AUS DEM INSTITUT FUR PATHOLOGIE
IN DER MOLEKULAREN PATHOLOGIE
PROF. DR. ANJA KATRIN BOSSERHOFF
DER FAKULTAT FUR MEDIZIN
DER UNIVERSITAT REGENSBURG

Die Rolle von Repellentfaktoren und Zelladh&sionsmolekulen fir die Entstehung
und Progression von Rheumatoider Arthritis und Osteoarthritis

Inaugural — Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades

der Biomedizinischen Wissenschaften
der

Fakultat fur Medizin

der Universitat Regensburg

vorgelegt von
Anke Rudel

2014






AUS DEM INSTITUT FUR PATHOLOGIE
IN DER MOLEKULAREN PATHOLOGIE
PROF. DR. ANJA KATRIN BOSSERHOFF
DER FAKULTAT FUR MEDIZIN
DER UNIVERSITAT REGENSBURG

Die Rolle von Repellentfaktoren und Zelladh&sionsmolekulen fir die Entstehung
und Progression von Rheumatoider Arthritis und Osteoarthritis

Inaugural — Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades

der Biomedizinischen Wissenschaften
der

Fakultat fur Medizin

der Universitat Regensburg

vorgelegt von
Anke Rudel

2014



Dekan: Prof. Dr. Dr. Torsten E. Reichert

Betreuerin: Prof. Dr. Anja Katrin Bol3erhoff

Tag der mundlichen Prifung: 30.04.2014



Inhaltsverzeichnis

ZUSAMIMENTASSUNG . eeeeeieieeiiiiiieieeee ettt ettt ettt ettt ettt ettt et et et et ettt e e e e e e et eeeeeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees -1-
1. EINIEIUNG e -3-
1.1. ArtIKUIArer KNOTPEI ... -3-
1.1.1. ChONAIOGENESE. ...t -3-
1.1.2. Der Aufbau des artikul&ren Knorpels...........ccoooo, -4 -
1.2. Rheumatoide ArthritiS..........ooii i -5-
1.2.1. SHE PIOEINE...ciiiiiiiiieii et -7-
1.2.2. RODO-REZEPIOIEN ... ..ot e e e e -8-
1.2.3. Signaltransduktion nach Slit-Bindung an die Robo Rezeptoren................. -10-
1.2.4. Transkriptionelle Regulationsmechanismen in RA.........cccoooooviiiiiienneeee, -11-
1.2.4.1.  TranskriptionsfakloreN...........cceiie i e e aaeees -11-
1.2.4.2.  Single nucleotide polymorphiSms .........cccooiiiiiiiiiiiiiiiie e, -12 -
1.2.4.3.  MICTO RNAS .o -13-
1.2.5. Therapieansatze bei rheumatoider ArthritiS............oovviieei i, -13-
1.3. OStEOAIMNIILIS.....eiiieiieiiiieee e -14 -
1.3.1. (0= To | =1 1o 1 -16 -
I I T > T | T o SRS -17 -
1.3.2. Transkriptionelle Regulationsmechanismen in OA ..........cccccvvviiiiiiiiiinnnnnn. -18 -
1.3.2.1.  TranskriptionSfaktoren .........cooooe oo -18-
1.3.2.2.  Single nucleotide polymorphiSmS ..........coooeiiiiiiiiiien -19-
1.3.2.3.  MICIO RNAS ...ttt e e e e e e et e e e e e e e e aatataaaaaeeaneeennnes -19-
1.3.3. Therapieansatze bei OSte0arthritis..............uuuuuviiiiiiiiiiiiiiie - 20 -
2. ZI@ISEUZUNG . ..ttt -21-
3. Material und Methoden............oovvviiiiiiii e -22 -
3.1 MALEIIAL ... -22 -
3.1.1. Verbrauchsmaterialien ... -22 -
3.1.2. (1] - 1T PP TP TUPPPTP -25-
3120, AULOKIAVEN ..o -25-
T O =1 (0] r= T o] oI L= 11U | (=] o -25-
3.1.2.3. BIULSCRIENKE ... .o -25-
3.1.2.4. GelelektrophoresSeapparaturen...........ooeveeeieiiiiie e e -25-
3.1.25. Heiz- und KUhIBIOCKE ... - 26 -
3.1.2.6.  MIKIOSKOPE. ... e - 26 -
3.1.2.7.  SPANNUNGSEIALE .. ..oieiiiiiiii ettt e e e et e e e e e e erneea s - 26 -



3.1.2.8.
3.1.2.9.
3.1.2.10.
3.1.2.11.
3.1.2.12.
3.1.3.
3.1.4.
3.1.4.1.
3.1.4.2.
3.1.5.
3.1.6.

3.1.6.1.
3.1.6.2.
3.1.6.3.
3.1.6.4.
3.1.7.
3.1.8.
3.1.8.1.
3.1.8.2.
3.1.8.3.
3.1.8.4.
3.1.8.5.
3.1.8.6.
3.1.8.7.
3.1.9.
3.1.9.1.
3.1.9.2.
3.1.9.3.
3.1.9.4.
3.1.9.5.
3.1.9.6.
3.1.9.7.
3.1.9.8.
3.1.10.
3.2.
3.2.1.

SterilwerkbENKe. ..........oovviiiiii - 26 -
TREIMMOCYCIE ... e - 26 -
ANAIYSEWEBGEN ... -27 -
ZEINEITTUGBIN ..t -27 -
SONSHPE GEIALE ..oeeeiieeeeeeeeeeeee et -27 -
o1 1= o PR -28 -
Medien, Antibiotika UNd PUTEr........oiveiiii e -28 -
Medien zur Anzucht von E. coli und Saugerzelllinien ................ccooeeeee. -28 -
Y 01 1] o] (o 1= USSP -28 -
OlGONUKIEOTIAE ... -28 -
Rekombinante Proteine, DNA-Methyltransferase-Inhibitoren und

F Y 0111 o] o= ST USUPPPPINS -31-
Rekombinante Proteine...........ooeieiiie -31-
DNA-Methyltransferase-Inhibitoren .............cccoooviiei i, -31-
Primare ANtIKOIPEL .. ..o e -31-
SEKUNAAre ANtIKOIPE ... . i -32-
MiR-Sonden, siRNA, miR und anti-miR MoleKUle............ccoovovieiiiiiiiiieinnns -33-
Puffer UNd LOSUNGEN ........uuiii et e e -33-
Ldsungen fur die Agarose-Gelelektrophorese (DNA-Auftrennung) ............ -33-
Losungen fiur die Isolation von Plasmiden (Mini-Praparation).................... -34 -
Losungen fir Western BlOt ... -34 -
Losungen und Gele fir die SDS-Gelelektrophorese.............ccooeeeeeeii. -34 -
Losung zur Isolation von Gesamtprotein (RIPA-Puffer) ............cccoeeeeee. -35-
Losungen zur Isolation von Kernproteinen ..., -35-
Sonstige Losungen und PUFfer ... - 36 -
RV 2] 1< (0 =1 o USSP - 36 -
101D NN 1 OO - 36 -
PCRIIFTOPO ..., - 36 -
PGL2-basic und pGL3-basiC............ccoceeiiiiiiiic e, -36 -
PGL3-PIOMOLET ...t e et e e ettt eeerb e aaees - 37 -
PRI K ettt et e e e e e e e e e e e et e e e e e e e n i raaaeaeaaans -37-
PGL2-AP-1, pGL2-CRE uUNd PGL2-NFKB ......ccccoiiiiiiiiiiee e eeiiiiira e e -37-
TOP/FOPIASN........iiiieiiiee et -37-
Klonierte VEKIOIEN........oouiii e -37-
Zelllinien und primare Zellen ... -38-
131 T T [T o P URTP -39 -
Molekular- und mikrobiologische Arbeiten...........cccooeviviiiiii i, -39 -



3.2.1.1.
3.2.1.2.
3.2.1.3.
3.2.1.4.
3.2.1.5.
3.2.1.6.
3.2.1.7.
3.2.1.8.
3.2.1.9.
3.2.1.10.
3.2.1.11.
3.2.1.12.
3.2.2.
3.2.2.1.
3.2.2.2.
3.2.2.3.
3.2.2.4.
3.2.2.5.
3.2.2.6.
3.2.2.7.
3.2.2.8.
3.2.2.9.
3.2.2.10.
3.2.3.
3.2.3.1.
3.2.3.2.
3.2.3.8.
3.2.3.4.
3.2.3.5.
3.2.3.6.
3.2.3.7.

4.1.

4.1.1.

4.1.2.
4.2.

RNA-Isolation aus Saugerzellen..............ccoovvveviiiiieieeeceiinn,
DNA-Isolation aus Saugerzellen............cccceeeveeeieeee,
Reverse Transkription ...
Polymerase-Kettenreaktion .............ccccooeieiiie,
Quantitative real-time PCR...........ccccoiiiiiiiiiice e,
Agarose-Gelelektrophorese.............ccccceiiiiiiiiiiiiiiiiiiee
DNA-Aufreinigung aus Agarosegelen...........ccccceeeeeeeeeeeeenn.
Restriktion vON DNA ... e
Klonierung und Transformation .............ccccoeeeeeeeeeieeeeeeeeeen
MULBGENESE ... e e e
Plasmid-1solation...........ccccooeei,
Chromatin-Immunoprazipitation (ChIP) ..........ccccceeeeeiiiiini,
Protein-Biochemische Arbeiten .............cccceeeeeeee,
Proteinisolation............ccoo oo,
Isolation von Kernproteinen..............ocuviieeiieeeeceeiiiicieee e,
Konzentrationsbestimmung...........ccoooeeeiiiiiniiiiiiein e,
Flissigchromatographie/Massenspektrometrie (LC/MS) .....
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese ..........cccccceeeeieeeeiinnnn,
WeESEEIN BIOL .......uuiiiiiiiiiiiiiiiii e
Electrophoretic mobility shift assay............cccccoeeeeiiiiieennn.
Enzyme-linked Immunosorbent Assay ............cccceeeeeeeeeen.
PUll-down ASSAY........coooiiiiiiiieee
In situ HYbridiSierung........ooooeeeooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e
Zell-basierte Arbeiten ...........oovevviiiiiiiieeicce e
= || U U
Transfektion ..o
REPOIEIgEN-ASSAY ......uuiiiiiiiieeiii e
Migrations-Assay (Boyden-Kammer)..........ccccooeeeieieieeeeen.
Migrations-Assay (Real-time cell analysis (RTCA)) .............
IMMUNTIUOIESZENZ ...
SHALISTIK ..o
ErgebNiSSe ..uun i
Robo3 Expressionsregulation und Signaltransduktion nach
Ligandenbindung...........couueiiiiiiiiiic e
Expression der verschiedenen Robo3 Varianten in RASF...
Signaltransduktion nach Slit3 Bindung an Robo3B..............

Herabregulation von hsa-miR-188-5p in aggressiven RASF



4.3.

5.1.

5.1.1.
5.1.2.

5.2.

5.3.

8.1.
8.2.
8.3.

Polymorphismen im N-Cadherin Promotor filhren zu einer verdnderten

EXPression deS GENS ......cooiiiiiiee e - 67 -
011 (1] o o T -75-
Robo3 Varianten in RASF und Signaltransduktion nach Slit3-Bindung...... -75-
Robo3B ist die in RASF exprimierte Robo3-Transkriptvariante ................. -75 -
Slit3-Behandlung fuhrt zu einer verminderten AP-1 Aktivitat in RASF ....... -78 -
hsa-miR-188-5p reguliert die Expression von KIAA1199, Col1Al und Col12A1
IN aggresSiVeN RASF ... ... -79 -
Die genetische Variation rs11564299 fuhrt zur Bindung von hnRNP K an den
N-Cadherin Promotor .........cooie e e e -82-
Eigene PUbBIIKAtIONEN..........iiii i - 86 -
LiteraturverzeiChnis ..., - 87 -
YN o] 0= 1o To PSSR - 105 -
ADBKUrzZUNgSVEIrZEICANIS ......ovviiiiii e - 105 -
(D= 10 ST= (o U o [P USRPPPPRPPIN - 109 -



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit soll zum besseren Verstandnis der molekularen Ursachen und der
Genregulation bei rheumatoider Arthritis und Osteoarthritis beitragen. Bei beiden
Erkrankungen kommt es zur Zerstérung des Gelenkknorpels und dadurch zu einer
funktionellen Einschréankung des Gelenks. Dabei spielen aktivierte Synovialfibroblasten
(SF) eine entscheidende Rolle. Diese Zellen wandern in den Knorpel ein und tragen durch
die verstarkte Expression von Matrix-degradierenden Enzymen zum Abbau des Knorpels
bei. In der Literatur wurde bereits beschrieben, dass aktivierte SF von Patienten mit
rheumatoider Arthritis (RASF) im Vergleich mit SF von gesunden Spendern eine hdhere
Expression von Rezeptoren aufweisen, die ursprunglich auf Neuronen wéhrend der
Entwicklung des zentralen Nervensystems entdeckt wurden. Dazu gehéren unc-5
homolog B und C (Unc5B und Unc5C), sowie ein Rezeptor der Roundabout, Axon
Guidance Receptor Rezeptorfamilie, Robo3. Durch Bindung des Liganden Slit3 an den
Robo3-Rezeptor werden RASF inhibiert und migrieren weniger. Neben diesen
Rezeptoren wird auch ein aus dem Nervensystem bekanntes Cadherin, N-Cadherin, in
aktivierten SF gegenilber SF von gesunden Spendern verstarkt exprimiert. N-Cadherin
kann mit Robo3 interagieren und tragt damit ebenfalls zum aggressiven Phanotyp von
RASF und SF von Patienten mit Osteoarthritis (OASF) bei.

Bisher war nicht bekannt, welche der Robo3-Isoformen in RASF exprimiert werden und
welche Transkriptionsfaktoren an der Signaltransduktion nach Slit3-Bindung beteiligt sind.
Deshalb war das Ziel des ersten Projektteils die ldentifikation der exprimierten Robo3-
Variante und der beteiligten Transkriptionsfaktoren. Im zweiten Projektteil wurde die
Regulation der Expression der tberexprimierten Rezeptoren durch micro RNAs (miRs)
untersucht. Dabei lag der Fokus auf miRs, die in RASF weniger exprimiert werden als in
SF von gesunden Spendern, was eine starkere Expression ihrer Zielgene erméglicht. Ziel
des zweiten Projekiteils war somit die Identifikation einer in RASF fehlregulierten miR
sowie die Aufklarung ihrer Rolle fir die Expression von Unc5B, Unc5C und Robo3. Im
dritten Projektteil wurde die Bedeutung von N-Cadherin fir die Entstehung und
Progression von Osteoarthritis untersucht. Ziel dabei war die Assoziation von SNPs mit
der Erkrankung. AufRerdem wurde nach einem Transkriptionsfaktor gesucht, der die

Expression von N-Cadherin aufgrund des gefundenen SNPs beeinflussen kann.

In der vorliegenden Arbeit konnte fur rheumatoide Arthritis im ersten Projektteil gezeigt

werden, dass RASF die Slit-bindende Robo3B Isoform exprimieren und der
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Transkriptionsfaktor AP-1 in das Robo3-SIit3 signalling involviert ist. Durch die Beteiligung
von AP-1 an der Signaltransduktion lasst sich aufgrund der bisherigen Literaturdaten
schlieen, dass Rho-GTPasen das Signal nach Slit3-Bindung an den Robo3-Rezeptor
intrazellular weiterleiten und dadurch die Aktin-Polymerisation beeinflusst wird. AuRerdem
wurde im zweiten Projektteil gezeigt, dass hsa-miR-188-5p in RASF in frihen Passagen
weniger exprimiert wird als in RASF in spaten Passagen. Durch diese fehlregulierte miR
konnte ein ebenfalls fehlreguliertes Zielgen, KIAA1199, identifiziert werden. Da KIAA1199
ein Hyaluronsaure-depolymerisierendes Enzym ist und bereits als in RASF fehlreguliert
beschrieben wurde, stellt hsa-miR-188-5p eine Mdéglichkeit der Regulation dieses Proteins
dar. Im dritten Teil der Arbeit konnte gezeigt werden, dass das seltene Allel von
rs11564299 bei Osteoarthritis protektiv ist und mit einer erhéhten N-Cadherin Expression
in OASF korreliert. Damit konnte zum ersten Mal eine Beteiligung von N-Cadherin an der
Auspragung von Osteoarthritis gezeigt werden. Zudem konnte ein Transkriptionsfaktor,
hnRNP K, identifiziert werden, der an das seltene Allel von rs11564299 bindet und somit

zur erhdhten N-Cadherin Expression beitragen kann.

Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern erste Hinweise fir neue Therapie-Optionen und
Prognose-Mdéglichkeiten von rheumatoider Arthritis und Osteoarthritis. Da RASF Robo3B
starker exprimieren als normale SF, bietet dieser Rezeptor und dessen Inhibition durch
Slit einen Mechanismus fir die Therapie von rheumatoider Arthritis. Ebenso kodnnte die
Regulation von KIAA1199 durch hsa-miR-188-5p in Zukunft fir die Inhibition der
Aggressivitat von RASF genutzt werden. Rs11564299 stellt zwar keine Therapie-Option
fur Osteoarthritis dar, kénnte jedoch dazu beitragen, das Risiko, Osteoarthritis zu

entwickeln, genauer zu beurteilen.



Einleitung

1. Einleitung

1.1. Artikuléarer Knorpel

In der vorliegenden Arbeit wurden molekulare Ursachen in rheumatoider Arthritis (RA) und
Osteoarthritis (OA) untersucht. Dabei lag der Fokus auf Zellen der Synovialmembran des
Kniegelenks. Zum Verstandnis dieser Erkrankungen sind allerdings auch der Aufbau und
die Funktion des Knorpels von Bedeutung, da dieser im Verlauf von RA und OA zerstort
und somit die Funktion des Gelenks eingeschrankt wird.

1.1.1. Chondrogenese

Um zu verhindern, dass Knochen bei Bewegungen in Gelenken abgerieben werden, sind
die Knochenenden in Gelenken von flexiblem hyalinem Knorpel Uberzogen [1]. Dies dient
dazu, Krafte zu dampfen und gleichméaRig zu verteilen [2]. Knorpel entsteht durch
Chondrogenese aus mesenchymalen Stammzellen (MSC, Abbildung 1). Dies ist nicht nur
wahrend der Embryonalentwicklung wichtig, sondern auch im erwachsenen Organismus,
zum Beispiel bei der Regeneration von skelettalen Gewebeschaden. Die Chondrogenese
beginnt mit der Aggregation und Kondensation von mesenchymalen Vorlauferzellen. Der
Wachstumsfaktor transforming growth factor-G8 (TGF-B) ist Teil einer grof3en
Proteinfamilie, zu der auch bone morphogenetic proteins (BMPs) gehotren. Mitglieder
dieser Superfamilie spielen in allen Phasen der Knorpelentwicklung eine wichtige Rolle,
so fluhrt die Stimulation der TGF-B-Rezeptoren zur Induktion der Chondrogenese [3].
Wahrend der frihen Chondrozyten-Differenzierung proliferieren die Zellen stark und
weisen eine hohe Expression von knorpelspezifischen Molekilen wie Kollagen I,
N-Cadherin und Aggrecan auf [4—6]. AuRerdem exprimieren die Zellen verstarkt den
Transkriptionsfaktor SRY-box 9 (Sox9). Transkriptionsfaktoren der Sox Familie spielen
wahrend der Chondrogenese und der Chondrozyten-Differenzierung eine wichtige Rolle.
Allerdings stimuliert TGF-B die Kondensation der Zellen nur wahrend der frihen
Chondrogenese uber Sox9 [7,8]. Wahrend der spaten Chondrogenese verhindert TGF-3
die hypertrophe Differenzierung der Chondrozyten tber Smad2/3 [9,10].

Zur hypertrophen Differenzierung und damit zur terminalen Differenzierung kommt es
wahrend der endochondralen Ossifikation durch BMP-Stimulation [11]. Die Chondrozyten

exprimieren nun Kollagen X statt Kollagen 1l [12]. Die Zellen nehmen an GroRRe zu,
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mineralisieren und werden apoptotisch. Die Knorpelmatrix dient dann einwandernden

Osteoblasten und Osteoclasten als Gerust fur den Aufbau von Knochen [4].

Aggregation Proliferation Differenzierung hypertrophe

und Differenzierung
Kondensation

. . Kollagen Il .

L
MSC Kollagen Il Kollagen X
Chondroblast Chondrozyt
Hypertropher Chondrozyt
TGF-p > Sox9 TGF-§ = Smad2/3 BMP-6
_—
frihe Chondrogenese endochondrale
Ossifikation

Abbildung 1: Schematischer Uberblick iiber die Chondrogenese. Durch TGF-B Stimulation von
mesenchymalen Stammzellen (MSC) kommt es zu Beginn der Chondrogenese zur Aggregation
und Kondensation der Zellen. Wéahrend der frihen Phase der Chondrogenese proliferieren die
Zellen stark und exprimieren Kollagen Il. In dieser Phase fiihrt die TGF-B Stimulation zu einer
Induktion von Sox9. In differenzierten Chondrozyten hingegen aktiviert TGF-f den Smad2/3
Signalweg, wodurch die hypertrophe Differenzierung inhibiert wird. Zur endochondralen
Ossifikation kommt es durch BMP-6 Stimulation. Dabei differenzieren die Chondrozyten terminal
und sterben durch Apoptose.

1.1.2. Der Aufbau des artikularen Knorpels

Ein gesunder adulter Gelenkknorpel besteht zum grofdten Teil aus extrazellularer Matrix
(ECM), wahrend Chondrozyten, der einzige Zelltyp im Knorpel, nur zwei bis drei Prozent
der Knorpelzusammensetzung ausmachen [2]. Der hyaline Knorpel besteht zu 65-80%
aus Wasser. Die restlichen Anteile sind hauptsachlich Kollagene und Proteoglykane [2].
Kollagen 11, IX und Xl sind die wichtigsten Kollagene der artikularen ECM, deren
verhaltnismaRige Verteilung in den verschiedenen Zonen kaum variiert. Diese Kollagene
bilden keine Homopolymere, sondern Heteropolymere aus allen drei Kollagenen. Die
Zerstorung dieser Vernetzung scheint eine entscheidende Rolle bei degenerativen
Erkrankungen zu spielen [13]. Den grofiten Anteil der Proteoglykane macht das
Chondroitinsulfatproteoglykan Aggrecan aus. Durch Bindung von Aggrecan an
Hyaluronsaure ensteht eine hydrierte gelartige Struktur, die wesentlich zur Belastbarkeit
von Knorpel beitragt [14]. Der Aufbau von artikularem Knorpel ist in Abbildung 2A

schematisch gezeigt. Ca. 10 - 20% des artikularen Knorpels sind Teil der Tangentialzone,
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welche die tieferen Zonen vor Scherstress schitzt. Die Kollagenfibrillen sind in dieser
Zone dicht gepackt und parallel zur Knorpeloberflache angeordnet (Abbildung 2B) [15].
Chondrozyten treten hier Uberwiegend einzeln auf und sind meist scheibenférmig,
wahrend sie in der tiefsten Schicht (Radidrzone) in vertikalen Saulen angeordnet und
kugelformig sind [2,16]. Die Ubergangszone ist die funktionelle und anatomische
Verbindung zwischen Tangentialzone und Radiarzone und macht ungefahr 40 - 60% des
Knorpels aus [15]. Die Kollagenfasern sind hier dicker und schrég zur Knorpeloberflache
angeordnet (Abbildung 2B). Die Radidrzone besteht aus den dicksten Kollagenfibrillen,
die senkrecht zur Knorpeloberflache liegen (Abbildung 2B). Diese Zone macht ca. 30%

des Knorpels aus [15].

