die im Vektor vorhandene
reverse Transkriptionssequenz beinhaltet die R—Region, die Primer-Bindungsstelle
(PBS) und den zentralen Polypyrimidintrakt (cPPT), welcher flr einen besseren
Gentransfer verantwortlich ist.

Um den Export der mRNA-Molekule in das Zytoplasma zu ermdglichen, verfugt der
Vektor zusatzlich Uber eine RRE-Sequenz. Die aus dem Vektor eliminierten
Sequenzen wurden durch eine Expressionskassette ersetzt, die das zu
transferierende Fremdgen bzw. dsRNA enthielt. Dieses Gen wird von einem fremden

internen Promotor exprimiert.

Das in dieser Arbeit verwendete Transfer-Plasmid enthielt die Expressionskassette
mit dem U6-Promotor und der shRNA, sowie eine Expressionskassette fir E-GFP
unter Kontrolle des CMV-Promotors [Rubinson et al., 2003].

Um den Prozess des lentiviralen vermittelten Gentransfers von dem der viralen
Infektion zu unterscheiden, wird dieser als Transduktion bezeichnet. Zur Minimierung
der Wahrscheinlichkeit zufalliger Rekombinationen werden die fir die Transduktion

notwendigen Komponenten in trans zu Verfugung gestellt.

Wie bereits erwahnt, handelt es sich dabei hauptsachlich um die fur die Bildung der
Viruspartikel bendtigten Strukturproteine gag, pol und env. Diese werden auf zwei
separate Verpackungsplasmide aufgeteilt. Das Rev-Protein gewahrleistet den

Transport der RNA-Molekule in den Zellkern. Das im lentiviralen Vektor koexprimierte
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Rev-RRE-System, interagiert mit der RRE-Sequenzen des Transfervektors und der

des Verpackungsvektors und bedingt so den Kerntransport der RNA (Abb. 1.2.).

Lentivirus

J| Gad
Lentivektor Verpackungsvektoren

(3rd-generation)

Rov R} )

Transfervektor (z.8. pLL3.7)

L VSV.G | poiy Rov [REW] poih
pMD.G RSV-Rev

.

pMDLg/pRRE

Abbildung 1.2.: Schematische Darstellung des HIV Provirus (oben) und der vier davon
abstammende Konstrukte des 3"-generation Verpackungssystem (unten). Das
Verpackungskonstrukt (pMDLg/pRRE) exprimiert die Gene gag und pol unter der Kontrolle
des CMV-Promotors und die polyadenylation-site des humanen B-Globin-Genes. Fir die
Expression von gag und pol ist deren REV vermittelter Transport in den Kern notwendig. Da
alle tet und rev Exons entfernt wurden, wird die rev cDNA in trans vom (RSV-Rev) Konstrukt
exprimiert. Der selbst inaktivierende Transfervektor enthalt die Expressions-Kassette fur das
Transgen. Das Envelop-Gen (VSV.G) wird vom vierten Konstrukt (pMD.G) exprimiert. (Abb.
modifiziert nach Dull et al. 1998)

Um das Wirtsspektrum viraler Vektorsysteme zu erweitern, werden diese mit einem
heterologen Hullprotein anstelle des nativen env Genes ,pseudotypisiert” [Lever et
al., 2004; Sanders, 2002]. Das hier verwendete lentivirale System wurde mit dem
Glykoprotein des Vesikularen Stomatitis-Virus (VSV-G) pseudotypisiert [Burns et al.,

1993; Naldini et al., 1996]. Ein separates Envelope-Plasmid exprimiert das
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Glykoprotein unter Kontrolle eines CMV-Promotors. Der in dieser Arbeit verwendete
Transfervektor gehort zu der Gruppe sich selbst inaktivierender Vektoren (SIN)
[Zufferey et al., 1998]. Die Inaktivierung ist auf eine Deletion in der U3-Region der 3'-
LTR zurlckzufuhren. Diese Deletion wird durch die Integration der Virus-RNA in das
Wirtsgenom an das 5 -Ende ubertragen. Dadurch ist eine Initiation der Transkription
sowie anschlielender Replikation nicht moglich. Diese Vorrichtung ist ein

wesentlicher Bestandteil der biologischen Sicherheit dieses Systems.

1.3.5. Off-target-Effekte

Bei der Verwendung von siRNAs werden Regulationsmechanismen der Zelle
beinfluldt, daher kann es zu unspezifischen Effekten kommen, die als , off-target
effeckts” bezeichnet werden. Dazu gehort die Aktivierung des Interferon-Systems
[Sledz et al., 2003]. Bei der Verwendung von doppelstrangiger RNAs, die groflier als
27-29 bp sind, kann es neben der RNAi-Kasakade auch zu einer Interferonantwort
kommen [Siolas et al., 2005]. Dies erfolgt durch die Aktivierung der Proteinkinase R
(PKR) und Phosphorylierung des Translationsfaktors elF2 (eukaryontischer
Initiationsfaktor 2), was zur Apoptose der Zellen fuhrt. Der Gruppe von Tuschl gelang
es durch das Einsetzen von doppelstrangiger 21mere die Interferonantwort zu
umgehen. Es zeigte sich, dass die 21mere zu klein waren, um die PKR zu aktivieren
[Paddison et al., 2002]. Auch fur die shRNA-Vektoren wurde eine Interferonantwort
detektiert, wobei die Antwort bei der Expression von 19 bp langer shRNAs geringer

ausfallt im Vergleich mit langeren shRNAs [Bridge et al., 2003].

Ferner kann ein mismatch zwischen siRNA und Ziel-mRNA eine unspezifische Gen-
Repression induzieren. Es wurde gezeigt, dass bereits eine Basepaarung von 11-15
aufeinander folgenden Nukleotiden genigt, um diese Repression hevorzurufen
[Jackson et al., 2003].

Ein weiterer off- target Effekt konnte durch die Aufnahme des Sense-Strangs der
siRNA-Molekile in den RISC-Komplex hervorgerufen werden.

Die Aufnahme des Falschen Strangs in den RISC-Komplex fihrt zum unspezifischen
Abbau von mRNA. Die Modifikation der siRNA am 5°-Ende des Sense-Stranges stellt

eine der Strategien dar, dies zu vermindern.
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Dagegen wird beim Einsetzen von Duplex-siRNA-Molekiilen eine andere Strategie
verfolgt, um diesen Effekt zu verhindern. So verfugen die ds-siRNAs uber ein 3'-
uberhangende Ende und sind ahnlich stabil wie siRNA-Molekule. Weiterhin sind die
ds-siRNAs so aufgebaut, das sie partiell-komplementar oder —palindrom [Hossbach
et al., 2006].
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1.4. Problemstellung

Eine Vielzahl von neuen Literaturangaben weisen auf eine zentrale Rolle des
Transkriptionsfaktors PPARGS bei Psoriasis hin. Da die Psoriasis durch UbermafRige
Keratinozytenproliferation und Differenzierung gekennzeichnet ist, beschrankte sich
die Forschung bislang auf die Bedeutung von PPARGS in Keratinozyten. An der
Psoriasispathogenese sind jedoch auch aktivierte T-Zellen beteiligt. Daher sollte im
Rahmen dieser Arbeit geklart werden, ob PPARGS auch in T-Zellen von funktioneller

Bedeutung ist. Folgende Einzelfragen sollten dabei experimentell untersucht werden:

e LaRt sich ein lentivirales Transduktions-System soweit optimieren, dass primare
humane T-Zellen mit Hilfe von siRNA funktionell charakterisiert werden kénnen?

e Wird PPARGS in humanen T-Zellen exprimiert? Falls ja, welche Faktoren flhren
zur transkriptionellen Induktion ?

e Sind Interferone an der Regulation von PPARS in T-Zellen beteiligt?

¢ Induziert PPARGS die Proliferation von T-Zellen?

e Inhibiert PPARGS die Apoptose in T-Zellen?
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2. Materialien und Chemikalien

2.1. Materialien und Gerate

DurchfluRzytometer (FACS Calibur)

Elektrophoreseeinheit (Power Supply EPS600)

Elektrophoresekammern

Flurometer (Qubit)
Elektrophoresesystem (Easy-Cast; B1A)
Elektrophoresesystem (Easy-Cast; B2)
Pipetten (2ul, 20ul, 100ul, 1000ul)
Autoclave (Varioklav 75S)

Inkubator (1G150)

Vortexer (G-560E)

Semi-dry Blotting Kammer (2117 Multiphor)
UV-Photometer (GeneRay)

Wasserbad (SUB6)

Thermocycler (PTC-200)

Thermomixer Compact

pH-meter (pH53)

Laserscanner fur Filter: ,luminescent image
analyser”; Modell LAS-1000 CH
Schuttelinkubator 37°C (Innova 4000)

Nitrozellulosemembran
Plastikmaterialien (Zellkultur)
Sterilwerkbank (Holten LaminAir)

Whatmann-Papier

Zellisolationseinheit (MACS Separation Unit)

BD Biosciences
Pharmacia Biotech
BioRad Laboratories
Invitrogen

Owl Scientific, Inc
Owl Scientific, Inc
Eppendorf

H+P Labortechnik
Jouan GmbH
Scientific Industries
LKB Gromma
Biometra

GRANT Instruments
MJ Research
Eppendorf
Wissenschaftliche
Techn.-Werkstaten

Fujifilm

New Brunswick
Scientific
Schleicher & Schuell
Greiner bzw. Corning
Jouan GmbH
Schleicher & Schuell
Miltenyi Biotec
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Zentrifugen:
Tischzentrifuge (5417C)
Zellkulturzentrifuge (GS-6)
Ultrazentrifuge (Optima LE-80K)
2.2. Kits

BCA Protein Assay kit
ECL Plus Western Blotting Detection System

Mini-PROTEAN 3 electrophoresis system
NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraktion kit
NucleoSpin®RNA I Kit

QIAquick Gel Extraction Kit

QIAprep Spin Miniprep

Plasmid Isolation Kit

Jetstar 2.0 MaxiPrep Kit

CellTiter96® AQueous One Solution

Cell Proliferation Assay

GoTaqg DNA Polymerase

SuperScript™ || Reverse

Transcriptase

T4 DNA Ligase

2.3. Chemikalien und Reagenzien

Eppendorf
Bekman

Bekman

PIERCE

Amersham
Biosciences

BioRad

PIERCE

MACHEREY-NAGEL

QIAGEN

QIAGEN

QIAGEN

Genomed

Promega

Promega

Invitrogen

BioLabs

Alle Chemikalien wurden in kommerziell hochst erhaltlichem Reinheitsgrad verwandt.

Isopropanol
Acrylamide/Bis-Fertigmischung(40%, 37 : 1)
Agar-Bacteriological Grade
B-Mercaptoethanol

Blotting grade Blocker Non-Fat Dry Milk
Calciumchlorid (CaCl,.2H,0)

Sigma

Sigma

MP Biomedicals, INC
Sigma

BioRad

Sigma
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Chemically Defined Lipid
Concentrate (100X), liquid
Chloroquine diphosphate salt
Cholesterol, Wasserloslich
Cycloheximide
D-(+)-Glucose

Sulfonsaure (HEPES)
Magnesiumchlorid (MgCl,)

Natriumchlorid (NaCl)
Bovine serum albumin (BSA)
Ethanol (EtOH), 96%
Chloroform
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ethidiumbromid (EtBr)
Glycerol

Glycin

Dimethylsulfoxid (DMSOQO)
GW501516

L-165041

LB-Broth (Luria/Miller)

Polybrene (Hexadimethrine bromide)

Ponceau S
Seakem LE Agarose
Sucrose (= 99.5%)

a,o,0- Tris-(hydroxymethyl)-methylamin

Tween 20

GrolRenmarker fur Agarose-Gelelektrophorese

(1 kb, 100bp)

MagicMark™ XP

Western Protein Standard
Ammonium persulfate
Tetramethylendiamin (TEMED)

Recombinant human TNFa

Gibco

Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Roth

Merck

Merck
Sigma-Aldrich
Baker

Merck
Sigma-Aldrich
Sigma

Roth

Roth

Serva

Sigma
AXXORA
Calbiochem
Roth

Sigma

Sigma
Cambrex
Sigma

Sigma

Serva
BioLabs

Invitrogen
Sigma

Roth
PeproTech
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humanes rekombinantes Interferon-y (IFNy)
humanes rekombinantes Interferon-a. (INFa)
CD19-MicroBeads

CD14-MicroBeads

CD3-MicroBeads

Annexin V-Cy5

Interleukin-2 (IL-2)

Tricine sample buffer

20%ige SDS-L6sung (Natriumdodecylsulfat)
L-PHA (Phytohemagglutinin-L)

H20,

RnaseA

Restriktionsenzyme

Ficoll-Gradienten (Bicoll separation solution)

Ampicillin

2.4. Antikorper zur Zellisolierung- und Analyse

anti-CD3-Fluorescein Isothiocyanat (FITC)
anti-CD19-FITC
anti-CD3-FITC-MicroBeads
anti-CD14-MicroBeads

anti-CD123-FITC

anti-CD16-FITC

anti-CD56-FITC

PBL Biomedical
PBL Biomedical
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
BD Biosciences
PromoKine
Biorad

Serva

Sigma

Sigma

sigma

BioLab
Biochrom
Roche Molecular

Biochemicals

Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec

BD Biosciences



2. Materialen

29

2.5. Antikorper

Antikorper Arbeitsverdiinnung | Firma
anti-human-PPARp/3
1:300 Cayman chemical
(polyclonal)
anti-p44/42-MAP-kinase
1:1000 Cell Signalling
(ERK1/2)
anti-phospho-p44/42MAP-
1:1000 Cell Signalling
kinase
anti-rabbit IgG-HRP 1:1000 Amersham
anti-Fas (monoclonal) 1:2000 Upstate, Biotech
anti-goat IgG-HRP 1:2000 Santa Cruz
2.6. Medien und Reagenzien fur die Zellkultur
Fotales Kalberserum (FCS) Biochrom AG
GlutaMax I-liquid GIBCO
RPMI Medium 1640 (with GlutaMAX™ [) GIBCO
1 % penicilline/streptomycine GIBCO
DMEM high glucose (with GlutaMAX™ |, GIBCO
4500 mg/L D-Glucose, without Sodium Pyruvate)
DPBS (1X), liquid-without Calcium, without Magnesium GIBCO
AIM-V-Medium GIBCO
5 % Humanserum PAN Systems
Trypanblau GIBCO
Trypsin-EDTA (1x) liquid, 100ml GIBCO
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2.7. Oligonukleotide

2.7.1. Primer fiir die PCR

Alle Primer wurden von MWG-Biotech bezogen.

GAPDH (PCR-Produkt = 420 bp), T, =56 °C
5" - gtcagtggtggacctgacctv - 3’
3" - aggggtctacatggcaactg - 5

PPARB/8 (PCR-Produkt = 483 bp), T, = 54 °C

5" - aactgcagatgggctgtaac - 3°
3" - gtctcgatgtcgtggatcac - 5°

ILK (PCR-Produkt = 500 bp), T, = 56 °C

5" - atcacacactggatgccgta - 3°

3" - cttccaatgccaccttcatt - 5°

PDK-1 (PCR-Produkt = 532 bp), T, = 56 °C

5" - ggttgggaaccactctttca - 3°
3" - ttgtgcaataggccatgtgt - 5°

2.7.2. shRNA-Nukleotide

Die siRNA-Nukleotide fir ie Klonierung in den lentiviralen Vektor pLL3.7 wurden von
MWG-Biotech bezogen.

Hpal | 19nt Sense Loop 19nt Anti-Sense Stop

Human siRNA PPARf/3

T |GTCGTACGATCCGCATGAA |TCAAGAGA |TTCATGCGGATCGTACGAC |TTTTTT
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2.8. Vektoren

pLL3.7
pMD2G
VSV-G
PRSVRev

pCDH1
(pCDH1-MCS1-EF1-copGFP)

PLVTHM

Zur Verfugung gestellt von Luk van Parijs
Zur Verfugung gestellt von Luk van Parijs
Zur Verfugung gestellt von Luk van Parijs
Zur Verfugung gestellt von Luk van Parijs

System Biosciences

Zur Verfugung gestellt von Prof. D.Trono

pPAX2 Zur Verfugung gestellt von Prof. D.Trono

pLVCT-rtTRKRAB-2SM2 Zur Verfuigung gestellt von Prof. D.Trono

PPARdA®NA12SM2 Zur Verfiigung gestellt von Dr. Truss

PPARd/pIGETon Zur Verfugung gestellt von Frau Dr.
Romanowska

PPAR&/pCDH Zur Verfugung gestellt von Frau Dr.
Romanowska

2.9. Bakterienstamme

Top 10 (One shot Top10) Invitrogen

STbl 3 (MAX Efficiency Competent Cells) Invitrogen

STbl 2 (MAX Efficiency Competent Cells) Invitrogen

2.10. Humane Zelllinien

HEK 293T/17 (der humane embryonale Nierenzellen) ATCC

293FT (ein Subtyp der HEK 293 Zelllinie) Invitrogen

HelLa (humane epitheliale Karzinomezellen) ATCC

Jurkat (humane T-Lymphozyten-Tumorzellen) DSMZ



2. Materialen

32

2.11. Puffer und Losungen

Annealing Puffer (5x)
100mM Kaliumacetat
30mM HEPES, pH 7.4

2mM Magnesiumacetat

Trenngelpuffer
1,5 M Tris, pH 8.8

Blotting Transferpuffer (1x)
25 mM Tris, pH 8.3

150mM Glycine

10% Methanol

10x TBS
100 mM Tris-HCI, pH 7.6
1,5 M NaCl

20% (wl/v) Sucrose

20g Sucrose

TNF-Puffer

(mit 0,2 Filter filtrieren und bei 4°C lagern)

2X HBS-Puffer
0.27 M NaCl

10 mM KCiI

1,4 mM Na2HPO4
10 mM D-Glucose
42 mM HEPES

SDS-Elektrophoresepuffer 10x
1.9 M Glycine

230 mMTris-HCI, pH 8.3

2% SDS

Sammelgelpuffer (4x)
0.5 M Tris-HCI, pH 6.8

TBS-T
1xTBS-Puffer
0,05% Tween

Ponceau S (10x)
2% (w/v) Ponceau S
30% (v/iv) TCA

30% Sulfosalicylic saure

TNF-Puffer

50 mM Tris-HCI
100 mM NacCl
0.5 mM EDTA
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3. Methoden

3.1. Mikrobiologische Methoden

3.1.1. Kultivierung von E-coli

Anmerkung : Alle in dieser Arbeit verwendeten Plasmide trugen eine Ampicillin-

Resistenz.

E-coli-Zellen wurden in Flussigmedien (LB % Antibiotikum) bei 37°C oder 30°C,
abhangig vom verwendeten Bakterienstamm, unter Schitteln angezogen. Dazu
wurden 3 ml Kulturmedium mit E-coli Kolonien (Einzelklone von Agarplatte) oder mit
Bakterien aus einem bei -80°C gelagerten Gylcerolstock angeimpft. Nach 12-16

Stunden wurde mit dieser Vorkultur die Hauptkultur angeimpft.

3.1.2. Herstellung kompetenter Baketieren

Aus einem E.coli Glycerolstock wurde 10 ml LB-Medium angeimpft und tUber Nacht
bei 37°C unter Schutteln angezogen. Am folgenden Tag wurden 100 ml LB-Medium
mit 1 ml der Ubernachtkultur angeimpft und bei 37°C im Schuttler inkubiert. Die
Inkubation erfolgte so lange, bis die Kultur eine optische Dichte (OD bei 600) von 0,5
erreichte. Die Bakterien wurden bei 7000 xg und 4°C pelletiert und der Uberstand
verworfen. Nach der Zentrifugation mussten die Zellen stets auf Eis gehalten werden.
Das Pellet wurde in 15 ml eiskaltem TFB-1 Puffer vorsichtig resuspendiert und fur 90
Miuten auf Eis inkubiert. Anschliellend wurde fur 5 Minuten bei 7000 xg und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet vorsichtig in 2 ml
eiskaltem TFB-2 Puffer resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in 100ul Aliquots in
0,5ml vorgekuhlte ReaktionsgefaRe aufgeteilt und direkt in flissigem Stickstoff

gefroren, bevor sie bei —80°C gelagert wurden.
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3.1.3. Transformation kompetenter Bakterien

Bei der Transformation werden Plasmide von kompetenten Bakterien aufgenommen
und somit wird die Vermehrung dieser Plasmide ermoglicht. Zur Transformation
wurden je 100 ul kompetente Zellen auf Eis aufgetaut, 1-10 ng DNA aus
Ligationsansatze bzw. 50-200 ng Plasmid-DNA zugegeben und vorsichtig vermischt.
Der Ansatz wurde fur 30 Minuten auf Eis inkubiert und anschlieBend fur 25
Sekunden bei 42°C einem Hitzeschock unterzogen. Es folgte die Zugabe von 900 pl
auf Raumtemperatur vorgewarmtes S.0.C. Medium und die Zellen wurden
anschlief3end bei 30°C oder 37°C (abhangig vom verwendeten Bakterienstamm) und
180rpm flr 90 Minuten auf dem Schdttler inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde
auf LB-Platten (+ Ampicillin 100ug/ml) ausplattiert. Wahrend bei erwarteter hoher
Koloniezahlen eine Verdunnungsreihe der Baktierensuspension ausplattiert wurde.
Die Platten wurden anschliefend im Brutschrank bei 30°C oder 37°C Uber Nacht

inkubiert.