A B
__—— Gelenkoberflache
<
v
€9
7,

W P "“‘*’r‘mﬁ o | T langentialzone —{___ e e
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® ©g @ T 1o |a L) )
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o @ & % ole |28 N
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% D .!’@0 E & Radiarzone _.E Y (A
& o O 124 . .
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Chondrozyt spongioser Knochen
Tidemark Tidemark

Abbildung 2: Schematischer Aufbau von artikularem Knorpel. A Zellulare Organisation der
verschiedenen Zonen des artikularen Knorpels. An der Oberflache des Gelenks befindet sich
Knorpel (Tangentialzone, Ubergangszone und Radiarzone), daran schlief3t die mineralisierte Zone
an, gefolgt von der subchondralen Knochenplatte. B Anordnung der Kollagenfasen im artikuléaren
Knorpel. Tangentialzone: Hauptsachlich bestehend aus Kollagen Typ Il und IX, dicht gepackt und
parallel zur Knorpeloberflache; Ubergangszone: Dickere Kollagenbiindel, schrag zur Oberflache
angeordnet; Radiarzone: Enthalt die grofiten Kollagenfibrillen, senkrecht zur Knorpeloberflache
angeordnet. (Modifiziert nach Sophia Fox et al. [15])

1.2. Rheumatoide Arthritis

Die Zerstorung von Knorpel spielt eine entscheidende Rolle bei degenerativen
Gelenkerkrankungen wie rheumatoider Arthritis (RA). Betroffen sind hierbei vor allem
Synovialgelenke, in welchen es durch die Zerstérung des Knorpels zu einer funktionellen

Einschrankung der Gelenke kommt [17,18]. RA st eine chronische, systemische,

-5-
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entzuindliche Autoimmunerkrankung und die haufigste Form der chronischen Arthritis. Die
genauen Ursachen fir RA sind unbekannt. Man geht aber davon aus, dass sowohl
genetische Faktoren als auch Umwelteinfliisse, Rauchen [19], Ubergewicht [20] und
Stress [21] zur Auspragung der Krankheit beitragen [22]. Auch humane
Leukozytenantigen (HLA)-DR Gene beeinflussen die Suszeptibilitat fir RA [23], weil diese
Gene beispielsweise an der Antigenprasentation beteiligt sind. CD4+ T-Zellen erkennen
diese Antigene, weshalb die Assoziation von HLA-DR Genen mit RA die Beteiligung der
T-Zell-Rezeptor/HLA-Bindung an den pathologischen Prozessen bei RA zeigt und die
wichtige Rolle von T-Zellen bei RA verdeutlicht [24].

Osteoklast
Gelenkkapsel Fibroblast
Makrophage
Synovium Dendritische Zelle
T-Zelle
Neutrophile Plasmazelle
B-Zelle
Knorpel extensive Angiogenese
Synovial- Mastzelle
fibroblasten
und
Makrophagen
Hyperplastische
Synovialmembran
Knochen

Nature Reviews | Drug Discovery

Abbildung 3: Schematischer Aufbau eines synovialen Gelenks. A Normales Gelenk. Das
Synovium besteht aus ein bis drei Zellschichten. B Gelenk bei RA. Das Synovium besteht aus
vielen Zellschichten, es kommt zur Uberwucherung des Knorpels (Hyperplasie) und zur
Schadigung des Knorpels und des subchondralen Knochens. (Modifiziert nach Strand et al. [25])

Die Pravalenz fir RA nimmt mit steigendem Alter, unabhéangig vom Geschlecht, zu.
Allerdings steigt die Pravalenz ab einem Alter von 65 Jahren bei Frauen auf 15%, bei
Méannern jedoch nur auf 9% [1]. Eine entscheidende Rolle in der Erkrankung spielen

bestimmte Zellen der Gelenkinnenhaut (Synovium), sogenannte Synovialfibroblasten
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(SF). In gesunden Individuen ist das Synovium aus ein bis drei Zellschichten aufgebaut,
bestehend aus SF und Makrophagen (Abbildung 3A). In diesem Gewebe produzieren SF
Proteine und versorgen Gelenk und den anschlieenden Knorpel mit N&hr- und
Schmierstoffen wie Hyaluronsaure [26].

Bei RA kommt es zu einer Verdickung der Synovialmembran auf bis zu 15 Zellschichten,
einer sogenannten Hyperplasie (Abbildung 3B), wobei das hyperplastische Gewebe die
Knorpeloberflache regelrecht tiberwuchert und Zellen des Synoviums in den Knorpel und
in den subchondralen Knochen einwandern und diesen zerstéren [17,27]. Die Zerstérung
wird unter anderem durch die vermehrte Produktion von degradierenden Enzymen wie
MMPs, Serinproteasen und Aggrecanasen geférdert [22]. Neben Enzymen werden auch
Rezeptoren, wie Roundabout, Axon Guidance Receptor, Homolog 3 (Drosophila)
(Robo3), Unc-5 Homolog B (C. Elegans) (Unc5B) und Unc-5 Homolog C (C. Elegans)
(Unc5C) in RASF starker exprimiert als in nSF, was zu einer hdheren Aggressivitat der
Zellen fuhrt [28,29].

1.2.1. Slit Proteine

In der Literatur wurde bereits beschrieben, dass Slit3 die Migration von RASF und den
Knorpelabbau durch diese Zellen inhibiert [28]. Bei der Entwicklung des zentralen
Nervensystems agiert der Ligand Slit mit seinem Rezeptor, um Neuronen das Kreuzen
der Mittellinie des Nervensystems zu ermdglichen oder dieses zu verhindern [30]. Slits
sind ~200 kDa grof3e Glykoproteine der ECM [31]. Diese sogenannten Repellentfaktoren
wurden urspringlich im zentralen Nervensystem von Drosophila Embryonen entdeckt
[32]. In Saugetieren wurden bis heute drei, zu 60% homologe Slit-Varianten, identifiziert
(Slit1-3) [33], die an alle Robo Rezeptoren binden kdnnen [30,33]. Alle drei Slits bestehen
aus vier Leucin-reichen Wiederholungen (LRR) D1-D4, neun epidermal growth factor
(EGF) &hnlichen Doménen, die durch eine konservierte Agrin—Laminin—Perlecan—Slit
(ALPS) Doméne getrennt sind und einer C-terminalen, Cystein-reichen Domane
(Abbildung 4) [34,35]. Strukturelle Untersuchungen haben gezeigt, dass das aktive
Zentrum von Slit in D2 liegt, einer hochkonservierten Doméne in den verschiedenen Slit-
Varianten [36]. Diese Doméne ist fir die Bindung an die Robo Rezeptoren und somit fur
die repulsive Wirkung der Slits im zentralen Nervensystem verantwortlich. Slits werden in
vivo und in vitro proteolytisch in zwei Fragmente prozessiert, in ein ~140 kDa N-terminales
Fragment und in ein ~60 kDa C-terminales Fragment [33,37]. Wang et al. zeigten bereits

1999, dass die N-terminalen und C-terminalen Slit Fragmente unterschiedliche
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Eigenschaften besitzen. So diffundiert das kleinere C-terminale Fragment verstarkt,
wahrend das grollere N-terminale Fragment vermehrt mit Zellen assoziiert ist [37].
Wahrend das full-length Protein und das N-terminale Fragment an die Robo-Rezeptoren
binden und dadurch als Repellentfaktoren fungieren, ist die Funktion des C-terminalen
Fragments unklar [31].

In RASF konnte ein Einfluss der Slits auf die Migration gezeigt werden. Die Behandlung
mit Slit3 fuhrt hier zu einer Inhibition der Migration und zu geringerem Knorpelabbau durch
RASF [28].

Slit

D1
D2
4 LRR Doménen
D3

D4

000 —go0cechAA A

L 6 EGF Domanen Leucin-reiche
Doménen
— epidermal growth factor
.J._ ALPS Domane ahnliche Doméanen
Agrin—Laminin—Perlecan-Slit
~ 3 EGF Domanen Doméne
.— Cystein-Knoten @ Cystein-Knoten

Abbildung 4. Schematischer Aufbau der Slit Proteine mit vier LRR Domanen (D1-D4), neun EGF
Domaénen, unterbrochen von einer ALPS Domane und einer Cystein-reichen Domane am C-
terminalen Ende.

1.2.2. Robo-Rezeptoren

Denk et al. konnten zeigen, dass Zellen, welche den Robo3-Rezeptor exprimieren, starker
migrieren als Zellen, die kein Robo3 auf der Oberflache haben. Repellentfaktoren und ihre
Rezeptoren wurden urspringlich im Zusammenhang mit der neuronalen Entwicklung
beschrieben. Auch die Robo-Rezeptorfamilie wurde als erstes mit der Wegfindung von
kommissuralen Neuronen bei der Entwicklung des zentralen Nervensystems entdeckt
[30,38]. Robo Rezeptoren sind Zelladh&sionsmolekile und gehdren zur Immunglobulin-

(Ig-) Superfamilie (Abbildung 5) mit funf Ig-ahnlichen Domanen am N-Terminus. Diesen
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folgen drei Fibronectin Typ 1l (FNIII) Doménen, ein transmembraner Teil und bis zu vier
konservierte cytoplasmatische Motive (CC0-CC3), wobei humanem und murinem Robo3
CC1 fehlt [39,40]. Die cytoplasmatischen Domanen besitzen keine katalytische Aktivitat,
jedoch weisen sie Phosphorylierungsregionen und andere konservierte Motive auf [41].
Die CC1 Domane ist verantwortlich fir die Bindung an Deleted in Colorectal Cancer
(DCC) [42], wahrend CC2 eine Bindestelle fur enabled homolog (Drosophila) (Ena) besitzt
[43]. Fur die Liganden-Bindung der Rezeptoren sind die Igl und Ig2 Domanen essentiell
[44]. Die extrazellularen Doméanen sind auch fur die homophile Bindung der Robo-
Rezeptoren verantwortlich [45]. Robo geht aber auch heterophile Bindungen mit anderen
Oberflachenmolekiilen ein, wie DCC oder verschiedenen Cadherinen, z.B. N-Cadherin
[42,46,47]. Es wurde bereits beschrieben, dass es verschiedene SpleiRvarianten von
Robo3 gibt, welche in verschiedenen Stadien der Entwicklung eine Rolle spielen [48,49].
Interessanterweise wird die langste Variante, Robo3A, als nicht Slit-bindend beschrieben.
Eine weitere Robo3 Variante, Robo3B, wurde hingegen als Slit-bindend beschrieben [48].
Diese Variante hat einen anderen Translationsstart als Robo3A und hat somit einen
Robo3B-spezifischen N-Terminus. Eine genauere Beschreibung der Robo3-

Transkriptvarianten und deren Expression in RASF folgt im Ergebnisteil 4.1.1.

Robo

— 51g Doménen

— 3 FN Ill Domé&nen

= Immunglobulin-

Transmembrandoméne T "
/ ahnliche Domane

Fibronectin Typ Il
Domanen

CCO0,CC2,CC3 konservierte
cytoplasmatische
Doméne

Abbildung 5: Schematischer Aufbau der Robo-Rezeptoren mit funf Ig-dhnlichen Doménen, drei
FN 1l Doménen, einer Transmembrandoméane und drei konservierten cytoplasmatischen Doméanen
(CCo, CC2, CC3).
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1.2.3. Signaltransduktion nach Slit-Bindung an die Robo Rezeptoren

Es ist bekannt, dass Slit iber D2 an die Igl oder Ig2 Domane von Robo bindet [44]. FUr
Slit2 wurde gezeigt, dass die Bindung tber D2 in einem 1:1 Verhaltnis an die ersten zwei
Ilg Doménen von Robol stattfindet [50]. FUr die weitere Signaltransduktion wurden
verschiedene Wege beschrieben. Wie oben bereits erwéhnt, enthélt die CC2 Domane von
Robo eine Bindestelle fir Ena [43]. Ena wurde urspriinglich bei einer Suche nach
Inhibitoren fUr Mutationen der Tyrosinkinase abelson (Abl) gefunden [51]. Ena gehort zu
einer kleinen konservierten Familie von Proteinen und ist aus einer N-terminalen
enabled/VASP homology 1 (EVH1) Domaéne, einer zentralen Prolin-reichen Region,
mehreren SH3 Domanen und einer C-terminalen EVH2 Domane aufgebaut. Die Prolin-
reiche Region fungiert als Ligand fur das Aktin-Monomer Bindeprotein Profilin, die SH3
Doménen enthalten Bindestellen fiir Proteine wie Abl [52,53]. Die EVH2 Doméane ist in die
Bindung an F-Aktin involviert [54]. Mitglieder der Ena Proteinfamilie spielen eine wichtige
Rolle bei der Regulation des Aktin-Cytoskeletts wahrend der Zellmigration und der
Wanderung der Wachstumskegel von Neuronen [55]. Die direkte Interaktion von Ena und
Abl lasst vermuten, dass auch Abl direkt an der Signaltransduktion nach Bindung von Slit
an Robo beteiligt sein konnte. Bashaw et al. konnten zeigen, dass dies der Fall ist und
auch Abl direkt an eine konservierte cytoplasmatische Doméne (CC3) von Robo bindet
[43]. Die Autoren konnten ebenfalls zeigen, dass sich Ena und Abl in ihrer Funktion
erganzen. Wahrend Ena zur repulsiven Wirkung beitragt, kehrt Abl den Effekt durch
Phosphorylierung von Robo um und inaktiviert Robo [43]. 2002 zeigten Rhee et al., dass
die Bindung von Slit an Robo zu einer verminderten N-Cadherin-vermittelten Zell-
Adhasion fuhrt und Abl eine physikalische Verbindung zwischen den beiden Molekilen
darstellt [46]. Ein anderer Weg der Signalweiterleitung wurde 2001 von Wong et al.
beschrieben. Hier wurde gezeigt, dass Rho GTPase aktivierende Proteine (GAPs) Uber
ihre SH3 Domane mit der intrazellularen CC3 Doméane von Robo interagieren kénnen
[56]. Eine Slit-Bindung an Robo erhéht die Bindung dieser sogenannten Slit-Robo GAPs
(srGAPs), wodurch die intrinsische GTPase Aktivitat der Rho-GTPase cell division control
protein 42 homolog (Cdc42) erhdht wird, was wiederum zur Inaktivierung von Cdc42 flhrt
[56]. Diese Inaktivierung fuhrt zu einer verminderten Aktivierung des Neuronal Wiskott-
Aldrich Syndrome protein (N-WASP) und dadurch zu einer verringerten Bildung des
Arp2/3 Komplexes. Da Arp2/3 die Aktinpolymerisation fordert, haben geringere Cdc42

Level eine verminderte Migrationsfahigkeit der Zellen zur Folge [56].
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1.2.4. Transkriptionelle Regulationsmechanismen in RA

1.2.4.1. Transkriptionsfaktoren

Die Transkription kann auch durch eine veranderte Aktivitat von Transkriptionsfaktoren
moduliert werden. Der Promotor eines Gens weist dazu verschiedene Bereiche auf, die
die Bindung der Polymerasen ermdglichen oder die Affinitat dieser beeinflussen. Gene,
die durch RNA-Polymerase Il transkribiert werden, haben zum Beispiel meist zwei
Promotor-Kernelemente, eine TATA-Box und ein Initiator-Element [57]. Weiter entfernt
vom Transkriptionsstart findet man sogenannte Enhancer-Elemente. Die dort bindenden
Transkriptionsfaktoren konnen die Polymerase Bindung an den Promotor direkt
beeinflussen, da diese durch DNA-Loops in raumliche N&he des Transkriptionsstarts
gelangen [57]. Transkriptionsfaktoren sind die Modulatoren der Genexpression. Durch sie
sind Zellen in der Lage, auf &uf3ere Stimuli zu reagieren, was bei diversen Prozessen eine
wichtige Rolle spielt. Dazu gehoren u.a. Zellzykluskontrolle [58], sowie
Embryonalentwicklung [59]. Aber auch bei der Entstehung und Entwicklung einer
Krankheit spielen Transkriptionsfaktoren eine (bergeordnete Rolle. So sind
Transkriptionsfaktoren z.B. in der Gruppe der Onkogene deutlich Uberreprasentiert [60].
Transkriptionsfaktoren werden meist nach der Art ihrer Domanen zu Gruppen
zusammengefasst. Das macht deshalb Sinn, weil Transkriptionsfaktoren mit ahnlichen
DNA-Bindedomanen oft bei &hnlichen Prozessen eine Rolle spielen [61]. Die im
Folgenden aufgeflihrten Transkriptionsfaktoren wurden in der vorliegenden Arbeit im

Zusammenhang mit RA néaher untersucht.

Die Activating protein-1 (AP-1) Aktivitat ist im RA Synovium im Vergleich zum gesunden
Synovium erhoht [62]. Dies fuhrt zu einer verstarkten Expression von inflammatorischen
Cytokinen, wie IL-1B und somit zur einer erhéhten Expression von MMPs, was letztendlich
zu Knorpel- und Knochenabbau fiihrt [63]. AP-1 ist eine Transkriptionsfaktorfamilie, die
aus Homodimeren von Proteinen der Jun-Familie oder Heterodimeren von Jun, Fos oder
activating transcription factor (ATF) Proteinen besteht [64,65]. Diese Proteine weisen
basic leucin zipper (B-ZIP) Motive auf, Uber welche es zur DNA-Bindung und
Dimerisierung kommt. Erst durch die Dimer-Bildung kann DNA gebunden und so die
Genexpression beeinflusst werden. Die Zusammensetzung von AP-1 aus den
verschiedenen Proteinen beeinflusst die Bindung an die DNA, weshalb verschiedene

Dimere an unterschiedliche DNA-Sequenzen binden [66].

-11 -
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Der Transkriptionsfaktor Cyclic (c) AMP response element binding protein (CREB) ist
nahe mit ATF-1 oder cAMP response element modulator (CREM) verwandt und bindet an
sogenannte cAMP response elements (CRE) in der DNA. Diesen Proteinen ist
gemeinsam, dass sie B-ZIP Doméanen fir Homo- oder Heterodimerisierung besitzen [67].
CREB wird durch die Phosphorylierung an einem spezifischen Serin-Rest aktiviert und
kann dann an weitere Transkriptionsaktivatoren, wie cAMP binding protein (CBP) oder
p300, binden [68,69]. Es wurde gezeigt, dass CREB in TNF-a stimulierten SF verstarkt
phosphoryliert vorliegt, was fir eine Beteiligung von CREB an der veranderten
Genexpression in RASF sprechen konnte [70].

Fur Nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells (NFkB) wurde eine
Rolle bei der Degradierung von Knorpel durch RASF bereits 1998 durch eine Induktion
der Expression von MMP-1 gezeigt [71]. NFkB ist ein Transkriptionsfaktor, der aus Homo-
oder Heterodimeren finf verschiedener Proteine besteht: p65 (RelA), RelB, c-Rel,
p105/p50 (NFkB1) und p100/52 (NFkB2), wobei das p65/p50 Heterodimer das haufigste
Dimer ist. Diese Proteine besitzen alle eine 300 Aminosauren lange konservierte amino-
terminale Rel Homologie Domane (RHD), die fur die Dimerisierung, DNA-Bindung,

Bindung an den Inhibitor IkB und die nukleare Translokation verantwortlich ist [72].

B-Catenin wird, verglichen mit SF aus Osteoarthritis Patienten (OASF), verstarkt in RASF
exprimiert und tragt zur stabilen Aktivierung der RASF bei [73]. B-Catenin ist ein Protein
mit vielen verschiedenen Funktionen. So ist es unter anderem durch die Bindung an
Cadherine und deren Verankerung am Cytoskelett in die Zelladh&sion involviert [74].
Normalerweise ist B-Catenin somit auf der cytoplasmatischen Seite der Zellmembran zu
finden. Durch Phosphorylierung andert sich die Funktion von B-Catenin. Das Protein tragt
dann zur Signaltransduktion bei, wobei (-Catenin mit T-cell factor (TCF)/Lymphoid
enhancer-binding factor (Lef) Transkriptionsfaktoren assoziiert, in den Nucleus transloziert
und dort zum Beispiel die Wnt-induzierte Transkription triggert [75]. Bauer et al. konnten
aulBerdem zeigen, dass die Phosphorylierung und Stabilitat von B-Catenin in Zellen des
oralen Plattenepithelkarzinoms durch die Komplexbildung von P-Cadherin mit Robo3 und

Slit2 beeinflusst wird, was wiederum die Migration dieser Zellen inhibiert [47].

1.2.4.2. Single nucleotide polymorphisms

Verédnderungen in der DNA-Sequenz eines Promotors konnen die Expression von Genen

beeinflussen. Eine Méglichkeit dazu sind single nucleotide polymorphisms (SNPs). Unter

-12 -



Einleitung

SNPs versteht man den Austausch einzelner Basenpaare in der DNA. Sie stellen ca. 90%
der Variationen im Genom dar [76]. In den vergangenen Jahren wurden immer mehr
solcher SNPs identifiziert und in funktionellen Studien in Projekten wie genomweiten
Assoziationsstudien (GWAS) mit Phanotypen und Krankheiten assoziiert [77]. Es wurden
aber auch Assoziationen von SNPs mit dem Ansprechen auf Chemotherapeutika
gefunden [78] oder SNPs, die die Pravalenz fir eine Krankheit beeinflussen. Ein
sogenannter Suzeptibilitatslocus fur RA ist z.B. ein missense SNP im Protein Tyrosin
Phosphatase N22 (PTPN22) Gen, der mit einem erhdhten Risiko fir RA einhergeht [79].