3.1.4. Herstellung von Glycerolstocks

Um eine Retransformation von Plasmiden in E.coli zu vermeiden, wurden von
positiven Plasmiden enthaltenden Klonen Glycerolstocks angelegt, aus denen bei
Bedarf Ubernachtkulturen angeimpft werden konnten. Hierzu wurde ein Volumen
Ubernachtkultur mit einem Volumen 40% steriles Glycerol versetzt. AnschlieRend
wurden die Glycerinstocks bei —80°C gelagert. Ein einmal angelegter Glycerolstock
sollte nicht mehr aufgetaut werden. Zur Herstellung einer Ubernachtkultur wurde der
Glycerolstock mit einer sterilen Pipettenspitze angekratzt und mit dieser dann das

Kulturmedium angeimpft.
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3.2. Molekularbiologische Standardmethoden

3.2.1. Nukleinsaure-Analytik

3.21.1 Isolierung von Plasmid DNA

Zur Isolierung wurde eine Ubernachtkultur entweder aus Glycerolstocks oder von LB-
Agarplatten angeimpft und, je nach verwendeten Bakterienstamm, bei 30°C oder
37°C und 180 rpm auf einem Schuttler inkubiert. Zur Isolierung geringer Mengen an
Plasmid-DNA flir analytische Zwecke wurde das Qiagen Plasmid-Minikit nach
Hersteller Angaben verwendet. Hierbei wurden 2ml Kultur durch Zentrifugation in
einer Eppendorf-Tischzentrifuge bei 13.000 xg fur 5 Minuten pelletiert. Durch Zugabe
des alkalischen Lysepuffer wurde das Pellet lysiert und nach anschliefender
Neutralisation wurde das Zelllysat fir 10 Minuten bei 18.000 xg zentrifugiert und der
Uberstand auf eine Anionenaustauschersdule gegeben. Nach einem Waschschritt
der Saule erfolgte die Elution der Plasmid-DNA mit bidestiliertem Wasser.

Zur Isolierung von groeren Mengen Plasmid-DNA wurde der JETSTAR 2.0-
Plasmidkit der Firma Genomed verwendet. Hierbei wurden 200 ml LB-Medium (+
Antibiotikum) in einem 500 ml Schiittelkolben mit 2 ml Ubernachtkultur angeimpft und
fur 16-18 Stunden bei 30°C bzw. 37°C und 180 rpm inkubiert. Die Isolation der
Plasmid-DNA erfolgte nach Hersteller Angaben. Am Ende der Isolierungsschritte
wurde die gefallte DNA je nach GroRRe des Pellets in einem adequaten Volumen TE-
Puffer aufgenommen und die Konzentration photometrisch vermessen. Anschlief3end
wurde die DNA durch Restriktionsverdau und nachfolgender Gelelektrophorese und;

wenn notwendig, auch durch Sequenzierung uberpruft.

3.2.1.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentrationsbestimmung sowohl von Plasmid-DNA als auch von RNA-
Lésungen erfolgte durch Messung der optischen Dichte (OD) in einem
Spektralphotometer. Hierzu wurde die verdunnte Nukleinsaure-Losung in
Quarzkuvetten mit einer Schichtdicke von 1cm bei einer Wellenlange von 260 nm

gemessen.
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Dabei entspricht bei der Messung eine OD von 1 einer Konzentration von 50ug/ml
doppelstrangiger DNA (40ug/ml RNA). Zur Bestimmung der Reinheit der
Nucleinsaure-Praparation erfolgte eine zusatzliche Messung der Losung unter
gleichen Bedingungen, jedoch bei 280 nm. Der Quotient aus beiden OD-Werten
(Azs01280) lieferte die Information Uber den Reinheitsgrad. Dabei liegt der Quotient fur
eine sehr reinen DNA-LOsung zwischen 1,8 und 1,9; bei RNA-LOsungen zwischen
1,9 und 2,0. Niedrigere Werte sind ein Indiz dafur, dass Verunreinigungen wie z.B.

Proteine in der Losung vorhanden sind.

3.2.1.3 Restriktionsveradau von DNA

Restriktionsendonukleasen erkennen auf einem doppelstrangigen DNA-Molekil
spezifische Bindungssequenzen und spalten die DNA innerhalb dieser Sequenz. Mit
Hilfe dieser Enzyme wurden Plasmide anhand spezifischer Restriktionskarten
analytisch identifiziert (analytischer Verdau). Der analytische Verdau wurde mit 200
ng Plasmid-DNA in 20 ul Reaktionsansatz durchgefuihrt. Der Restriktionspuffer sowie
die entsprechenden Enzymen (1U pro pyg DNA) wurden gemaly den Angaben des
Herstellers zugesetzt und der Reaktionsansatz 2-16 Stunden bei einer dem
Temperaturoptimum der Enzyme entsprechenden Temperatur inkubiert. Die

Verdauprodukte wurden auf einem Agarosegel aufgetrennt und analysiert.

3.2.1.4. Dephosphorylierung von DNA mit CIAP

Vektoren werden fur Klonierungzwecke mittels Restriktionsenzymen linearisiert. Um
bei einer Ligation zu verhindern, dass die Enden des linearisierten Vektors mit
einander religieren, wurden die 5°-Phosphat-Gruppen des Vektors mit dem CIAP
(calf intestinal alkaline phosphatase) Enzym entfernt. Zur Dephosphorylierung wurde
dem bereits verdauten Restriktionsansatz CIAP-Puffer und CIAP-Enzym nach
Herstellerangaben zugesetzt und bei 37°C fur eine Stunde inkubiert. Anschlie3end
wurde das Enzym durch Zugabe von 5 mM EDTA und Inkubation fir 10 Minuten bei
75°C in aktiviert.
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3.2.1.5. Agarose-Gelelektrophorese

Nucleinsauren wurden im Agarosegel analysiert. So konnten mittels einer
Elektrophorese, die durch Restriktionsverdau entstandenen Fragmente nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt und PCR-Reaktionen kontrolliert werden. Abhangig
von der Lange der aufzutrennenden DNA-Fragmente bzw. der PCR-Produkte
wurden 0,7-2,0 % Gele hergestellt. Hierzu wurde die entsprechende Agarose-Menge
in TBE-Puffer aufgekocht. Nach Abkuhlen der Lésung auf eine Temperatur von ca.
50°C wurde Ethidiumbromid (0,5 pg/ml) zugesetzt und das Gel in einer Gelkammer
gegossen. Die Nukleinsaure-Proben wurden mit 6x Lade-Puffer versetzt und auf das
erkaltete Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in TBE-Puffer bei 90-120 V.
AnschlieRend konnte die Nukleinsdure Aufgrund des interkalierten Ethidiumbromids
unter UV-Licht sichtbar gemacht und eine Foto-Dokumentation des Gels
durchgefuhrt werden. Zur Charakterisierung der FragmentgroRen wurden
Langenstandards (Marker), die Fragmente mit genau definierten GréRen enthalten,
zusammen mit den zu untersuchenden Proben auf dem Agarosegel aufgetragen.

Anhand dieser Marker erfolgte dann die Gro3enbestimmung der DNA-Fragmente.

3.2.1.6. Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen wurden die gewilnschten Fragmente
zunachst mit einem Skalpell unter einer UV-Handlampe (245 nm Wellenlange)
ausgeschnitten und in ein Reaktionsgefal® Uberfuhrt. Die DNA wurde mit Hilfe eines
Qiaquick DNA Gel Extraktions Kit nach Angaben des Herstellers aufgereinigt.
AnschlieBend wurde die Konzentration der aufgereinigten DNA wie in Abschnitt
(2.2.1.2) beschrieben bestimmt.
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3.2.2. Herstellung von shRNA-Lentivektoren

3.2.2.1. Herstellung der shRNA-Oligonukleotide

Fur die Generierung des shRNA-enthaltenden Lentivektors war es notwendig,

synthetische Oligonukleotide herzustellen, die nach ihrer Hybridisierung das fertige

Insert mit passenden Enden fur die Ligation in dem Vektor darstellten. Zu Beginn
wurde die Wahl der siRNA Sequenz unter Zuhilfenahme der Internetseite der Firma
Dharmacon getroffen (htt://design.dharmacon.com/rnagesign). Das dort zur
Verfugung gestellte Design-Programm berucksichtigt bei der Auswahl die von der
Arbeitsgruppe Khvorova in Nature 2004 publizierten Kriterien fur wirksame siRNA
[Reynolds et al., 2004]. Die Sequenzen wurden im blast search Programm von NCBI
mit den Human-Sequenzen abgeglichen, um eventuelle Homologien zu anderen
Genen auszuschlieBen. AnschlieBend wurde mit Hilfe dieser siRNA-Sequenz die
Sense- und Antisense-Sequenzen fur die shRNA Oligonkleotide nach Kriterien von
Rubinson [Rubinson et al., 2003] designt und kommerziell im 100 ymol Malstab
synthetisiert. Zur Hybridisierung (Annealing) der beiden Strange wurde je 1pl (60
pmol) Sense- und Antisense-Strang mit 48 pl Annealing-Puffer fur vier Minuten bei
95°C und anschlieRend fur weitere 10 Minuten bei 70°C inkubiert. Nach dem
langsamen Abkulhlen auf 4°C wurde der Ansatz zur Phosphorylierung eingesetzt und

anschlie3end bei —20°C gelagert.

3.2.2.2. Phosphorylierung von DNA-Fragmenten

Um die Ligation eines shRNA-Oligonukleotides in einem linearisiertem Vektor zu
erleichtern, wurden die 5°-Enden des Oligonukleotides phosphoryliert. Hierzu wurden
5 pl des Hybridisierungsansatzes mit 5 pl ATP-haltigem 5xPuffer und 1U T4-
Polynukleotidkinase zusammenpipettiert und mit H,O auf 20 pl aufgefullt. Nach einer
Inkubation von 30 Minuten bei 37°C wurde die Kinase zur Inaktivierung fur weitere 20
Minuten bei 70°C inkubiert.
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3.2.2.3. Ligation von zwei DNA-Fragmenten

Die Verknupfung der Enden des shRNA-Doppelstranges (Insert) mit denen des
linearen Vektors erfolgte mit Hilfe einer Ligase. Die Orientierung des Inserts war
dabei durch die fur die Restriktionsenzyme spezifischen Erkennungssequenzen
vorgegeben. Die verwendete T4-Ligase ist in der Lage, sowohl glatte als auch
kohasive Enden miteinander zu verknupfen. 200 ng Vektor und eine dreifach molare
Menge an Insert wurden mit 40 U T4-DNA-Ligase und 4 ul 5x Reaktions-Puffer
zusammenpipettiert und mit H,O auf 20 pl aufgefullt. Der Reaktionsansatz wurde
uber Nacht bei 16°C inkubiert und anschlieBend fur die Transformation in

kompetente Bakterien verwendet.

3.2.3. Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellmaterial

Die Praparation von Gesamt-RNA aus humanen Zelllinien wurde mit Hilfe des
NucleoSpin RNA ll-Isolierungs Kit durchgefuhrt. Die Zellen wurden nach der Ernte
zunachst in kaltem PBS gewaschen, anschlieBend erfolgte die Aufreinigung der
Gesamt-RNA nach den Angaben des Herstellers. Die RNA wurde je nach Pellet
Groke mit 30-60 pl DEPC-haltigem Wasser eluiert und nach der

Konzentrationsmessung bei —80°C gelagert.

3.2.4. cDNA-Synthese mit Reverse Transkriptase

Das bei dieser Methode verwendete Enzym, die Reverse Transkriptase, ist eine
RNA-abhangige DNA-Polymerase, die die Synthese von DNA von einer RNA-Matrize
ermoglicht. Somit konnte mit Hilfe dieses Enzyms, die aus den Zellen isolierte RNA
in cDNA (complementary DNA) umgeschrieben und dann als Ausgangsmaterial fur
PCR-Amplifikationen verwendet werden. Fur die Herstellung der cDNA wurden 0,5 —
1 pug RNA, 1 pl Oligo dT (500 pg/ml) Primer und 1 pl dNTPs (10 mM) gemischt und
mit DEPC-H,O auf 12 pyl aufgefullt. Der Ansatz wurde fur 5 Minuten bei 65°C

inkubiert und dann auf Eis gestellt.
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AnschlieRend wurden folgende Komponenten dem Reaktionsansatz zugesetzt:
4ul 5x Puffer
2ul 0, 1M DTT
1ul Rnase-Inhibitor (40U / ul)

Nach einer Inkubation von 2 Minuten bei 42°C erfolgte die Zugabe von 1 pl
SuperScript Il reverse Transkriptase (200 U). Der Reaktionsansatz wurde zuerst 50
Minuten bei 42°C inkubiert, dann zur Inaktivierung der Reversen Transkriptase noch
zusatzliche 15 Minuten bei 70°C inkubiert.

3.2.5. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion diente der exponentiellen Amplifikation diverser
humaner Gene unter Verwendung der zuvor hergestellten entsprechenden cDNAs.
Hierbei wurde zunachst die doppelstrangige DNA bei 94°C denaturiert. Daraufhin
erfolgte die Bindung der spezifischen Primer an die einzelstrangige DANN
(Annealingphase). Diese Bindung erfolgte bei einer Temperatur, bei der die Primer in
der Lage sind, an die komplementaren Sequenzen des DNA-Strangs zu binden.
Danach synthetisierte die eine thermostabile DNA-Polymerase (z.B. Tag-
Polymerase) ausgehend vom Primer den komplementaren Strang (Elongations-
phase) bei einer fur das Enzym optimalen Wirktemperatur (72°C). Dieser
Reaktionszyklus wurde mehrmals wiederholt.

Fir die Reaktion wurden in einem 0,5ml Reaktionsgefa® zusatzlich zu der cDNA

folgende Komponenten zugegeben:

5ul 5x PCR-Puffer

0,5ul Forward-Primer (10 mM)
0,5ul Reverse-Primer (10 mM)
0,25ul Tag-Polymerase (5U/ pl)
ad 25 pl bid.H,O
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In einem Thermocycler mit beheizbarem Deckel erfolgte die Amplifizierung der

Proben nach folgendem Protokoll:

30 Sekunden bei 94°C Denaturierung
50 Sekunden bei 54 — 60°C Annealing (Hybridisierung)
90 Sekunden bei 72°C Elongation

Dabei hing die Annealing-Temperatur von der Schmelztemperatur der verwendeten
Primer ab und die Elongationszeit von der Lange des zu amplifizierenden Fragments.
Die Zykluszahl variierte zwischen 20-30 Zyklen, abhangig von dem verwendeten
Template. AnschlieRend erfolgte ein verlangerter Elongationsschritt fir 7 Minuten bei
72°C. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden mit Hilfe von Agarosegelen analysiert
(siehe 3.2.1.5.).

3.3. Protein-Analytik

3.3.1. Protein-Isolierung

In dieser Arbeit wurde mittels Westernblot die Phosphorylierung von ERK1/2-
untersucht. Dabei wurden Gesamt-Protein Extrakte verwendet. Aufgrund der
Stresssituation, die durch die Aufarbeitung der Zellen entsteht, kann es zur schnellen
Aktivierung von Kinasen und Phosphotasen kommen. Diese konnten zu einer
unerwunschten Veranderung des Phosphorylierungsstatus der Proteine fuhren. Aus
diesem Grund wurde der gesamte Prozess der Zellextraktion moglichst auf Eis
durchgefuhrt und dem verwendeten Lysispuffer eine Reihe Protease-Inhibitoren
zugesetzt. Zur Lyse der gewunschten Zellen wurden diese nach zweimaligem
Waschen mit eiskaltem PBS direkt mit dem Lysispuffer (100ul / 2x10°Zellen)
inkubiert. Durch dreimaliges Einfrieren bei —80°C und langsames Auftauen auf Eis
wurden die Zellen aufgeschlossen. Die Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation bei
4°C und 15.000 xg far 20 Minuten entfernt. Anschliel’iend wurde nach Bestimmung
der Proteinkonzentration das Lysat aliquotiert und bis zur Weiterverarbeitung bei
—80°C gelagert.
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In dieser Arbeit wurde weiterhin die Induktion des PPARGS-Proteins in T-Zellen
ebenfalls mit Hilfe von Westernblot analysiert. Diese Untersuchungen wurden mit
Kern- bzw. Cytoplasma-Proteinextrakte durchgefiuhrt. Die Praparation der Protein-
Fraktionen erfolgte unter Verwendung des NE-PER Nuclear and Cytoplasmic
Extraction—Kit nach Hersteller Angaben. Von den so gewonnen Proteinextrakten
wurde die Proteinkonzentration bestimmt und anschlieRend wurden sie als Aliquots
bei —80°C aufbewahrt.

3.3.2. Bestimmung der Proteinkonzentration

Hier kam der BCA-Test zum Einsatz. Dabei bildete das Protein mit Cu?*-lonen in
alkalischer Losung einen Komplex (Biuret- Reaktion). Anschlieliend kommt es durch
Bicinchonininsdure (BCA) zur Bildung eines violetten Farbkomplexes. Die
Bestimmung wurde in 96-Well Platten durchgefuhrt. Als Proteinstandard diente eine
BSA (bovine Serum Albumin) Verdunnungsreihe von 0—200 ug/ml. Von jeder Proben
und Standard wurde eine Doppelbestimmung durchgefihrt. Dazu wurden jeweils 200
dl einer 50 : 1 BCA-Reagenz-Mischung zu 25 ul Probe gegeben und bei 37°C fur 30
Minuten inkubiert. Die Messung erfolgte dann in einem ELISA-Reader bei 550 nm.
Zur Berechnung der Proteinkonzentration wurde der Mittelwert aus den jeweiligen
Doppelbestimmungen verwendet. Die Konzentration wurden anschlieRend mittels

linearer Regression-Analyse der Standardkurve ermittelt.

3.3.3. Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Bei der SDS-Elektrophorese wandert der SDS-Protein-Komplex im elektrischen Feld
zum Pluspol. Dabei werden in denaturierenden SDS-Polyacrylamidgelen die SDS-
Protein-Komplexe nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Beim
diskonttinuierlichen Lammli-System wird ein Gel (Trenngel) mit einem zweiten Gel
(Sammelgel), das sich im pH-Wert sowie in der Acrylamid-Konzentration
unterscheidet, Uberschichtet. Die Herstellung von Sammelgel (5 %) und Trenngel
(7,5% bis 12%) erfolgte nach Sambrook. Die einzelnen Gele wurden nach dem in der

nachfolgenden Tabelle enthaltendem Pipettierschema gegossen.
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Trenngel
] 5%Sammelgel
Gelkonzentration 7.5% 12.5%
(10 ml) ’ ’
(15 ml) (15 ml)
40% Acrylamid
. _ 1 ml 2,8 ml 3,7 ml
0,8% Bisacrylamid
10%SDS 100 pl 150 pl 150 pl
Trenngelpuffer
9P 4 ml 4 mi
Sammelgelpuffer 2ml
bidest.H,O 6 ml 7,8 mi 7 ml
Ammoniumoersulfat
200 pl 200 pl 200 pl
(APS)
TEMED 10 pl 10 pl 10 pl

Die Zusammensetzung der jeweiligen Puffer ist in Kapitel (2.11) beschrieben.

Nach Polymerisierung des Gels wurden 20 ug Proteinprobe mit Probenpuffer im
Verhaltnis von 2 : 1 versetzt, durch Aufkochen bei 95°C fir 5 Minuten denaturiert und
auf die Minigele geladen. Neben den Proben wurde auch ein Langen-Standard
aufgetragen. Das Gel wurde in die Elektrophoresekammer eingesetzt und diese mit

Laufpuffer geflllt. Die Elektrophorese erfolgte bei 15-20 mA pro Gel.

3.3.4. Westernblot

Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurden die Proteine auf eine
Nitrozellulose-Membran transferiert. Zum Transfer wurde das Semidry-Blotting
Verfahren eingesetzt. Der Transfer erfolgte bei 54 mA (1 mA/cm?Membran) fiir eine
Stunde. Nach Beendigung des Blotvorgangs wurde die Membran flr 2 Minuten bei
RT mit Ponceaurot reversibel gefarbt. Mit Hilfe dieser Farbung wurde der Transfer
uberpruft und die Trichloressigsaure in der Farbeldsung fixierte gleichzeitig die
Proteine auf die Membran. Nach der Entfarbung mit bidest. H,O wurde die Membran
zur Blockierung unspezifischer Antikorperbindungen fur 30 Minuten bei RT in 4%

Trockenmilch in TBS-T inkubiert. AnschlieRend wurde die Membran dreimal fur 5
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Minuten in TBS-T-Puffer gewaschen und Uber Nacht mit dem primaren Antikorper,
bei 4°C unter leichtem Schutteln inkubiert. Die Antikorper wurden, wenn nicht anders
vom Hersteller empfohlen, in 4% Trockenmilch in TBS-T (siehe Abschnitt 2.11)
verdunnt und in den Konzentrationen eingesetzt, die im Abschnitt (2.5) angegeben
sind. Am nachsten Morgen wurde die Membran dreimal fir 10 Minuten mit TBS-T
gewaschen und fur 1 Stunde mit dem jeweiligen (gegen primare Antikorper
gerichteten) Peroxidase gekoppelten Sekundar-antikorper inkubiert. Die vom
sekundar Antikorper eingesetzte Verdunnung ist in (Abschnitt 2.5) angegeben.
Danach wurde die Membran wieder dreimal fir 10 Minuten mit TBS-T gewaschen,
um unspezifisch gebundenen Sekundarantikdrper zu entfernen. Die Detektion
erfolgte nach dem Prinzip der ECL-Reaktion (enhanced chemoluminesence) mit
ECL-Reagenzien der Firma Amersham und einer CCD-Kamera, die an einem
Computer angeschlossen war. Die von der Kamera aufgenommenen Lichtquanten
werden vom Computer ausgelesen und in Form von Graustufen dargestellt und
gespeichert. Dabei besteht eine lineare Beziehung zwischen dem Graustufenwert
und der Zahl der Lichtquanten. Die Dauer der Aufnahme des Blots wurde so gewahlt,

dass der dynamische Bereich der CCD-Kamera gut ausgenutzt wurde.

3.4. Zellkultur

3.4.1. Kultivierung und Passagierung von Zellen

Alle Arbeiten wurden in einer sterilen Werkbank unter Laminatluftflul® mit sterilen
Materialien durchgefuhrt. Samtliche Zelllinien und primare Zellen wurden bei 37°C,
5% CO? und hoher Luftfeuchtigkeit im Brutschrank kultiviert. Primare humane T-
Zellen wurden in AIM-V Medium mit 5% Humanserum, 100 ug/mi
Penicillin/Streptomycin und IL-2 (40 U/ml) kultiviert. Die T-Zelllinie Jurkat und die
Zelllinie HeLa wurden in RPMI mit 10% FCS und 100 pg/ml Penicillin/Streptomycin
gehalten. Die zur Virus-Produktion verwendete Zelllinien 293T/17 und 293FT
wuchsen in DMEM, supplementiert mit 10% FCS und 100 pg/mi
Penicillin/Streptomycin. Die Intervalle der Mediumwechsel und der Subkultivierung

variierten abhangig von der Zelllinie. In der Regel wurden adharente Zelllinien bei
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Erreichen einer Konfluenz von ca. 70% passagiert. Hierzu wurde das Kulturmedium
abgesaugt und die Zellen mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) ohne Ca®*/Mg?*
gewaschen. Nach Absaugen des PBS wurde Trypsin/EDTA-Lésung (0.05 ml/cm?)
auf die Zellen gegeben und fur 5-10 Minuten im Bruttschrank inkubiert. Alle fir den
Trypsinierungsprozess verwendeten Losungen wurden auf 37°C vorgewarmt. Das
Ablosen der Zellen wurde unter dem Mikroskop verfolgt und nach Beendigung der
Ablosung, das Trypsin durch Zugabe eines aquivalenten Volumens Medium mit
Serumzusatz inaktiviert. Die Zellsuspension wurden durch Zentrifugation fur 5
Minuten bei 800 xg pelletiert und anschlielend in frischem Medium aufgenommen
und in neue Kulturflaschen Uberfihrt. Wenn ndétig, wurde die Zellzahl mit einer
Trypanblau-Farbung in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

Wesentlich einfacher gestaltete sich die Subkultivierung von Suspensionskulturen.
Bei der T-Zelllinie Jurkat handelte es sich um solch einer Suspensions-Zelllinie. Die
Subkultivierung erfolgte durch einfache Verdinnung mit frischem Medium. Wenn die
Kultur eine zu hohe Konfluenz erreichte, wurden die Zellen mittels Zentrifugation (5
min; 800 xg) pellettiert, in frischem Medium aufgenommen und in neue
Kulturflaschen (1/6 der Zellen pro Flasche) Gberfuhrt.

3.4.2. Neubauer Zahlkammer

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde die Neubauer Zahlkammer verwendet. Nach
Ernten der Zellen wurde aus der Zellsuspension eine Verdinnung mit Trypanblau
hergestellt. 10 pl der Verdinnung wurden auf die Neubauer-Zahlkammer
aufgetragen. Unter dem Mikroskop wurden vier aus jeweils 16 Quadraten
bestehende Felder ausgezahlt. Der Mittelwert der vier Felder wurde fur die
Berechnung der Zellzahl verwendet. Durch Multiplizierung des Mittelwerts mit dem
Verdiinnungsfaktor und dem Faktor 10* wurde die Zellzahl ermittelt und als Zellen

pro ml angegeben.

3.4.3. Kryokonservierung von Zellen

FUr die Langzeitlagerung wurden die Zellen geerntet, die Zellzahl bestimmt und in

90% FCS + 10% DMSO aufgenommen, so dass eine Zellkonzentration von 4 x10°
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Z/ml vorlag. Durch die Verwendung von DMSO wird eine Kristallbildung und eine
partielle Dehydration des Cytoplasmas verhindert. Je 1 ml der Suspension wurde in
Kryorohrchen gegeben. Um eine Schadigung der Zellen durch zu schnelles Gefrieren
zu vermeiden, erfolgte das Einfrieren in einem mit Isopropanol gefullten
Einfrierbehaltnis. Dadurch wurde ein langsames Abkuhlen von —1 °C/min ermaoglicht.
Dazu wurde das Behaltnis Uber Nacht bei —80°C platziert. Fur die Langzeitlagerung
wurden die Kryoréhrchen am nachsten Tag bei —140°C gelagert.

Zur Wiederkultivierung eingefrorener Zellen wurden diese mdglichst rasch in einem
Wasserbad bei 37°C aufgetaut und direkt in 10 faches Volumen an vorgewarmtem
Medium Uberfuhrt. Die Suspension wurde fir 5 min. zentrifugiert, um das DMSO zu
entfernen. Anschliefend wurde das Zellpellet erneut in Medium resuspendiert, auf

entsprechende Kulturflaschen aufgeteilt und im Bruttschrank inkubiert.

3.4.4. Zellproliferation-Bestimmung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der proliferative Effekt des PPAR&S-Proteins in T-
Zellen untersucht. Dazu wurden Jurkat T-Zellen geerntet und die Zellzahl ermittelt.
Danach wurden die Zellen mit einer definierten Ausgangs-Zellzahl in einer 6-
Wellplatte ausplattiert und in Gegenwart von Stimuli (1, uM PPARGS-Ligand) bzw.
DMSO als Kontrolle kultiviert. Zur Bestimmung der Proliferation wurde anschlie3end
die Zellzahl mittels Trypanblau nach 48 h, 96 h und 144 h ermittelt. Dabei erfolgte fur
jede Probe eine Doppelbestimmung. Die erhaltenen Werte wurden dann in einem

Diagramm dargestellt.

3.4.5. Proliferationsuntersuchung mittels MTS-Assay

Der mit dem Trypanblau bestimmte proliferative Effekt sollte durch Verwendung des
MTS-Assay bestatigt werden. Hierbei wurden die relativen Zellzahlen mit dem
CellTiter 96° AQueous One Solution Cell Proliferation Assay von Promega nach dem
Protokoll des Herstellers gemessen. Dazu wurden mit Lentivirus infizierte Jurkat T-
Zellen mit 20.000 Zellen/Well in einer 96-Well Platte ausgesat. Zur Messung wurden
20 pl der AQueous One Losung zu jedem Ansatz gegeben, die Zellen vier Stunden bei

37°C inkubiert und anschliellend im Photometer bei A 490nm gemessen. Es wurden
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jeweils Funffachbestimmungen durchgefihrt. Zum Nachweis der Proliferation wurden
die Zellen fur einen langeren Zeitraum Kkultiviert, und die Messung erfolgte zu
verschiedenen Zeitpunkten (48h, 96h, 144h).

3.4.6. Isolierung von primaren T-Zellen aus Hautproben

Psoriasis Patienten wurden von einem Arzt ca. 5mm grofe Hautproben (Biopsien)
entnommen. Unmittelbar nach der Entnahme wurden diese in sterilem PBS
aufgenommen und das Unterhautfettgewebe mit einem Skalpell entfernt.
AnschlieRend wurde die Hautprobe in Stucke von ca. 2 mm zerteilt und umgehend in
2 ml AIM-V Medium mit 5% Humanserum in 12-Well-Platten im Bruttschrank
verwahrt. Nach 2 Tagen wurden die ausgewanderten Lymphozyten mittels
Zentrifugation des Kulturmediums geerntet und in 200 pl AIM-V-Medium (+ 40 U/ml
IL-2) in einer 96-Well-Rundbodenplatte umgesetzt. Nach mehreren Tagen, abhangig
von der Dichte der Zellen, wurden die Zellen in groleren Wells umgesetzt und weiter

kultiviert.

3.4.7. Isolierung von Lymphozyten aus Vollblut

3.4.7.1. Isolierung von PBMCs aus peripherem Blut

Die Isolierung von peripheren mononuklearen Zellen (PBMC) aus gesunden
Probanden erfolgte aus heparinisiertem Blut durch Dichtegradientenzentrifugation mit
Hilfe von Ficoll-Paque. Hierzu wurden in einem 50 ml Rohrchen 15 ml auf 37°C
vorgewarmtes Ficoll mit 30 ml Blut vorsichtig Uberschichtet. Anschlie®end wurde fur
20 min. bei RT und 2000 rpm ohne Bremse zentrifugiert. Die Lymphozyten
enthaltende Grenzschicht wurde mit einer Transferpipette in eine neues 50 ml
Rohrchen Uberfuhrt. Das Rohrchen wurde mit PBS aufgefullt und far 10 min. bei 300
xg (+ RT) zentrifugiert.

Anschlie®end erfolgte ein zweiter Waschschritt mit PBS. Nach dem Waschen wurde
die Zellzahl bestimmt und die Zellen fir die Anreicherung der CD3" T-Zellen

verwendet.
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3.4.7.2. Isolierung von CD3+ T-Zellen durch MACS aus PBMCs

Zur lIsolierung der CD3" T-Zellen aus den PBMC wurde das magnetische
Zelltrennungssystem MACS der Firma Milteyni verwendet. Bei diesem System
werden die Zellen auf Saulen geladen, deren Matrix aus paramagnetischen
Mikrobeads bestehen, an die monoklonale Antikérper gebunden sind. Die
Aufreinigung erfolgte dann in einem Magnetfeld, das durch die Insertion der Saule in
das Magnetfeld erzeugt wurde. Die Probe wurde auf die Saule gegeben und nach
zweimaligem Waschen wurde die Saule aus dem Magnetfeld entfernt und die Zellen
mit Puffer herausgespult. Das MACS-System kann zur Anreicherung (positiv
Sortierung) oder zum Ausschluss (Depletion bzw. negativ Sortierung) einer
Zellpopulation aus einer Gesamtzellsuspension eingesetzt werden. Zur Kontrolle der
Sortierung werden Ausgangsfraktion, Negativ- und Positivfraktion

durchflusscytometrisch analysiert.

3.4.7.3. Positive Sortierung von CD3+ T-Zellen

Die Aufreinigung der CD3" T-Zellen wurde folgendermafen durchgefiihrt. Zu der
PBMC-Fraktion wurden CD3-Multisortbeads (80ul / 10”Zelle) zugegeben und fiir 15
Minuten im Kuhlschrank inkubiert. Danach wurden die Zellen einmal gewaschen und
in 500 pyl MACS-Puffer aufgenommen. Diese wurden anschlieend auf eine mit
MACS-Puffer aquilibrierten LS-Separationssaule gegeben. Nach dreimaligem Spulen
der Saule mit 3 ml MACS-Puffer wurden die Zellen mit 5 ml eluiert. Das Eluat wurde
wieder, wie oben beschrieben, Uber eine zweite Saule gegeben, um eine grollere
Reinheit zu erreichen. Ein 20 pl Aliqgout des Eluats wurde fir die
Reinheitstberpriufung durch Farbung und FACS eingesetzt. Dazu wurden die Zellen
der jeweiligen Fraktion mit den folgenden Antikérpern a-CD3-APC, o-CD19-FITC
und a-CD14-PE in einem 1 : 25 Verhaltnis fur 10 min. im Kuihlschrank inkubiert.
AnschlieRend wurde einmal gewaschen, um die nicht gebundenen Antikérpern zu
entfernen. Die Zellen wurden dann in 500 yl FACS-Puffer aufgenommen und im

FACS-Calibur gemessen.
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3.4.7.4. Anreicherung von CD3+ T-Zellen durch Depletion

Fir die Induktionsversuche war es notwendig naive, nicht aktivierte CD3* T-Zellen zu
gewinnen. Um eine T-Zell-Rezeptor vermittelte Aktivierung zu verhindern, wurden die
CD3" T-Zellen durch Depletion andere Zellpopulationen aus den PBMCs
aufgereinigt. Dazu erfolgte zu Beginn eine Separation der Monozyten und B-Zellen
mittels CD14- bzw. CD19-Beads (je 20ul / 10’Zelle) aus den PBMCs. Bei der
Depletion werden im Gegensatz zur Seperation nicht die an der Saulenmatrix
haftende Zellen weiterverwendet, sondern jene, die durchlaufen und mit dem
Spulpuffer eluiert werden. Aus der so erhaltenen Fraktion wurden anschlief3end
wieder mittels Sortierung die Phagozyten sowie die natlrlichen Killerzellen
aussortiert. Dazu wurde die Zellsuspension mit FITC gekoppelten a-CD16- bzw. o-
CD56-Antikdrpern (jeweils 10ul / 107Zelle) fiir 15 min. im Kihlschrank inkubiert. Nach
einem Waschschritt und Resuspension der Zellen in MACS-Puffer (400 pl) erfolgte

die Zugabe von anti-FITC-Microbeads (80ul / 10’Zellen). Nach einer 20 minutigen
Inkubation sowie einem Waschschritt wurden die Zellen auf eine aquilibrierte LS-
Saule gegeben. Die CD3" T-Zellen befanden sich dabei im Durchfluss. Deshalb
wurde dieser sowie die Puffermengen aus den Spulvorgangen in einem sterilen 15
ml Réhrchen aufgefangen. Nach Bestimmung der Reinheit wurden die Zellen durch
Zentrifugation pelletiert, in AIM-V-Medium (+ IL2) aufgenommen und in 6-Well-
Platten kultiviert. Die Farbung der unterschiedlichen Depletions-Fraktionen zur
Bestimmung der Reinheit erfolgte wie bereits in Abschnitt (2.2.3.7.3) beschrieben.

Die Reinheit lag im Bereich von 95%.

3.4.8. Methoden zur Analyse der Apoptose

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der anti-apoptotische Effekt von PPARS in T-Zellen
untersucht. Die Experimente wurden sowohl mit primaren T-Zellen als auch mit der

T-Zelllinie Jurkat durchgefuhrt. Die Apoptose wurde dabei durch Inkubation der
Zellen mit den apoptotischen Stimuli IFNo bzw. Anti-Fas-Antikdrper oder durch
Entzug von Wachstumsfaktoren induziert. Bei der Stimuli-induzierten Apoptose
wurde den jeweiligen Zellen in Kultur IFNa (200 ng/ml) oder Anti-Fas-Antikdrper (20

ng/ml) zugegeben.
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Fir die Induktion der Apoptose durch Entzug von Wachstumsfaktoren wurden die
Zellen in Medium ohne FCS Zusatz kultiviert. Die Kultivierungdauer der Zellen unter
diesen proapoptotischen Bedingungen wurde in Vorversuchen ermittelt und betrug
zwischen 2 und 6 Tagen. Zur Messung des Apoptoseverhaltens der behandelten

Zellen wurde entweder die Annexin V- oder die Propidiumiodid-Farbung verwendet.

3.4.9. Nachweis der apototischen Zellen durch Annexin V —Farbung

In der frGhen Phase der Apoptose treten Veranderungen in der Struktur der
Zytoplasmamembran auf. Als Folge dieser Veranderung kommt es an der
Plasmamembran zu einer Verlagerung des Phosphatidylserins (PS) von der inneren
zu der aulReren Apoptose, wodurch PS an die Zelloberflache exponiert wird. Das
Annexin V Caz"—abhéngige—phospholipide—Bindungsprotein besitzt eine hohe Affinitat
fur PS und bindet daher an PS-exponierende Zellen. Zum Nachweis apoptotischer
Zellen werden diese mit Annexin V, das an einem Flourochrom (z.B. Cy 5) konjugiert
ist, gefarbt und zytometrisch nachgewiesen. Fir die Annexin V-Farbung wurden die
Zellen geerntet und zweimal mit kaltem PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen
in 1x Bindungspuffer resuspendiert und die Zellzahl auf 1x 10° Z/ml eingestellt. 100
Ml wurden in einem 5 mI-PS-Rdéhrchen Uberfuhrt und nach Zugabe von 5 pl Annexin-
Cy5 fur 15 min. bei RT lichtgeschitzt inkubiert. AnschlieRend wurde dem Ansatz
300u!l Bindungspuffer (1X) zugesetzt und durchflulzytometrisch gemessen. Die

Messung erfolgte im FL-4-Fluoreszenzkanal im FACS-Calibur.

3.4.10. Zellzyklusprofilanalyse mittels Propidiumiodid-Farbung

Durch die Verwendung von Propidiumiodid (PlI) kénnen mit Hilfe der
Durchflusszytometrie Aussagen bezuglich des DNA-Gehalts einzelner Zellen und
somit Uber die Verteilung im Zellzyklus getroffen werden. Eines der typischen
Merkmale der Apoptose ist die Fragmentierung chromosomaler DNA durch
endogene Nucleasen, die die DNA zwischen den Nucleosomen schneiden.
Zusatzlich wird auch der Zellkern wahrend der Apoptose fragmentiert. Die
entstandenen Fragmente werden oft von der Zelle freigesetzt, so dass bei einer PI-

Farbung von apoptotischen Zellen ein DNA-Gehalt zu beobachten ist, der tiefer ist
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als bei einer normalen Zellen, die sich in der G1-Phase befindet. Diese Phase wird
daher als Sub-G1 bezeichnet. Somit kann die DNA-Farbung auch verwendet werden,
um die Apoptose in Zellen zu analysieren.

Bei der PI-Farbung stellt die Beseitigung der zellularen RNA eine wichtige
Voraussetzung dar, da Pl auch mit diese interkaliert und farbt. Des weiteren ist die
Permeabilisierung der Zellen und des Zellkerns erforderlich. Die zu untersuchenden
Zellen wurden geerntet und nach einem einmaligem Waschschritt mit PBS in
Polystyren(PS)-Réhrchen uberfuhrt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation pelletiert
(500 xg, RT fir 7 min.) und der Uberstand abgesaugt. AnschlieRend wurden die
Zellen durch Zugabe von 70% kaltem Ethanol (5 ml per 3x 10° Zellen) fixiert. Die
fixierten Zellen wurden Uber Nacht im Kuhlschrank bei 4°C aufbewahrt. Die Fixierung
der Zellen mit Ethanol fuhrt zur Permeabilisierung der Zellmembran und ermdglicht
somit das Eindringen von Pl in den Zellkern und das Farben der DNA. Die fixierten
Zellen wurden am nachsten Tag gewaschen und das Zellpellet in 400ul PBS
resuspendiert. AnschlieRend wurde durch Zugabe von 20 pg/ml RNase A und
Inkubation fur 30 min. bei 37°C die RNA verdaut. Danach wurde die Pl-Lésung
zugegeben (1 pg/ml) und die Zellsuspension durch Vortexen gemischt. Die PS-
Réhrchen mit den Zellsuspensionen wurden fur 15 Minuten bei RT inkubiert und
dann im FACS gemessen. Die Messung der Proben wurde im FL-3-Kanal
(logarithmisch) des FACS durchgefuhrt. Die Messparameter wurden mit Hilfe von
nicht apoptotischen Kontrollproben eingestellt. Nach der Messung wurden die Daten

mit der Software CellQuestpro dargestellt und ausgewertet.

3.4.11. DurchfluBzytometrie

Fluoreszenzmarkierte und E-GEP-exprimierende Zellen wurden im Rahmen dieser
Arbeit mittels DurchfluRzytometrie unter Verwendung des Cytofluorometer
FACSCalibur der Firma Becton Dickinson vermessen. Die durchflulizytometrische
Analyse basiert auf dem Prinzip der gegebenen Lichtstreuungseigenschaften der
Zellen sowie der Erfassung von fluoreszierenden AntikGrpern emittierter
Fluoreszenzstrahlung, um Zellen auf der Einzelzellebene zur charakterisieren. Bei
einer FACS-Messung konnen die zu analysierenden Zellpopulationen anhand von

drei zellspezifischen Eigenschaften; der ZellgroRe (FSC), der Granularitat (SSC) und
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der Fluoreszensintensitat differenziert werden. Fir die FACS-Analyse ist eine
Einzelzellsuspension des zu untersuchenden Materials Vorraussetzung.

Bei der Verwendung verschiedener Fluorochrome-gekoppelte Antikdrper werden
diese so gewahlt, dass sie nach der Anregung mit dem Laserlicht in
unterschiedlichen Wellenlangen Licht emittieren und somit die Bindung der einzelnen
Antikorper in der zu untersuchenden Zellpopulation analysiert werden kann. Bei der
Isolierung und Sortierung der primarere T-Zellen wurden als Fluorochrome die
Floureszeinisothiocyanat (FITC, FL1), Phycoerythrin (PE, FL2), (PerCP, FL3) und
(APC, FL4) verwendet. Zur Apoptose-Analyse wurde das Cy5-gekoppelte Annexin V
(FL-4) verwendet. Die Vorwartsstreulichtsignale (FSC) und die
Seitwartsstreulichtsignale (SSC) wurden mit linearer, die Fluoreszenzsignale in
logarithmischer Verstarkung aufgenommen. Fur die Messung wurde von jeder Probe
die Daten von 10000-30000 Zellen aufgenommen und die Analyse erfolgte mit Hilfe

von CellQuestpro Software.