1.2.4.3. Micro RNAs

Eine wichtige Rolle bei der Regulation der veranderten Genexpression in RASF im
Vergleich mit nSF spielen micro RNAs (miRs). MiRs sind ,kleine® RNAs, die an
spezifische Sequenzen in der mRNA binden und somit die Proteinexpression des Gens
regulieren. Sie kdénnen in Krankheiten de-reguliert sein und damit die Expression ihrer
Zielgene beeinflussen [80,81]. Bei RA werden miRs haufig durch Entziindungsfaktoren
fehlreguliert [82—84]. Da miRs bei RA nicht nur im entziindeten Gewebe vorkommen,
sondern auch in Koérperflussigkeiten wie Synovialfliissigkeit und Blut, eignen sie sich als
mdgliche Biomarker fiir die Diagnostik [82,85]. In der Literatur werden im Zusammenhang
mit RA vor allem hsa-miR-146a, hsa-miR-155 und hsa-miR-223 beschrieben [82]. Hsa-
miR-146a wird bei RA verstarkt in SF, mononukledren Zellen des peripheren Blutes
(PBMCs) und Synovialflissigkeit exprimiert. Dabei korreliert die Expression in PBMCs
und Synovialfliissigkeit interessanterweise mit dem Schweregrad der Erkrankung [83,86].
Fur mmu-miR-155 wurde bereits 2007 eine zentrale Rolle fir die Immunantwort in knock-
out Mausen beschrieben, die ohne miR-155 keine Kollagen-induzierte Arthritis
entwickelten [84,87]. Die Rolle von hsa-miR-223 ist nicht so eindeutig. Hier scheint die
Bedeutung der miR vom Zelltyp abzuhdngen. Wahrend eine Expression in T-Zellen zu
einer pro-inflammatorischen Reaktion fuhrt, hat hsa-miR-223 in Monozyten den

gegenteiligen Effekt und verstéarkt hier anti-inflammatorische Signalwege [82].

1.2.5. Therapieanséatze bei rheumatoider Arthritis

An der Entstehung von RA sind verschiedene Immunzellen und —mechanismen beteiligt.
Firestein et al. konnten 1990 zeigen, dass in der Synovialmembran vermehrt Cytokine von

Makrophagen und Fibroblasten wie Tumor Necrosis Factor alpha (TNFa),
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Interleukin-1beta (IL-1B) oder Interleukin 6 (IL-6) exprimiert werden. Diese aktivieren dann
Uber parakrine Mechanismen Zellen in ihrer Umgebung [88]. Fir TNFa konnte bereits
1989 gezeigt werden, dass in vitro die Blockade dieses Cytokins mithilfe von
inhibierenden Antikorpern die Produktion von anderen Cytokinen deutlich reduziert [89].
Wenig spater wurde auch im Tiermodell die Bedeutung von TNFa bei RA deutlich.
Williams et al. zeigten 1992, dass die Neutralisierung von TNFa bei Kollagen ll-induzierter
Arthritis in Mausen durch die Gabe von Antikérpern zu einer verringerten Schwellung der
Pfoten und geringerem histologischem Schweregrad der RA fihrt [90]. Heute sind
verschiedene Medikamente zur Inhibition von TNFa fir den Menschen zugelassen, dazu
gehoren Infliximab, Etanercept und AdaAdalimumab [91]. Jedoch werden diese laut den
,Uberarbeitete(n) Empfehlungen der Deutschen Gesellschaft fiir Rheumatologie“ erst
nach Versagen von mindestens zwei Basistherapeutika, wie beispielsweise Methotrexat
[92] oder Ciclosporin [93], verabreicht [94]. Bei Methotrexat und Ciclosporin handelt es
sich um Cytotstatika, die in sehr niedrigen Dosierungen zur Behandlung von
Autoimmunerkrankungen eingesetzt werden, da sie durch die Inhibition von Cytokinen wie
Interleukin-1  (IL-1) immunsuppressiv  wirken [95,96]. Wenn die Therapie mit
Basistherapeutika nicht ausreichend ist, sind in Europa aullerdem IL-1-
Rezeptorantagonisten (Anakinra) und inihibitorische Antikérper gegen IL-6 (Tocilizumab)

zugelassen [97].

1.3. Osteoarthritis

OA ist eine degenerative Gelenkerkrankung, die von rheumatoider Arthritis
klassischerweise dadurch unterschieden wird, dass hier hauptsachlich Knorpel und
Knochen durch die Krankheit betroffen sind [98]. Charakteristisch sind fur OA z.B. neben
der Knorpelerosion auch kndcherne Auswiichse im Gelenk, sogenannte Osteophyten, die
aus Knorpel hervorgehen und schlie3lich verknochern [99]. Heute geht man allerdings
davon aus, dass auch bei OA nicht nur Knorpel und Knochen betroffen sind, sondern
dass sich die Erkrankung auf alle Strukturen des Gelenks, wie Synovialmembran, Bander
und Sehnen auswirkt und diese Veranderungen zum Krankheitsbild beitragen (Abbildung
6) [100]. Eine Entzindung des Synoviums ist bei OA Patienten meist weniger ausgepragt
als bei RA Patienten mit starker Arthritis, jedoch vergleichbar mit der Synovitis bei milder
RA [101]. Das hat zur Folge, dass auch Osteoarthritis Synovialfibroblasten (OASF) durch
Cytokine aktiviert werden kdnnen, wenn auch nicht im selben Mal3e wie RASF [102].
Aktivierte OASF sind, wie RASF, in der Lage, in den Knorpel einzuwandern und diesen zu

zerstoren [29].
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Generell wird bei der Klassifizierung von OA zwischen idiopathischer (primarer) OA und
sekundéarer OA unterschieden. Von primarer OA spricht man, wenn der Erkrankung keine
eindeutige Ursache zugeordnet werden kann, wahrend sekundérer OA andere Faktoren
wie Verletzungen oder metabolische Stérungen zugrunde liegen [103]. Als Risikofaktoren
gelten hierbei erworbene Ursachen wie Fehlstellungen der Gelenke durch Unfélle oder
Ubergewicht, aber auch zunehmendes Alter und genetische Faktoren [2,103]. Es ist
davon auszugehen, dass meist mehrere Faktoren fur das Auftreten einer Arthrose
verantwortlich sind. Mithilfe von Studien mit Geschwistern und Zwillingen wurde gezeigt,
dass genetische Faktoren bis zu 50% zum Risiko beitragen, OA zu entwickeln [104,105].
Die Pravalenz fur OA korreliert eindeutig mit dem Alter der Patienten. Generell ist die
Pravalenz fir Manner vor dem 50. Lebensjahr hoher als bei Frauen [98]. In dieser
Altersgruppe beeinflusst auch der Bildungsstatus die Pravalenz. Ein niedrigeres
Bildungsniveau korreliert mit einer hdheren Wahrscheinlichkeit eine Arthrose zu
entwickeln. Das ist unter anderem auf Berufe zurlckzufihren, die die Gelenke
beanspruchen. Ab einem Lebensalter von 50 Jahren steigt das Risiko fir Frauen OA zu
entwickeln [98]. Mit 65 Jahren leiden ca. die Hélfte aller Frauen und ein Drittel der Manner
unter OA, unabhangig vom Bildungsstatus [1]. Da die Pravalenz fur Osteoarthritis (OA)
mit steigendem Alter zunimmt, wurde der Zusammenhang zwischen Altern und
Knorpelschaden bereits eingehend untersucht. Es wurde gezeigt, dass sich die
Oberflachenmarker auf alternden und OA Chondrozyten verandern. Diese reagieren
weniger stark auf transforming growth factor-8 (TGF-B). Dies ist auf eine geringere
Expression des TGF-beta receptor type-1 (TGFBR1) zurlickzufiihren, wodurch
nachfolgende Signalweiterleitungen fiir katabole Prozesse (Matrixsynthese) nicht aktiviert
werden. Stattdessen werden durch Bindung an Serine/threonine-protein kinase receptor
R3 (ACVRL1), einem weiteren TGF-f Rezeptor, anabole Prozesse, wie
Matrixmetalloproteinasen (MMP) Produktion, aktiviert [16,106]. In diesem Zusammenhang
wurde auch der Einfluss von reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS)
untersucht. Dabei zeigte sich, dass OA Chondrozyten DNA-Schaden in mitochondrialer
DNA aufweisen, welche zu einem erhdhten Level an ROS in den Zellen und Zelltod
fuhren konnten [107]. Goodwin et al. konnten zeigen, dass Mitochondrien in
Chondrozyten nach Verletzungen erhdhte Mengen an ROS produzieren und dass durch
gezielte Inhibition dieser Produktion der Zelltod der Chondrozyten verhindert werden
kann. Dies spricht fir eine Beteiligung der Mitochondrien an stoRbedingten

Knorpelschaden [108].
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Abbildung 6: Synoviales Gelenk. Vergleich normal (A) und OA (B). Bei OA kommt es zu massiven
Knorpelschaden. Im spéateren Verlauf sind auRerdem Knochen, Synovialmembran, Sehnen und
Bander betroffen. (Modifiziert nach Wieland et al. [109])

1.3.1. Cadherine

Cadherine werden bei der Kondensation von MSCs wéahrend der Chondrogenese stark
exprimiert (s. 1.1.1). Cadherine sind Ca**-abhangige Zelladh&sionsmolekille, die in fast
allen Geweben vorkommen und Zellen untereinander und in der ECM verankern [110]
und somit auch bei Prozessen wie Migration eine Rolle spielen. Beim Menschen gibt es
mehr als 80 Mitglieder der Cadherin-Familie [111]. Die klassischen Cadherine kommen
assoziiert mit Adherens junctions vor und vermitteln Zell-Zell-Kontakte [111]. Cadherine
setzen sich aus sich wiederholenden extrazellularen Cadherin-Motiven (EC), bestehend
aus je ~110 Aminosaureresten, einer Transmembrandomane und einer B-Catenin-
bindenden cytoplasmatischen Doméane zusammen [74]. Cadherine lassen sich in
verschiedene Subfamilien einteilen. In dieser Arbeit liegt der Fokus auf Cadherinen des

Typ I. Klassische Typ | Cadherine, wie neuronales (N-) oder retinales (R-) Cadherin,

-16 -



Einleitung

gehen bevorzugt homophile Bindungen ein, die meistens starker sind als heterophile
Bindungen zwischen den verschiedenen Cadherinen [112]. Sie zeichnen sich dadurch
aus, dass sie eine Histidin-Alanin-Valin- (HAV-) Sequenz in EC1 besitzen, die im Fall von
E-Cadherin essentiell fur die homophile Bindung ist [113]. Durch Cadherin-vermittelte
Zell-Zell- oder Zell-Matrixverbindungen tragen diese Molekule zu Prozessen wie Migration
und Invasion bei. Aufgrund ihrer Funktion bei Zell-Zell-Kommunikation und -signalling
spielen Cadherine bei den verschiedensten Krankheiten eine wichtige Rolle. Dazu z&hlen
unter anderem viele Tumorarten [114,115], Erkrankungen des Nervensystems [116,117]
und Autoimmunerkrankungen [118]. So fuhrt eine veranderte Cadherin Expression in
Tumoren haufig zu starkerer Migration und Invasion der Zellen [115,119].

1.3.1.1. N-Cadherin

In der vorliegenden Arbeit wird die Rolle der N-Cadherin Expression in OASF naher
untersucht. Im Folgenden werden Aufbau und Funktion dieses Zelladhasionsmolekils
naher beschrieben (Abbildung 7). N-Cadherin wird vom CDH2 Gen (Lokalisation: 18g11)
kodiert und gehdrt zur Gruppe der klassischen Cadherine. Es wurde 1982 von Grunwald
et al. zum ersten Mal beschrieben [120]. Der N-Cadherin Promotor besitzt keine CATT
oder TATA Box, weist aber einen hohen GC-Gehalt und Bindestellen fiir diverse
Transkriptionsfaktoren auf wie z.B eine NFkB-Bindestelle [121,122]. N-Cadherin ist ein
transmembranes Glykoprotein, das nach post-translationalen Verénderungen im
Endoplasmatischen Retikulum und Golgi-Apparat extrazellular homophile Bindungen und
intrazellular Bindungen mit verschiedenen Adaptermolekiilen eingeht [123,124]. Dazu
gehoren die Catenine p120 Catenin, B-Catenin und a-Catenin. Die Phosphorylierung von
p120 Catenin reduziert die N-Cadherin-vermittelte Adh&sion durch Regulation der Aktivitat
von kleinen G-Proteinen, wie RhoA, Rac und Cdc42 [111,125,126]. B-Catenin wiederum
bindet im dephosphorylierten Zustand an a-Catenin, wodurch der gesamte Komplex mit
dem Cytoskelett verankert wird [111]. Neben homophilen Bindungen und heterophilen
Komplexen mit anderen Cadherinen, geht N-Cadherin auch Bindungen mit anderen
Oberflachenmolekiilen, z.B. Robo Rezeptoren, ein [46,112]. Fir die Rolle in OA sind die
verschiedenen Bindungen deshalb interessant, weil eine Veranderung der N-Cadherin
Expression dadurch auch die Migrationsfahigkeit von RASF und OASF durch schwéachere

oder starkere Verbindung der Zellen untereinander verandern konnte.
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Abbildung 7: Schematischer Uberblick iiber die Interaktion von N-Cadherin mit p120 Catenin,
a-Catenin und B-Catenin. Die Verankerung von N-Cadherin mit F-Aktin findet Gber a-Catenin und
B-Catenin statt, wahrend p120 Catenin die Aktivitat von kleinen G-Proteinen wie Rho und Cdc42
beeinflusst. (Modifiziert nach Fukata et al.[127])

1.3.2. Transkriptionelle Regulationsmechanismen in OA

1.3.2.1. Transkriptionsfaktoren

Die Auswirkungen dieses SNPs auf die OA Progression wurden in fortfihrenden
Experimenten genauer analysiert. Dabei wurde unter anderem die Rolle des
Transkriptionsfaktors ETS 1 Proto-Onkoproteins untersucht. ETS 1 ist Teil einer
Transkriptionsfaktorfamilie, deren Mitglieder urspringlich tber Sequenzhomologien mit
einem Proteinprodukt des v-ets Onkogens identifiziert wurden. Dieses Proteinprodukt wird
vom E26 (E twenty six) avian erythroblastosis Virus kodiert, die sogenannte ETS-Doméne
[128]. Das ETS 1 Protein kann in sechs Doméanen (A-F) unterteilt werden. Die Domanen
A-D und F sind regulatorische Elemente, wahrend die E-Doméne die DNA-Bindedoméne,
also die ETS-Domane, ist [129]. Die ETS-Doméne besteht aus 85 Aminosauren, bildet
drei a-Helices und vier B-Strange (H1-S1-S2-H2-H3-S3-S4). Sie erkennt spezifisch
DNA-Sequenzen, die ein GGAA/T Kernelement aufweisen [130]. Auf die Rolle von ETS 1

als Transkriptionsfaktor in OASF wird im Verlauf dieser Arbeit ndher eingegangen.
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1.3.2.2. Single nucleotide polymorphisms

Da in Projekten wie Genom-weiten Assoziationsstudien (GWAS) immer mehr Haplotypen
mit einem Phanotyp, wie beispielsweise einer Erkrankung, assoziiert werden [93], konnten
in den letzten Jahren auch immer mehr Genloci identifiziert werden, die die Suszeptibilitat
fir OA beeinflussen. Zum Beispiel wurde ein SNP im Promotor von growth/differentiation
factor 5 (GDF5) mit OA assoziiert, wobei die seltene Variante zu einem erhéhten Risiko
fuhrt [131]. Weil OA eine polygenetische Erkrankung ist, konnten bisher aber nur
moderate bis niedrige Effekte durch die assoziierten Gene nachgewiesen werden und die
Mehrheit der Kandidatengene konnte nicht zum besseren Verstandnis der Erkrankung
beitragen [132]. Eine Mdglichkeit zur Assoziation von Merkmalen mit Krankheiten stellen
Kohorten-Studien dar, bei welchen eine grof3e Anzahl an Individuen gesammelt wird, die
das gleiche Merkmal aufweisen. Solche Merkmale kénnen Ereignisse im Leben sein, wie
Zeitpunkt der Einschulung oder Scheidung, aber auch réumliche Kriterien oder das
Vorhandensein eines Stimulus kénnen hier eine Rolle spielen. In diesen Studien werden
Kohorten dann Uber einen langeren Zeitraum hinsichtlich eines Ereignisses, wie das
Auftreten einer Krankheit, beobachtet und mit einer Kontroll-Kohorten-Gruppe verglichen
[133]. Dadurch sollen Zusammenhénge zwischen Exposition und Auftreten einer
Krankheit identifiziert werden. Fir die Identifizierung von Suszeptibilitdtsloci werden
jedoch gewdhnlich case-control Studien verwendet. Der Unterschied zu Kohortenstudien
besteht darin, dass die Studienteilnehmer aufgrund einer Erkrankung in die Studie
eingeschlossen und nicht vor dem Auftreten einer Erkrankung bereits beobachtet werden.
In case-control Studien werden somit genetische Variationen einer Gruppe mit einer
bestimmten Krankheit und eine gesunde Kontrollgruppe miteinander verglichen [134].
Auch in der vorliegenden Arbeit wird ein SNP beschrieben, der mithilfe einer case-control

Studie mit OA assoziiert werden konnte.

1.3.2.3. Micro RNAs

Wie bereits beschrieben, kann sich die Expression verschiedener Gene in Zellen bei
Erkrankungen des Organismus andern (s. 1.2.4). So konnte auch im Fall von OA ein
Einfluss von miRs auf die Auspragung der Erkrankung gezeigt werden. Mmu-miR-455
wird beispielsweise wahrend der Chondrogenese und in adultem Knorpel exprimiert,
wodurch das TGF-f signalling Uber die direkte Regulation von beispielsweise Smad2
reguliert wird. In OA Chondrozyten wurde eine verstarkte Expression von mmu-miR-455

gefunden, welche zur Pathologie von OA beitragt [135]. Park et al. konnten aul3erdem
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zeigen, dass hsa-miR-127-5p ein wichtiger Regulator fir die MMP-13 Produktion ist und
die IL-1B-induzierte Hochregulation von MMP-13 in Chondrozyten mit einer
Herabregulation von hsa-miR-127-5p korreliert [136].

1.3.3. Therapieansatze bei Osteoarthritis

Auch wenn nicht jede Form der Osteoarthritis einer Therapie bedarf, stehen bei
schmerzhaften Arthrosen neben operativen Malinahmen auch konservative Therapien zu
Verfiigung. Zu diesen gehoéren laut den Empfehlungen der ,Arzneimittelkommission der
deutschen Arzteschaft‘ allgemeine und physikalische MalRnahmen wie Gewichtsreduktion
bei Ubergewicht oder Krankengymnastik [137]. AuRerdem werden zur Pharmakotherapie
verschiedene Wirkstoffgruppen eingesetzt. Am haufigsten kommen dabei Analgetika (z.B.
Paracetamol) und Antiphlogistika wie nicht-steroidale Antirheumatika (z.B. lbuprofen)
eingesetzt [137]. Die weiterfihrende Therapie besteht aus Orthopéadietechnik (z.B.
Pufferabsatze, Gehstock) und schlieBlich der operativen Therapie, zu welcher die

Glattung des Knorpels gehdrt, bis hin zur Endoprothetik [137]).
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2. Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit wurden molekulare Ursachen fir die degenerativen
Gelenkerkrankungen rheumatoide Arthritis und Osteoarthritis untersucht. Es wurde bisher
gezeigt, dass RASF und OASF, verglichen mit nSF, eine veranderte Genexpression
aufweisen und auferdem aggressiver sind als diese. Zu den fehlregulierten Genen
gehoren die aus der Entwicklung des zentralen Nervensystems bekannten Rezeptoren
unc-5 homolog B und C (Unc5B und Unc5C), Roundabout, Axon Guidance Receptor,
Homolog 3 (Drosophila) (Robo3), sowie N-Cadherin. Die vorliegende Arbeit wurde
aufgrund der verschiedenen untersuchten Proteine und Erkrankungen zur besseren

Strukturierung in drei Teilbereiche unterteilt.

Ziel des ersten Teils war, herauszufinden, welche der Robo3 Isoformen in RASF im
Vergleich mit nSF erhoht exprimiert wird, weil bisherige Veroffentlichungen zwar eine
verstarkte Expression von Robo3 in RASF zeigen, die Transkriptvariante jedoch bisher
unbekannt war. Da bekannt ist, dass Slit3 die Migration und somit die Aggressivitat von
RASF inhibiert, wurde auferdem untersucht, welche Transkriptionsfaktoren an der

Signaltransduktion nach Liganden-Bindung an den Robo3 Rezeptor beteiligt sind.

Im zweiten Teil wurde die Hypothese einer gemeinsamen Regulation der Expression von
Robo3, Unc5B und Unc5C untersucht. Ziel war es, eine in RASF de-regulierte miR und

deren Zielgene, neben Robo3, Unc5B un dUnc5C, zu identifizieren.

Im dritten Teil wurden Ursachen der erhdohten N-Cadherin Expression in OASF im
Vergleich mit nSF untersucht. Ziel war hierbei die Assoziation eines oder mehrerer SNPs
im CDH2 Promotor mit OA und die Identifikation an der veranderten Genexpression
beteiligter Transkriptionsfaktoren.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Verbrauchsmaterialien

Active motif, La Hulpe, Belgium

Affymetrix, Santa Clara, CA, USA

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

BioWhittaker Molecular Applications,
Rockland, USA

Braun, Frankfurt am Main
Carl Zeiss, Miinchen-Hallbergmoos

Corning Incorporated, Corning, USA

Dako, Hamburg

Exiqon, Vedbaek, Danemark

Euro-Diagnostica, Malm6, Schweden
GE Healthcare, Buckinghamshire, England

J.T.Baker, Griesheim

ChIP-IT® Express Enzymatic Shearing Kit

GeneChip® PrimeView™ Human Gene

Expression Array

Immun-BlotTM PVDF Membran,
PrecisionPlus Protein™ Standards

Kaleidoscope™

SeaKern® LE Agarose

Aqua injectabile
AxioCam, MR Grab Software

Corning® 25cm? Zellkulturflaschen
Corning® 75cm? Zellkulturflaschen
Corning® 175cm? Zellkulturflaschen

6-well cell culture cluster

Envision™ Detection Systems
Peroxidase/DAB

miRCURY LNA™ microRNA ISH
Optimization Kit (FFPE)

sGAG quantitative kit
Amersham Hyperfiim™ MP

alle nicht aufgefuihrten Chemikalien in
flissiger Form,
Ethanol,

Methanol
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Life technologies, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Millipore, Eschborn

Neuro Probe, Gaithersburg, USA

New England Biolabs, Ipswich, USA

OMNII Life Sciences GmbH & Co. KG,

Bremen
PAA Laboratories GmbH, Pasching

PAN™ Biotech GmbH, Aidenbach

Pierce/Peribo Science, Bonn

Ambion:

mirVanaTM miRNA Isolation Kit,
mirVanaTM qRT-PCR miRNA Detection
Kit,

mirVanaTM gRTPCR Primer Sets for
Normalization,

mirVanaTM gRT-PCR Primer Sets
Invitrogen:

Lipofectamine® LTX Reagent,
Lipofectamine® Plus™ Reagent,
Ready-Load™ 100bp und 1kb DNA
Ladder, pcDNAS3 Vektor,

SilverQuest™ Silver Staining Kit,
SuperScript™ |l Reverse Transcriptase Kit,
TOPO® TA Cloning Kit Dual Promoter

Hemacolor Fixierlésung,

Farbreagenz rot/blau
Einmal-Sterilfilter

Polykarbonat-Membranen fir

Boydenkammer (Porengrofie 8um)

Antarktische Phosphatase,

NEB 10-beta Competent E.coli,
NEBuffer fir Restriktionsenzyme,
Restriktionsendonukleasen,

T4 DNA Ligase

CIM plate

Trypsin

Fotales Kalberserum (FKS),
Penicillin/Streptomycin (P/S)

BCA Protein Assay Kit
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Promega, Heidelberg

Qiagen, Hilden

Roche Diagnostics, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

TaKaRa Bio Inc., Shiga, Japan

Dual-Luciferase® Reporter Assay System

pGL3-basic und pGL3-control Vektor,
pRL-TK Vektor

HiPerFect Transfection Reagent,
HiSpeed™ Plasmid MIDI Kit,
QIlAamp DNA Mini Kit,
QIAquick® Gel Extraction Kit,
siRNAs

BM Blue POD Substrate,
dN6 Primer,
Ethidiumbromid,

LightCycler® 480 SYBR Green | Master,

LightCycler® Kapillaren,
RNAse A,

T4 Polynukleotidkinase,
Taq®-DNA Polymerase

Roti® Loadl 4x denaturierend

alle nicht aufgefiihrten Chemikalien in
Pulverform in p.a. Qualitat,
5-Aza-2'-Desoxycytidin,

Acrylamid 40% L6sung,

Ampicillin (Amp),

Bromphenolblau,

bovines Serumalbumin (BSA),
Dimethylsulfoxid (DMSO),
Dithiothreitol (DTT),

Dulbeccos Modified Eagle Medium
(DMEM),

Phosphate Buffered Saline (PBS),
Oligonukleotide,

SDS,

TEMED,

Tween-20

SYBR® Premix Ex Tag™

(Perfect Real time)

=24 -



Material und Methoden

Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA

VWR, Darmstadt

Whatman International Ltd., Maidstode,

England

Zymed Laboratories Inc., San Francisco,
USA

3.1.2. Gerate

3.1.2.1. Autoklaven

Tuttnauer/Systec, Wettenberg

3.1.2.2. Blotapparaturen

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

3.1.2.3. Brutschranke

Heraeus, Hanau

3.1.2.4.

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Vectashield® Mounting Medium with DAPI

96-well Platten fur BCA-Messungen,
E.Z.N.A. MicroElute Total RNA Kit (Omega
Bio-tek),

E.Z.N.A. e Total RNA Kit | (Omega Bio-tek),
Kaiser's Glycerin Gelatine,

Lab-Tek™ Chamber Slides

Whatman 3MM Filterpapier

BCIP/NBT Substrate Kit

Tischautoklav Modell 2540 EL Autoklav
2540 EK

Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell

Zellinkubatur CO2-Auto Zero,
Begasungsbrutschrank BB6220,
CO2 Inkubator HeraCell 240

Gelelektrophoreseapparaturen

Wide Mini Sub® Cell GT

-25 -



Material und Methoden

3.1.2.5.

Eppendorf, Hamburg

3.1.2.6. Mikroskope

Leica Microsystems CMS GmbH,

Bensheim

Zeiss, Jena

3.1.2.7. Spannungsgeréte

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

GE Healthcare Life Science, Freiburg

3.1.2.8. Sterilwerkbanke

Heraeus, Hanau

3.1.2.9. Thermocycler

MJ Research, Waltham, USA

Roche Diagnostics, Mannheim

Heiz- und Kihlbl6cke

Thermomixer 5436,
Thermomixer comfort,

Thermomixer compact

DM IL Type 090-135.001

Axiovert 10,
Axiovert 200,
Axio Imager Zeiss Z1

Fluoreszenzmikroskop

PowerPac Basic, PowerPac HC

Electrophoresis Power Supply 1001,
Electrophoresis Power Supply 301

LaminAir HB 2448,
HeraSafe KS18

Peltier Thermal Cycler PTC-200

LightCycler® lI,
LightCycler® 480
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3.1.2.10. Analysewaagen

Sartorius, Gottingen

3.1.2.11. Zentrifugen

Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Hanau
Kisker, Steinfurt

Roche Diagnostics, Mannheim

3.1.2.12. Sonstige Geréte

Amaxa GmbH, Koln
Bachhofer, Reutlingen
BD Bioscience, San Jose, USA

Berthold, Miinchen

BRAND GMBH + CO KG, Wertheim
Buhler, Edmund, Tibingen

Heidolph, Kelheim

IKA-Labortechnik, Staufen
MWG Biotech, Ebersberg
Roche Diagnostics, Mannheim

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Savant, New York, USA

WTW, Weilheim

R160P,
L2200S

MiniSpin Plus, Centrifuge 5810R
Biofuge 13, Biofuge 22R, Megafuge 1.0
Tischzentrifuge

LC Carousel Centrifuge

Nucleofector® |
UV-Transilluminator IL 350 K, 245nm
FACS Canto

Lumat LB 9507,

Centro LB 960 Microplate Luminometer
Neubauer improved Zahlkammer
Schuttler SM25

Magnetrtihrer MR 2000,
MR 2002, Vortexer REAX 2000

Schattler IKA-Vibrax VXR
ELISA-Reader Emax
xCelligence RTCA DP Instrument

Nanodrop®ND-1000-UV/Vis
Spektralphotometer

Speedvac Concentrator SC 110

pH-Meter pH522
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3.1.3. Bakterien

NEB 10-beta Competent Escherichia coli (High Efficiency): Stamm K12, DH10R3 ™-Derivat

3.1.4. Medien, Antibiotika und Puffer

3.1.4.1. Medien zur Anzucht von E. coli und Saugerzelllinien

Lysogeny Broth Medium 10 g/l Trypton
5 g/l Hefeextrakt
10 g/l NaCl
- in H,O geldst und autoklaviert
-> fur Agarplatten: Zugabe von 15
g/l Agar
- zur Selektion:

Zugabe von 100 pg/ml Ampicillin

Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM), Zusatze:
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen 10% FKS,
0,1% Penicillin/Streptomycin

Einfriermedium 50 ml DMEM (mit 10% FKS)
30 ml FKS
20 ml DMSO

3.1.4.2. Antibiotika

Ampicillin-Stammlésung (500x) 50 mg/ml in ddH,O (-20°C)

3.1.5. Oligonukleotide

Alle humanen Primer wurden von der Firma Sigma-Aldrich bezogen. Aus den
lyophilisierten Primern wurde mit ddH,O eine 100uM Stammlésung hergestellt. Diese
wurde bei -20°C gelagert. Fur (quantitative real-time) PCR Analysen wurden 20uM
Losungen des forward und des reverse Primers hergestellt. Die Oligonukleotide fur
EMSAs (AP-1, CREB und NFkB Consensus Oligonucleotides) wurden von Promega
bezogen. Primer fir PCR und gRT-PCR mit den jeweiligen Annealing- und
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Messtemperaturen sind in Tabelle 1 aufgelistet. In Tabelle 2 wurden die Primer fir

Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) und Electrophoretic mobility shift assay

(EMSA) zusammengefasst.

Tabelle 1: Primer fir PCR und qRT-PCR.

Primersequenzen

Annealing-/

5’-AGGGCCCCAGATCCTATTGT-3

Gen (forward Mess-
reverse) Temperatur
[°C]
hB-Aktin 5-CTACGTGGCCCTGGACTTCGAGC-3’
5-GATGGAGCCGCCGATCCACACGG-3 00/88
hCDH2 5-TGGATGAAGATGGCATGG-3’
5-AGGTGGCCACTGTGCTTAC-3 60781
hCDH2 Luc 5-GCCTCTGATTACAAGGAGGAATAGTCT
Mutagenese AGTC-3’
72
(je 5-[Phos]) 5-CTATTATTTATTATTAGCAAGATTTGGCT
G-3
hCol1A1 5-CGGCTCCTGCTCCTCTT-3’
5-GGGGCAGTTCTTGGTCTC-3 60/86
hCol12A1 5-TGAGGCAGAAGTTGACCCAC-3
5-GTAGGCCCATCCGTTGTAGG-5 o0 /7T
hGREM2 5-CGCTTCTCTTATGGGCGTCT-3’
5-CCAGAACATCCTGCAATGACG-3’ 60/84
hhnRNP K 5-CAACCAGCCAGCTCCCGCTC-3’
5-CCACCCCGACCAGGAGGCAT-% 60/83
hsa-miR-188-5p 5-CGCGCCTGCAGGTCGACAATTAACCCT
(RT) CACTAAAGGGCCCCTCCUCCUTG-3 }
hsa-miR-188-5p 5-GTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGA 60/ 78
(PCR) GCAUCCCUUGCA-3’
hITGA7 5-GCTGTGGCTGCCCTCCATCCCTTC-3 60/ 84
5-CCCTCTAGGTTAAGGCACTTCCGGG-3’
hKIAA1199 5-TCTCTGCCAGATACAGCCCT-% 60/ 88
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hRobo3 5’-TACTGGCGCCGGAAACAGCG-3
5’-GCCCATGGGTGGCCTGGAAC-3 00785

hRobo3A 5’-TGGAGGGGCTTACGGCTCCC-3 50 / 88
5’-ATCCTCCCGCACAGTGGCCA-3’

hRobo3B 5-ATTTCCCTGTCTGAACGCTCTGCGC-3’
5’-GGACACGGAAGGCTCCGGGT-3’ 00788

hu6 (RT) 5’-CGCGCCTGCAGGTCGACAATTAACCCT
CACTAAAGGGCGTATATGTGCTGC-3 -

hu6 (PCR) 5’-GTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGA 60/78
GGTGCTCGCTTC-3

hUnc5B 5-TTCACGGGCGAGTCCTATTC-3’ 60 / 87
5-TCGGCTCCTCCACCAAGTAT-3

hUnc5C 5’-ACATCAAGGCACAAGACAAG-3’ 60 / 83
5’-TCTCCAACAACGACTGGGTC-3

Tabelle 2: Primer fir ELISA und EMSA.

Gen/

Verwendung

Primersequenzen

AP-1 Consensus
Oligonucleotide

5-CGCTTGATGAGTCAGCCGGAA-3’
5-AAGGCCGACTGAGTAGTTCGC-3’

hCDH2 Variante A
ELISA

5-[Btn]TATTCCTTCTTGTAA-3’
5-TTACAAGAAGGAATA-3

hCDH2 Variante G
ELISA

5-[BtN]TATTCCTCCTTGTAA-3’
5-TTACAAGGAGGAATA-3’

hCDH2 Variante A
EMSA

5-TTCCTTCTTGTA-3’
5-TACAAGAAGGAA-3’

hCDH2 Variante G
EMSA

5-TTCCTCCTTGTA-3’
5-TACAAGGAGGAA-3’

CREB Consensus

Oligonucleotide

5-AGAGATTGCCTGACGTCAGAGAGCTAG-3
5-GATCGAGAGACTGCAGTCCGTTAGAGA-3

NFkB Consensus

Oligonucleotide

5-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3
5-CGGACCCTTTCAGGGGAGTTGA-3
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3.1.6. Rekombinante Proteine, DNA-Methyltransferase-Inhibitoren und

Antikorper

3.1.6.1. Rekombinante Proteine

rekombinantes humanes (rh) IL-18

eingesetzte Konzentration: 10 ng/ml

rekombinantes murines (rm) Slit3

eingesetzte Konzentration: 100 ng/ml

3.1.6.2.

5-Aza-2'-Desoxycytidin

Eingesetzte Konzentration: 5 uM

3.1.6.3. Priméare Antikdrper

B Aktin,
Western Blot 1:4000 in 3% BSA-PBS

B-Catenin

Immunfluoreszenz 1:2000 in 1% BSA-PBS

Novocastra ETS-1 Oncoprotein,
EMSA 6 ul / Ansatz
ChIP 5 ul / Ansatz

KIAA1199,
Western Blot 1:3000 in
3% Milchpulver-TBS-T

hnRNP K,

ELISA 1:500 in Inkubationspuffer (MIA
ELISA, Roche)

Western Blot 1:500 in

5% Milchpulver-TBS-T

R&D Systems, Minneapolis, USA

Bestellnummer: 201-LB

R&D Systems, Minneapolis, USA
Bestellnummer: Q9WVB4

DNA-Methyltransferase-Inhibitoren

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Bestellnummer: A3653

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Bestellnummer: A5441

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Bestellnummer: C2206

Leica Biosystems, Wetzlar
Bestellnummer: NCL-ETS-1

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Bestellnummer:SAB2105467

Acris Antibodies GmbH, Herford
Bestellnummer: AP12520PU-N
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hnRNP K,
EMSA 10 ul / Ansatz
ChiP 1,5 pl / Ansatz

N-Cadherin,
Western Blot 1:500 in
5% Milchpulver-TBS-T

Robo3B,

Migration/GAG: 1:500
FACS 1:50

Pull-down 1:500 in TBS-T
Western Blot 1:500 in

5% Milchpulver-TBS-T

3.1.6.4. Sekundare Antikorper

anti-goat AP,
Western Blot 1:30000 in TBS-T

anti-mouse AP,
Western Blot 1:3000 in TBS-T

anti-rabbit AP,
Western Blot 1:4000 in TBS-T

anti-rabbit FITC,

Immunfluoreszenz 1:50

anti-rabbit HRP,
ELISA 1:1000 in ELISA-Puffer

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
Bestellnummer: R8903

Life technologies, Darmstadt (Zymed)
Bestellnummer: 18-0224

BioGenes GmbH, Berlin
Antikérper aus Tier 21034, aul3er fur FACS
aus Tier 21035

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Bestellnummer: A4187

Cell Signaling Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA
Bestellnummer: 7056S

Cell Signaling Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA
Bestellnummer: 7054S

Dako, Hamburg
Bestellnummer: F020502-2

Cell Signaling Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA

Bestellnummer: 7074
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3.1.7. MiR-Sonden, siRNA, miR und anti-miR Molekule

Die verwendeten kommerziellen small RNAs wurden in Tabelle 3 zusammengefasst.

Tabelle 3: Verwendete miR-Sonden, siRNAs, miRs und anti-miRs (Inhibitoren).

Firma Name Target-Sequenz (wenn bekannt)
(Katalognummer)
Qiagen, Hilden siRobo3 (S102645223) 5-GACGACAGATATTACAACGAA-3

SihnRNP K (S100300468)

keine Herstellerangaben

SICDH2 (S102757335)

5-CAGATCGATATATGCAGCAAA-3'

hsa-miR-188-5p mimic
(MSY0000457)

keine Herstellerangaben

Life technologies,
Darmstadt
(Ambion)

hsa-miR-188-5p Inhibitor
(MH12963)

keine Herstellerangaben

Exiqon, Vedbaek,

Danemark

hsa-miR-188-5p
(38531-01)

5-DIG-

CCCTCCACCATGCAAGGGATG-3

3.1.8. Puffer und Lésungen

3.1.8.1. Losungen fur die Agarose-Gelelektrophorese (DNA-Auftrennung)

TAE (50x)

DNA-Agarosegel

DNA-Gel-Ladepuffer

Ethidiumbromidlésung

2 M Tris/Acetat
50 mM EDTA

1-3% (w/v) Agarose geldst in 1x TAE

40% (v/v) Saccharose
0,25% (w/v) Xylencyanol
0,25% (w/v) Bromphenolblau

0,04% (W/v) in H,0
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3.1.8.2. Losungen fur die Isolation von Plasmiden (Mini-Praparation)

Lésung |

LOsung I

Ldsung Il

3.1.8.3. Losungen fur Western Blot

Western Blot Transferpuffer

PBS (10x)

TBS (10x)

Blockingreagenz

50 mM Glukose
25 mM Tris/HCI pH 8,0
10 mM EDTA

0,2 M NaOH
1% SDS

60 ml KOAc (5 M)
11,5 ml Eisessig
28,5 ml H,0O

10% (v/v) Methanol
25 mM Tris
190 mM Glycin

80 g/l NaCl

2 g/l KCI

14,4 g/l Na,HPO,

2,4 g/l KH,PO,

- einstellen auf pH 7,4

- fur PBS-T: + 0,2 % (v/v) Tween20

100 mM Tris

150 mM NacCl

- einstellen auf pH 7,5

- fur TBS-T: + 0,2 % (v/v) Tween20

5% Milchpulver-TBS-T (0,1%)

3.1.8.4. Losungen und Gele fiur die SDS-Gelelektrophorese

SDS-PAGE-Laufpuffer

25 mM Tris/HCI pH 8,5
200 mM Glycin
0,1% (w/v) SDS
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Trenngel (10%)

Sammelgel (4%)

2,5 ml Acrylamid 40%
3,75 ml Tris pH 8,8 (1 M)
3,6 ml H20

100 ul SDS (40%)

50 ul APS

10 yl TEMED

375 ul Acrylamid 40%
450 pl Tris pH 6,8 (1 M)
2,85 ml H20

37,5 ul SDS (40%)

25 ul APS

3,5 ul TEMED

3.1.8.5. L6sung zur Isolation von Gesamtprotein (RIPA-Puffer)

RIPA-Puffer

50 mM Tris-HCI pH 7,5

150 mM NacCl

1% (w/v) Nonidet® P40

0,5% (w/v) Natriumdesoxycholat
0,1% (w/v) SDS

Proteaseinhibitoren

3.1.8.6. Lésungen zur Isolation von Kernproteinen

Puffer 1

Puffer 2

10 mM Hepes pH 7,9
10 mM KCI

0,1 mM EDTA

0,1 mM EGTA

1 mMEGTA
1 mM EDTA
0,4 M NaCl
20 mM Hepes
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3.1.8.7. Sonstige Losungen und Puffer

PBS (fur die Zellkultur),
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

RNAse A Ldsung 10 mM Tris/HCI pH 7,0
10 mg/ml RNAse A

3.1.9. Vektoren

3.1.9.1. pcDNAS.1

Der pcDNAS3.1 Vektor (Life technologies) enthalt einen Cytomegalovirus (CMV) Promotor
und wird zur hohen, konstitutiven Genexpression der hinter den Promotor klonierten Gene
in Saugerzelllinien verwendet. Auf3erdem enthalt dieser Vektor eine Gentamycinresistenz

zur Selektion von stabilen Klonen.

3.1.9.2. pCRII-TOPO

Mit dem pCRII-TOPO Vektor (Life technologies) ist ein direktes Ligieren von PCR Produkt
und Vektor ohne eine Ligase moglich. Dazu besitzt der linearisierte Vektor Thymin (T)-
Uberhange und kovalent gebundene Topoisomerasen an den 3‘-Enden. Bei Inkubation
mit dem PCR-Produkt binden die freien 5-Enden des PCR-Produkts kovalent an die
Topoisomerasen. Zu beachten ist, dass keine Proofreading-Polymerase fir die PCR
verwendet wird, da diese meist keine Adenin (A)-Uberhdnge am Produkt anhangt. Diese
sind notwendig, da die Technik darauf beruht, dass Adenin und Thymin miteinander

hybridsieren.

3.1.9.3. pGL2-basic und pGL3-basic

Die Vektoren pGL2-basic und pGL3-basic (Promega) werden zur Analyse von putativen
Promotorregionen verwendet, da beide Vektoren hinter einer multiplen Klonierungsstelle
eine modifizierte kodierende Region fir das Luciferase Gen der Feuerfliege (Photinus
pyralis) enthalten. Im Unterschied zum pGL2-basic besitzt der pGL3-basic mehr Enzym-

Schnittstellen in der multiple cloning site.
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3.1.9.4. pGL3-promoter

Im pGL3-promoter Vektor ist dem Luciferase-Gen ein SV-40 Promotor vorgeschaltet.
Mdgliche regulierende Bereiche eines beliebigen Promotors kénnen vor den SV-40
Promotor kloniert werden, wodurch die Regulation der Genexpression durch
beispielsweise SNPs oder die Bindung von Transkriptionsfaktoren untersucht werden

kann.

3.1.9.5. PRL-TK

Der pRL-TK Vektor (Promega) enthalt das Renilla Luciferase-Gen aus Renilla reniformis
hinter einem herpes simplex virus thymidine kinase (HSV-TK) Promotor. Dieser Promotor
fuhrt zu niedrigen bis moderaten Levels der Renilla Luciferase Konzentration und eignet
sich somit als Kontroll-Reportervektor bei Co-transfizierten Saugerzelllinien.

3.1.9.6. pGL2-AP-1, pGL2-CRE und pGL2-NFkB

Die Vektoren pGL2-AP-1, pGL2-CRE und pGL2-NFkB wurden von der Firma Promega
bezogen und ermdglichen die Messung der Promotoraktivitdt Gber optimale Bindestellen

fur die jeweiligen Transkriptionsfaktoren.

3.1.9.7. TOP/FOPflash

Der TOPflash-Vektor enthalt TCF Bindestellen im Promotor vor einem Luciferase Gen.
Mithilfe dieses Vektors kann der Einfluss von B-Catenin auf die Transkription untersucht
werden. Als Kontrolle wurde der FOPflash-Vektor verwendet, in welchen die TCF
Bindestellen mutiert sind und B-Catenin somit keinen Einfluss auf die Transkription haben

sollte.

3.1.9.8. Klonierte Vektoren

Verschiedene Vektoren wurden durch Klonierung hergestellt (s. Tabelle 4). Im Fall von
Umklonierungen aus dem Synthesevektor pMA-T wurde das Fragment von der Firma

Geneart (Life technologies) synthetisiert, in den pMA-T Vektor subcloniert und dann Uber
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die entsprechenden Schnittstellen in den Zielvektor eingebracht. Eine Ubersicht der

klonierten Vektoren ist in Tabelle 4 aufgelistet.

Tabelle 4: Ubersicht Uiber klonierte Vektoren.

Synthesevektor | Zielvektor Fragment Enzyme zur Name des
(Lange) Restriktion (NEB) | klonierten Vektors
pMA-T pcDNA3.1 Robo3A Nhel, Xhol pcDNA3.1-
(4161 bp) Robo3A
pMA-T pcDNA3.1 Robo3B Nhel, Xhol pcDNA3.1-
(4095 bp) Robo3B
pPMA-T pGL3- rs11564299 | Kpnl, Nhel pGL3-promoter-
promoter (200 bp) rs11564299 VarA

3.1.10. Zelllinien und primére Zellen

HSE humane Zelllinie aus SV-40 immortalisierten rheumatoiden
Synovialfibroblasten
K4lm humane Zelllinie aus SV-40 immortalisierten Synovialfibroblasten

501 Mel humane Melanomzelllinie aus Melanommetastase

Die Zelllinien HSE und K4Im wurden freundlicherweise von Prof. Dr. Aicher (Zentrum fur
Regenerationsbiologie und Regenerative Medizin (ZRM), Orthopéadische
Universitatsklinik, Tabingen) zur Verfigung gestellt.