3.4.12. Produktion lentiviraler Partikel

3.4.12.1. Calciumphosphat-Transfektion von 293HEK-Zellen

Zur Transfektion der DNA in den eukaryotischen Zellen wurde die Calciumphosphat-
Koprazipitations Methode gewahlt, bei der die DNA Uber Salzkomplexe an die
Zellmembran bindet und aufgenommen wird.

FUr die Transfektion wurden als Produzentenzellen die 293T/17-Zellen verwendet.
Es handelt sich dabei um humane, embryonale Nierenzellen, die stabil das SV40 T-
Antigen exprimieren. Dadurch werden die Proteine, die von SV40-
Replikationsursprung tragenden Plasmiden kodiert werden, starker exprimiert. Die
adharenten 293T/17-Zellen wurden vor jeder Virusproduktion frisch aufgetaut und bis
zum erreichen einer Konfluenz von ca. 80% in 175cm?-Kulturflaschen kultiviert. Einen
Tag vor der Transfektion wurden die Zellen in 10cm-Petrischalen mit je nach
verwendetem Protokoll variierenden Zellzahlen (siehe Tabelle 1) in DEMEM-
Kulturmedium ausplattiert. Am nachsten Morgen wurde das Medium 1-4 h vor
Transfektion abgesaugt und durch frisches DEMEM bei den Protokollen 1 bis 3 oder

Advacedmedium (+ Zusatze) bei Protokoll 4 ersetzt. Fur die Virusproduktion wurden,
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wie bereits in der Einleitung erwahnt, neben verschiedenen Produktionsprotokollen
wurden zusatzlich zwei unterschiedliche Verpackungssysteme ausgetestet.

Aus diesem Grund wurde fur die Herstellung der Transfektionsmixe abhangig vom
verwendeten Verpackungssystem drei bzw. vier Plasmide eingesetzt. Ferner variierte
je nach verwendetem Protokoll, die von dem jeweiligen Plasmid eingesetzte Menge.

Die Transfektionsmixe setzten sich wie folgt zusammen:

zweite-Generation dritte-Generation
X Mg Transfervektor X Mg Transfervektor
X ug Verpackungvektor X ug Verpackungsvektor 1
(psPAX2) (pPMD2.G)
X Mg Envelopvektor X Mg Verpackungsvektor 2
(pPMDLg/pRRE)

+ 50 yl 2.5 M CaCl2
ad 500 pl steriles HEPES-H,0
+ 500 ul 2x HBS-Puffer, pH 7.02 - 7.05

Der Transfektionsmix wurde anschlielend gut gemischt und bei Raumtemperatur fur
20 min. inkubiert. Nach der Inkubation wurde der Mix tropfenweise aufgetragen und
die Zellen dann fur 5 — 6 h im Bruttschrank inkubiert. Bei der Produktion nach
Protokoll 4 wurde dem Transfektionsmix vor dem Auftragen Chloroquine in einer
Endkonzentration von 50 mM zugegeben. Nach der sechsstindigen Inkubation
wurde das Transfektionsmedium gegen 6ml neues DMEM-Medium (bzw. 8 ml
Advanced-Medium bei Protokoll 4) ausgetauscht. Wenn der Effekt von Natrium-
Butyrat getestet werden sollte, wurde den Zellen nach Mediumwechsel Natrium-
Butyrat mit der Endkonzentration von 10 mM zugegeben. 48 Stunden spater wurde
mit einer Pipette der virushaltige Uberstand abgenommen, fiir 5 min bei 800 xg und
4°C abzentrifungiert und mit einem 0,45 pm-Filter filtriert. Lentivirusiberstande
wurden entweder direkt zu Infektions- oder Titerbestimmungsexperimente verwendet
oder in Aliquots bei —80°C gelagert. Nach Ablauf von weiteren 24 h wurde der zweite
virushaltige Uberstand abgenommen und damit wurde so wie mit dem ersten

Uberstand verfahren.
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Tabelle 1: Ein Vergleich der flir die Lentivirus-Produktion eingesetzte DNA-Menge in

Abhangigkeit des verwendeten Protokolls

Plasmid-
DNA/10cm? | DNA/10%Z
Protokoll Referenz (ua) (ua) Verhaltnis Zellzahl
Mg Hd (T:P:E)
1 http://tronolab.epfl.ch 7.1 16,4 33:25:1 2,5x10°
2 [Lois et al., 2001] 3,5 42 2:2:1 4.8 x 10°
3 [Blesch, 2004] 3,5 5,1 2,8:2,6: 1 4 x10°
4 diese Arbeit 12,4 12,4 2:1:1 5,8 x 10°

Fir die Optimierungsversuche wurde unter anderem das Produktionsprotokoll von
Mitta [Mitta et al., 2005] modifiziert. Dieses modifizierte Protokoll entspricht in dieser
Arbeit Protokoll 4. Fur die Transfektion von Vektoren = 10kb unter Verwendung
dieses Protokolls wurde die gesamte eingesetzte DNA-Menge erhoht.

Die Transfektionsgemische setzten sich wie folgt zusammen:

Transfervektor 2 10 kb
36 pg Transfervektor
18 ug psPAX2
18 ug pMD2.G

Transfervektor < 10 kb

18 pg Transfervektor

9 ug psPAX2

9 ug pMD2.G
ad 600 pl steriles HEPES-H,O
+ 60 ul 2,5 M CaCl,
+ 600 pl 2x HBS-Puffer, pH 7.02-7.05

3.4.12.2. Titerbestimmung

Der Virustiter der generierten Lentivirusuberstande wurde durch Infektion von Hela-
Zellen bestimmt. Der fur die Virusherstellung verwendete Transfervektor kodiert fur
das Gen des grun-fluoreszierenden Proteins GFP unter der Kontrolle des CMV-

Promotors. Die Infektion der Zielzellen mit diesen Vektoren flhrte zur Expression von
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GFP, welches sich durchfluRzytometrisch im FACS detektieren und quantifizieren
lasst. Somit konnte die Transduktionseffizienz der Zielzellen bestimmt werden. Zur
Infektion wurden die HelLa-Zellen in einer 6-Wellplatte ausgesat. Nach 24 h wurde
das Medium gewechselt und den Zellen frisches Medium mit 8 ug/ml zugeflgt. Ein
Well wurde trypsiniert und zur Bestimmung der Zellzahl verwendet. Anschliel3end
wurde der virushaltige Uberstand in unterschiedlichen Verdiinnungen den Zellen in
den Wells zugesetzt. Dadurch konnte die Zellzahl zum Zeitpunkt der Infektion
ermittelt werden. Am folgenden Tag wurde das Medium gewechselt. Nach 48 h
wurden die Zellen trypsiniert, mit PBS gewaschen und nach der Resuspendierung in
400 uyl FACS-Puffer im FACS vermessen. Mittels FACS-Analyse wurde die Anzahl
der GFP-positiven Zellen ermittelt. Fur die Berechnung der Anzahl infektioser Partikel
wurde die Verdlinnungsprobe verwendet, bei der die Anzahl an GFP-positiven Zellen

zwischen 1% und 10% lag. Die Berechnung erfolgt nach der folgenden Formel:

Titer (U/ml)=(AxZ/V)xF

A = Anteil der GFP positiven Zellen

Z = Zellzahl zum Zeitpunkt der Infektion
V = Volumen des Uberstands im Well

F = Verdunnungsfaktor des eingesetzten Virus

3.4.12.3. Infektion von Zellen

Zur Infektion adharenter Zellen wurden die Zellen mit der gewlnschten Zellzahl in
einer 6-Wellplatte oder in einer Petrischale ausplattierten. Am nachsten Morgen
wurden die Zellen mit Virushaltigen Uberstand mit der notwendigen MOI und
Polybrene (Endkonzentration 8 ug/ml) infiziert. Dabei war die Anzahl der pro Zelle
eingesetzten infektidsen Partikel (MOI; multiplicity of infection), versuchsabhangig.
Die MOI wird mit Hilfe der aus der Titerbestimmung ermittelten Konzentration und
der aktuellen Zellzahl errechnet. Nach 12 h wurde das virushaltige Medium durch
frisches ersetzt und nach 48 Stunden die Infektionsraten durchflullzytometrisch in
FACS-Gerat bestimmt.
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Dazu wurden die geernteten Zellen in FACS-Roéhrchen Uberfihrt, mit PBS
gewaschen und in 300-500 pl FACS-Puffer aufgenommen. Danach erfolgte die
Messung im FACS und die Auswertung der Daten mit der CellQuest Software.

Zur Infektion der Suspensionszelllinie Jurkat wurden die Zelle am Tag der Infektion
geerntet und die Zellzahl bestimmt. AnschlieRend wurde die Zellzahl auf 3x10°
Z/100pul eingestellt und die Zellen in 15 ml Rohrchen gegeben mit 100 pl
Zellsuspension per 15 ml Rohrchen. Danach erfolgte die Zugabe des virushaltigen
Ubertandes (+ Polybrene) mit einer MOI von 10 und der Zentrifugation bei 800 xg fiir
1 h. Fur eine hohe Infektionsrate ist es besonders wichtig, dass das Endvolumen aus
Zellsuspension und Virusuberstand wahrend der Zentrifugation nicht 2 ml
uberschreitet. Die Zellen wurden nach der Zentrifugation fur 3 h im Bruttschrank
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen pelletiert, der Uberstand verworfen
und den Zellen erneut Virustberstand mit MOl 10 zugegeben. Anschlielend wurde
wieder fur 1 h zentrifugiert (RT, 800 xg). Nach der Zentrifugation wurden die Zellen in
6 Wellplatten Uberfihrt und im Bruttschrank aufbewahrt. Am nachsten Tag erfolgte
ein Mediumwechsel und nach 48 h post Infektion wurde die Infektionsrate mittels
FACS-Analyse bestimmt. Die Zellen konnten nach Bestimmung der

Infektionseffizenz fur die Folgeexperimente eingesetzt werden.

3.4.12.4. Anreicherung viraler Partikel

Um eine hohere Infektionseffizienz zu erreichen, kdonnen die produzierten Virus-
Partikel konzentriert werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde dafur die
Ultrazentrifugationsmethode verwendet. Dazu wurden 5ml einer sterilen 20% (w/v)
Sucrose in TNE-Puffer in ein polyallomer conical Zentrifugationsrohrchen uberfuhrt
und vorischtig mit 25 ml nach Abschnitt 3.3.9.1 generiertem Virusuberstand
beschichtet. AnschlieRend erfolgte die Zentrifugation in einem SW28 Bekmann-Rotor
fir 4h und 4°C bei 12000 rpm. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand
vorsichtig abgenommen und das trockene Pellet in 100-1000 pl Medium
resuspendiert, aliquotiert und bei —-80°C gelagert. Ein Aliquot wurde zu
Titerbestimmung wie in Abschnitt (2.2.6.2)beschrieben verwendet. Modifikationen an
diesem Zentrifugationsprotokoll im Verlauf der Optimierungexperimente wurden im

Resultat-Kapitel an entsprechender Stelle erwahnt.
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4. Ergebnisse

4.1. Optimierung der Produktion und Anreicherung lentiviraler

Vektoren

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Expression des PPARG3-Gens mittels siRNA
inhibiert werden, die als kurze Haarnadel-RNA (short hairpin, shRNA) exprimiert
wird. Um eine stabile shRNA-Expression zu gewahrleisten, ist die Transduktion von
sh-RNA exprimierenden Lentiviren erforderlich, die man durch Klonierung der
gewunschten DNA-Oligonukleotide hinter den UG6-Promotor des pLL3.7-Vektors

erhalt.

4.1.1. Optimierung der Lentivirus Produktion

Zu Beginn des Optimierungs-Prozesses wurden drei in der Literatur publizierte Virus-
Produktionsprotokolle mit divergenten Gesamt-DNA-Mengen per Zelle, aber gleicher
Transfektionsmethode getestet. Die Vektoren des als dritte Generation bezeichneten
Verpackungssystems wurden hierbei zur Herstellung der Viren verwendet [Dull et al.,
1998]. Die Transfektion der Vektoren und Virusernte erfolgte wie in Abschnitt
(3.4.12.2) und (3.4.12.3) beschrieben. Das Lentivirus produziert nach Infektion neben
der shRNA das E-GFP-Protein unter der Kontrolle des CMV-Promotors, wodurch die
relative Transduktionseffizienz bzw. der Virustiter durchflulzytometrisch bestimmt
werden kann (Abschnitt 3.4.12.2.).

Wie in Abb.4.1.a) dargestellt lieferte Protokoll 1 (bzgl. genauerer Angaben siehe
Abschnitt 3.4.12.1) den hochsten Titer an Lentiviren im Vergleich zu den beiden

anderen Protokollen.
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Abb.4.1.: Vergleich unterschiedlicher Virus-Produktionsprotokolle. a) 293FT Zellen
wurden mit einer Gesamtmenge an DNA transduziert wie im jeweiligen Protokoll
vorgegeben. Daflr wurden die in Referenz [Dull et al., 1998] beschriebenen Vektoren:
Transfervektor (T) pLL3.7, Verpackungsvektor (P) und Envelopevektor (E) verwendet. Die
dem jeweiligen Protokoll entsprechenden relativen DNA-Verhaltnisse der Plasmide (T: P :E)
sind unter dem Diagramm angegeben. Virustiter wurde durch FACS-Analyse E-GFP-positiv
infizierter Hela-Zellen ermittelt. Gezeigt sind die Durchschnittsdaten + Standardabweichung
von drei unabhangigen Versuchen.** p< 0.01 steht fir die Signifikanz, die mittels eines
zweiseitigen Student’s t-test bestimmt wurde. ++ Protokoll 3 wurde nur einmal durchgefihrt.
b) Transduktion von 293FT Zellen basierend auf dem Protokoll des 2" Generation oder 3™
Generation Virus Verpackungssystems. Dargestellt sind die Durchschnittswerte +
Standardabweichung aus 5 (3™ Generation ) bzw. 3 (2" Generation ) unabhingigen

Transfektionsversuchen.
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Als nachstes wurde der Effekt der unterschiedlichen Verpackungssyteme hinsichtlich
der Virusproduktion untersucht. Bei dem sogenannten dritte-Generation—System (3“’-
Generation) befinden sich die zur Herstellung eines Viruspartikel notwendigen
Elemente auf vier separaten Plasmiden, was eine Kotransfektion von vier Vektoren
anstelle von drei, wie beim ,zweite-Generation-System“ (2"%-Generation) der Fall,
bedeutet. Es stellte sich heraus, dass der Virustiter beim 2"%-Generation
Verpackungssystem doppelt so hoch war wie beim 3rd-Generation—System. Das
lentivirale System wird auch zum Gentransfer verwendet. Daher ist die Produktion
hoher Virustiter insbesondere fur Transfervektoren wichtig, die aus unterschiedlichen
backbones bestehen und grol3e Inserts beinhalten. Diese Transfervektoren dienten

hier der Optimierung.

pCDHI1

5'LTR W E EF1a copGFP WFPRE
4,1 kb
; g
@ @ M-PPARS EF1ax copGFP| |WPRE
oo [+
TR j l Wy ‘g M-PPARS | [emcvires | EGFP || CMV | | nazs.mz tet0
P""';ik:‘_‘l':mmz 5'LTR H E cmvenn| |CAprg CAintron @ GFP Emcv IRES| | nTRKRAB-2sMm2 | | WPRE |E|

Abb.4.2.: Schematische Darstellung der in Abb. 4.2.b) — 4.2.d) verwendeten lentiviralen

Vektoren . Die GroRRe des Inserts ist unter dem dazu gehdrigen Plasmid-Namen angegeben.
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5-LTR-Long Terminal Repeat; W -Verpackunssignal; RRE-Rev Response Element; cPPT-
Central Polypyrimidinerine Tract; CMV- Human Cytomegalovirus Promotor; EF1a-Elongation
Factor 1a Promotor; copGFP-Copepod Green Fluorescent Protein; WPRE-Woodchuck
hepatitis Virus posttranscriptional regulatory element; 3A’LTR-self-inactivating 3'-LTR; U6-
U6 DNAPolymerase lll Promotor; shRNAI- Short Hairpin RNA interference DNA sequence;
M-PPARGS-murine peroxisome proliferation activator receptor 6 cDNA; tetO- tetracycline
Operator; H1-H1 DNA Polymerase Il Promotor; EMCV IHRES-internal ribosomal entry site
sequence of encephalo-myocarditis virus; rTA2SM2- synthetic tetracycline controlled
transactivator; CMVenh- CMV enhancer; Capro- Chicken pB-Actin promotor; Caintron-
Chicken B-Actin first intron; rtTRKRAB-2SM2-Kruppel-associated box (KRAB) fused to

synthetic tetracycline-controlled transactivator (tTA2S-M2).
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Die fur den pLL3.7-Transfervektor (4.3 kb) bisher etablierten Konditionen wurden fur
Vektoren der Grolze 4.5 - 7.1 kb (siehe schematische Darstellung der Vektoren in
Abb.4.2.) ausgetestet. Um ein konstantes Molar-Verhaltnis bei der Transfektion zu
gewahrleisten, wurde die Gesamt-DNA-Menge der transfizierten Zellen angeglichen
(von 36 ug auf 72 ng).

Wie in Abb.4.3.a) zu sehen, geht der Virustiter mit zunehmender GroRe der
Transfervektoren signifikant zuriick. Durch Modifikation eines von [Mitta et al., 2005]
beschriebenen Protokolls gelang es, Titer von bis zu 10° V/ml fiir Vektoren zu
erhalten, die Inserts groRer als 7 kb enthielten (Abb.4.3.b- schwarze Balken). In
diesem optimierten Protokoll, detailliert im Methodenteil beschrieben, wurde die zum
Transfer eingesetzte Gesamt-DNA von 6ug / 10cm? auf 12.4ug / 10cm? erhdht (wie
in [Mitta et al., 2005] spezifiziert).

Es wurde beschrieben, dass die Zugabe des Histondeacetylase Inhibitors
Natriumbutyrat die Ausbeute an Viruspartikeln wahrend der Virusproduktion
zusatzlich erhoht [Sena-Esteves et al., 2004]. Allerdings lie3 sich diese Beobachtung
nicht in dieser Arbeit bestatigen (Abb.4.3.b - graue Balken).
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Abb.4.3: Einfluss der VektorgroBe auf den Virustiter. b) FUnf unterschiedliche lentivirale
Vektoren (dargestellt in Abb.4.2) wurden unter Verwendung von Protokoll 1
(http:/ftronolab.epfl.ch/page58122.html) produziert. Die Titer-Daten aus mindestens zwei
unterschiedlichen Virus Produktionen sind dargestellt (mw + sa). c) Die Lentivirus Produktion
erfolgte mit Vektoren mit unterschiedlichen Insert-Gréen (7.5 bis 13.2 kb). Dabei wurde
einmal nach Protokoll 1 (Weille Balken) oder wie im Methodenteil beschrieben (optimierter
Protokoll) in Abwesenheit (schwarze Balken) oder Anwesenheit (graue Balken) von 0,1 mM
Natriumbutyrat getestet. Es werden Daten aus mindestens 3 unabhangigen Experimenten
gezeigt. *p<0.01 in a two sided student t-test. Es konnten keine messbaren Titer flr den

groften Vektor nach Protokoll 1 produziert werden.
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Sowohl flr das optimierte Protokoll als auch fir das friiher erwahnte Protokoll 1

konnte eine starke inverse Korrelation zwischen der GroRe der proviralen

Integrations-Sequenz und dem Virustiter (Abb.4.4a., r = -0,93) festgestellt

werden.Dagegen bestand keine Korrelation zwischen dem Virustiter und der Grole
des backbone der Transfervektoren (Abb.4.4.b). Ubereinstimmend mit anderen
Beobachtungen [Kumar et al., 2001] konnten trotz dieses optimierten Protokolls
keine fur Experimente brauchbaren Virustiter erzielt werden.
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Abb.4.4.: Einfluss der Insert- bzw. backkbone -GroRe auf den Virustiter. Virusproduktion
nach den beiden in Abb. 4.2. erstellten Protokollen und den dort beschriebenen Vektoren.
Lentiviraler Titer gegen Insert- (linkes Diagramm) bzw. Vektor-backbone- Grofie (rechtes
Diagramm) aufgetragen. Fur jeden Datenpunkt im jeweiligen Diagramm ist der Mittelwert +
Standardabweichung von 6 unabhangigen Virus Produktionen dargestellt.
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4.1.2. Optimierung der Virus-Aukonzentrierung mittels Ultrazentrifugation

Fir in vivo Anwendungen als auch fir eine effektive Infektion schwer infizierbarer
primarer Zellen sind Virusstocks mit hohen Titer von grol3er Wichtigkeit. Um eine
hohe Ausbeute an Viruspartikeln zu erhalten, stellt die Aufkonzentrierung der
virushaltigen Zellkulturiberstande neben der Virusproduktion einen weiteren
wichtigen Schritt in der Optimierungsstrategie dar. Gemal} Literaturangaben erfolgt
die Aufkonzentrierung durch 2 h Zentrifugation bei 90.000 xg (26.000 rpm) [Sena-
Esteves et al., 2004] (http://tronolab.epfl.ch/page58122.html) . Daher wurde dieses
Protokoll zu Beginn fur die Aufkonzentrierungen verwendet.