RASF/ rheumatoide Synovialfibroblasten/Osteoarthrose Synovialfibroblasten,

OASF isoliert aus Synovialmembran direkt nach Knieoperationen und kultiviert
von Passage 1 bis 12 (Passage 1-4 = frihe RASF, Passage 6-12 = spéate
RASF). Freundlicherweise wurden diese Zellen von Prof. Dr. Straub (Klinik
und Poliklinik fir Innere Medizin I, Universitatsklinikum Regensburg) zur

Verfligung gestellt.
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3.2. Methoden

3.2.1. Molekular- und mikrobiologische Arbeiten

3.2.1.1. RNA-Isolation aus Saugerzellen

RNA wurde mithilfe des E.Z.N.A. e Total RNA Kit | oder bei kleiner Zellzahl mittels des
E.Z.N.A. MicroElute Total RNA Kit (Omega Bio-tek, VWR) gewonnen. Die Isolation
erfolgte nach Herstellerangaben. Die RNA wurde in 40 ul bzw. 15 ul DEPC Wasser eluiert
und nach Vermessen der Konzentration mit dem Nanodrop (Peqlab) bei -20°C fir kurze
Zeitraume gelagert. Die Langzeitlagerung erfolgte bei -80°C.

Zur Isolation von miR wurde das mirVana™ miRNA Isolation Kit (Life technologies,
Ambion) nach Herstellerangaben verwendet. Nach Bestimmung der Konzentration am
Nanodrop (Peqglab) wurde die miR bei -20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert (s.
3.2.1.3).

3.2.1.2. DNA-Isolation aus Saugerzellen

Zur lIsolation von genomischer DNA wurde das QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen) nach
Herstellerangaben verwendet. Die genomische DNA wurde bis zur Verwendung in

Polymerase-Kettenreationen (PCR) bei 4°C gelagert (s. 3.2.1.4).

3.2.1.3. Reverse Transkription

Fur die Transkription von mRNA in cDNA wurden pro Reaktion 500 ng RNA in folgendem
Ansatz eingesetzt:

- 4 ul First Strand buffer (5x)

-2 ul DTT (0,1 M)

-1 pl dNTPs (10 mM)

- 1 pl dNg Primer (2 mg/ml, Random Hexamer Primer)

- ad 20 pl ddH,O

Nach Denaturierung der RNA bei 70°C fur 5 min wurde 1 pl Superscript Il Reverse

Transcriptase (Life technologies, Invitrogen) zugegeben und fiir 1 h bei 37°C inkubiert.

Nach Hitzeinaktivierung der Transkriptase fir 10 min bei 70°C folgte ein RNA-Verdau
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durch Zugabe von 1 pl RNAse A und Inkubation fir 20 min bei 37°C. Die cDNA wurde bei
-20°C gelagert.

3.2.1.4. Polymerase-Kettenreaktion

Die Vervielfaltigung bestimmter DNA-Fragmente erfolgte durch eine PCR. Pro Ansatz
wurden folgende Komponenten gemischt:

- 1 ul cDNA/gDNA (s. 3.2.1.2 und 3.2.1.3)
- 0,5 pl Primer (forward)

- 0,5 ul Primer (reverse)

- 0,5 ul dNTPs

- 5 pl 10X Fast Start Puffer

- 42 pl ddH,0

- 0,5 pl Fast Start Taq

Es wurde pro Primerpaar zuséatzlich eine Negativkontrolle mit ddH,O statt DNA pipettiert.

Die verschiedenen Ansatze wurden im PCR-Cycler bei folgenden Temperaturen inkubiert:

Denaturierung 5 min bei 95°C
Amplifikation 30 s — 1 min bei 95°C
(40 Zyklen) 1 min bei X°C (s. Tabelle 1)

1 min pro kb bei 72 °C

Finale Elongation 5 min bei 72°C

Das PCR-Produkt wurde uber Agarose-Gelektrophorese kontrolliert (s. 3.2.1.6).

3.2.1.5. Quantitative real-time PCR

Quantitative real-time PCR (QRT-PCR) erfolgte mithilfe des LightCyclere Il Sytems (Roche
Diagnostics) bzw. des LightCyclere 480 Systems (Roche Diagnostics) zur Quantifizierung
von mRNA oder micro RNA (miR). Nach Transkription (s. Reverse Transkription) der

MRNA in cDNA wurde folgender Ansatz pipettiert:
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- 10 ng cDNA Template (s. 3.2.1.3)
- 0,5 pl forward Primer (20 uM)
- 0,5 pl reverse Primer (20 uM)
- 10 yl TaKaRa SYBR® Premix Ex Tag™ (LightCycler® Il) bzw.
10 pl Light-Cycler® 480 SYBR Green | Master (LightCycler® 480)
- ad 20 yl dd H,0O

Programm fir LightCyclere ll:

Denaturierung: 20°C/sec auf 95°C, 30 sec

(1 Zyklus)

Amplifikation: 20°C/sec auf 95°C, 15 sec

(40 Zyklen) 20°C/sec auf X°C, 5 sec (s. Tabelle 1)

20°C/sec auf 72°C, 10 sec

Messtemperatur: 20°C/s auf X°C (s. Tabelle 1)
Schmelzpunktanalyse: 20°C/sec auf 95°C, 15 sec
(1 Zyklus) 20°C/sec auf 65°C, 15 sec

20°C/sec auf 95°C, 15 sec
0,1°C/sec auf 40°C

Programm fir LightCyclere 480:

Denaturierung: 4,4°C/sec auf 95°C, 10 min

(1 Zyklus)

Amplifikation: 4 .4°C/sec auf 95°C, 10 sec

(45 Zyklen) 2,2°C/sec auf X°C, 10 sec (s. Tabelle 1)

4,4°C/sec auf 72°C, 20 sec

Messtemperatur: 4,4°C/sec auf X°C, 1 sec (s. Tabelle 1)
Schmelzpunktanalyse: 4,4°C/sec auf 95°C, 5 sec
(1 Zyklus) 2,2°C/sec auf 65°C, 60 sec

0,11°C/sec auf 97°C
2,2°C/sec auf 40°C, 30 sec
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Als Referenzgen fur RNA wurde B-Actin verwendet. Fir miRNA wurde U6 als Kontrolle

eingesetzt. Die Auswertung erfolgte mithilfe der geratspezifischen Software (Roche).

3.2.1.6. Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente wurden ihrer GroRe nach tber Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt.
Je nach Fragmentgré3e wurden hierbei unterschiedliche Konzentrationen an Agarose
verwendet. Je groRBer das DNA-Fragment, desto geringer die Agarose-Konzentration
(<100 bp - 3% Agarose; bis >1 kb - 0,8% Agarose). Die Agarose wurde in 1x TAE-
Puffer durch Aufkochen gelost und in einen Gelschlitten gegossen. Nach
Auspolymerisieren des Gels wurden die DNA-Proben, versetzt mit 1/10 Volumen
Probenpuffer, in die Taschen des Gels pipettiert und bei einer Spannung von 120 V
aufgetrennt. Zur Detektion der DNA wurde das Gel anschlieBend fir 10 min in einer
Ethidiumbromidlésung inkubiert. Dabei interkaliert Ethidiumbromid in die DNA und

fluoresziert bei Anregung mit UV-Licht (245 nm) im sichtbaren Bereich.

3.2.1.7. DNA-Aufreinigung aus Agarosegelen

Die Aufreinigung von DNA-Fragmenten nach Restriktionsverdau oder PCR erfolgte

mithilfe des QIAquick gel extraction kit (Qiagen) nach Herstellerangaben.

3.2.1.8. Restriktion von DNA

Eine Restriktion erfolgte mit spezifischen Enzymen zum Ausschneiden von Fragmenten
aus Vektoren oder zum Erhalten von Uberhiangen an PCR-Produkten, iiber welche dann

spezifisch kloniert werden konnte.

Restriktionsansatz: - 1 ug Plasmid/PCR-Produkt
-1yl Enzym 1
-1yl Enzym 2
(- 2 pl 10 x BSA (New England Biolabs GmbH))
- 2 pl Restriktionspuffer (New England Biolabs GmbH)
- ad 20 pl dH0
Inkubation fur 3 h bei 37 °C
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Die Enzyme wurden nach Herstellerangaben fiir 20 min bei 65°C oder 90°C inaktiviert.
Die Kontrolle und Aufreinigung der Plasmide erfolgte (ber Agarose-Gelelektrophorese
(s. 3.2.1.6 und 3.2.1.7).

3.2.1.9. Klonierung und Transformation

Tabelle 4 enthalt eine Ubersicht tber die klonierten Vektoren mit den verwendeten
Enzymen. FUr Klonierungen wurden zuerst der Zielvektor und das gewiinschte Fragment
mit entsprechenden Restriktionsenzymen geschnitten (s. 3.2.1.8). Nach Aufreinigung tber
ein 1% Agarosegel (s.3.2.1.7) wurden das Promotorfragment und der Zielvektor ligiert.
Ligationsansatz: - 1 x Vektor

- 5 x Fragment

- 2 pl T4 Ligationspuffer (New England Biolabs GmbH)

- 1 pl T4 Ligase (New England Biolabs GmbH)

- ad 20 pl dH,0

Im Anschluss an die Inkubation bei 16°C Uber Nacht, erfolgte die Transformation in
DH10B kompetente Bakterien. Dazu wurden 50 ul Bakterien mit 20 ul Ligationsansatz fur
30 min auf Eis inkubiert, worauf ein Hitzeschock flr 30 s bei 42°C folgte. Nach 5 min
Inkubation auf Eis wurden die transformierten Bakterien in 900 ul LB-Medium fiir 1 h bei
37°C und 350 rpm schittelnd inkubiert. Anschlie@end wurden die Zellen auf LB-Amp
Agarplatten ausplattiert und tber Nacht bei 37°C im Warmeschrank inkubiert.

Am folgenden Tag erfolgte die Vermehrung einzelner Kolonien in 5 ml LB-Medium mit
Amp (Konzentration: 50 mg/ml). Nach Aufreinigung wurde mit entsprechenden Enzymen

verdaut und positive Klone wurden weiter vermehtrt.

3.2.1.10. Mutagenese

Nach Klonierung des Vektors pGL3-promoter-rs11564299 VarA (Tabelle 4), erfolgte die
Herstellung der Variante G von rs11564299 durch Mutagenese des Nukleotids an Position
chrl8:25760028 (A - G). Dazu wurden 5'-phosphorylierte Primer verwendet (Tabelle 2),
wobei der forward Primer die Mutation enthielt. Mit diesen Primern wurde eine PCR mit
einer Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific) unter folgenden

Bedingungen durchgefihrt:
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Denaturierung 5 min bei 95°C
Amplifikation 1 min bei 95°C
(40 Zyklen) 1 min bei X°C (s. Tabelle 1)

2,5 min bei 72°C

Finale Elongation 5 min bei 72°C

Nach Ligation des PCR-Produkts mithilfe einer T4-Ligase (New England Biolabs GmbH)
Uber Nacht bei 16°C erfolgte die Vervielfaltigung des Plasmids in kompetenten Bakterien
durch Transformation (s. Klonierung und Transformation). Nach Aufreinigung wurde der
mutierte Vektor pGL3-promoter-rs11564299 VarG mittels Sequenzierung durch die Firma
Entelechon (Eurofins MWG Operon) Uberpruft.

3.2.1.11. Plasmid-Isolation

Zur Uberpriifung von Klonierungen erfolgte die Aufreinigung geringer Mengen an
Plasmiden wie folgt: 1 ml einer LB-Amp Kultur wurde 3 min bei 3.000 rpm zentrifugiert,
der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde in Losung 1 (s. Losungen fir die
Isolation von Plasmiden (Mini-Praparation)) resuspendiert und maximal 5 min auf Eis
inkubiert. Dann erfolgte die Zugabe von 200 pl Lésung 2 (s. Loésungen flr die Isolation von
Plasmiden (Mini-Préparation)) und vorsichtiges Mischen. Im Anschluss wurden 150 pl
Losung 3 (s. Losungen fir die Isolation von Plasmiden (Mini-Praparation)) hinzu pipettiert,
geschuttelt und 3 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation fur 5 min bei 13.000 rpm
wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tberfuhrt und die DNA mit 900 pl
100% EtOH fir 10 min auf Eis gefallt. Darauf folgte eine erneute Zentrifugation fur 10 min
bei 13.000 rpm. Der Uberstand wurde verworfen. Nach vollstandigem Trocknen wurde
das Pellet in 10 pl H,O + RNAse A geldst und 20 min bei 37°C inkubiert.

Fur die Aufreinigung grolRerer Mengen wurde die Plasmid-DNA aus 50 ml LB-Amp

Kulturen mithilfe des QIAGEN Plasmid Midi Kits (Qiagen) nach Herstellerangaben isoliert.
Die Plasmid-DNA wurde bis zur Verwendung (s.3.2.3.2) bei 4°C oder -20°C gelagert.
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3.2.1.12. Chromatin-Immunopréazipitation (ChlIP)

Fur die ChIP wurde das ChIP-IT® Express Enzymatic Shearing Kit (Active motif) nach
Herstellerangaben verwendet. Die ChIP wurde mit folgenden Antikdrpern durchgefihrt:

- hnRNP K (Sigma-Aldrich): 1,5 pg

- ETS-1 (Leica Biosystems): 5 pl

- Polymerase Il (Pol Il, Active motif): 1,5 ug
Als Negativkontrolle wurde humanes IgG (Active motif) verwendet. Die isolierte
chromosomale DNA wurde bei -20°C gelagert. Zur Quantifizierung des isolierten
Chromatins erfolgte mithilfe von gRT-PCR im LightCyclere Il Sytem und Auftrennung tber
ein Agarosegel (s.3.2.1.5 und 3.2.1.6).

3.2.2. Protein-Biochemische Arbeiten

3.2.2.1. Proteinisolation

Pellets von primaren Zellen und Zelllinien wurden in 70-200 pl RIPA-Puffer (je nach
Zellmenge) fur 15 min bei 4°C schittelnd inkubiert und so homogenisiert. Nicht I6sliche
Bestandteile wurden durch Zentrifugation bei 4°C und 13.000 rpm fiir 10 min entfernt. Die
Bestimmung der Konzentration erfolgte mithilfe des BCA Protein Assay Kit (s. 3.2.2.3).

Die Proteine wurden bei -20°C gelagert.

3.2.2.2. Isolation von Kernproteinen

Zellen wurden von T75 Zellkulturflaschen abgelost, wenn diese zu ~90% konfluent
bewachsen waren und bei 3.000 rpm fir 5 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in 400 pl
Puffer 1 (s. Lésungen zur Isolation von Kernproteinen) resuspendiert und fir 15 min auf
Eis inkubiert. Nach Zugabe von 25 pl 10% NP-40 wurde 1 min bei 10.000 rpm und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 50 pl Puffer 2 (s. Lésungen
zur Isolation von Kernproteinen) resuspendiert. Auf die schittelnde Inkubation fir 15 min
bei 4°C folgte die Zentrifugation fir 10 min bei 13.000 rpm und 4°C. Der Uberstand wurde
zu je 10 pl aliquotiert und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Bestimmung der
Konzentration erfolgte mithilfe des BCA Protein Assay Kit (s. 3.2.2.3). Die Kernproteine

wurden dann bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.
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3.2.2.3. Konzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der Konzentration von Proteinlysaten erfolgte mithilfe des BCA Protein
Assay Kit (Pierce/Peribo Science) nach Herstellerangaben. Durch Reduktion von Cu,. zu
Cu, kommt es zu einer Farbreaktion mit Bicinchonsdure (BCA), wobei ein violetter
Komplex gebildet wird. Durch photometrische Messung bei 562 nm kann dieser
Farbwechsel in einem ELISA-Reader (MWG Biotech) quantifiziert werden. Durch
Verwendung eines parallel angesetzten Standards wurde so die Proteinkonzentration

bestimmt.

3.2.2.4. Flussigchromatographie/Massenspektrometrie (LC/MS)

Unbekannte Proteine wurden in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Oefner (Institut far
Funktionelle Genomik, Universitdt Regensburg) mittels LC/MS nach Shevchenko et al.
identifiziert [138].

3.2.2.5. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) erfolgte bei 0,8 mA/cm, Uber
7,5 — 10% Polyacrylamidgele (s.3.1.8.4). Dazu wurden 15 — 40 pg Protein mit 4x
denaturierendem Ladepuffer fir 10 min bei 70°C inkubiert und anschlieRend Uber das
SDS-PAGE-Gel aufgetrennt.

3.2.2.6. Western Blot

Western Blots dienten zum Nachweis der Proteinexpression. Nach Auftrennung der
Proteine Uber SDS-PAGE (s.3.2.2.5) erfolgte das Blotten auf eine PVDF-Membran (Bio-
Rad) fir 45 min bei 15 V. Die Membran wurde anschlieBend in entsprechender
Blockierlosung (s. 3.1.6.2) fur 1 h bei RT blockiert und tUber Nacht bei 4°C mit dem
primaren Antikorper (s. 3.1.6.2) inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Membran dreimal
mit Puffer gewaschen und 1 h mit dem entsprechenden sekundaren (s. 3.1.6.4), Alkaline
Phosphatase (AP)-konjugierten Antikérper inkubiert. Darauf folgte die Entwicklung des
Blots mit BCIP/NBT (Zymed) bis klare Banden zu sehen waren.
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3.2.2.7. Electrophoretic mobility shift assay

Der durchgefiuihrte Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) beruht auf der Bindung von
hnRNP K oder ETS-1 an **P-gelabelte Oligonukleotide, die den SNP rs1156429
enthalten. Dazu wurden zwei doppelstrangige Oligomere generiert, die entweder Variante
A (5-TACAAGAAGGAA-3) oder Variante G (5- TACAAGGAGGAA-3’) enthalten.
AuBerdem erfolgten EMSAs mit AP-1-, CRE- oder NFkB-Sonden (Promega), um die
Aktivitat dieser Transkriptionsfaktoren in den jeweiligen Zelllinien zu ermitteln. Die ds-
Oligonukleotide wurden mittels einer T4 Polynukleotidkinase (Roche Diagnostics) und
[**P]JATP[yP] (Amersham, GE Healthcare) am 3‘-Ende radioaktiv markiert. Eine Bindung
der Sonden an Kernproteine wurde durch Inkubation von Kernproteinen in 5 x mobility
shift Puffer (1 pg of poly(dl-dC)(dIl-dC), 40% Glycerin, 25 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 25 mM
DTT, 250 mM KCI, 25 mM Hepes/KOH, pH 7.9) mit der DNA-Sonde fur 10 min vor der
Auftrennung Uber ein 6% nicht-denaturierendes Polyacrylamidgel erméglicht. Fur
Verdrangungsexperimente wurden nicht markierte Oligonukleotide in 400 x molarem
Uberschuss 10 min bei Raumtemperatur mit den Kernproteinen bzw. rekombinantem
hnRNP K inkubiert, bevor die radioaktiv-markierten Sonden zugegeben wurden.
Supershifts wurden durch Inkubation mit spezifischen Antikérpern gegen hnRNP K
(Sigma) oder ETS-1 (Sigma) fur 10 min vor Zugabe der radioaktiv-markierten Sonden
erzeugt. Die DNA-Protein-Komplexe wurden dann Uber ein nicht-denaturierendes
Polyacrylamidgel bei 250 V, 50 mA und 100 W fur 1,5 h aufgetrennt. Zur Detektion wurde
das Gel bei 75°C fir 1 h 45 min im Vakuum getrocknet und anschlieRend mit einem

Rontgenfilm fur ein bis 14 Tage bei -80°C inkubiert und schliel3lich entwickelt.

3.2.2.8. Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Fur die quantitative Messung der Bindungskapazitat der Transkriptionsfaktoren an die
Promotorregion von CDH2 wurde ein Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)
etabliert. Hierfur wurden komplementéare DNA-Oligonukleotide generiert, die entweder die
seltene (B-5-TATTCCTTCTTGTAA-3’ und 5-TTACAAGAAGGAATA-3’) oder die haufige
Variante (B-5-TATTCCTCCTTGTAA-3’ und 5-TTACAAGGAGGAATA-3’) des SNPs in
der Mitte enthielten (s. Tabelle 2). Die forward Sequenz enthielt jeweils ein Biotin am 5°-
Ende. Durch Erhitzen flir 5 min bei 95 °C und Auskuhlen tber Nacht im Heizblock erfolgte
das Annealing der DNA-Oligonukleotide. Die dsDNA-Oligonukleotide wurden
anschlieend an Streptavidinplatten gekoppelt. Dazu wurden 10 pl der dsDNA-
Oligonukleotide in 100 pl Inkubations-Puffer (MIA ELISA, Roche applied science) pro well
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fur 1 h bei RT inkubiert. Nach dreimal Waschen mit 250 pl Inkubations-Puffer wurden mit
250 pl Inkubations-Puffer 1 h bei RT blockiert. Darauf folgte die Inkubation der
Kernproteine (s. 3.2.2.2), 6 pg pro well, in 150 pl Inkubations-Puffer fur 1 h bei RT. Nach
dreimal Waschen mit Inkubations-Puffer wurden die wells mit dem jeweiligen Antikorper
fur 1 h bei RT inkubiert, entweder ETS-1 (1:500 in Inkubations-Puffer) oder hnRNP K
(2:500 in Inkubations-Puffer). Nach dreimal Waschen mit Inkubations-Puffer folgte die
Inkubation mit dem Sekundarantikérper (anti-mouse HRP (Cellsignaling) oder
anti-rabbit HRP (Cellsignaling) 1:1000 in Inkubations-Puffer) fur 30 min bei RT. Nach
dreimal Waschen mit Inkubations-Puffer wurde mit 250 pul ABTS Losung 20-30 min
entwickelt und im ELISA-Reader (MWG Biotech) quantifiziert.

3.2.2.9. Pull-down Assay

Je 50 ul Streptavidin-Beads (GE Healthcare Europe GmbH) wurden dreimal mit 1 ml
eiskaltem PBS gewaschen. Im Anschluss erfolgte die Inkubation der Beads tber Nacht
mit 5°-biotinylierten Oligonukleotiden (s. Tabelle 2) in 200 pyl PBS bei 4°C im 360°-
Schiittler. Zeitgleich wurden 25 pg Kernproteine (s.3.2.2.2) in 200 pyl PBS mit 50 ul
gewaschenen Streptavidin-Beads Uber Nacht im 360°-Schittler bei 4°C inkubiert. Nach
Zentrifugation (1 min bei 2000 rpm) wurde der Uberstand zu den wieder dreimal mit 1 ml
PBS gewaschenen Oligonukleotid-gekoppelten Streptavidin-Beads gegeben und 4 h im
360° Schuttler bei 4°C inkubiert. Nach dreimal Waschen mit 1 ml PBS erfolgte die
Auftrennung der Proteine Uber ein 10% Polyacrylamidgel (s. 3.2.2.5) und die Farbung
mithilfe des SilverQuest™ Silver Staining Kits (Life Technologies). Differentielle Banden
wurden ausgeschnitten und per LC/MS freundlicherweise von Prof. Dr. Oefner (Institut fir

Funktionelle Genomik, Universitat Regensburg) analysiert (s. 3.2.2.4).

3.2.2.10. In situ Hybridisierung

Mittels in situ Hybridisierung (ISH) wurden die Expression und zellulare Verteilung von
hsa-miR-188-5p in Synovium-Gewebeschnitten Uber DIG-gelaberte Sonden sichtbar
gemacht. Verwendet wurde dazu das miRCURY LNA™ microRNA ISH Optimization Kit
(FFPE), das mit folgenden Anderungen nach Herstellerangaben verwendet wurde: die
Farbereaktion wurde, statt mit der vorgeschlagenen Methode, mithilfe eines anderen
Reagens durchgefiihrt. Auf Schritt 11 des Hersteller-Protokolls, dreimal Waschen mit
PBS, folgte zweimal Waschen mit NBT-Puffer. Als AP-Substrat wurde BM Blue POD
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Substrate (Roche) verwendet. Dieses wurde 1:10 mit ddH,O verdinnt und mit 2 mM
Levamisol versetzt. Nach Zentrifugation fir 2 min bei 13.000 rpm wurde je 1 ml des
Uberstands gleichméaRig auf den Gewebeschnitten verteilt und fir 2 h bei 30°C in der
feuchten Kammer inkubiert. Die Farbreaktion wurde mit zweimal Waschen mit KTBT-
Puffer gestoppt. Nach weiterem zweimaligem Waschen mit H,O wurden die Praparate mit
Glycerin Gelatine eingedeckelt und am Lichtmikroskop ausgewertet.

3.2.3. Zell-basierte Arbeiten

3.2.3.1. Zellkultur

Primare Zellen und Zelllinien (s. 3.1.10. Zelllinien und primare Zellen) wurden in DMEM
(Sigma-Aldrich) mit 10% FKS und P/S (PAN) in T75-Zellkulturflaschen (Corning
Incorporated) kultiviert. Bei 90% Konfluenz wurden die Zellen gesplittet. Dies erfolgte
durch Abnahme des Mediums und Waschen der Zellen mit 5 ml PBS (Sigma-Aldrich).
AnschlieBend wurden die Zellen mit 1 ml Trypsin-PBS (Sigma-Aldrich) vom
Flaschenboden abgelést und mit 9 ml DMEM + 10% FKS + P/S aus der Flasche in ein
50 ml Falcon-Reaktionsgefal? tberfihrt. Nach Zentrifugation fir 4 min bei 1.200 rpm
wurden die Zellen in DMEM + 10% FKS + P/S resuspendiert und verdinnt in T75-
Zellkulturflaschen ausgesat. Die primaren Zellen (RASF und OASF) wurden bis
Passage 10 kultiviert (Passage 1-4 = friihe Passage; Passage 6-10 = spate Passage). Die
Inkubation der Zellen erfolgte in feuchter Umgebung bei 37°C und 5% CO, im
Brutschrank. Zum Ausséen einer definierten Zellzahl wurden die Zellen nach der
Resuspendierung mithilfe einer Neubauer Zahlkammer (Brand) gezahlt und auf die
gewilnschte Zellzahl eingestellt. Die Behandlung mit rhiL-1f erfolgte fir 48 h, mit erneuter
Zugabe von rhlL-1-f nach 24 h. Zur Untersuchung der Promotormathylierung wurden die
Zellen fur 48 h mit 5 uM 5-Aza-2‘-Desoxycytidin (Sigma-Aldrich) behandelt. Die Zellen

wurden in verschiedenen Assays eingesetzt.

3.2.3.2. Transfektion

Fur siRNA/miR Transfektionen wurden 100.000 Zellen pro 6-well in 2 ml DMEM mit 10%
FKS und P/S ausgeséat und Lipofectamin RNAIMAX (Life technologies) als Reagens
verwendet (s 3.2.3.1). Folgende Anséatze wurden hergestellt und sofort im Verhéltnis 1:1

gemischt:
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- 90 pmol siRNA oder miRNA in 150 yl DMEM ohne Phenolrot + P/S

- 9 yl Lipofectamin RNAIMAX in 150 pl DMEM ohne Phenolrot + P/S
AnschlieRend erfolgte eine Inkubation fir 5 min bei RT und die Transfektion der Zellen mit
250 pl des Gemisches. Die Zellen wurden je nach siRNA/miR fir 24 h bis sieben Tage
inkubiert. Bei Inkubation tber 72 h wurden die Zellen alle 48 — 72 h nachtransfiziert.
Um Zellen mit Expressions- oder Reportergenvektoren zu transfizieren, wurde
Lipofectamin LTX (Life technologies) verwendet. Dazu wurden folgende Komponenten fur

zwei 6-wells gemischt und fur 10 min bei RT inkubiert:

Ansatz 1: - 1 pyg Plasmid
- ad 34 yl DMEM ohne Phenolrot + P/S

- 6 pl Lipofectamin Plus

Ansatz 2: - 5 pl Lipofectamin LTX
- 35 yl DMEM ohne Phenolrot + P/S

Anschlieend wurden Ansatz 1 und Ansatz 2 vermischt, fir 30 min bei RT inkubiert und je
40 ul in 2 ml DMEM + 10% FKS + P/S in jedes 6-well gegeben. Die Zellen wurden je nach
Plasmid far 24-72 h im Brutschrank inkubiert. Darauf folgten funktionelle Assays (s.
beipielsweise  Boyden-Kammer und Real-time cell analysis (RTCA)) oder
RNA-/Proteinisolation (s. 3.2.1.1).

3.2.3.3. Reportergen-Assay

Fir einen Reportergen-Assay wurden, abhéngig von den verwendeten Zellen, 1x 10° bis
2x 10° Zellen pro well in 6-well Platten ausgesat. Am folgenden Tag wurden die Zellen mit
den entsprechenden Reportergen-Vektoren (s. 3.1.8.7) mithilfe von Lipofectamin LTX
(Life Technologies, Invitrogen) transfiziert. Zur Normalisierung wurden die Zellen
zusatzlich mit 0,2 pg pRL-TK Plasmid (Promega) transfiziert. Die Behandlung mit Slit3
erfolgte 4 h nach Transfektion der Zellen mit dem Reportergen-Konstrukt fir 20 h. Nach
24 bis 48 h erfolgte die Lyse der Zellen. Die Luciferase- und Renilla-Aktivitat wurden in
einem Assay (Dual-Luciferase Reporter Assay; Promega) mit einem Luminometer

(Berthold) gemessen.
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3.2.3.4. Migrations-Assay (Boyden-Kammer)

Boyden-Kammer-Assays sind die klassische Methode =zur Untersuchung des
migratorischen Potentials von Zellen. Dazu wurden vor Versuchsbeginn Gelatinefilter
hergestellt. Dafiir wurden Polykarbonat-Filter (Porengréf3e 8 um, Neuro Probe) fir 20 min
in 0,5% Essigsaure bei 50°C langsam geruhrt, abfiltriert und zweimal mit dd H,O gespdilt.
SchlieBlich wurden die Polykarbonat-Filter 1 h in 5 mg/ml Gelatine gekocht, erneut filtriert
und 1 h bei 100°C getrocknet.

24 h vor Versuchsbeginn wurden die Zellen gesplittet, um mdglichst aktive Zellen zu
erhalten (s. 3.2.3.1). Am Versuchstag erfolgte der Zusammenbau der unteren und oberen
Kammer der Boyden-Kammer. Dazu wurden 210 pl Fibroblasten-konditioniertes Medium
(FKM) in die untere Kammer pipettiert, ein Gelatinefilter luftblasenfrei darauf gelegt und
anschlielend die obere Kammer darauf geschraubt. Im nachsten Schritt wurde die
Zellzahl auf 60.000 Zellen pro ml in DMEM ohne FKS eingestellt und gegebenenfalls mit
rmSlit3 (100 ng/ml, R&D Systems) oder a-Robo3B (1:500, BioGenes) behandelt. Von
dieser Zellsuspension wurden 800 pl in die obere Kammer gegeben und fir 4 h im
Brutschrank inkubiert. Die Farbung der Filter erfolgte mit der Hemacolor® Schnellfarbung
(Merck). Dazu wurde je 1 min in jeder Losung inkubiert, in H,O gewaschen und die Filter
mit den Zellen nach oben auf Objekttragern getrocknet. Die migrierten Zellen wurden am
Lichtmikroskop gezahilt. Dies erfolgte in funf Gesichtsfeldern, aus welchen schlie3lich der

Mittelwert gebildet wurde.

3.2.3.5. Migrations-Assay (Real-time cell analysis (RTCA))

Die Bestimmung des migratorischen Potentials von Zellen erfolgte alternativ zur
Boyden-Kammer auch mittels CIM-Platten (OMNI Life Sciences) im xCELLigence
System von Roche Diagnostics. CIM Platten bestehen aus einer oberen und einer
unteren Kammer, welche durch eine Membran (Porengréf3e 8 um) getrennt sind. In
diesem System wird Uber Goldelektroden an der Unterseite der Membran die
Impedanz gemessen, die sich verandert, wenn Zellen an der Membranunterseite
adharieren. Dazu wurde in die unteren Kammern der CIM-Platte 160 ul Fibroblasten-
konditioniertes Medium (FKM) pipettiert und nach SchlieBen der CIM-Platte in die
oberen Kammern 25 ul DMEM mit P/S und ohne FKS gegeben. Es folgte eine
Inkubation fur 1 h bei 37°C im Brutschrank. Wahrenddessen wurden die Zellen auf eine
Zellzahl von 200.000 Zellen pro ml eingestellt. Nach erfolgter Hintergrund-Messung der

Impedanz in zellfreien Kammern wurden 20.000 Zellen in 100 pl in jede Kammer
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gegeben und je nach Experiment mit rmSlit3 (100 ng/ml, R&D Systems) oder
a-Robo3B (1:500, BioGenes) behandelt. Nach Inkubation bei RT fir 30 min erfolgten
die Messungen im xCELLigence System.

Programm: - 50 Messungen alle 5 min
- 100 Messungen alle 15 min

- 100 Messungen alle 60 min

Uber Anderungen der Impedanz wurden so in Echtzeit Unterschiede im migratorischen
Verhalten der Zellen gemessen und Uber den Zellindex (Cl), einen dimensionslosen
Parameter, aufgezeichnet. Die Auswertung erfolgte mit der Gerat-spezifischen RTCA

Software (Roche).

3.2.3.6. Immunfluoreszenz

Um die zellulare Verteilung von Proteinen in Zellen sichtbar zu machen, wurden
Immunfluoreszenz-Assays ausgefiihrt. Dazu wurden Zellen auf ,Lab Teks* (Chamber
cover slides) ausgesat. Nach Inkubation fur 24 h im Brutschrank wurden die Zellen kurz
mit PBS gewaschen und mit -20°C kaltem Aceton fir 10 Minuten bei -20°C fixiert. Nach
erneutem Waschen mit PBS erolgte die Blockierung der unspezifischen Proteine fur eine
Stunde in der feuchten Kammer durch Zugabe von 1% BSA/PBS. AnschlieBend wurden
die Zellen Uber Nacht bei 4°C mit dem primaren AK (s. 3.1.6.3) inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen mit PBS wurde mit dem fluoreszenzmarkierten sekundéren
Antikorper (FITC-anti-rabbit 1:40, s. 3.1.6.4) fur zwei Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurde mit VectaShield Slide Mounting
Medium eingedeckelt. Durch die darin enthaltene DAPI Lésung wurden die Zellkerne
angefarbt. Die Analyse der Fluoreszenzfarbung (Wellenlédnge des Exzitationsmaximums:
495nm, Emissionsmaximum: 528nm) erfolgte am Axio Imager Zeiss Z1

Fluoreszenzmikroskop (Axiovision, Carl Zeiss, Oberkochen).

3.2.3.7. Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit der GraphPad Prism Software (GraphPad
software, Inc., San Diego, USA). Alle Experimente wurden in mindestens zwei

unabhéngigen Versuchen wiederholt. Die Ergebnisse wurden als Mittelwert bzw.
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prozentualer Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. Signifikanzberechnungen

zwischen einzelnen Gruppen wurden mit Hilfe des Student’s paired t-test oder One-way

ANOVA durchgefihrt (p-value: < 0,001 = ***; 0.001 to 0.01 = ** 0.01 to 0.05 = *
>0.05 = ns).
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4.  Ergebnisse

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen sich in drei Teilprojekte gliedern. Im ersten
Teil (4.1) wurde die Expression verschiedener Robo3 Transkriptvarianten in RASF
untersucht. Da eine dieser Varianten in der Lage ist, den Liganden Slit3 zu binden, wurde
zudem analysiert, welche Transkriptionsfaktoren die Effekte der Ligandenbindung
vermitteln. Der zweite Teil (4.2) beschaftigt sich mit der Untersuchung von fehlregulierten
miRs in RASF, die potentiell Robo3 und weitere Repellent-Rezeptoren binden kénnen
sowie der Identifikation weiterer Zielgene. Der dritte Teil (4.3) beschéftigt sich mit der
Regulation der N-Cadherin Expression in OASF, einem Robo3-bindenden Molekiil. Dabei
wurde zum Einen untersucht, welchen Einfluss von SNPs im CDH2 Promotor auf die
Expression N-Cadherin besitzen. Zum Anderen wurde die Auswirkung dieser SNPs fiir die

Erkrankung analysiert.

4.1. Robo3 Expressionsregulation und Signaltransduktion nach
Ligandenbindung

In unserer Arbeitsgruppe wurde bereits die Expression von verschiedenen Rezeptoren fir
Repellentfaktoren wie Robo3, unc-5 homolog B (Unc5B) und Unc5C in RASF untersucht.
Dabei konnte gezeigt werden, dass alle drei Rezeptoren starker in RASF in frilhen
Passagen als in RASF in spaten Passagen oder nSF exprimiert werden. Dies wiederum
fihrt zu einer hdoheren Aggressivitat der Zellen, die sich durch vermehrte Migration und

verstarkten Abbau von Knorpel zeigt [28,29].

4.1.1. Expression der verschiedenen Robo3 Varianten in RASF

In der Literatur sind verschiedene Robo3 Transkriptvarianten beschrieben, wobei nur
Robo3A und Robo3B fir das full-length Protein kodieren. Von diesen Varianten ist nur
Robo3B in der Lage, Slit zu binden [48]. Es ist auRerdem bereits bekannt, dass RASF
durch die Behandlung mit Slit3 in der Migration inhibiert werden [28]. Jedoch ist bisher
unbekannt, welcher der Robo3 Varianten in RASF exprimiert wird. Ziel dieses Teilprojekts

war es, die in RASF exprimierte Transkriptvariante von Robo3 zu identifizieren.

Eine Datenbankanalyse zeigte, dass Robo3A und Robo3B annahernd die gleiche Lange

haben, weshalb eine Unterscheidung aufgrund der GroRRe mittels Western Blot nicht
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moglich war. Robo3A besteht aus 1.386 Aminosauren, Robo3B weist eine Lange von
1.364 Aminosauren auf (ENSEMBL) [139]. In Abbildung 8A sind beide Varianten
schematisch dargestellt. Robo3A und Robo3B unterscheiden sich nur am 5-Ende
voneinander, wobei Robo3B die kirzere Variante ist und ein alternatives Exon 1 im
Vergleich zu Robo3A besitzt [48]. Dabei liegt der Robo3B Translationsstart in Intron 1 von
Robo3A, wodurch Exon 1 von Robo3B ab Aminosaure 32 identisch mit Exon 2 von
Robo3A ist. Ab dieser Stelle sind beide Isoformen identisch. Zur Unterscheidung der
beiden Varianten bleiben insgesamt folglich nur die Aminosduren der beiden ersten
Exons. Nach Abspaltung des Signalpeptids bleiben bei Robo3A 33 Aminosauren, die nur
in Robo3A vorkommen. Robo3B besitzt 31 spezifische Aminosauren, von welchen die
ersten 24 Aminosauren unter Verwendung der PrediSi Software (www.predisi.de) als
Signalpeptid vorhergesagt werden und bei der Prozessierung abgespalten werden
(Abbildung 8B und C). Robo3B besitzt somit im Vergleich zu Robo3A sieben spezifische
Aminosauren (Abbildung 8C).

A Exon 1 (A) Exon 2-28
s-Jj Robo3A 3
Intron 1
(A)
Exon 2-27
5 Robo3B -3
Exon 1 (B)
B 1 15 S i 3 S S 55 0 5 10 5 1 15 25 0 35 0 5 5 55 60 13 0
- Robo3A Robo3B
s s
‘ as |
“ 0 I
I
Sequence Sequence
C

Robo3A: N- NILRYLLKTLLQMNLFADSLAISDISNSSELLLGFNSSLAALNHTLLPPGDPSLN |

Robo3B: N-MERPEDSLSLWSLNLSPQFPCLNALRHPLSP

Abbildung 8: A mRNA-Sequenzunterschiede zwischen Robo3A und Robo3B. Die beiden
Transkriptvarianten haben jeweils ein alternatives Exon 1, wobei Exon 1 von Robo3B in Intron 1
von Robo3A beginnt und Robo3 B dadurch um ein Exon kirzer ist als Robo3A. B
Signalpeptidvorhersage mit der PrediSi Software (www.predisi.de). Fir Robo3A werden die ersten
20 Aminoséauren als Signalpeptid vorhergesagt. Im Fall von Robo3B ergibt sich keine eindeutige
Signalpeptidsequenz, die Software zeigt aber eine mdgliche Schnittstelle bei Aminoséaure 24 an. C
N-terminale Sequenzen von Robo3A und Robo3B im Vergleich. Die schwarzen Boxen markieren
die spezifischen Bereiche von Robo3A und Robo3B nach Abspaltung des vorhergesagten
Signalpeptids.
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Um zu untersuchen, welche Robo3 Variante in RASF exprimiert wird, wurde die
Expression von Robo3A und Robo3B auf mRNA Ebene mittels gRT-PCR bestimmt
(s. 3.2.1.5). Dazu wurden Primer designed, die spezifisch fir die jeweilige Variante waren.
Im Fall von Robo3B bindet der forward Primer spezifisch im ersten Exon von Robo3B. Der
reverse Primer bindet hingegen in Exon 2, welches bei beiden Transkriptvarianten
identisch ist. Fir Robo3A liel3 sich eine solche Kombination nicht etablieren, weshalb hier
der forward und der reverse Primer in Exon 1 von Robo3A binden. Es zeigte sich, dass
Robo3B relativ zu Robo3A in RASF in groRerer Menge nachweisbar war und die
Expression von Robo3B Uber den Passagenverlauf dem Verlauf der Gesamtexpression
von Robo3 in RASF entspricht (Abbildung 9A). Robo3B wird somit in RASF in friher
Passage signifikant starker exprimiert als in RASF in spater Passage (Abbildung 9A). Die
Bestéatigung der Robo3B Expression auf Proteinebene erfolgte durch Western Blots
(s. 3.2.2.6). Da keine kommerziellen Robo3B-spezifischen Antikérper erhdltlich waren,
wurde hierzu ein spezifischer Antikdrper generiert und durch die Firma BioGenes in
Kaninchen produziert (s. 3.1.6.2). Da nach Abspaltung der vorhergesagten Signalsequenz
nur sieben Aminosduren (Aminosdure 25-31) zur Unterscheidung von Robo3A und
Robo3B in Frage kamen, war nicht klar, ob diese Peptidgrof3e ausreichen wirde, um
einen spezifischen Antikdrper zu gewinnen. Deshalb wurde ein Peptid aus den
Aminoséauren 18-31 fiir die Antikdrpersynthese ausgewahlt (Abbildung 8C).

A * B
S 80, Spender 1 Spender 2
g .
5 <
Q@ 604 - ——
2 E T 150 kDa Robo3B
% Do: 404
% ﬁ 42 kDa B-Actin
0 D 20 2 e
2= ’_—l—_\ 6%«39‘2’ B 5 S
g ol — | & &
I & & © %Qrb R 6Q®
2 2 &
& oF
@ @
RN P
& &
RASF

Abbildung 9: A mRNA Expression von Robo3B relativ zu Robo3A Uber den Passagenverlauf.
Robo3B wird stérker in RASF in frihen Passagen exprimiert als in RASF in spéten Passagen oder
nSF, wahrend Robo3A von allen SF nur gering exprimiert wird. (RASF: n=3, nSF: n=2) B Im
Western Blot mit spezifischen Robo3B-Antikérpern konnte eine starkere Proteinexpression von
Robo3B in RASF in frihen Passagen im Vergleich mit RASF in spaten Passagen gezeigt werden.
B-Aktin wurde als Ladekontrolle verwendet. (n=2)
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Im Western Blot (s. 3.2.2.6) mit RASF Proteinlysaten lieferte der Robo3B Antikdrper (a-
Robo3B-AK) spezifische Banden. Robo3B wird auch auf Proteinebene in RASF in friher
Passage starker exprimiert als in RASF in spater Passage. (Abbildung 9B). Der o-
Robo3B-AK wurde auch fir Immunfluoreszenz- und immunhistochemische Farbungen
getestet, wies in diesen Assays allerdings starke Hintergrundfarbungen auf, die durch
verschiedene Verdinnungen des Antikorpers oder mittels unterschiedlicher Blocking-
Reagenzien nicht zu beseitigen waren. Bei FACS-Analysen zur Bestimmung der Menge
an exprimiertem Robo3B Rezeptor war kein Unterschied zur Kontrolle mit pra-
Immunserum messbar. Fur diese drei Analysetechniken lieferte der a-Robo3B-AK somit

keine spezifischen Ergebnisse (Daten nicht gezeigt).

In Migrations-Assays mittels RTCA (s. 3.2.3.5) wurde des Weiteren getestet, ob der
a-Robo3B-AK auch als inhibierender Antikérper gegen aggressive RASF wirken kann.
Dabei zeigte sich, dass der a-Robo3B-AK weder aktivierende noch inhibierende Wirkung
auf das migratorische Verhalten der RASF besitzt. Die Experimente zeigten vielmehr,
dass schon die Behandlung mit pra-Immunserum zu einer Inhibition der Migration von
RASF in frihen Passagen fuhrt und der Effekt nach a-Robo3B-AK Behandlung kein
spezifischer Effekt des Antikorpers ist (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Migrations-Assays im RTCA System zeigten keine signifikanten Effekte auf das
Migrationsverhalten von RASF nach a-Robo3B-AK Behandlung. AufRerdem zeigte bereits die
Behandlung mit pra-Immunserum hemmende Effekte, wodurch die vorhandene Tendenz in
Richtung geringerer Migrationsfahigkeit nach a-Robo3B-AK mdoglicherweise nicht auf den AK,
sondern auf das Serum zurtckzufihren war. (n=2)
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In diesem Teil der Arbeit konnte zusammenfassend gezeigt werden, dass Robo3B in
RASF exprimiert wird, wahrend Robo3A fast nicht nachweisbar ist. Robo3B wird zudem
starker in RASF in friihen Passagen exprimiert als in RASF in spaten Passagen oder nSF,
was mit der von Denk et al. publizierten Gesamtexpression von Robo3 vergleichbar ist
[28]. Der generierte spezifische a-Robo3B-AK kann zum Proteinnachweis im Western Blot
verwendet werden und bestétigt die Robo3B Expression auf Proteinebene. In FACS-,
Immunfluoreszenz- und immunhistochemischen Analysen konnte keine Spezifitat des
Antikdrpers nachgewiesen werden. In funktionellen Assays zeigte der a-Robo3B-AK

weder aktivierende noch inhibierende Aktivitat.