Nach Entfernen von Zellbestandteilen wurden die virushaltigen Uberstéande unter den
oben genannten Bedingungen zentrifugiert und anschlieBend in geringem
Puffervolumen (PBS) aufgenommen. Ein Teil dieser Suspension diente der

Titerbestimmung.
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Abb.4.5.: Einfluss von Geschwindigkeit und Beschleunigung auf die
Ultrazentrifugation der Viruspartikel. a) Ein 20% Sucrose-Kissen wurde mit Lentivirus-
haltigem ZellUberstand Gberschichtet und bei der angegebenen Geschwindigkeit fir 4 h bei
4°C zentrifugiert. (die 90.000 xg Zentrifugation erfolgte dagegen fur 2 h). Das Virus-Pellet
wurde in Medium resuspendiert und mittels FACS-Analyse von mit E-GFP Viruslésung
infizierter HeLa-Zellen quantifiziert. Mit Ausnahme vom Balken, der die Daten fir 90.000 xg
mit Sucrose darstellt (wurde nur einmal durchgefihrt), entsprechen die hier gezeigten Daten
dem Mittelwert + Standardabweichung von mindestens 3 unterschiedlichen Experimenten. b)
Zelliberstande mit Viruspartikeln, die die in der Abb. gezeigten proviralen Vektoren
enthielten, wurden bei 20.000 xg und Sucrose-Kissen mit (schwarze Balken) oder ohne
Start-Beschleunigung zentrifugiert (graue Balken). AnschlieRend erfolgte die Quantifizierung
wie in Punkt (a) beschrieben. Fur jeden Datenpunkt ist der Mittelwert + Standardabweichung

gezeigt (* p< 0.014).
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Die Ausbeute an Gesamtvirus fir Viruspartikel, die das pLL3.7 provirus enthielten,
lag bei weniger als 10% (Abb.4.5.a). Das Verwenden eines 20%-igen Sucrose-
Kissens wahrend der Zentrifugation erhdhte die Ausbeute auf ca. 30% (Abb.4.5.a
zweiter Balken von links). Die Kombination aus Sucrose-Kissen und reduzierter
Geschwindigkeit auf 20.000 xg (die bei [Yang et al., 2002] empfohlen wird) flhrte zu
einer Uberraschend deutlichen Verbesserung der Virus-Ausbeute, die nun 80%
betrug, wohingegen eine Reduktion auf 6400 xg keine weitere Verbesserung
brachte.

Dieses optimierte Aufkonzentrierungsprotokoll wurde fir den relativ kleinen pLL3.7-
Lentivektor verwendet. Hiervon ausgehend sollte die Ausbeute der bereits
beschriebenen Vektoren mit groRer Transgensequenz bestimmt werden.

Wie Abb. 4.5.b (schwarze Balken) zeigt, war die Ausbeute fur diese Vektoren viel
geringer. Im Besonderen lag die Ausbeute von PPARGS/pIGETOnN unter 10% in n=6
unabhangigen Experimenten. Schliellich wurde dieser letzte Zentrifugationsansatz
modifiziert. Bei eingeschalteter Start/Beschleunigungs- Funktion kam es jetzt nur
beim PPARS™NA/2SM2 enthaltenden Virus zu einer signifikanten und

reproduzierbaren Steigerung der Ausbeute auf ca. 25% (Abb. 4.5.b - graue Balken).

4.2. PPARGS in humanen T-Lymphozyten

4.2.1. Expression von PPARS in humanen T-Lymphozyten

Da aktivierte T-Lymphozyten fiur die Pathogenese der Psoriasis mit verantwortlich
sind, wurde zunachst die Expression von PPARS sowohl auf mRNA- als auch auf
Proteinebene in primaren T-Lymphozyten untersucht.

Mittels semiquantitativer RT-PCR liel} sich zunachst die Expression von PPARS in
der T-Zelllinie Jurkat eindeutig nachweisen. Dieses Ergebnis konnte weiterhin in
primaren humanen CD3" T-Zellen, die zuvor aus Vollblut gesunder Spender als auch

in T-Zellen die aus psoriatischen Plaques isoliert wurden bestatigt werden (Abb.4.6).
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T-Zell-Quelle : Psoriasis Vollblut Jurkat
GAPDH ey mm

Abb.4.6. : Analyse zur mRNA Expression von PPARS in T-Zellen. Detektion von PPARS
mittels semiquantitativer RT-PCR in T-Zellen isoliert aus psoriatischen Lasionen, CD3*-T-
Zellen aus peripherem Vollblut und Jurkat Zellen. GAPDH diente zur Normalisierung der
PCR-Ergebnisse. Die Abb. zeigt ein reprasentatives Geldokumentationsbild von n=3

verschiedenen Experimenten.

Dieses Ergebnis sollte auch auf Proteine Ebene Uberprift werden. Dazu wurden
Protein-Extrakte aus den jeweiligen T-Zellen isoliert und mittels Westernblot
analysiert. Das PPARGS-Protein konnte sowohl in den Jurkat Zellen als auch in den
aus Vollblut isolierten primaren CD3" T-Zellen nachgewiesen werden. Auch die aus
psoriatischen Plaques zweier Patienten isolierten primaren T-Zellen zeigten eine
eindeutige Expression des PPARGS-Proteins. Das Protein war dabei hauptsachlich im
Kern lokalisiert.

Die Reinheit der aus peripherem Blut isolierten T-Zellen wurde durchfluRzytometrisch
uberprift und lag bei ca. 90%. Das PPARG&S-Protein wurde am starksten in den

aktivierten psoriatischen T-Zellen exprimiert.
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Abb.4.7.: Analyse der Proteinexpression von PPARS in T-Zellen. Zur Analyse der
Proteinexpression wurden Kern- und Cytoplasma-Fraktionen wie im Material und
Methodenteil beschrieben isoliert und in Westernblots weiter verarbeitet. Die Proteine
wurden aus CD3" T-Zellen aus Vollblut (n=2), T-Zellen aus psoriatischen Lasionen (zwei
Patienten) und aus Jurkat Zellen isoliert. Fur die SDS-PAGE wurden jeweils 20 pug Kern-(n)

bzw. Cytoplasma (c)-Protein eingesetzt.

Aus diesem Grund galt es zu klaren, ob die PPARS Expression in T-Zellen einer T-
Zell-Rezeptor vermittelten Aktivierung unterliegt. Zu diesem Zweck wurden aus
Vollblut mittels Depletion gewonnene primare T-Zellen entweder in einer mit aCD3-
Antikoérper beschichteten 6-Wellplatte oder in Gegenwart von ldslichem o CD3 flr 48
h kultiviert. In T-Zellen von drei verschiedenen Spendern konnte unter Verwendung
dieses Protokolls keine Induktion von PPARS beobachtet werden. Daraus folgt, dass
die Stimulation von T-Zellen Uber den Rezeptor keine Induktion von PPARS in

peripheralen humanen T-Zellen hervorruft.

4.2.2. Typ | Interferon vermittelt die Induktion von PPARS

Als nachstes stellte sich die Frage, welche Faktoren, insbesondere die fir die
Psoriasis relevanten, die PPARS Expression induzieren kénnen. Hierfir wurden aus
Vollblut isolierte ruhende CD3* T-Zellen verwendet und mit dem jeweiligen Reagenz
fur 48 h inkubiert. Anschlieliend wurde die Proteinexpression mittels Western Blot

untersucht. Erwartungsgemal fuhrte die Stimulation mit TNFa zu einer Akkumulation
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des PPARGS Proteins im Zellkern (Abb. 4.8). In Keratinozyten fuhrt TNFo zur
Stimulation des PPARS-Gens Uber eine AP-1-Region in dessen Promotor [Tan et al.,
2001]. Eine T-Zell-Rezeptor vermittelte Aktivierung mit Concanavalin A flhrte zur
einer marginalen Induktion von PPARGS. Dies korreliert mit dem bei der CD3-
Antikdrperabhangigen Stimulation des T-Zellrezeptors zuvor ermittelten Befund
(Abschnitt 4.2.1.). Ferner wurde eine starke Expression von PPARS durch zwei
proapoptotische Stimuli, Anti-Fas und Wasserstoffperoxid induziert, nicht aber durch
Interleukin-2 Stimulation. Auch Interferone Uben eine regulatorische Funktion in der
Apoptose aus und haben ferner eine zentrale Rolle in der Pathogenese der
Psoriasis. Daher wurde auch dieser Effekt hinsichtlich der PPARS Induktion getestet.
Wie aus der Abbildung ersichtlich fuhrte die Stimulation primarer T-Zellen mit IFNa
(Typ 1) aber nicht IFNy (Typ Il) zur Induktion von PPARGS.

IL-2 INFoo Anti-Fas Con-A H202

C n C n C n C n C n
60kDa —

r PPARS
5kDa—| ML W = -

INFy  TNFo

c n cC n ~
60kDa — PPARGS

50kDa —

Abb.4.8.: Induktion von PPARS in primiren naiven T-Zellen. CD3" T-Zellen durch
negative Depletion aus PBMCs mittels MACS. AnschlieRend wurden die Zellen flr 48 h in
Anwesenheit eines der folgenden Reagenzein kultiviert; IL-2 (40 ng/ml), IFNa (200 ng/ml),
Anti-Fas (20 ng/ml), Concavalin A (Con-A) , H,0, (1 mM), IFNy (20 ng/ml) und TNFa (20
ng/ml). Im Anschluss an die Zellernte erfolgte die Protein Extraktion. Kern (n) und

Cytoplasma (c) Fraktionen wurden fir den Westernblot mit je 20 ug Protein eingesetzt.
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Es deuteten einige Indizien darauf hin, dass IFNa moglicherweise eine bedeutende
Rolle in der Pathogenese von Psoriasis zu kommt (s.o. Einleitung, Abschnitt 1.1.2.).
Dies und die und die Tatsache, dass PPARS bei Psoriasis in vivo stark
Uberexprimiert ist, machte eine genauere Untersuchung der IFNa vermittelte

Induktion von PPARGS in T-Zellen von besonderem Interesse.

&
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Abb.4.9.: IFNa vermittelte Induktion der PPARG-Expression in primaren T-Zellen.
Primare naive CD3* T-Zellen wurden mittels negativer Depletion gewonnen und
anschlieftend fir 48 h mit IFNoa (200 ng/ml) in An- oder Abwesenheit von Cyclohexamid (5
mM) stimuliert. PPARS-mRNA Expression wurde durch semiquantitative RT-PCR analysiert.

Die Expression von GAPDH diente als interne Kontrolle.

Zu Beginn wurden CD3* T-Zellen, die aus der Depletion von B-Zellen und Monozyten
(CD19 / CD14 / CD16 / CD65-Positiv Zellen) aus Vollblut hervorgingen, fur 48 h in
Gegenwart von 200 ng/ml IFNa kultiviert. Nach Zellernte wurde die isolierte Gesamt-
RNA fur die RT-PCR eingesetzt. Es zeigte sich, dass die Induktion von PPARS durch
IFNoo auf mRNA-Ebene nicht durch den des Proteintranslations-Inhibitors
Cyclohexamid blockiert werden konnte (Abb.4.9 Spur 4). Dies deutet daraufhin, dass
es sich bei dieser Induktion um einen direkten transkriptionellen Effekt handelt. Der
bei der Inkubation der Zellen mit Cyclohexamid ohne IFNa aufgetretene
stimulatorischere Effekt ging moglicherweise auf die fur Cyclohexamid beschriebene

Induktion von Interferon [ zurlck [Maroteaux et al., 1983]. Die transkriptionelle
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Induktion von PPARGS durch IFNa wurde auch in Abhangigkeit von unterschiedlich
langen Stimulationszeiten (6 h, 12 h, 24 h und 48 h) bestatigt.

Dauer der Inkubation
der Zellen mit INFao

Oh 6h 12h 24h 48h

Abb.4.10.: IFNa Zeit-Abhangige Stimulation von T-Zellen zur Untersuchung der
Induktion von PPARS. Aufgereinigte naive primare CD3" T-Zellen wurden fiir die in der
Abbildung angegebenen Zeiten (6 h, 12 h, 24 h, 48 h) mit IFNa (200 ng/ml) stimuliert. Nach
dem jeweiligen Zeitpunkt erfolgte die Isolierung der Gesamt-RNA aus den Zellen, wobei flr
den Oh Ansatz dies direkt nach der MACS-Aufreinigung erfolgte. Die Expressions-Analyse
der PPAR3-mRNA erfolgte wie in (Abb.4.9.) beschrieben.

Wie in Abb. 4.10. zu sehen, war eine PPARGS Induktion bereits nach 6 h Stimulation
erkennbar und erreichte ein Maximum nach 12 h Inkubationszeit. Interessanterweise
variierte die Starke der durch IFNa induzierten PPARS Expression in den
verschiedenen T-Zell-Spendern. Es zeigte sich des Weiteren, dass die Differenz in
der Induktionsstarke eng mit dem vorrausgegangenen Expressionsspiegel von
PPARGS in den jeweiligen T-Zellpopulationen korrelierte. Aus diesem Grund wurde in
einer weitern Versuchsreihe mit unterschiedliche Spendern die IFNa vermittelte
Induktion der PPARGS-Expression ermittelt. Wie in Abb. (4.11) dargestellt, zeigten T-
Zellproben die vor der Stimulation bereits einen hohen endogenen PPARGS-
Proteinspiegel aufwiesen, eine geringere Induktion des Proteins nach der Stimulation

im Vergleich zu T-Zellproben, die ein geringen, endogenen Proteinspiegel besalien.
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Zusammengefasst, kann PPARS in primaren T-Zellen, sowohl durch TNFa als auch
durch Stress- bzw. Apoptosestimuli reguliert werden. Zusatzlich wird PPARS in T-

Zellen transkriptionell ein direktes Zielgen von Typ1 Interferon.
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Abb.4.11.: relative PPARS Induktion durch [IFNa in Abhéangigkeit vom
Ausgangsexpressionsspiegel. Naive primdre CD3" T-Zellen von sechs Spendern wurden
fir 12 h mit IFNa (200 ng/ml) stimuliert. Im Anschluss an die Zellernte erfolgte die Isolierung
der Gesamt-RNA und Analyse der PPARS-mRNA durch PCR. Die Expression wurde

densitometrisch quantifiziert und zur GAPDH-Expression normalisiert.

4.2.3. Proliferation humaner T-Zellen infolge von PPARS Aktivierung

Die PPARs gehoren, wie andere Rezeptoren fur Steroidhormone, zur Familie der
Liganden-aktivierbaren Transkriptionsfaktoren. Aus diesem Grund sollte in einem
nachsten Schritt die funktionelle Wirksamkeit des aktivierten PPARS in T-Zellen
mittels Aktivierung von PPARdelta durch selektive Liganden untersucht werden.

Proliferation und Apoptose sind zwei zellulare Prozesse die unter anderem in
Keratinozyten durch PPARGS reguliert werden [Romanowska et al., 2008]. Beide

Prozesse sollten daher auch bei T-Zellen untersucht werden.
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Abb.4.12.: Die Rolle von PPARS bzgl. Proliferation der T-Zellen. a) Jurkat T Zellen
kultiviert in Anwesenheit von 1 mM des spezifischen PPARS Liganden L-165041 (graue
Balken) oder dem Ldsungsmittel DMSO als Kontrolle (schwarze Balken). Zum jeweils in der
Abb. gezeigten Zeitpunkt wurde die Zellzahl der Ansatze ermittelt. Die Daten stellen den
Mittelwert + Standardabweichung von drei unterschiedlichen Experimenten mit Doppel-

Proben dar. * p< 0.001 nach dem zweiseitigen, gepaarten Student’s t- test.

Zum Nachweis des proliferativen Effekts von PPARS wurden Jurkat-T Zellen fir 196
h in Gegenwart des spezifischen synthetischen Liganden L-165041 oder dem
Ldsungsmittel DMSO kultiviert. Fir den jeweiligen Ansatz wurde anschlieRend die
Zellzahl alle 48 h ermittelt. Ein Vergleich zwischen behandelten und unbehandelten
Zellen zeigt, dass die Aktivierung von PPARS durch den Liganden eine verstarkte
Proliferation der Zellen zur Folge hatte (Abb.4.12).

Um den proliferativen Effekt in einem zweiten unabhangigen Versuchsansatz zu
bestatigen, wurden Jurkat T Zellen mit Lentivirus infiziert, welches eine spezifische
siRNA-Sequenz fur PPARGS enthielt. Als Kontrolle wurden weitere Zellen mit einem
Leervirus infiziert.

Der Lentivektor exprimierte neben der siRNA auch das E-GFP als Markerprotein.
Damit war es moglich, die Proliferation der infizierten Zellen mittels
durchflulizytometrischer Messung zu verfolgen. Beide Infektionsansatze wiesen zwei
Fraktionen von Zellen auf, die nicht infizierten E-GFP-neg. sowie die erfolgreich
infizierten E-GFP-pos.-Zellen Der Anteil an infizierten Zellen war 48 h Postinfektion
bei beiden Ansatzen vergleichbar (69% bzw. 66%). Der Anteil der PPARGS-siRNA
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enthaltenden Zellfraktion zeigte nach einer viertatigen Kultivierung eine signifikante
Abnahme (von 66% auf 25%) auf, was bei mit Kontroll-vektor infizierten Zellen nicht
der Fall war (von 69% auf 62%). Die siRNA vermittelte Suppression von PPARS hatte
demnach fur die T-Zellen einen eindeutigen Wachstumsnachteil. Diese Beobachtung
konnte durch die Anwendung eines Kolorimetrischen MTS Proliferations-Assays
bestatigt werden. Der Assay wurde auch hier mit Lentivirus infizierten Jurkat T-Zellen
durchgefuhrt. Dabei wurden die Zellen insgesamt fir 120 Stunden post Infektion
kultiviert und die Messung erfolgt zu unterschiedlichen Zeitpunkten innerhalb dieser
Kultivierungszeit (48h, 72h, 96h, 120h).

Es zeigte sich, dass bei den PPARS-knockdown-Zellen (PPARSSRMA) die zellulédre
Proliferation der T-Zellen gehemmt war nach dem RNAi-vermittelten knockdown von
PPARS im Vergleich zu den Kontrollzellen (pLL3.7; Abb.4.13b). Zum Nachweis des
Lentivirus vermittelte knockdown von PPARS, wurde aus infizierten Jurkat Zellen
Protein isoliert und mittels Westernblot untersucht. Wie in (Abb.4.13.c) gezeigt,
wiesen die mit PPARS™A Virus infizierten Jurkat Zellen deutlich weniger PPARS

Protein auf als die Kontrollen.
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Abb.4.13.: Die Rolle von PPARS bzgl. Proliferation der T-Zellen. a) Jurkat T Zellen
wurden mit Kontroll-Leervirus (pLL3.7) oder einem PPARGS-spezifischen-siRNA-Sequenz
haltigem Lentivirus (PPARS™A) infiziert. Die Effizienz der Infektion wurde durch FACS
Analyse des E-GFP Reportergens ermittelt. Der Anteil an infizierten Zellen in den
unterschiedlichen Ansatzen ist in der Abbildung dargestellt. b) die Proliferation wurde mit
Hilfe des MTS-Assay untersucht. Fir den Test wurde ein Teil der in a infizierten Jurkat T-
Zellen einfestezt. Der Test wurde fur die in der Abb. dargestellten Zeitpunkten durchgefuhrt.
Die Daten stellen den Mittelwert + Standardabweichung von zweii unterschiedlichen
Experimenten mit finf-Proben dar. * p< 0.001 nach dem zweiseitigen, geparten Student’s t-
test. c) Westernblot von infizierten Jurkat T-Zellen. Auch hier wurden die Zellen wie in a

beschrieben infiziert.
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Durch die hier durchgeflhrten Versuche konnte insgesamt gezeigt werden, dass
PPARGS die Proliferation von T-Zellen stimuliert.

4.2.4. PPARS und Apoptose in humanen T-Zellen

Apoptose stellt neben der Proliferation einen weiteren biologischen Prozess dar, flr
den eine funktionelle Wirksamkeit von PPARGS beschrieben wird. Nach heutigem
Kenntnisstand scheint die Rolle von PPARS in der Apoptose komplex und zelltyp-
abhangig zu sein. So wurde unter anderem eine anti-apoptotische Wirkung dieses
Transkriptionsfaktors in murinen Keratinozyten beschrieben [Di-Poi et al., 2002].
Dieselbe Arbeitgruppe berichtete, dass PPARS in der Niere vor H;O,-induzierter
Apoptose schutzt [Pesant et al.,, 2006]. Nachdem gezeigt wurde, dal® PPARGS die
Proliferation von T-Zellen erhoht, galt es nun, dessen mdglichen anti-apoptotischen

Beitrag in diesen Zellen abzuklaren.

42.4.1. PPARdJ schitzt vor IFNa induzierter Apoptose in T-Zellen

Wie bereits beschrieben (Abschnitt 4.2.2.), wurde PPARS als ein Zielgen von IFNa in
humanen T-Zellen identifiziert. Daher sollte untersucht werden, ob PPARS eine
regulatorische Funktion bei der IFNa induzierten Apoptose ausubt. Hierzu wurden
Jurkat Zellen mit PPARS-siRNA enthaltenden Lentivirus (PPARS M) bzw. Leervirus
(pLL3.7) infiziert. AnschlieBend wurden die Zellen des jeweiligen Ansatzes auf zwei
Fraktionen aufgeteilt. Eine Fraktion wurde fur 48 h mit 200 ng/ml IFNa inkubiert,
wahrend die zweite Fraktion als Kontrolle diente. Zur Messung der Apoptose wurden
die Zellen mit Annexin-V gefarbt und anschlieBend im FACS gemessen. Um
sicherzustellen, dal} der Prozess des siRNA vermittelten Abbaues von PPARS und
eine IFNa-induzierter Apoptose der infizierten Zellen hervorgerufen vermittelt werden

konnte, erfolgte die Annexin-V Messung erst 48 h nach IFNa Zugabe.
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Abb.4.14.: Messung der IFNoa induzierten Apoptose nach Ausschalten der PPARo
Funktion. Jurkat T-Zellen wurden mit Kontroll-Leervirus bzw. mit Lentivirus, welches eine
PPARS spezifische siRNA-Sequenz enthielt, transduziert. Die Infektions-Effizienz wurde
durch FACS-Messung des E-GFP-Repoters, wie in dem rechten Histogramm gezeigt,
verifiziert. 48 h nach Infektion wurden die Zellen in An- oder Abwesenheit von IFNa (200
ng/ml) fur weitere 48 h kultiviert. Anschliefiend wurden die Zellen zur Messung der Apotose
mit Annexin-V gefarbt und durchfluBzytometrisch gemessen. Fir die Analyse der Apoptose
wurden nur die E-GFP-positiven Zellen berticksichtigt. Von diesen wurde dann, wie in der
Abb. dargestellt, der prozentuale Anteil Annexin-V positiver Zellen ermittelt. Die Abbildungen

zeigen je ein reprasentatives Ergebnis von mindestens drei verschiedenen Experimenten.

Wie in Abb.4.14. gezeigt, fuhrte die Suppression von PPARS an sich zu einer
Verdopplung der Apoptoserate von 18% auf 33% in T-Zellen. Die Kultivierung der
Zellen mit IFNa fUhrte bei den mit Leervirus infizierten Kontrollzellen (pLL3.7) zu

einer schwachen Erh6hung der Annexin-positiven Zellen.
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Dagegen bewirkte die IFNa-Behandlung bei den PPARGS-siRNA enthaltenden Zellen
einen dramatischen Anstieg Annexin-positiver Zellen von 26% auf 65%.

Nun stellte sich die Frage, ob dieser Schutzeffekt auch durch eine Liganden
vermittelte Aktivierung von PPARS erreichet werden kann. Dazu wurden Jurkat T-
Zellen in Gegenwart des PPARS spezifischen Liganden L-165041 oder dem
Ldsungsmittel (DMSQO) als Kontrolle bei gleichzeitiger Zugabe von IFNa kultiviert.
Nach 48 h erfolgte die Apoptose-Messung mit Hilfe von Annexin-V Farbung und
FACS.
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Abb.4.15.: Einfluss der PPARGS-Aktivierung auf die IFNa induzierte Apoptose. Jurkat T
Zellen wurden fir 48 h in Gegenwart des spezifischen PPARGS-Liganden L-165041(1 mM)
oder dem Losungsmittel (DMSO) mit IFNa (200 ng/ml) stimuliert. Anschlieliend wurden die
Zellen mit Annexin-V gefarbt und die Quantifizierung der apoptotischen Zellen (Annexin-
positiv) erfolgte wie in Abb. 4.14. beschrieben mittels FACS-Messung. Die Abbildungen

zeigen je ein reprasentatives Ergebnis von mindestens drei verschiedenen Experimenten.
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Wie in (Abb.4.15) zu sehen, fihrte die Behandlung der Kontrollzellen (DMSO-
Histogramm) mit INFa zu einer 2-fachen Steigerung des Anteils an apoptotischen
Zellen von 14% auf 29%. Dieser Effekt konnte bei den mit PPARGS-Ligand (L-165041-
Histogramm) behandelten Zellen verhindert werden (von 16% auf 14%). Somit
konnte die durch IFNa hervorgerufene Zunahme der apoptotischen Zellen durch
Liganden-vermittelte Aktivierung des endogenen PPARS Proteins vollstandig inhibiert
werden. Nun wurden aus Vollblut isolierte PHA aktivierte CD3" T-Zellen mit dem
PPARGS-siRNA-Lentivirus oder dem Leervirus infiziert. Nachdem die infizierten Zellen
mit IFNa (200 ng/ml) flr 48 h kultiviert wurden, erfolgte im Anschluss die Annexin-V
Farbung und FACS Messung.
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Abb.4.16.: Messung der IFNa induzierten Apoptose nach PPARGS-knockdown. Aus
Vollblut aufgereinigte primare CD3" T-Zellen wurden, wie im Methodenteil beschrieben, mit
Lentivirus infiziert. Nach Kontrolle der Infektion mittels FACS wurden die Zellen fur weitere
48 h mit IFNa (200 ng/ml) behandelt. Die Apoptose Messung erfolgte durch Annexin V-
Farbung der Zellen nach Stimulation. Fur eine Quantifizierung der Annexin V-positiven Zellen
wurden von den Lentivirus infizierten Zellen nur die E-GFP-positiven Zellen in der
Auswertung aufgenommen. Vergleichbare Resultate konnten in CD3* Zellen von drei

verschiedenen gesunden Spendern bestatigt werden.
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Das Annexin Farbeverhalten der primaren T-Zellen unterschied sich von dem der
Jurkat T-Zellen. Bei den CD3" T-Zellen konnte neben der Annexin-negativen-
Zellpopulation zwei weitere Populationen identifiziert werden, eine schwach positive
und eine stark Annexin-positiv gefarbte Population (Abb. 4.16, mittlere Tafel in der
oberen Reihe). Der ermittelte Anteil von ca. 32% an schwach und ca. 11% an stark
gefarbten Annexin-V-positiv-Zellen in den Kontrollfraktionen deutet auf den zellularen
Stress hin, der durch die Infektion verursacht wird (Abb.4.16; Kontroll-Histogramm).
Die Stimulation mit IFNa bewirkte bei den PPARGS-knockdown Zellen eine
Verdopplung der Annexin-hoch positiven apoptotischen Zellen gegenuber der
Kontrolle (18 % vs. 11 %).

Dieses Ergebnis stimmt mit den in Jurkat T-Zellen beobachteten Befunden Uberein
und deutet weiterhin auf den schitzenden Effekt von PPARS bei der IFNa

induzierten Apoptose in T-Zellen.
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4.2.4.2. PPAR¢J schitzt vor Serumentzug nicht aber vor Fas-induzierter

Apoptose

Neben unspezifischen Signalen wie dem Entzug von Wachstumsfaktoren kann
Apoptose in T-Zellen spezifisch durch Zytokine oder Interaktion mit
membranstandigen Liganden induziert werden. Die Interaktion von Fas und Fas
Ligand ist einer von vielen Mechanismen, die eine Apoptoseinduktion hervorrufen.
Das Fas Protein und sein Ligand sind an einem Apoptoseweg beteiligt, der unter
dem Oberbegriff DISC (Death inducing signaling complex) zusammengefasst ist
[Rossi and Gaidano, 2003], wahrend die durch Wachstumsfaktorenentzug
eingeleitete Apoptose diesen Apoptoseweg umgeht [al-Rubeai and Singh, 1998].

Daher sollte geklart werden, welcher dieser beiden Apoptosewege in T-Zellen durch
PPARS reguliert wird.Mit PPARGS-RNAIi- oder Kontroll-Lentivirus infizierte Jurkat
Zellen wurden auf mehrere Fraktionen aufgeteilt. Neben der Kontrollfraktion (nur
Medium) wurde eine unter Serumentzug kultiviert, wahrend eine weitere mit a-Fas-

Antikorper stimuliert wurde.

Die Messung der fruh apoptotischen Zellen erfolgte mit Hilfe der bereits in dieser
Arbeit eingesetzten Annexin-V-Assays, wohingegen zur Analyse von Zellen mit
reduziertem DNA-Gehalt (Sub-G1) oder fortgeschrittener DNA-Fragmentierung die
Propidiumiodid DNA-Farbung fixierter Zellen verwendet wurde. Ein wichtiges
Merkmal apoptotischer Zellen ist das Auftreten von DNA-Fragmentierung. Dabei
nimmt der DNA-Gehalt von apoptotischen Zellen im Vergleich zu nicht apoptotischen
Zellen ab. Nach Fixierung der Zellen und vollstandiger Anfarbung der DNA mit

Propidiumiodid ist die Fluoreszenz dieser Zellen abhangig vom DNA-Gehalt.
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Abb.4.17.: Effekt von PPARS bzgl. der durch Serumentzug induzierten Apoptose. a)
Jurkat T Zellen wurden mit Leervirus (pLL3.7) bzw. PPARS-knockdown-Virus (PPARSRNA)
infiziert. Die jeweiligen Zellansatze wurden nach der Infektion in serumfreies Medium oder
mit Anti-Fas-Antikorper kultiviert (siehe Methodenteil). Als Kontrolle wurden infizierte Zellen
in normalem Medium gehalten. Zur Messung der Apoptose wurden die Zellen mit Annexin V
gefarbt. Die Quantifizierung apoptotischer Zellen erfolgte durch FACS-vermittelte Detektion
Annexin-V-positiver Zellen innerhalb der E-GFP-positiven Zellpopulation. b) Zur Messung der
Streuung der Zellen innerhalb der unterschiedlichen Phasen des Zellzyklus wurde ein Tell
der in (a) infizierten und behandelten Zellen, mit 70%igem Ethanol fixiert und mit
Propidiumiodid (PI) gefarbt. Mit Hilfe der FACS Messung wurde der prozentuale Anteil der in
der jeweiligen Zellzyklusphase befindlichen Zellen ermittelt. Die unterhalb der Abbildung
dargestellten Markierungen wurden angewandt, um Populationen mit unterschiedlichem
DNA-Gehalt zu identifizieren. Vergleichbare Resultate wurden in zwei voneinander

unabhangigen Versuchen mit zwei Spendern erhalten.
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Wie in (Abb. 4.17.a) gezeigt, resultierte das Ausschalten von PPARS ohne einer
weiteren Behandlung in einer 2-fachen Steigerung frih apoptotischer Annexin-
positiver (11.1% gegenuber 7.6%) und im Sub-G1 befindlicher (61% gegenluber
29%) Zellen, was die Resultate in Abschnitt 4.2.4.1 (Abb. 4.14) bestatigen.
Serumentzug bewirkte bei den PPARGS-RNAI-Virus enthaltenden Zellen eine
Erhdhung der Apoptose von 11% auf 23%. Die Kontrollzellen mit Leervirus wurden
durch den Serumentzug dagegen nicht beeinflusst (7.6% Medium vs. 7.3% FCS-
Entzug). Die PI-Farbung derselben Zellfraktionen lieferte ahnliche Ergebnisse.

Der Anteil an Zellen unter Serumentzug, die einen DNA-Verlust aufwiesen war 2-fach
hoher nach Suppression von PPARS (66% vs. 39%, Abb.4.17.b). Des Weiteren fiel
auf, dass die Zellen der G1 und G2/S-Phase, die in den Kontrollproben zu sehen
waren, nach PPARGd-knockdown verschwanden. Dies legt den moglichen
schitzenden Effekt von PPARS bei der durch Serumentzug induzierten Apoptose
nahe.

Die infizierten Jurkat Zellen waren nach der Fas-Stimulation zu 83% Annexin V-
positiv (Abb.4.17.a). Dies war Ubereinstimmend mit einer deutlichen Akkumulation
der Zellen in der Sub-G1 Phase (Abb.4.17.b). Auch die Anwesenheit von PPARS
fUhrte zu keiner Zunahme der fragmentierten Zellen (Abb.4.17.b). Die hier ermittelten
Ergebnisse zeigen, dass PPARS in T-Zellen bei einer durch Serumentzug aber nicht

durch Fas-Aktivierung induzierten Apoptose einen schitzenden Effekt ausubt.

4.2.5. Mechanismus der anti-apoptotischen Aktivitat von PPARS in T-Zellen

Abhangig vom pro-apoptotischen, initialen Reiz, der auf die Zelle einwirkt, werden
verschiedene Signalwege aktiviert, die zum groften Teil in zwei Apoptosekaskaden
munden. Daher wird im Allgemeinen bei Apoptose zwischen dem extrinsischen
Signalweg und dem intrinsischen (mitochondrialen) Signalweg unterschieden. Der
Akt1-Signalweg spielt eine zentrale Rolle beim Schutz der Zellen vor Apoptose durch
Modulation dieser Apoptosekaskaden. Zur Aktivierung von Akt1 ist die Bindung der
Kinasen ILK-1 und PDK-1 notwendig, welche Akt-1 phosphorylieren und somit
aktivieren. Die Gruppe von Di-Poi zeigte [Di-Poi et al., 2002], dass in Keratinozyten
PPARS durch transktriptionelle Hochregulation von ILK und PDK1 anti-apoptotisch
wirkt [Di-Poi et al., 2002].
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Daher sollte nun verifiziert werden, ob PPARS auch in T-Zellen seine
antiapoptotischen Wirkung udber den Akt1-Signalweg ausubt. Es galt, die PPARS
vermittelte Erhdhung der Expression von ILK bzw. PDK1 zu untersuchen. Jurkat T-
Zellen wurden dazu in Gegenwart von L-165045 bzw. DMSO als Kontrolle kultiviert
und anschlieBend wurde die Expression auf mRNA-Ebene untersucht. Wie in
Abbidlung (4.18.a) gezeigt, hatte die Aktivierung von PPARS mit Hilfe des
synthetischen Liganden L-165045 keine Auswirkungen auf die Expression von ILK
und PDK1 in diesen Zellen. In einem erganzenden Versuch wurden zur Suppression
von PPARS mittels siRNA die Jurkat T-Zellen mit dem in vorherigen Experimenten
verwendeten Lentivirus infiziert. Sowohl die Kontrollzellen (pLL3.7-Leervirus) als
auch die PPARGS-RNAI enthaltenden Zellen zeigten eine vergleichbare
Expressionsstarke von ILK und PDK1 (Abb.4.18b).
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Abb.4.18.: Die Rolle von ILK und PDK1 Kinasen hinsichtlich des PPARS vermittelten
anti-apoptotischen Effekts. a) Jurkat T-Zellen wurden mit 1 uM L-165041 bzw. mit dem
Lésungsmittel DMSO fir 48 h stimuliert. Die Expression von ILK1 und PDK1 wurde mittels
semiquantitativer RT-PCR analysiert. b) Jurkat T-Zellen wurden mit Leervirus (pLL3.7) oder
Lentivirus, das die PPARGS spezifische siRNA-Sequenz enthielt, infiziert. 48 h nach der
Infektion wurde die Expression von PPARS; ILK1 und PDK1 mittels RT-PCR untersucht. Die
Abbildungen zeigen je ein reprasentatives Ergebnis von mindestens zwei verschiedenen

Experimenten.

Die oben dargestellten Versuche (Abschnitt 4.2.4) hatten gezeigt, dass PPARS T-
Zellen vor einer durch Entzug von Wachstumsfaktoren induzierter Apoptose schutzt.

Die im Serum enthaltenden Wachstumsfaktoren vermitteln ihre Wirkung durch
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Aktivierung des ERK1/2 Signalwegs [Sinha et al., 2004]. Aus diesem Grund sollte
dieser Signalweg auch in T-Zellen untersucht werden.

Dazu wurden zu Beginn Jurkat T-Zellen mit PPARS-RNAiI (PPARSRNAY oder
Leervirus (pLL3.7) infiziert. Nach Infektion wurden die Zellen in je zwei Fraktionen
aufgeteilt, dabei wurde die Kontrollfraktion in normales Medium und die zweite
Fraktion in serumfreiem Medium kultiviert und durch Westernblot die

Phosphorylierung der ERK1/2-Proteine untersucht.

pLL3.7 PPARS™

DMSO LD-16504
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pho-ERK 1/2 = kont. INFq kont. INFa
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Abb.4.19.: Die Rolle von PPARS bei der Regulation der ERK1/2 Phosphorylierung in T-
Zellen. Jurkat T-Zellen wurden mit Lentivirus infiziert. Danach erfolgte eine 24-stiindige
Kultivierung der Zellen in serumfreiem- bzw. normalem- RPMI-Medium. Anschlief3end
wurden Gesamt-Protein Extrakte aus den Zellen gewonnen und fir Westernblot eingesetzt.
Durch Ponceau S-Farbung wurde sichergestellt, dass vergleichbare Protein-Mengen des
jeweiligen Probenansatzes eingesetzt wurden. b) Jurkat T-Zellen wurden mit IFNa (200
ng/ml) in An- oder Abwesenheit des spezifischen PPARS-Liganden GW-501516 stimuliert.
Die Phosphorylierung von ERK1/2 wurde mit Gesamt-Protein Extrakte wie in (a) beschreiben

analysiert.

Wie in Abb. 4.19.a) zu sehen fuhrte der Serumentzug in mit Leervirus infizierten
Jurkat T Zellen zu einer starken Zunahme der ERK1/2 Phosphorylierung, eine anti-
apoptotischen Antwort, die auch von anderen Gruppen beschrieben wurde [Zhuang
et al., 2004]. Das Ausschalten von PPARS flhrte dagegen zu einer kompletten
Inhibition der Phosphorylierung von ERK1/2 (Abb.4.19a).
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Nun sollte geklart werden, ob auch bei der IFNa induzierten Apoptose die PPARS
vermittelte ERK1/2 Phosphorylierung eine Rolle spielt. Jurkat Zellen wurden zu
diesem Zweck mit IFNo bei gleichzeitiger Behandlung mit einem synthetischen
PPARS Liganden bzw. DMSO als Kontrolle stimuliert. Die Stimulation mit IFNa fhrte
zu ERK1/2 Phosphorylierung nur bei zusatzlicher Aktivierung von PPARS durch den
Liganden, aber nicht in Abwesenheit der PPARS Aktivierung (Abb.4.19.b).
Zusammenfassend zeigte sich, dass der protektive Effekt von PPARS bei IFNa- und

Serumentzug-induzierter Apoptose in T-Zellen teilweise durch Aktivierung von
ERK1/2 vermittelt wurde.
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5. DISKUSSION

5.1. Lentiviral vermittelte RNA-Interferenz

Die RNA-Interferenz (RNAI) ist eine effektive Methode zur spezifischen und
effizienten Inaktivierung von Genen (Gene-Silencing). Neben der transienten
Transfektion von siRNA-Duplexen kann die RNAi auch durch Promotor vermittelte
Expression von sh-RNAs (short hairpins) von Plasmidvektoren mit RNA-Polymerase-
[I- oder RNA-Polymerase-IlI-Promotoren (z.B. U6-Promotor; H1-Promotor) induziert
werden [Gupta et al., 2004; Lambeth et al., 2006; Yuan et al., 2006]. Die sh-RNAs
werden wie die lange ds-RNAs (double-strand RNAs) vom Dicer-Komplex in siRNAs
prozessiert. Fur ein stabiles und langzeitiges Ausschalten der Gene ist eine
konstante Expression der sh-RNAs notwendig. Je nach Transferkonstrukt und
Bestimmungsort wurden unterschiedliche Vektortypen aus human- oder
tierpathogenen Lentiviren, wie z.B. HIV-1, entwickelt [Pfeifer et al., 2001; Pfeifer and
Verma, 2001]. Lentivirale Vektoren sind vielseitige und effizient einsetzbare
Werkzeuge fur den Gentransfer in eukaryotische Zellen [Kafri et al., 2000]. Sie
zeichnen sich vor allem durch ihre Transduzierbarkeit in proliferierende und
ausdifferenzierten Zellen aus [Lever et al., 2004; Zufferey et al., 1998]. Das Prinzip
des viral-vermittelten Gentransfers von sh-RNAs beruht auf der Fahigkeit von
Lentiviren, die Kernmembran zu passieren und somit in das Genom zu intergrieren
[Hao et al., 2005]. Somit stellt die lentiviral-induzierte RNA-Interferenz eine effiziente

und schnelle Methode zur Untersuchung von Gen-Funktionen dar.

Durch die Pseudotypisierung mit VSV.G-Hullprotein wurde der naturliche
Wirtsspektrum der lentiviralen Vektoren erweitertet und die produzierten Viruspartikel
sind wesentlich stabiler als die nativen Viren [Akkina et al., 1996; Burns et al., 1993;
Naldini et al., 1996]. Die Herstellung von HIV-basierenden Vektorsystemen erfodert
zur Minimierung der Infektionsgefahr eine kontrollierte Replizierbarkeit.

Es wurden mehrere Strategien verfolgt, um die Bildung von replikationskompetenten
Vektoren zu vermeiden. Die Bildung dieser replikationsinkompetenten Vektoren ist
auf Rekombinations-Ereignisse sowohl auf DNA- als auch auf RNA-Ebene
zurtckzufihren [Dull et al., 1998].
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Fur experimentelle Anwendungen lentiviraler Vektoren entscheidet ein hoher Titer
der Virusuberstande Uber die Transduktionseffizienz. Daher bestand der erste Teil
dieser Arbeit darin, das Protokoll zur Produktion und Anreicherung lentiviraler
Vektoren zu optimieren. Trotz der gro3en Fortschritte im Bereich ihrer Erstellung sind
die Protokolle bezuglich der Produktion lentiviraler Partikel stark empirisch
ausgerichtet und grofRtenteils nicht standardisiert [Coleman et al., 2003; Mitta et al.,
2005; Zufferey et al., 1997]. Als Ausgangspunkt fur die Optimierung der Virus-
Produktion wurden hier drei bereits in der Literatur verdffentlichte Protokolle evaluiert
(siehe Tabelle 1). Die Protokolle divergieren in der fur die Transduktion eingesetzten
gesamten DNA-Menge per ausplattierte Zellzahl an produzierenden Zellen (siehe
Tabelle 1).