4.1.2. Signaltransduktion nach Slit3 Bindung an Robo3B

Neben der erhdhten Expression von Robo3 in RASF in friihen Passagen, konnten Denk
et al. zudem zeigen, dass die aggressiven Zellen in ihrer Fahigkeit zu migrieren und
Knorpel abzubauen durch die Behandlung mit Slit3 inhibiert werden koénnen [28].
Nachdem in Abschnitt 4.1.1 gezeigt wurde, dass tatsachlich die Slit-bindende Robo3B
Transkriptvariante in RASF in friilhen Passagen exprimiert wird, stellte sich die Frage der
Weiterleitung des Signals nach Liganden-Bindung an den Rezeptor. In diesem Projektteil
wurde deswegen die Aktivitdt verschiedener Transkriptionsfaktoren untersucht, die
maglicherweise Rickschlisse auf Signaltransduktionswege zulassen. Die untersuchten
Transkriptionsfaktoren, AP-1, CREB, NFkB und B-Catenin wurden aufgrund ihrer bereits
beschriebenen Funktionen in RA oder ihrer veranderten Aktivitat im entzindlichen Milieu
ausgewahlt (s. 1.2.4) [62,70,71].

Mittels Reportergen-Assays (s. 3.2.3.3) wurde die Aktivitdt eines Promotors mit
Bindestellen fur entweder NFkB, CREB, TCF oder AP-1 iber ein nachgeschaltetes
Luciferase-Gen in HSE und RASF quantitativ bestimmt. HSE sind SV-40-immortalisierte
RASF, die hier als Modellzelllinie dienten. Die Behandlung mit Slit3 zeigte keinen
eindeutigen Einfluss auf die Regulation der Promotoraktivitat durch NFkB (Abbildung 11A)
und CREB (Abbildung 11B). Um die potentiellen Effekte von Slit3 auf -Catenin in RASF
in frihen Passagen zu untersuchen, wurden Reportergen-Assays mit TOP/FOPflash-
Vektoren durchgefuhrt. Der TOPflash-Vektor enthalt Bindestellen fir Lef-TCF. Im
FOPflash-Vektor sind diese Bindestellen mutiert, sodass Lef-TCF nicht mehr binden kann.
Stabilisiertes B-Catenin transloziert in den Kern und bindet an Lef-TCF (s. 1.2.4.1). Lef-
TCF wiederum kann nur im Komplex mit p-Catenin an die Bindestellen im Promotor

binden und somit die Transkription des nachgeschalteten Luciferase-Gens beeinflussen
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[140]. Mithilfe dieses Assays kann demzufolge die Menge an B-Catenin im Nucleus
bestimmt werden. Jedoch zeigte sich auch fur B-Catenin keine veranderte Aktivitdt nach
Slit3 Behandlung. In Reportergen-Assays fir AP-1 zeigte sich hingegen, dass in HSE und
RASF in frihen Passagen die Behandlung mit Slit3 zu einer signifikant geringeren
Promotoraktivitat durch AP-1 fihrt (Abbildung 11D).
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Abbildung 11: A+B Reportergen-Assays fur NFkB und CREB mit HSE (n=3) und RASF (n=2) in
frihen Passagen zeigten keinen signifikanten Unterschied in der Promotoraktivitat nach Slit3
Behandlung. C Die Aktivitat von B-Catenin wurde mittels der TOP/FOP-Konstrukte in RASF in
frihen Passagen bestimmt. Dabei konnte keine verénderte Promotoraktivitdt durch B-Catenin
festgestellt werden (n=2). D Reportergen-Assays zur Untersuchung der AP-1 Aktivitat zeigten eine
signifikant schwéchere Aktivitat von AP-1 nach Slit3 Behandlung in HSE (n=3) und RASF (n=2) in
frihen Passagen.

Zur Bestatigung der Reportergen-Assay Ergebnisse wurden fir NFkB, CREB und AP-1
aulRerdem EMSAs durchgefihrt (s. 3.2.2.7). Im Fall von NFKB zeigte sich hier ein anderes
Ergebnis als in den Reportergen-Assays. In EMSAs konnte eine geringere NFkB-Bindung

an die EMSA-Sonde nach Slit3 Behandlung nachgewiesen werden (Abbildung 12A). Fur
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CREB zeigte sich keine eindeutige Veranderung der Bindekapazitat an die EMSA-Sonde
(Abbildung 12B). AP-1 zeigte nach Slit3 Behandlung, in Ubereinstimmung mit den
Reportergen-Assays, eine geringere Bindung an die AP-1 Sonde (Abbildung 12C).
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Abbildung 12: A-C EMSAs mit NFkB, CRE und AP-1 Sonden. Die Shifts durch NFkB und AP-1
zeigten eine verminderte Bindung der beiden Transkriptionsfaktoren nach Slit3-Behandlung. Die
zwei NFkB Shifts kommen durch verschiedene Dimere des Transkriptionsfaktors zustande. Die
Bindung von CREB an die Sonde veranderte sich nicht. (n=2) D Immunfluoreszenz-Farbungen von
B-Catenin zeigten, dass in RASF in frihen Passagen fast kein (B-Catenin exprimiert wird. Die
Positivkontrolle (Mel501) zeigte eine klare Farbung.

Da in den TOP/FOPflash Reportergen-Assays keine Induktion der Luciferase-Aktivitat
gemessen werden konnte, jedoch bereits gezeigt wurde, dass in RASF eine erhdhte
Menge B-Catenin in RASF im Vergleich mit OASF exprimiert wird und dies zur Aktivierung
der RASF beitragt [73], wurde die Menge an B-Catenin im Nucleus von RASF mittels

Immunfluoreszenz untersucht. Als Positivkontrolle wurde eine Melanomzelllinie (501 Mel)

-60 -



Ergebnisse

ausgewahlt, da metastasierende Melanomzelllinien eine hohe Menge an [B-Catenin
aufweisen [141]. Diese zeigten in der Immunfluoreszenz eine klare Farbung von
B-Catenin (Abbildung 12D). In Immunfluoreszenz-Assays mit RASF in friher Passage mit
und ohne Slit3 Behandlung konnte hingegen fast kein (-Catenin im Nucleus
nachgewiesen werden (Abbildung 12D).

Zusammenfassend konnte in diesem Projektteil mittels Reportergen-Assays, EMSAs und
Immunfluoreszenz-Assays gezeigt werden, dass ausschlieZlich die AP-1 Aktivitat durch
die Behandlung mit Slit3 in zwei unabhangigen Assays gehemmt wird. NFkB, CREB und
B-Catenin zeigten keine oder nur geringe Aktivitaitsanderungen bzw. uneinheitliche
Ergebnisse in verschiedenen Assays. Damit spielt AP-1 als einziger der untersuchten

Kandidaten eine Rolle bei der Slit/Robo-Signalweiterleitung.

4.2. Herabregulation von hsa-miR-188-5p in aggressiven RASF

Wie in Abschnitt 4.1 beschrieben, weisen RASF in frihen Passagen eine erhdhte Robo3
Expression im Vergleich zu RASF in spaten Passagen und nSF auf. In unserer AG
wurden neben Robo3 noch weitere Repellent-Rezeptoren, wie Unc5B und Unc5C,
untersucht. Diese weisen Uber die Passagierung (s. 3.2.3.1) der RASF einen &hnlichen
Expressionsverlauf wie Robo3 auf [29]. Uber die Regulation dieser verstarkten Repellent-
Rezeptor Expression in RASF ist noch nichts bekannt. Da miRs auch bei der Entstehung
und Progression von RA eine Rolle spielen [82—-84], wurde die Mdbglichkeit der
gemeinsamen Regulation der Rezeptoren durch miRs in Betracht gezogen. Ziel war es
dabei, eine miR zu finden, die in den 3'UTRs aller drei Rezeptoren bindet und weitere

Zielgene dieser miR in RASF zu identifizieren.

Zuerst wurde nach miR Bindestellen gesucht, die im 3’'UTR von Robo3, Unc5B und
Unc5C vorhanden waren. Die in silico Analysen zeigten, dass hsa-miR-188-5p in allen
drei 3UTRs binden kann (Abbildung 13). MiRs regulieren die Expression ihrer Zielgene
klassischerweise dadurch herab, dass sie im 3-UTR der jeweiligen mRNA binden und die
Translation der mRNA inhibieren. Zur Regulation der Repellent-Rezeptoren kamen aus
diesem Grund miRs in Frage, die in inflammatorischem Milieu herabreguliert sind und
somit die erhdhte Expression ihrer Zielgene ermdéglichen. Fir hsa-miR-188-5p wurde
beispielsweise beschrieben, dass die Expression dieser miR in der glatten Muskulatur der
Atemwege durch IL-1B Behandlung herabreguliert wird [142]. Fur IL-1B wurde bereits

gezeigt, dass dieses Cytokin bei RA vermehrt exprimiert wird und (ber parakrine
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Mechanismen die Expression anderer Proteine beeinflussen kann [88]. Basierend auf
dieser Datenlage entstand die Hypothese, dass IL-1 die Expression von hsa-miR-188-5p
in RASF negativ beeinflussen und somit die Expression von Robo3, Unc5B und Unc5C

positiv regulieren kénnte.

3' gggaggugguacguUCCCUAc &' hsa-miR-188-5p

4367 bp: 5' cggggaaggggaguAGGGAUg 3' Robo3

3' gggagGUGGUACGUUCCCUAc 5! hsa-miR-188-5p

4438 bp: 5' gguggCUCCUAGAAAGGGAUg 3' Unc5B
3' gggaggugguacguUCCCUAc &' hsa-miR-188-5p
3521 bp: 5' acaucaaauuggacAGGGAUg 3' Unc5C

Abbildung 13: Bindestelle von hsa-miR-188-5p im 3’'UTR von Robo3, Unc5B und Unc5C.
(http://www.microrna.org)

Aufgrund der vorhergesagten Bindestellen in allen drei 3’'UTRs wurde die Expression von
hsa-miR-188-5p in RASF in friher und spéater Passage per gRT-PCR (s. 3.2.1.5)
bestimmt und verglichen. Dabei zeigte sich, dass entsprechend der Hypothese hsa-miR-
188-5p in RASF in friher Passage im Vergleich zu RASF in spéater Passage weniger stark
exprimiert wird (Abbildung 14A). Ein noch deutlicherer, signifikanter Unterschied der
hsa-miR-5p Expression zu RASF in spaten Passagen wurde in RA Synovialgewebe
gefunden (Abbildung 14A). Um den Einfluss von inflammatorischen Cytokinen auf die
hsa-miR-188-5p Expression zu untersuchen, wurden RASF in spater Passage bis zu 16 h
mit rhiL-13 behandelt. Da bekannt ist, dass IL-13 die Expression von IL-6 induziert [143],
wurde nach der Behandlung als Kontrolle die IL-6 Expression in den RASF bestimmt.
Dabei zeigte sich, dass die Cytokin Behandlung ausreichend war, um die Genexpression
zu veréndern, weil die IL-6 Expression signifikant anstieg (Abbildung 14B). Die
hsa-miR-188-5p Expression nach rhiL-18 Behandlung liel3 jedoch keine signifikante
Herabregulation der miR in den behandelten Zellen im Vergleich zu Unbehandelten
erkennen (Abbildung 14C). Trotz bereits publizierter Regulation der hsa-miR-188-5p
Expression durch IL-18 in der glatten Muskulatur der Atemwege [142], scheint die
Behandlung von RASF in spaten Passagen mit IL-1f3 in diesem Zelltyp nicht ausreichend
fur die Anderung der Expression von hsa-miR-188-5p. Demnach miissen hier andere

Faktoren an der Regulation der miR beteiligt sein.
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Abbildung 14: A RASF in spater Passage (n=3) weisen eine héhere Expression von hsa-miR-188-
5p auf als RASF in friher Passage (n=3) oder RA Synovialgewebe (n=5). B Die IL-6 Expression in
RASF in spater Passage steigt nach IL-18 Behandlung signifikant an. (n=3) C Nach IL-1
Behandlung von RASF in spater Passage ist eine Herabregulation der hsa-miR.188-5p im
Vergleich zur Kontrolle nicht zu erkennen. (n=3)

Nach Untersuchung der hsa-miR-188-5p Expression in vitro wurde die Expression auch in
Gewebeschnitten des Synoviums von RA Patienten und gesunden Spendern mittels in
situ Hybridisierung analysiert. Als Kontrolle wurden eine U6 Sonde und eine scrambled
Sonde verwendet. Die Positivkontrolle U6 zeigte eine vergleichbar starke Farbung in
gesundem und RA Gewebe, wahrend die scrambled Sonde nur Hintergrundfarbung
aufwies. Die miR-188-5p Sonde hingegen zeigte eine deutlich starkere Farbung in
gesunden Gewebeschnitten, wahrend RA Gewebe nur eine sehr geringe Farbung
aufweist (Abbildung 15).
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Abbildung 15: In situ Hybridisierung mit Sonden fir miR-188-5p und U6, sowie scrambled als
Kontrolle. Die Kontrollfarbung mit U6 Sonden zeigt eine &hnliche Farbung in normal und RA
Synovium. Die scrambled Sonde zeigte nur eine leichte unspezifische Farbung in allen
Gewebeschnitten. Das Synovium aus gesunden Spendern weist jedoch eine starkere und
gleichmaRigere Farbung durch die miR-188-5p Sonde auf als RA Synovium. (n=3)

Um den regulatorischen Effekt von hsa-miR-188-5p genauer zu untersuchen, wurden
RASF in friher Passage mit hsa-miR-188-5p und RASF in spater Passage mit
anti-miR-188-5p transfiziert (s. 3.2.3.2). Die Transfektion mit der anti-miR sollte die
Funktion der jeweiligen miR inhibieren und in diesem Fall zu einer starkeren Expression
von Robo3, Unc5B und Unc5C in RASF in spaten Passagen fiuhren, wahrend durch die
Transfektion von RASF in frihen Passagen mit der miR mit einer verminderten
Zielgenexpression zu rechnen ist. Die mMRNA Expression von Robo3, Unc5B und Unc5C
wurde im Anschluss an die Transfektion mittels gRT-PCR bestimmt (s. 3.2.1.5). Zum
Vergleich der Expressionsanderung der Gene durch miR und anti-miR Transfektion wurde
der Quotient der mit anti-miR transfizierten RASF verwendet (1/x) und die
Expressionsdaten von RASF in frihen und spaten Passagen zusammengefasst. Zu
erwarten war eine negative Regulation der Gene, da hsa-miR-188-5p in RASF friher
Passage im Vergleich mit RASF in spater Passage herabreguliert ist. Dabei zeigte sich
keine signifikante Anderung der Expression der drei Rezeptoren durch Transfektion mit
hsa-miR-188-5p oder anti-miR-188-5p (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Die Expression von Robo3, Unc5B und Unc5C &ndert sich nicht signifikant nach
Transfektion mit hsa-miR-188-5p oder anti-miR-188-5p. (n=5)

Da die Expression von hsa-miR-188-5p in RA Synovialgewebe im Vergleich zu RASF in
spaten Passagen jedoch eindeutig herabreguliert war (Abbildung 14A), wurde das
Expressionsprofil von (anti-) hsa-miR-188-5p transfizierten RASF mithilfe eines
GeneChip® PrimeView™ Human Gene Expression Array (Affymetrix) bestimmt, um
weitere Zielgene der miR zu identifizieren. Dieser Array liefert Expressionsdaten zum
gesamten Genom und ist durch die Verwendung von neun bis elf Sonden pro Gen, die
unabhangig voneinander gemessen werden, sehr genau [144]. Dadurch sollten weitere
Zielgene von hsa-miR-188-5p in RASF identifziert werden. Die Auswertung des Array
zeigte, dass hsa-miR-188-5p die Expression einer ganzen Reihe von Genen beeinflusst.
Aus diesen regulierten Genen wurden solche zur weiteren Untersuchung ausgewabhilt, die
die starkste Regulation aufwiesen oder Uber mehrere unabh&ngige Sonden erkannt
wurden (Daten nicht gezeigt). Von diesen weisen KIAA1199, Integrin alpha 7 (ITGA7) und
Gremlin 2 (GREM2) eine hsa-miR-188-5p Bindestelle im 3'UTR auf (Abbildung 17).
MessengerRNAs ohne Bindestelle fur hsa-miR-188-5p waren Collagen12A1 (Col12A1)
und Collagen1Al (Col1Al). Die Regulation dieser Gene musste demnach indirekt Uber
die Regulation anderer Gene erfolgen.
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3' ggGAGGUGGUAC----GUUCCCUAc 5"  hsa-miR-188-5p

5288 bp: 5' gcCUCUGGAAUGGCUCAGGGAUu3' KIAA1199

3' gggaggugguacgUUCCCUAc 5' hsa-miR-188-5p
3903 bp: 5'caaagguggggagAAGGGAUc 3' ITGA7

3' ggGAGGUGGUACGUUCCCUACc &' hsa-miR-188-5p
2029 bp: 5' caCACAGAUAGGGGAGGGAUuU 3' GREM2

Abbildung 17: In silico Bindestellen fur hsa-miR-188-5p im 3’UTR der mRNAs von KIAA1199,
ITGA7 und GREM2.(http://www.microrna.org)

Zur Verifikation der Regulation dieser Gene durch hsa-miR-188-5p, wurde die mRNA
Expression nach (anti-) hsa-miR-188-5p Transfektion mittels gRT-PCR (s. 3.2.1.5)
ermittelt. Dabei zeigte sich weder fur ITGA7 noch fir GREM2 eine signifikante
Expressionsanderung (Abbildung 18A). Die Expression von KIAA1199, CollAl und
Col12A1 wird dagegen signifikant durch die hsa-miR-188-5p herabreguliert. Die starkste
Regulation weist jedoch KIAA1199 auf (Abbildung 18A). Aufgrund dessen, dass
KIAA1199 am starksten durch hsa-miR-188-5p reguliert wurde und als einziges der
analysierten und signifikant regulierten Gene eine Bindestelle im 3'UTR aufwies, wurde
nur von KIAA1199 die Proteinexpression nach hsa-miR-188-5p Transfektion mittels
Western Blot untersucht (s. 3.2.2.6). Die Western Blot Daten bestétigten die bereits auf
MRNA gezeigten Expressionsdaten. Auch die Proteinexpression nimmt nach miR
Transfektion ab (Abbildung 18B).

Zusammengefasst konnte in Teil 4.2 gezeigt werden, dass hsa-miR-188-5p in RASF in
frihen Passagen und RA Synovialgewebe geringer exprimiert wird als in RASF in spaten
Passagen, welche im Expressionsprofi nSF am &hnlichsten sind. Durch einen
GeneChip® PrimeView™ Human Gene Expression Array wurden verschiedene Zielgene
der miR identifiziert, von welchen die Expression von KIAA1199, Col1Al und Col12A1l in
RASF durch hsa-miR-188-5p mittels qRT-PCR verifiziert werden konnte. Fir KIAA1199
wurde die deutlichste Regulation der Expression gefunden. Diese Regulation wurde

zusatzlich auf Proteinebene mittels Western Blot bestatigt.

- 66 -


http://www/

Ergebnisse

A 3 ctrl B
ns = miR oder (1/anti-miR)
1.59 o o
w0 o

c Q 0]
% *% l * ns * \q—:’ ‘q_:)
@ : :
o i _ — — — > o
g5 e ¢
<3 § 2 § 2
€ 059 KIAA1199 il
T!_). ’l‘ B-Actin e — — —

0.0

T T Spender1  Spender 2

o
. & &£ & RASF
& frihe Passage

Abbildung 18: A mRNA Expression der aus dem GeneChip® PrimeView™ Human Gene
Expression Array mittels qRT-PCR verifizierten Gene. Zum Vergleich der Expression von miR und
anti-miR transfizierten RASF wurde der Quotient der anti-miR transfizierten Zellen (1/anti-miR)
verwendet. Die Expression von KIAA1199, Coll2A1 und CollAl1 wurde signifikant durch
hsa-miR-188-5p herabreguliert. KIAA1199 wies jedoch die eindeutigste Regulation auf. Die
Expression von ITGA7 und GREM2 wurde nicht signifikant durch hsa-miR-188-5p beeinflusst.
(n=4) B Durch Western Blots konnten mRNA Daten von KIAA1199 auch auf Proteinebene
bestéatigen; KIAA1199 wurde somit auch auf Proteinebene durch hsa-miR-188-5p herabreguliert.

4.3. Polymorphismen im N-Cadherin Promotor fihren zu einer veranderten

Expression des Gens

Dieser Arbeit vorhergehende Expressionsstudien durch Simone Hofmeister zeigten, dass
ein Robo3-bindendes Zelladh&sionsmolekil, N-Cadherin, in RASF und OASF in frihen
Passagen starker exprimiert wird als in nSF (Daten nicht gezeigt). Da sich die Expression
in RASF und OASF in frihen Passagen und spaten Passagen im Gegensatz zu
beispielsweise Robo3, Unc5B oder Unc5C nicht wieder dem Level in nSF annahert,
wurde nach méglichen genetischen Grinden fir eine starkere Expression von N-Cadherin
in RASF und OASF im Vergleich zu nSF gesucht. In Zusammenhang mit veranderter
Genexpression wurden bereits verschiedene SNPs in Promotorregionen beschrieben, wie
beispielsweise im RUNX2 Promotor. Hier verdndern SNPs in der Promotorregion die
Transkriptionsfaktorbindung [145]. Aufgrund der bisherigen Datenlage entstand die
Hypothese, dass ein oder mehrere SNPs im CDH2 Promotor die Expression des Gens
beeinflussen und die Ausprdgung von RA oder OA verdndern konnten. Ziel dieses
Teilprojektes war es, SNPs im CDH2 Promotor mit RA zu assoziieren und deren Einfluss

auf die Expression von N-Cadherin aufzuklaren.
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Zur Untersuchung der Hypothese, dass SNPs in der Promotorregion von CDH2 die
Entstehung und Progression von RA oder OA beeinflussen, wurden in Zusammenarbeit
mit PD Dr. Stark (Institut fir Epidemiologie und Préventivmedizin, Universitat
Regensburg) verschiedene SNPs im CDH2 Gen (Abbildung 19A a) in einem RA-, einem
OA- und einem Kontrollkollektiv analysiert. Es konnte keine signifikante Assoziation der
untersuchten SNPs mit RA gezeigt werden. Jedoch zeigte sich, dass der SNP
rs11564299 bei einer Regressionsanalyse mit Korrektur fur Alter und Geschlecht eine
signifikante Assoziation (p = 5.0 x 10°) mit dem OA-Risiko aufweist. Das Risiko, OA zu
entwickeln, ist mit der seltenen Variante (Var G) geringer, als mit der hdufigen Variante
(Var A). Rs11564299 liegt 2.583 bp vor dem Translationsstart im Promotor des CDH2
Gens (Abbildung 19A b). In Abbildung 19A ¢ wurde die Lage von CDH2 schematisch
dargestellt, wobei die senkrechten Striche Exons markieren. Da viele SNPs abhangig
voneinander vererbt werden und sogenannte Haplotypen bilden, existieren Datenbanken
wie HapMap, die zeigen, welche SNPs in einem linkeage disequilibrium (LD) stehen und
bevorzugt gemeinsam vererbt werden [146]. Aufgrund der Entfernung des SNPs
rs11564299 zum Translationsstart von N-Cadherin wurde mit einer HapMap Suche nach
einem SNP gesucht, der ndher am Translationsstart liegt. Dabei ergab sich ein
schwaches LD mit rs11083255 (Abbildung 19A d), der 1.719 bp vor dem Translationsstart
lag. Beide SNPs zeigen dieselbe Richtung der Assoziation mit OA, sind also protektiv.