Das Protokoll mit der hdchsten bei der Transduktion eingesetzten DNA-Menge
(Protokoll 1) lieferte den hdchsten Virustiter (Abb.4.1.a), was auf den starken Einfluss
der eingesetzten DNA-Menge auf den Virustiter hinweist. Die Unterschiede in der
Wirksamkeit je nach Protokolle ist nicht auf eine Variation des Verhaltnisses der
eingesetzten Transfer-, Verpackungs- und Envelop-Plasmide (T : P : E)
zuruckzufihren, da diese zwischen Protokoll 1 und 3 vergleichbar sind (siehe Tabelle
1). Aufgrund dieser ersten Beobachtung wurde Protokoll 1 verwendet, um den Effekt

der unterschiedlichen Verpackungssysteme auf die Virusproduktion zu untersuchen.

Beim Verpackungssystem der sogenannten ,zweiten Generation“ (2"%-generation)
werden Helferplasmide (Packaging-Plasmide) verwendet, die nur die Sequenzen fur
die Strukturproteine Gag, Pol und env kodieren und aus denen im Vergleich zu
Plasmiden der ersten Generation die weiteren akzessorischen Proteine entfernt
wurden [Aldovini and Young, 1990; Dull et al., 1998; McBride et al., 1997].

Beim Verpackungssystem der ,dritte Generation* (3"%-generation) werden die Gag,
Pol und env Proteine von separaten Plasmiden kodiert, was zu einer weiteren
Erhéhung der biologischen Sicherheit des Systems flihrt [Dull et al., 1998]. Somit ist
fur die Herstellung infektioser Viruspartikel nach dem 3'd-generation
Verpackungssytem eine Kotransduktion von vier anstelle von drei Plasmiden (wie

beim 2"9-generation System) nétig.
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Ein Vergleich beider Systeme zeigte (Abb.4.1.b), dass das 2"%-generation
Verpackungssystem reproduzierbar einen etwa doppelt so hohen Virustiter lieferte
wie das 3"-generation System. Auch die fiir eine Virusproduktion verwendeten
Produzentenzelllinien Uben, bei gleichbleibendem Verpackungssystem, einen
Einfluss auf den resultierenden Virustiter aus. Im Verlauf dieser Arbeit konnte
beobachtet werden, dass die Verwendung des Subklons 293T/17 (von ATCC) der
HEK293 Zelllinie eine Verbesserung des Virustiter zur Folge hatte im Vergleich zu
einem Neomycin resistenten Subklon dieser Zelllinie, (293FT der Firma Invitrogen).
Um eine solche Mehrfach-Transduktion zu umgehen und damit die Virusproduktion
zu vereinfachen, widmet sich die Forschung aktiv der Generierung einer stabilen
Produzentenzelllinie [Cockrell et al., 2006; Farson et al., 2001; Ni et al., 2005].
Jedoch konnte bisher nicht gezeigt werden, dass mit Hilfe einer solchen Zelllinie ein
hoher Virustiter generiert werden konnte. Daher ist bis zum jetzigen Zeitpunkt die
transiente Ko-Transduktion die am weitesten eingesetzte Methode zur Lentivirus
Produktion.

Je nach experimentellem Zweck kann sowohl die Grolde des Inserts als auch die des
backbones eines lentiviralen Vektors variieren. Daher sollte ein optimiertes Virus-
Produktions Protokoll auch fur solche Vektoren verwertbare Virustiter liefern. Bei der
Testung der etablierten Konditionen fur Protokoll 1 mit mehreren Transfer-Vektoren,
welche sich in der Insert- und backbone-Grof3e unterschieden, konnte eine
signifikante Abnahme des Virustiters in Abhangigkeit von der Grolle des
Transfervektors beobachtet werden (Abb.4.4). Dieser Effekt ist nicht auf
unzureichend zur Verfugung gestellte DNA-Menge an Transfervektor im Verhaltnis

zu den Verpackungs- bzw. Envelope-Vektoren zurickzuflhren.

Denn durch Erhdhung der fur die Transduktion eingesetzten gesamt DNA-Menge
wurde ein konstantes molares Verhaltnis der Vektoren pro Zellzahl gewahrleistet. Zur
Etablierung eines Protokolls, das die Produktion von hohem Virustiter flr Vektoren
mit grofen Inserts ermdglicht, ging mittels Vorversuchen aus mehreren in der

jungsten Literatur veroffentlichten Protokollen eines hervor.

Durch Modifikationen des von Mitta et al publizierten Protokolls [Mitta et al., 2005]

gelang es, erstmalig fur Vektoren mit grof3er als 7 kb grof3en Inserts Titer von bis zu
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10° V/ml zu gewinnen (Abb.4.4.b). Die Modifikation bestand darin, die doppelte DNA-
Menge zu verwenden, wobei eine weitere Erhohung zu keiner zusatzlichen
Verbesserung des Titers fuhrte. Sowohl fur Protokoll 1 als auch 4 konnte eine starke
inverse Korrelation zwischen der GroRe der proviralen Integrationssequenz und dem
Virustiter festgestellt werden. Dagegen bestand kein Zusammenhang zwischen
Virustiter und der GroRe des backbones des Transfervektors. Diese Daten deuten
darauf hin, dass beim Verpacken lentiviraler Inserts groRer als 8 kb, ungeachtet des
verwendeten Protokolls, keine praktikablen Virustiter erzielt werden konnen, was die
Daten von Kumar [Kumar et al., 2001] bestatigt. Auch das Minimieren der

Sequenzlange des backbones des Vektors fuhrte nicht zur Steigerung des Titers.

Das Zusetzen von Natriumbutyrat, ein Histondeacetylase Inhibitor, dem ein positiver
Effekt auf die Virusproduktion zugeschrieben wird [Karolewski et al., 2003; Sena-
Esteves et al., 2004], fihrte ebenfalls zu keiner zusatzlichen Erhéhung des Titers.
Die Verwendung von Natriumbutyrat Ubt einen uneinheitlichen Effekt auf den Titer
lentiviraler Vektoren aus. So konnte Esteves et al bei Mokola-G und Rabies-G
pseudotypisierten eine Erhdhung des Titers nach Na-Butyrat Behandlung
nachweisen. Diese Steigerung ist auf die Na-Butyrat vermittelte Aktivierung des
CMV-Promotors der jeweiligen Envelop-Plasmide zurlckzufuhren [Gasmi et al.,
1999]. Dieselbe Behandlung hatte dagegen bei VSV-G-Envolpe, das ebenfalls vom
CMV-Promotor exprimiert wird, keine Verbesserung der Produktion zur Folge [Sena-
Esteves et al.,, 2004]. Dies implizierte, dass die maximale Expression des
Hullproteins von diesem Plasmid in den 293T Zellen bereits erreicht wurde und eine
weitere Erhdhung der Expression der Verpackungskomponenten nicht in hohere

Titer umgesetzt wird.

Neben der Generierung von hohen Virustitern stellt die Anreicherung und
Aufreinigung der virushaltigen Uberstéande eine weitere Limitation bei in vivo
Anwendungen des lentiviralen Systems dar. Mehrere Strategien wurden verfolgt,
retrovirale Partikel physikalisch aufzukonzentrieren, um somit durch Erhéhung der
viralen Titer die Effizienz der Transfektion von Zielzellen zu verbessern. In diesem
Zusammenhang hat sich die Zentrifugation als eine geeignete Methode bewahrt
bedingt durch die Einfachheit der Technik sowie der Madoglichkeit, grolle

Probenvolumina zu verarbeiten.
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Ublicherweise wird eine Aufkonzentrierung durch Ultrazentrifugation bei 90.000 xg
fur 90 min. erreicht (http://tronolab.epfl.ch/page58122.html; [Rubinson et al., 2003]).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Ausbeute an Gesamt-Viren bei

dieser hohen Geschwindigkeit unterhalb von 10% lag. Diese reproduzierbaren Daten
wurden mit Hilfe des proviralen pLL3.7-Vektors erzeugt (Abb. 4.5.b). Die
Durchfuhrung mit einem Sucrose-Kissen erbrachte eine moderate Verbesserung der
Ausbeute. Stattdessen konnte durch Kombination von Sucrose-Kissen und
Reduktion der Geschwindigkeit auf 20.000 xg (wie von Yang [Yang et al., 2002]
veroOffentlicht) eine drastische Verbesserung der Ausbeute bis zu 80 % erzielt
werden. Eine weitere Reduktion der Zentrifugationsgeschwindigkeit auf 6400 xg

fuhrte nicht zu einer weiteren Steigerung der Ausbeute.

Weiterhin galt es in dieser Arbeit, die Ausbeute an Viren, die durch das Verpacken
grolder proviraler Inserts entstanden sind, zu evaluieren. In der verfigbaren Literatur
sind in der Regel keine Bilanzierungen der jeweiligen Virus-Ausbeute beschrieben,
was die vergleichende Evaluation der unterschiedlichen Protokolle deutlicht
erschwert. Es zeigte sich in der vorliegenden Arbeit, dass die Ausbeute fur Viren, die
grolie Sequenzen enthielten, viel niedriger lag im Vergleich zum proviralen pLL3.7-
Vektor (Insert von 4,3). So betrug die Ausbeute fur den Vektor mit dem grofdten
Insert (7,2 kb) weniger als 10 % der Ausgangsmenge, was evt. auf eine erhohte
Empfindlichkeit solcher Vektoren gegeniber wahrend der Ultrazentrifugation
einwirkende Scherkrafte schlieRen lasst. Die Ausbeute lie3 sich auch nicht durch
weitere  Geschwindigkeitsreduktion erhdohen. Das Ausbleiben der Initial-
beschleunigung wahrend der Zentrifugation hingegen (und damit eine weitere
Reduktion der maximal wirksamen Scherkrafte) fuhrte zu einer reproduzierbaren und
signifikanten Verbesserung der Ausbeute von bis zu 25 %. Demzufolge kann die
Ausbeute an lentiviralen Partikeln nach Ultrazenrifugation durch Reduktion der
Geschwindigkeit auf 20.000 xg sowie der Umgehung der Initialbeschleunigung

merklich verbessert werden.

Zusammenfassend wird hier ein Protokoll zur Generierung und Anreicherung von
replikationsinkompetenten Lentiviren beschrieben mit dem besonderen Vorteil der
Anwendbarkeit auf einer Vielzahl von Vektoren mit bis zu 7,6 kb grof3en Inserts. Mit

dem hier etablierten Protokoll gelang es erstmalig flr Vektoren gréfl3er als 8 kb Titer
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von bis zu 10° V/ml zu generieren. Das hier aufgezeigte modifizierte Zentrifugations-
protokoll ist leicht anwendbar und sollte auch die Aufkonzentrierung groRRer und
fragiler Vektoren erleichtern. Dabei sollte, wie in dieser Arbeit aufgezeigt, die
Zentrifugation bei 20.000 xg und ohne Initialbeschleunigung erfolgen. Mit Hilfe des so
erhaltenen Endprotokolls fur Virusproduktion und Aufkonzentrierung gelang es,
Virusuberstande mit hohem Titer zu gewinnen. Dadurch konnten sowohl die Jrukat
T-Zellen als auch die primaren T-Zellen effizient und erfolgreich infiziert werden, was
fur die Untersuchung der funktionellen Bedeutung von PPARS in diesen Zellen

entscheidend war.

5.2. Expression und Funktion von PPARG in humanen

T-Lymphozyten

Als nukleare Rezeptoren, die in Keratinozyten Differenzierung und Funktion in der
Epidermis involviert sind, wurden in den letzten Jahren die Mitglieder der PPAR-
Familie (Peroxisom proliferator-aktivierender Rezeptoren) identifiziert. Nach
heutigem Forschungsstand werden drei Subtypen (PPARa, PPARGS/B und PPARY)
unterschieden [Michalik and Wahli, 1999], die durch Ligandenbindung aktiviert
werden. Nach der Aktivierung, Translokation in den Kern und Heterodimerisierung
mit RXR binden sie an spezifische PPRE-Sequenzen innerhalb ihrer Zielgene und
beeinflussen auf diese Weise deren Expression. Eine Vielzahl unabhangiger Indizien
weisen auf eine Schllusselrolle von PPARS bei der Pathoegenese von Psoriasis hin.
So ist PPARGS in psoriatischen Plaques sowohl auf mRNA- als auch auf Protein-
Ebene drastisch Uberexprimiert. Die Uberexpression steht moglicherweise in
Zusammenhang mit der Akkumulation proinflammatorischer Zytokine in den

psoriatischen Lasionen [Westergaard et al., 2003].

Auch ist PPARS im Rahmen der Wundheilung Uberexprimiert und induziert in
murinen Keratinozyten die differenzierungsassoziierten Gene (z.B. Keratin 6), welche
ebenso bei Psoriasis hoch exprimiert sind. Ferner wird PPARGS transkriptionell durch
TNFo und IFNy, zwei zentrale Mediatoren bei der Psoriasis, induziert [Tan et al.,
2001].
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Weiterhin sind die fir die Lipid-Ligand abhangige Aktivierung des Rezeptors nétigen
Interaktionspartner FABP5 und CRABP-II in Psoriasis Uberexprimiert [Madsen et al.,
1992] und in hoch proliferativen Keratinozyten angereichert. Zusatzlich reguliert
PPARS die Keratinozyten Differenzierung, wirkt antiapoptotisch und fuhrt zur
Induktion der Angiogenese [Romanowska et al., 2008; Wang et al., 2006]. Das
Expressionsmuster, die funktionelle Aktivitaten von PPARGS als auch die Expression
dessen ko-regulatorischer Proteine implizieren eine wichtige Rolle von PPARGS in der
Psoriasis. Wie in der Einleitung beschrieben, sind auch T-Zellen maligeblich an der
Pathogenese der Psoriasis beteiligt. Allerdings liegen bislang keine Daten zur
Expression bzw. Funktion von PPARS in T-Zellen vor. Daher sollte in der
vorliegenden Arbeit die Expression und Funktion von PPARGS in den T-Zellen

untersucht werden.

5.2.1. Expression und Induktion von PPARS in humanen T-Lymphozyten

Anders als bei PPARGS ist die Expression von PPARa und PPARy in humanen T-
Zellen nachgewiesen worden [Moraes et al., 2006]. Da zur spezifischen Expression
von PPARS in T-Zellen bisher noch nichts bekannt war, wurde dies der Arbeit
untersucht. Die Expression konnte in psoriatischen-, primaren CD3" und Jurkat T-
Zellen sowohl auf mRNA- als auch auf Protein-Ebene gezeigt werden (Abb.4.6 und
Abb. 4.7). Dabei war das PPARS Protein jeweils nahezu ausschliel3lich kern-
lokalisiert. Ein ahnlicher Befund wurde bei Zellen der suprabasalen-Schicht
psoritatischer Haut erhoben [Westergaard et al., 2003]. Da die fur den Versuch
verwendeten T-Zellen jeweils aktiviert waren, wurde Uberpruft, ob flr die Expression
eine Rezeptor-vermittelte Aktivierung (TZR) der T-Zellen voraus gehen muss.

FUr primare T-Zellen die unter Verwendung eines stimulierenden CD3-Antikorpers
isoliert wurden, konnte keine deutliche Expression des PPARS Proteins
nachgewiesen werden. In der Literatur verfugbare Indizien deuten darauf hin, dass
die transkriptionelle Regulation von PPARS komplex und zelltyp-abhangig ist. In
murinen Keratinozyten fuhrt TNFo bzw. IFNy zur Induktion von PPARS uber den AP-
1/ Stress-associated kinase-Signalkaskade, wodurch es schlie3lich zur Aktivierung

des antiapoptotischen Akt-1-Signalwegs kommt [Tan et al., 2001].
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Dagegen erfolgt die Repression, der durch inflammatorische Zytokine
hervorgerufenene Stimulation der PPARG&S-Expression, durch TGF-$1 Uber Smad3
[Tan et al., 2004b]. Die Tatsache, dass diese Signalwege in humanen Keratinozyten
nicht bestatigt werden konnten, deutet moglicherweise darauf hin, dass bei den
Signalwegen Differenzen zwischen Mensch und Maus bestehen. Auch die
Beobachtung, dass PPARS in der humanen, jedoch nicht in der murinen,
interfollikularen Epidermis von Erwachsenen exprimiert wird, unterstitzt diese
Vermutung. In einer humanen colorectalen Krebs-Zelllinie wird die APC (tumor
supressor-Pathway) induzierte Repression von PPARS Uber B-catenin durch eine
TCF/LEF-Bindungsstelle im PPARGS-Promotor vermittelt [He et al., 1999]. Dagegen
erfolgt die Vitamin D vermittelte Induktion in verschiedenen humanen

Epithelialzellinien durch Bildung eines D/RXR-Heterodimers [Dunlop et al., 2005].

In der hier prasentierten Arbeit konnte aufgezeigt werden, da® PPARGS in humanen T-
Zellen durch TNFa als auch IFNa induziert werden kann. Wahrend die Induktion
durch TNFa vermutlich Uber eines der vorher charakterisierten Mechanismen
verlauft, missen die nach einer IFNa agierenden cis-acting-elements innerhalb des
PPARG&-Promotors noch erforscht werden. Mit Hilfe von in silico Analysen des
humanen PPARGS-Promotors konnten einige dafur in Frage kommenden Kandidaten
wie die ISRE- bzw. NFAT-Elemente im humanen PPARGS-Promotor identifiziert
werden. Da hier erstmalig die Expression von PPARS in T-Zellen aufgezeigt wurde,
liegen bisher keine Befunde Uber die Transkriptionsfaktoren vor, die fur die PPARGS-
Transkription in T-Zellen notwendig sind. Somit wird deutlich, dass weiterfuhrende
Untersuchungen notwendig sind, um den genauen Mechanismus der

transkriptionellen Regulation von PPARS in T-Zellen aufzuklaren.

5.2.2. Biologische Funktion von PPARS in humanen T-Lymphozyten

Neben dem Nachweis der Expression von PPARS in T-Zellen widmete sich die
Arbeit der Untersuchung der biologischen Funktion dieses Transkriptionsfaktors in
den T-Zellen. Die bezuglich des Effektes der Ligand-vermittelten Aktivierung von

PPARS vorhandenen Daten sind kontrovers.
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Wahrend einige eine Stimulation des Zellwachstums als Folge einer solchen
Aktivierung beschrieben, zeigten andere dagegen einen inhibitorischen Effekt
[Burdick et al., 2006]. So fuhrte die spezifische Aktivierung von PPARS mit
GW501516 (PPARGS-Ligand) in Endothelialzellen zur Proliferation sowie zur Induktion
der Angiogenese [Piqueras et al., 2007].

Auch in primaren humanen Keratinozyten konnte kirzlich von unserer Arbeitsgruppe
gezeigt werden, dass die Aktivierung die Proliferation der Zellen steigert
[Romanowska et al., 2008]. Untersuchungen von Burdick et al. lieferten in einer
Kerationzyten Zelllinie einen gegenteiligen Effekt. Unter Verwendung der Jurkat T-
Zelllinie konnte hier gezeigt werden, dass die Aktivierung von PPARS die
Proliferation der T-Zellen zur Folge hatte. Ferner zeigten PPARGS-knockdown Jurkat
T-Zellen einen Wachstumsnachteil gegenuber normalen Jurakt Zellen, was mit dem
beschriebenen Effekt im Einklang war. Eine mogliche Erklarung fur die
widerspruchlichen Daten bezuglich der Rolle von PPARGS in der Proliferation konnte

sein, dass es sich um Spezies-spezifische- bzw. Ligand-spezifische-Effekte handelt.

Die antiapoptotische Wirkung ist eine weitere Funktion von PPARS in T-Zellen, die in
dieser Arbeit nachgewiesen werden konnte. Die hier dargestellten Daten zeigen,
dass PPARS vor Serumentzug induzierter Apoptose in T-Zellen schitzt. Das dieser
Apoptoseweg durch PPARGS reguliert wurde, ist bereits flr Keratinozyten beschrieben
[Di-Poi et al., 2002]. Deshalb wurde in dieser Arbeit die Rolle von PPARGS bei der
durch Entzug von Wachstumsfaktoren vermittelten Apoptose charakterisiert.
Weiterhin wurde der Todesrezeptor Fas-Weg untersucht, eines der am besten
untersuchten Apoptose-auslosenden Reaktionswege in T-Zellen. Es zeigte sich,
dass PPARGS keine protektive Funktion bei Fas-induzierter Apoptose ausubt. Als
nachstes galt es, die moglichen Mechanismen, die dem durch PPARS vermittelten
antiapoptotischen Effekt in T-Zellen zugrundeliegen, zu untersuchen. Die hier
ermittelten Resultate zeigen deutlich, dass PPARS eine protektive Wirkung bei durch
Serumentzug induzierter- jedoch nicht bei Fas-induzierter Apoptose in humanen T-

Zellen ausubt.
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Es wurde vormals postuliert, dass durch die PPAR&-abhangige Modulation des PDK1
/ ILK1 /Akt1-Signalweges die Inhibition der Apoptose erfolgt. Dies wurde auch von
Di-Poi in primaren Kerationzyten in Kultur gezeigt [Di-Poi et al., 2002]. Dieser
Mechanismus konnte hier in T-Zellen jedoch nicht bestatigt werden. Im Rahmen
dieser Arbeit zeigte sich vielmehr, dass weder eine Ligand-abhangige Aktivierung
noch eine siRNA-vermittelte Herrunter-Regulation von PPARS zur einer Veranderung
der Expression von PDK1 bzw. ILK1 in T-Zellen flhrte. Diese Ergebnisse korrelieren
mit dem Befund von Burdick [Burdick et al., 2007] sowohl an einer humanen
Keratinozyten Zelllinie (N/TERT-1) als auch an primaren Maus Keratinozyten. Ferner
zeigten sie, dass die Aktivierung von PPARS die Phosphorlierung von ERK1/2 in
diesen Zellen beeinflusste, was einen Anhaltspunkt flr einen mdglichen
Mechanismus fur die antiapoptotische Funktion von PPARS in T-Zellen darstellen
konnte. Die Untersuchungen ergaben, dass die antiapoptotische Aktivitat zumindest
teilweise durch Phosphorylierung von ERK1/2 vermittelt wird. Ferner tragt die
Aktivierung des ERK1/2-Signalwegs voraussichtlich auch zu der beobachteten
PPARS vermittelten  Stimulation der T-Zell-Proliferation bei. In  H9c2-
Cardiomyoblasten schitzt das aktivierte PPARS vor H,O, induzierter Apoptose durch
die Induktion der Expression von Catalase [Pesant et al., 2006]. Da weiterhin
ERK1/2-Phosphorylierung auch als Reaktion auf oxidativen Stress auftritt [Hill et al.,
2006], kann postuliert werden, dass die hier in T-Zellen gezeigte H20O2 Induktion von
PPARGS vor Hydrogen-Peroxid induzierter Apoptose schutzt und das dies sowohl Uber
die Induktion von Catalase als auch Uber die Aktivierung von ERK1/2 verlauft.
Zusammengefasst hat es den Anschein, dass bei extrazellularen Stress PPARS als

Aktivator des ERK1/2 Signalwegs agiert.

Wie bereits erwahnt, wurde nachgewiesen, dass PPARS ein Zielgen von IFNa ist,
daneben gelang es, die schitzende Rolle von PPARGS vor IFNa induzierter Apoptose
aufzuzeigen. Bei IFNs handelt es sich um bedeutende Regulatoren des
Zellwachstums. Sie Ubermitteln eine Mannigfaltigkeit an Zell-spezifischen Signalen,
welche in verschiedene Effekte resultieren, einschliel3lich Zellzyklus-Arrest und
Apoptose. Die IFNa induzierte Apoptose konnte bisher in unterschiedlichen
experimentellen Systemen gezeigt werden, z.B. in Melanom Zelllinien und humanen

endothelialen Tumoren.
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Diese Indizien deuten darauf hin, dass sowohl der apoptotische Effekt von Typ | IFN
als auch die Apoptosesignalwege Zelltyp-abhangig sind. Dies impliziert, dass eine
Kombination aus den IFN-induzierten Signalwegen mit anderen in der jeweiligen
spezifischen zellularen Umgebung aktiven Signalwegen flr die resultierende Effekt
entscheidend ist [Pokrovskaja et al., 2005]. Auch wenn der genaue Mechanismus der
IFN-induzierten Apoptose bislang nicht aufgeklart wurde, konnte eine IFNa-induzierte
Aktivierung der Caspasen c9, c7, c3, c8 gezeigt werden [Boccellino et al., 2004;
Gamero et al., 2006; Liedtke et al., 2006; Pokrovskaja et al., 2005]. Zusatzlich ist
eine IFNa vermittelte Aktivierung von Bax und Bak, zweier proapoptotischer
Mitglieder der Bcl-2-Familie, beschrieben worden [Pokrovskaja et al., 2005]. Diese
und andere Daten weisen darauf hin, dal3 der intrinsische Mitochondrien-abhangige
Apoptoseweg die Hauptrolle bei der IFNa-induzierten Apoptose zu kommt
[Panaretakis et al., 2003; Pokrovskaja et al., 2005]. Diese Daten und der in dieser
Arbeit nachgewiesene Schutzeffekt von PPARGS bei der IFNa-induzierten Apoptose
weisen daraufhin, dass PPARGS seine antiapoptotische Wirkung durch Regulierung
von Signalwege des intrinsischen Apoptosewegs ausulbt. Ein weiterer Hinweis dafur
ist das ebenfalls hier gezeigte Fehlen einer antiapoptotischen Wirkung von PPARS

bei Fas-induzierter Apoptose, ein extrinsischen Apoptoseweg, in den T-Zellen.

Schliel3lichwurde der Mechanismen dieser PPARS vermittelten antiapoptotische
Wirkung untersucht. Auch wenn hier Aktivierung von ERK1/2 infolge der INFa-
abhangigen Induktion von PPARS gezeigt werden konnte, handelt es sich dabei
wahrscheinlich nicht um den einzigen Mechanismus zur Regulation des Typ 1 IFN

Signalwegs.

An der Inhibition der Apoptose in T-Zellen kénnten wahrscheinlich vorrangig Signale
des Typ 1 Interferons involviert sein, welche durch Aktivierung von STAT3 im
Gegensatz zu STAT1 oder STAT2 agieren. Diese Annahme beruht auf Ergebnisse
von Tanabe, dessen Daten zeigten, dass eine INFa/p-vermittelte Aktivierung von
STATS3 antiapoptotisch in STAT17/-T Lymphozyten wirkt [Tanabe et al., 2005]. Ferner
zeigte die Gruppe von Sano [Sano et al., 2005], dass STAT3 in psoriatischen
Keratinozyten stark aktiviert ist und Transgene Mause, die konstitutiv STAT3
uberexprimieren, psoriatische Lasionen entwickelten. In humanen leukemischen T-

Zellen blockiert die Aktivierung von STAT3 die Apoptose durch Induktion der
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Expression von Mcl-1, ein Mitglied der antiapoptotischen bcl-2-Familie [Epling-
Burnette et al., 2001].

Insgesamt betrachtet ist eine indirekte Regulation von STAT3 durch PPARS
vorstellbar. Funktionell agiert PPARS in verschiedenen zellbiologischen Prozessen
antagonistisch zu den anderen zwei Isoformen PPARa/y. So wirkt die Aktivierung von
PPARy in T-Zellen proapoptotisch und flhrt zur Dephosphorylierung von STATS3,
welches bei Uberexpression einen Psoriasis &hnlichen Phanotyp in vivo hervorruft
[Kim et al., 2005; Sano et al., 2005]. Zusammenfassend sind wahrscheinlich etliche
zellulare Signalwege und Aktionen an der antiapoptotischen Aktivitat von PPARS

beteiligt.

Die Mehrheit antigen-aktivierter T-Zellen in vivo stirbt infolge einer komplexen
Immunantwort. Das Schicksal der aktivierten T-Zellen wird dabei von zwei separaten
Pathways {Aktivierungs-induzierter Zelltod (AICD) und autonomer-Zelltod (ACAD)}
kontrolliert [Marrack and Kappler, 2004]. Anderseits ist zur Entwicklung von
Gedachtnis T-Zellen notwendig, dass einige antigen-aktivierte T-Zellen diesen
apoptotischen Zelltod Uberleben selbst unter den drastischsten Konditionen. Bisher
ist es noch weitesgehend ungeklart, warum die Mehrheit der aktivierten T-Zellen der

Apoptose unterliegt, wahrend einige Uberleben.

Die Induktion des Transkriptionsfaktors PPARS durch TNFa und IFNa und dessen
Inhibition von IFNa-induzierter Apoptose in T-Zellen liefert einen interessanten
Anhaltspunkt fir die Vorstellung, dass PPARS mdglicherweise eine Rolle bei der
Regulation des Uberlebens dieser aktivierten T-Zellen in vivo einnimmt. So ist es
vorstellbar, dass der von Marrack in murinen T-Zellen gezeigte antiapoptotische
Effekt von IFNa auf die bereits hier beschriebene Induktion von PPARS
zuruckzufuhren ist [Marrack et al., 1999]. Die PPARs ubernehmen eine wichtige
Rolle im Metabolismus durch die Aktivierung mittels inflammatorischer Lipid-
Mediatoren [Chinetti et al., 2000]. In Anbetracht dieser Tatsache koénnte PPARS
unabhangig von der Modulation des IFN-Signalwegs den aktivierungs-induzierten—
Zelltod durch Kopplung der T-Zell-Aktivierung an den metabolischen Status

beeinflussen.
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Dies verdeutlicht die Notwendigkeit einer detaillierten Analyse des Effekts einer
anhaltenden PPARGS Aktivierung auf das Uberleben aktivierter T-Zellen in vivo in
einem Mausmodel. Was weiterhin flr die Wichtigkeit eines solchen Models spricht,
sind die in jungster Zeit durchgefuhrten klinischen Studien mit einem synthetischen
PPARGS-Liganden zur Behandlung metabolischer Erkrankungen [Chang et al., 2007].
Eine solche bestandige PPARS Aktivierung konnte einen erhohten Spiegel an
dauerhaft aktiven T-Zellen zur Folge haben, wodurch negative Folgen, wie z.B. die
Entwicklung von Autoimmunerkrankungen, zu befurchten ware. Dies wurde eine

Neubewertung eines solchen Behandlungsansatzes notwendig machen.

Es konnte im Verlauf dieser Arbeit erstmalig die Expression von PPARGS in humanen
T-Zellen aufgezeigt werden und dessen Induktion durch zwei in der Psoriasis
wichtige Zytokine: -TNFo und IFNa-. Untersuchungen bezuglich der biologischen
Funktion von PPARGS in diesen Zellen zeigten, dass es sowohl proliferatiions-
stimulierend als auch antiapoptotisch wirkt. Dabei erfolgt die IFNo vermittelte-
Induktion als auch der antiapoptotische Effekt zumindest teilweise Uber die ERK1/2

Phosphorylierung.

In der Psoriasis sind neben der Keratinozytenproliferation, die Aktivierung des Typ 1
IFN-Signalwegs und die Persistenz aktiver T-Zellen in lasionaler Haut wichtige
Merkmale dieser komplexen Hauterkrankung. Ferner zeigte die Gruppe von
Johansen, dass die ERK1/2 Phosphorylierung in psoriatischen Lasionen erhoht ist
[Johansen et al., 2005]. Daher deuten die hier gewonnen Erkenntnisse darauf, dass
die Induktion von PPARS durch Typ | IFN zum langfristigen Verweilen der aktiven T-
Zellen in psoriatischer Haut beitragt, wobei die Typ | IFN vermittelte Induktion von
PPARS Uber eine ERK1/2 Phosphorylierung vermittelt wird. Dieser Befund wird durch
die Tatsache, dal® PPARGS einen antagonistischen Effekt gegenuber PPARYy ausubt
und dies Uber eine die Aktivierung von ERK1/2 erfolgt unterstitzt [Harris and Phipps,
2001]. Zusatzlich wirkt PPARY, das einen inhibitorischen Effekt auf die Psoriasis hat,
seinerseits proapoptotische in T-Zellen und wird unter anderem direkt durch ERK
vermittelte Phosphorylierung inhibiert [Kuenzli and Saurat, 2003; Malhotra et al.,
2005].
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Die hier dargestellten Daten reprasentieren neuartige und zusatzliche Hinweise fur
eine Mitwirkung von PPARS in der Pathogenese von Psoriasis. Zusatzlich wurde
beschrieben, dass PPARGS in dendritische Zellen exprimiert [Jakobsen et al., 2006]
wird und dessen Aktivierung die Angiogense in Endothelialzellen stimuliert [Piqueras
et al., 2007]. Daraus wird ersichtlich, dal PPARS mehrer flr die Psoriasis kritische
Zell-populationen _ beeinflusst, was flir eine wichtige Rolle dieses
Transkriptionsfaktors in der Psoriasis spricht und dessen Inhibierung ein

vielversprechender Ansatz fur die Entwicklung von Medikamente darstellt.
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6. Summary

Peroxisome proliferator-activated receptor delta (PPARGJ) is a nuclear hormone
receptor regulating diverse biological processes, including B-oxidation of fatty acid,
proliferation of keratinocytes and epithelial cell differentiation. The role of PPARS in
the immune system has not been thoroughly studied to date. Several lines of
evidence support a role for PPARGS in psoriasis pathogenesis. Psoriasis is a chronic
inflammatory skin disease with an estimated prevalence of 2% - 4% in the western
civilization. Given that psoriasis is characterized by keratinocyte hyperproliferation
and aberrant terminal differenctiation of keratinocytes, research has been conducted
on the role of PPARS in keratinocytes. However, a large amount of clinical and
experimental evidence supports a main role for T cells in pathogenesis of psoriasis.
Therefore, the present work aimed at characterizing the expression and function of
PPARS in human T cells. In the course of this work, the expression of PPARS was
shown in activated human T cells purified from peripheral blood, as well as in T cells
isolated from affected psoriasis skin lesions. Furthermore, PPARGS is induced in T
cells upon stimulation with type 1 interferon (IFN). Functionally, PPARS enhances
proliferation of primary T cells and blocks apoptosis induced by type 1 IFN and by
serum deprivation. It was shown that these cellular functions are mediated by
activation of ERK1/2 signaling. The results presented in this work establish a direct
molecular link between type 1 IFN signaling and PPARGJS, define a functional role for
PPARS in human T cells, and suggest that the induction of PPARS by type 1 IFN
contributes to the persistence of activated T cells in psoriasis skin lesions.

To study the function of PPARGS in T cells the suppression of PPARS gene expression
was necessary. This was accomplished using siRNA expressed from a lentiviral
vector. Vectors based on lentiviruses are highly efficient vehicles for gene transfer
approaches and are widely used in basic research. The use of replication—deficient
pseudotyped HIV-derived lentiviral vectors allows the efficient transduction of primary
cells including human T cells. Generation of high titer lentiviral stocks and efficient
virus concentration are central to maximize the utility of lentiviral technology.
Therefore, the present work initlally established protocols for optimizing the
production and concentration of lentivectors. Published protocols for lentivirus
production on a range of transfer vectors differing in size (7.5-13.2 kb) were

evaluated. Based on these, a modified virus production protocol was developed
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robustly yielding useful titers (up to 10” / ml) for a range of different transfer vectors
containing packaging inserts up to 7.5 kb. The results also showed that the recovery
of virus after concentration by ultracentrifugation depends on the size of the
packaged inserts, heavily decreasing for large packaged inserts. To address this
technical limitation, a fast (4h) centrifugation protocol at reduced speed allowing high

virus recovery even for large and fragile lentivirus vectors was developed.
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7. Zusammenfassung

Peroxisome proliferator-activated receptor delta (PPARS) ist ein nuklearer Rezeptor,
der der Superfamilie der Steroidhormon-Rezeptoren angehért. Seine biologischen
Funktionen sind vielfaltig und reichen von der B-Oxidation von Fettsduren Uber die
Proliferation der Keratinozyten bis hin zur Differenzierung von epithelial Zellen. Die
Rolle von PPARGS innerhalb des Immunsystems wurde bislang nicht genau aufgeklart.
Eine Vielzahl von Indizien weisen auf eine zentrale Rolle von PPARS bei Psoriasis
hin. Psoriasis (Schuppenflechte) ist eine haufig auftretende chronisch verlaufende
entzundliche Erkrankung der Haut mit einer Pravalenz von 2% - 4% in den
westlichen Industrienationen. Da die Psoriasis durch Ubermafige Keratinozyten-
proliferation und Differenzierung gekennzeichnet ist, beschrankte sich die Forschung
bislang auf die Bedeutung von PPARS in Keratinozyten. An der
Psoriasispathogenese sind jedoch auch aktivierte T-Zellen beteiligt. Daher wurde im
Rahmen dieser Arbeit die Expression und die funktionelle Bedeutung von PPARS in
humanen T-Zellen untersucht. Die Expression konnte sowohl in aktivierten humanen
T-Zellen, die aus peripheralen Blut isoliert wurden, als auch in T-Zellen der
suprabasalen-Schicht psoritatischer Haut gezeigt werden. Weiterhin wurde PPARS in
T-Zellen durch Typ 1 Interferon (IFN) induziert. Funktionell verstarkt PPARS die
Proliferation primarer T-Zellen und schutzt diese sowohl vor Typ 1 IFN-induzierter als
auch vor Serumentzug-induzierter Apoptose. Die Untersuchungen ergaben, dass
diese zellularen Funktionen durch Aktivierung von ERK1/2 vermittelt werden. Die hier
gezeigten Resultate weisen auf eine direkte molekulare Verbindung zwischen den
Typ 1 IFN-Signalwegen und PPARGS hin und die funktionelle Rolle von PPARS in
humanen T-Zellen wird deutlich aufgezeigt. Dies deutet daraufhin, dass die Typ 1
IFN vermittelte Induktion von PPARS mdglicherweise fur das Ausharren der
aktivierten T-Zellen in lasionaler Haut bei Psoriasis verantwortlich ist.

Far Experimente im Rahmen der Untersuchung der Funktionen von PPARS in T-
Zellen wurde die Expression des PPARGS-Gens mittels siRNA inhibiert. Die siRNA
wurde dabei von einem Lentivektor exprimiert. Aufgrund ihrer Charakteristika stellen
die Lentiviren besonders geeignete Vektoren flir den Gentransfer dar.
Replikationsinkompetente lentivirale Vektoren sind in der Lage ruhende und sich
nicht teilende Zellen zu infizieren und ihr genetisches Material (shRNA) in das

Zielzellgenom zu integrieren. Dadurch wird die siRNA in den infizierten Zellen und



7.Zusammenfassung 103

deren Tochterzellen stabil exprimiert. Fur experimentelle Anwendungen lentiviraler
Vektoren sind ein hoher Titer der Virusuberstdnde und effiziente Virus-
Konzentrationen wichtige Faktoren. Aus diesem Grund war das Ziel zu Beginn dieser
Arbeit die Produktion und Aufkonzentrierung von Lentivektoren zu optimieren. Dazu
wurden mehrere bereits in der Literatur veréffentlichte Protokolle unter Verwendung
verschiedener Transfervektoren, die sich in der GroRe unterscheiden (7.5-13.2 kb),
evaluiert. In dieser Arbeit konnte ein modifiziertes Virusproduktionsprotokoll, das
anwendbare Titer (von bis zu 10’ V/ml) fir eine Auswahl unterschiedlicher
Lentivektoren mit Inserts bis zu 7.5 kb liefert, etabliert werden. Ferner zeigten die
Resultate, dass die Ausbeute an Viren nach der Ultrazentrifugation abhangig ist von
der GrolRe des im Vektor beeinhaltenden Inserts und dass die Ausbeute stark
abnimmt bei groRen Inserts. Auch wurde hier ein schnelles (4h) und leicht
anwendbares Zentrifugationsprotokoll prasentiert, welches eine hohe Ausbeute auch

fur grof3e und fragile Vektoren ermdglicht.
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8. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abb. Abbildung

AF aktivierende Funktion

AP-1 Aktivator-Protein -1

APC Antigenprasentierende Zelle

aq.dest. destilliertes Wasser

bp Basenpaare

bzw. beziehungsweise

CcDh cluster Differentiation

cDNA complementary DNA

DC Dendritische Zelle

C/EBP CCAAT/enhancer binding protein

CREB cAMP responsive element binding protein
DBD DNA-Bindungsdomane

DISC death inducing signal complex

DMSO Dimethylsulfoxid

dNTP desoxy-Nukleotid-5'-triphosphate

dsRNA doppelstrangige RNA

DMEM Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium
ERK extracellular signal-regulated protein kinase
FACS fluorescence activated cell sorter

FasL Fas-Ligand

FCS Fotales Kalber Serum

FITC Fluoreszeinisothiocyanat

FSC forward scatter

GAPDH Glyceraldehyd-3-phosphat-dehydrogenase
HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethan-sulfonsaure
h Stunden

GM-CSF Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor
HIV Human Immunodeficiency Virus

ICAM-1 interzellulares Adhasionsprotein

IFNa Interferon alpha

IFNy Interferon gamma
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Ig (M) Immunglobulin der Klasse (M)

IL Interleukin

IP-10 interferon g inducible protein-10

IRF2 IFN regulatory factor 2

kd Kilodalton

MHC major histocompatibility complex

miRNA micro RNAs

MOI Multiplicity of infection

mRNA Messanger Ribonukleinsaure

PBMC peripheral blood mononuclear cell

PE Phycoerythrin

PHA Phytohamagglutinin

PBS Phosphate buffered saline

Pl Propidiumiodid

PPAR Peroxisomproliferator-aktivierender Rezeptor
rpm rounds per minute

RPMI Zellkulturmedium entwickelt am Roswell Park Memorial Institute
RT Reverse Transkription

RISC RNA induced silencing complex

RNAI RNA-Interferenz

RNasen Ribonukleasen

RT-PCR Reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion
RXR Retinoid X Rezeptor

shRNA small hairpin RNA

siRNA small interfering RNA

STAT signal transducers and activators of transcription
SSC sideward scatter

TZR T-Zellrezeptor

TH1/2 T-Helfer-Zelle Typ 1/2

TNF-a Tumor Nekrose Faktor alpha
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