Aufgrund dieser Daten wurden die nachfolgenden Untersuchungen nur noch in OASF
durchgefihrt. Ziel war somit, den Einfluss des SNPs mit der starksten Assoziation mit OA,
rs11564299, auf die Expression von N-Cadherin aufzuklaren. Um den Effekt eines SNPs
zu beurteilen, gibt es verschiedene Parameter. Zum Einen wird der odds ratio (OR)
angegeben, welcher die Starke der Assoziation beschreibt. Zum Anderen wird der p-Wert
angeben. Wobei p < 0,05 als signifikant gilt. Im Fall von rs11564299 und rs11083255 ist
jeweils das seltene Allel protektiv, jedoch nicht véllig unabhéngig voneinander (p = 0,040,
OR = 0,69 fur rs11564299 nach Korrektur fiir rs11083255; p = 0,166, OR = 0,61 fur
rs11083255 nach Korrektur fur rs11564299). Es konnte aul3erdem gezeigt werden, dass
die N-Cadherin Expression mit dem SNP-Status korreliert. Dazu wurden die mRNA
Expressionslevel in verschiedenen Spendern mit bekanntem SNP-Status mittels gRT-
PCR bestimmt (s. 3.2.1.5). Im Vergleich zu OASF mit der h&ufigeren Variante (Var A)
exprimierten OASF mit dem seltenen Allel (Var G) verstarkt N-Cadherin (Abbildung 19B).

- 68 -



Ergebnisse

23800000 23850000 23900000 23950000 24000000 24050000 24100000 24150000 24200000 24250000 24300000
| | I | | | | \ | ‘ \

1511564299 [

come -4 S

2 oo

ENNARID RN, 2
N 3 A N

35
rs11564299 genotypes

1)

30

25
20
15

0,5 4

relative Expression (Mel Im

0,0

Abbildung 19: A Schematische Darstellung der genomischen Region von CDH2
(http://genome.ucsc.edu/). a. Lokalisation von CDH2 auf Chromosom 18 von 23.750 kb bis
24.350 kb. b. Relative Position von rs11564299. c. CDH2 Exon-Intron-Struktur. d. LD Plot mit CEU
Proben in HapMap phase Il release 22 mit paarweisen r2-values. Rot entspricht perfektem LD
(r2=1), weil3 entspricht r?=0. Es zeigte sich ein schwaches LD mit rs11083255. B Genotyp-
abhéngige Expression von N-Cadherin in OASF. N-Cadherin wird verstarkt in heterozygoten (A/G)
OASF im Vergleich zu homozygot (A/A) OASF exprimiert. (modifiziert nach Ruedel et al. [147])

In weiteren Analysen sollte die Bedeutung von rs11564299 fir die Genregulation
untersucht werden. Dazu wurde mithilfe von SNPInspector (Genomatix Software GmbH,
Munchen) analysiert, welche Auswirkungen ein Basenaustausch von A nach G an dieser
Stelle auf die Bindung von Transkriptionsfaktoren an die Promotorregion hat. Diese in
silico Analysen zeigten, dass das G-Allel zu neuen Transkriptionsfaktorbindestellen im
CDH2 Promotor fuhrt. Durch den Basenaustausch entsteht unter anderem eine ETS
Bindestelle (Abbildung 20A). Hier zeigte sich, dass ETS 1 nach einem Nukleotidaustausch
von A nach G besser an den Promotor binden sollte. Um diese Bindung nachzuweisen,
wurde ein ELISA etabliert. Dazu wurden spezifische Oligonukleotide generiert, die
entweder Variante A oder Variante G enthalten und deren forward Oligonukleotide
biotinyliert sind (s. 3.2.2.8). Nach Annealing der komplementaren Nukleotidsequenzen,
wurde mit diesen ds-Oligonukleotiden und einem spezifischen ETS 1 Antikdrper der
ELISA durchgefuhrt (Abbildung 20B). Die Ergebnisse lieferten keinen Hinweis auf einen

Unterschied in der Bindungsintensitat zwischen der Variante A- und Variante G-Sonde an
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ETS 1. Auch die Verdrangung mit nicht-biotinylierten Sonden zeigte keine differentielle
Bindung des Transkriptionsfaktors an eine der beiden Varianten (Abbildung 20C).
Dadurch konnte ETS 1 als Transkriptionsfaktor, der selektiv an die seltene G-Variante von
rs11564299 bindet, ausgeschlossen werden.

A c ETS1 ELISA
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Abbildung 20: A In silico Analyse der ETS 1 Bindestelle um rs11564299. Eine Bindung von ETS 1
an den CDH2 Promotor sollte nur bei der seltenen G-Variante mdglich sein. B Schematischer
Aufbau des ELISAs. Die wells waren fir diesen ELISA mit Streptavidin beschichtet. Die
biotinylierten Oliginukleotide konnten dadurch Uber die Bindung an Streptavidin ebenfalls in den
wells verankert werden. Daran gebundene Proteine konnte dann durch spezifische priméare und
entsprechende POD-gelabelte Antikérper im ELISA-Reader quantitativ vermessen werden.
(s. 3.2.2.8) C Der ELISA mit ETS 1 spezifischen Antikorpern zeigte keine Varianten-spezifische
Bindung an Variante A oder Variante G. (n=2; AU: adsorption unit (modifiziert nach Ruedel et al.
(147]))

Da die in silico Analyse im Fall der ETS 1 Bindestelle nicht zutreffend war, sollte der
Transkriptionsfaktor, der spezifisch an das seltene Allel binden konnte, mittels eines
pull-down Assays aus Kernproteinen isoliert werden (s. 3.2.2.9). Dazu wurden die
gleichen Oligonukleotide, die auch im ELISA eingesetzt wurden, verwendet. Die an die
Oligonukleotide gebundenen Proteine wurden iber ein PAA-Gel aufgetrennt und Silber

gefarbt (3.2.2.9). Die Banden, die selektiv im pull-down Assay mit den Oligonukleotiden
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des seltenen Allels zu sehen waren, wurden ausgeschnitten und per LC-MS analysiert (s.
3.2.2.4, Abbildung 21A). Dabei konnte die Bande bei ca. 65 kDa als heterogeneous
nuclear ribonucleoprotein K (hnRNP K) identifiziert werden. Die Ubereinstimmenden
in Abbildung 21B Ebenfalls in Rot
gekennzeichnet wurden die Ubereinstimmenden Sequenzen der 40 kDa und 35 kDa
Banden mit Poly(rC)-binding proteinl (PCBP1) und Poly(rC)-binding protein 2 (PCBP2)

Sequenzen wurden in Rot gekennzeichnet.

(Abbildung 21D).
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Abbildung 21: A Pull-down mit Oligonukleotiden die spezifisch fur Variante A oder Variante G
waren. Nach Auftrennung Uber ein PAA-Gel und Silberfarbung wurden die differentiellen Banden
der G-Variante bei 65 kDa, 40 kDa und 35 kDa ausgeschnitten und per LC-MS analysiert. B Die
Bande bei 65 kDa weist nach Abgleich mit einer Protein-Datenbank (Uniprot [148]), mit 13% die
beste Ubereinstimmung mit einem Protein auf. Sie konnte als hnRNP K identifiziert werden. C Die
Bande bei 40 kDa zeigte eine 11-prozentige Ubereinstimmung mit PCBP1. D Die Bande mit dem
geringsten Molekulargewicht (35 kDa) zeigte auch die geringste Ubereinstimmung mit einem
Protein. Nur 3% der Sequenz von PCBP2 konnten identifiziert werden. (modifiziert nach Ruedel et
al. [147])

Bei den identifizierten Proteinen handelt es sich um Proteine aus einer Proteinfamilie, die
an Poly-Cystein Regionen in der DNA binden kénnen. Da diese Proteine alle an &hnliche
DNA-Bereiche binden konnen, wurde nur das Protein mit der grofdten Sequenz-
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Ubereinstimmung mit der Protein-Datenbank Uniprot [148], hnRNP K, fir weitere Tests
ausgewahlt. Die Expression von hnRNP K in OASF wurde per qRT-PCR bestimmt (s.
3.2.1.5). Dabei stellte sich heraus, dass sich die hnRNP K Expression Uber mehrfaches
Passagieren der Zellen nicht verandert und die Expression somit keiner Regulation durch
das Passagieren in Zellkultur unterliegt (Abbildung 22).
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Abbildung 22: mRNA Expression von hnRNP K in OASF in frlhen und spaten Passagen. Die
Expression bleibt Giber den Passagenverlauf konstant. (modifiziert nach Ruedel et al. [147])

Der bereits mit ETS 1 etablierte ELISA wurde nun analog mit einem spezifischen
hnRNP K Antikoérper durchgefiihrt (s. 3.2.2.8). Dabei zeigte sich, dass hnRNP K eine
differentielle Bindung an die Varianten von rs11564299 aufweist, wobei hnRNP K nur die
seltene G-Variante des SNPs bindet (Abbildung 23A). Auch bei Verdrangung mit nicht-
biotinylierten Oligonukleotiden konnte eine Bindung im ELISA nur mit Variante G und nicht
mit Variante A vermindert werden (Abbildung 23A). Als Negativkontrolle wurde der ELISA
auBerdem mit Einzelstrang-Oligonukleotiden durchgefiihrt. Hier konnte keine Bindung von
hnRNP K an eine der beiden Varianten nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
HNRNP K bindet folglich nur an doppelstrangige DNA. Zur weiteren Bestéatigung der
Bindung von hnRNP K an das seltene Allel von rs11564299 wurde ein EMSA mit
rekombinantem hnRNP K durchgefihrt (s. 3.2.2.7). Hier wiesen ebenfalls nur Sonden mit
der G-Variante eine selektive Bindung an hnRNP K auf, wéahrend bei Sonden fir
Variante A kein Shift zu sehen war (Abbildung 23B). Um eine direkte Interaktion von
hnRNP K mit dem CDH2 Promotor im Zellkern nachzuweisen, wurde ein ChIP Assay
durchgefuhrt (s. 3.2.1.12). Verwendet wurden daflr zwei Zelllinien, HSE, welche
heterozygot fur rs11564299 ist (A/G) und K4lm. K4Im sind SV-40 immortalisierte SF aus
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einem gesunden Spender und sind homozygot fur das haufige Allel (A/A). Es zeigte sich
hier, dass nur in HSE Zellen eine Bindung von hnRNP K an Chromatin mit spezifischen
hnRNP K Antikérpern nachgewiesen werden konnte (Abbildung 23C). Es konnte folglich
gezeigt werden, dass hnRNP K in verschiedenen Assays (ELISA und ChIP) selektiv an
das seltene G-Allel von rs11564299 bindet.
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Abbildung 23: A Der ELISA mit hnRNP K spezifischen Antikbrpern zeigte eine Bindung von
hnRNP K ausschlieBlich an Variante G und nicht an Variante A. Auch in kompetitiven Ansatzen
konnte eine Verdrangung nur mit der seltenen G-Variante gezeigt werden. (n=2) B EMSAs mit
rekombinantem hnRNP K und spezifischen Sonden fir Variante A und Variante G zeigten eine
Bindung exklusiv an Variante G. (n=1) C Mithilfe eines ChIP Assays mit der heterozygoten Zelllinie
HSE (A/G) und der homozygoten Zelllinie K4Im (A/A) konnte eine direkte Bindung von hnRNP K an
Chromatin nur in HSE nachgewiesen werden. 1: Input, 2: 1IgG Antikorper, 3: Pol Il Antikérper, 4:
hnRNP K Antikorper, 5: ETS-1 Antikorper, 6: H,O Kontrolle. (h=3) (modifiziert nach Ruedel et al.
(147])

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse dieses Teilprojekts, dass der SNP rs11564299
bei OA protektiv ist und zu einer erhéhten N-Cadherin Expression in OASF mit dem
seltenen G-Allel fihrt im Vergleich zu OASF mit dem héaufigen A-Allel. Aulerdem konnte

hnRNP K als Transkriptionsfaktor identifiziert werden, der selektiv an das seltene G-Allel
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bindet. Funktionell konnten jedoch bisher keine Effekte durch die Promotorbindung
nachgewiesen werden.

Die in diesem Abschnitt zusammengefassten Daten zur hnRNP K Promotorbindung
konnten bereits im FASEB Journal unter dem Titel ,N-cadherin promoter polymorphisms
and risk of osteoarthritis® publiziert werden (s. 6 Eigene Publikationen).
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5. Diskussion

5.1. Robo3 Varianten in RASF und Signaltransduktion nach Slit3-Bindung

Bereits 2010 konnten Denk et al. zeigen, dass Robo3 in Synovialfibroblasten aus
Patienten mit rheumatoider Arthritis (RASF) in friher Passage starker exprimiert wird als
in RASF in spater Passage und nSF [28]. AuRerdem wurde gezeigt, dass die Migration
der RASF in frihen Passagen und der Abbau von Knorpel durch diese Zellen durch Slit3
inhibiert wird [28]. In der Literatur sind zwei Transkriptvarianten von Robo3 beschrieben,
von welchen nur eine in der Lage ist, Slit zu binden [48]. Aufgrund dessen wurde im
ersten Projektteil untersucht, welche Robo3-Variante in RASF exprimiert wird und welche

Transkriptionsfaktoren durch Slit-Bindung reguliert werden.

5.1.1. Robo3B ist die in RASF exprimierte Robo3-Transkriptvariante

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals die Expression der Robo3 Isoformen in RASF
beschrieben. Es konnte gezeigt werden, dass von den beiden full-length Robo3
Varianten, die sich am 5‘-Ende unterscheiden, nur die kiirzere Robo3B-Isoform verstarkt
in RASF, im Vergleich zu nSF, exprimiert wird (Abbildung 9). Da die Sequenz von
Robo3B in Intron 1 von Robo3A beginnt, ist anzunehmen, dass die Robo3 Varianten
unterschiedliche Transkriptionsstartpunkte haben und unter der Kontrolle von alternativen
Promotoren stehen. Man geht heute davon aus, dass 30 - 50% der humanen Gene unter
der Kontrolle von alternativen Promotoren stehen [149]. Durch die Verwendung
unterschiedlicher Promotoren und Transkriptionsstarts unterscheiden sich die Varianten
meist am N-Terminus. Es koénnen dadurch beispielsweise alternative erste Exons
verwendet werden. Das heil3t, die entstehenden Proteine unterscheiden sich nur durch
das erste Exon. Eine andere Mobglichkeit, die zum gleichen Proteinprodukt fuhrt, sind
Tandem Promotoren, die nahe beieinander liegen und denselben Transkriptionsstart
nutzen [150]. Die Nutzung alternativer Promotoren fihrt oft zu Isoformen mit
unterschiedlicher biologischer Funktion oder zu Entwicklungs- und Gewebe-spezifischer
Expression [151]. So konnten Harada et al. zeigen, dass die Cytochrom P-450 Aromatase
gewebespezifisch durch die Nutzung unterschiedlicher Promotoren exprimiert wird [152].
Dieser Mechanismus wurde auch schon fiur ein anderes Mitglied der Robo-Familie
beschrieben. So wird die Robol Expression durch die Nutzung alternativer Promotoren

und Transkriptionsstarts reguliert [153]. Dabei entstehen, wie auch im Fall von Robo3,
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Isoformen mit verschiedenen N-Termini, welche wéhrend der neuronalen Entwicklung
raumlich unterschiedlich exprimiert werden [153]. Auch die Robo3 Isoformen werden
unterschiedlich stark in verschiedenen Geweben und Entwicklungsstadien exprimiert
[48,49]. So wird Robo3var2 (entspricht Robo3B) zum Beispiel im Zebrafisch wahrend der
frihen Entwicklung (Tagl und 2) im Rhombencephalon und in spinalen Neuronen
exprimiert, wahrend die Expression von Robo3A im gleichen Entwicklungsstadium im
paraxialen Mesoderm exprimiert wird [49]. Robo3A und Robo3B sind Uber verschiedene
Spezies konserviert. So existieren beide Varianten in Mensch, Maus und Zebrafisch [48].
Dies legt nahe, dass beide Robo3 Varianten eine wichtige Rolle fir den Organismus
spielen. Challa et al. konnten diesbeziglich zeigen, dass die beiden Robo3 Isoformen
unterschiedliche Funktionen haben. So spielt Robo3A beim Auswachsen von
Motoneuronen eine Rolle, wahrend Robo3B die dorsoventrale Entwicklung beeinflusst
[49]. Ein weiterer wichtiger Unterschied der beiden Isoformen ist, dass nur Robo3B Slit
binden kann [48]. Die verschiedenen Funktionen der Robo3 Varianten legen eine
spezifische Regulation der Expression beider Isoformen nahe. Uber diese Regulation ist

bisher allerdings nichts bekannt.

Da die beiden Robo3 Varianten vermutlich verschiedene Promotoren aufweisen, konnte
die Methylierung des Robo3A Promotors in RASF eine Rolle spielen. Diese Art der
Regulation wurde bereits fir Robol beschrieben, wo die Methylierung des einen
Promotors zu einer geringeren Expression der entsprechenden Isoform in verschiedenen
humanen Tumoren fuhrt [154]. Bei DNA-Methylierungen handelt es sich um epigenetische
Veréanderungen der DNA. Dabei werden Cytosine in Cytosin-phosphatidyl-Guanin (CpG) —
reichen Regionen methyliert. Da viele Transkriptionsfaktoren nicht an methylierte DNA-
Sequenzen binden konnen, wird so die Genexpression inhibiert [155]. Dass die
Expression verschiedener Isoformen eines Gens Uber solche Methylierungen reguliert
werden kann, wurde bereits flr andere Gene gezeigt. So weisen beispielsweise die drei
Exchange Protein Directly Activated By cAMP 2 (Epac2) Isoformen gewebespezifische
Expressionsmuster auf, die durch Promotormethylierung kontrolliert werden [156]. Eine
Kontrolle der Nutzung von unterschiedlichen Promotoren konnte auch fir Runx1 gezeigt
werden. Hier ist der distale Promotor wahrend der hamatopoetischen Entwicklung
hypomethyliert, was in diesem Fall die Expression einer weiteren Variante zusatzlich zur
dominanten mRNA Isoform ermdoglicht [157]. Diese Form zur Kontrolle der
Promotornutzung ist auch fir Robo3 denkbar. Es wurde beispielsweise bereits gezeigt,
dass der Robo3 Promotor in invasiven Zervixkarzinomen methyliert ist und Robo3 so
inaktiviert wird [158]. Im Rahmen dieser Arbeit wurden erste Experimente zur

Promotormethylierung mit der Modellzellinie HSE durchgefiihrt. Dabei wurden die Zellen
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mit 5-Aza-2'-Desoxycytidin behandelt. 5-Aza-2‘-Desoxycytidin wird anstelle von Cytosin in
DNA eingebaut, wodurch eine Methylierung nicht mehr mdglich ist. Allerdings zeigte die
Behandlung mit 5-Aza-2'-Desoxycytidin in HSE wenig bis keine Effekte auf die Robo3
Expression (Daten nicht gezeigt). Dies schlie3t jedoch eine Involvierung der
Promotormethylierung bei der Regulation der Robo3 Varianten Expression nicht aus. Zum
Einen konnte der tatsachliche Einbau von 5-Aza-2'-Desoxycytidin in die DNA und die
daraus folgende Demethylierung nicht tberprift werden, weil in RASF bisher keine Gene
beschrieben sind, bei welchen Promotormethylierungen die Expression beeinflussen. Zum
Anderen kann sich das Methylierungsmuster von Zellen bei in vitro Kultivierung andern
[159]. Dadurch waren Effekte durch Methylierung in Uber einen langeren Zeitraum

kultivierten Zellen generell schwer nachweisbar.

Eine weitere Moglichkeit zur Kontrolle der Transkription der beiden Robo3 Isoformen stellt
die Nutzung unterschiedlicher Transkriptionsfaktorbindestellen in den beiden Promotoren
dar. Es wurde bereits gezeigt, dass die Expression von Proteinvarianten, die in
unterschiedlichen Entwicklungsstadien oder Geweben exprimiert werden, auf diese Weise
reguliert wird. Dabei weisen spezifisch  exprimierte Isoformen  andere
Transkriptionsfaktorbindestellen auf, als ubiquitar vorkommende [160]. Eine Kontrolle von
Proteinvarianten Uber unterschiedliche Bindestellen im Promotor ermdglicht auRerdem die
Regulation der Isoformen durch duRRere Einfliisse wie Hypoxie [161]. Eine in silico Analyse
des Robo3A und des Robo3B Promotors mittels der Matinspector Software (Genomatix
Software GmbH, Minchen) zeigte, dass ca. 20% der ermittelten signifikanten
Transkriptionsfaktorbindestellen in beiden Promotoren vorhanden sind, wahrend ca. 80%
nur im Promotor einer Variante vorkommen (Daten nicht gezeigt). Diese Art der
Regulation wirde eine spezifische Expression der Robo3 Isoformen in verschiedenen

Entwicklungsstadien, unterschiedlichen Geweben und Krankheiten mdglich machen.

In dieser Arbeit konnte somit gezeigt werden, dass RASF in frihen Passagen im
Vergleich mit RASF in spaten Passagen und nSF eine erhthte Robo3B mRNA
Expression aufweisen. Auch auf Proteinebene konnte dies mit einem dafiir generierten
Robo3B-spezifischen Antikdrper bestétigt werden. Die Expression der Isoformen scheint
auf der Nutzung verschiedener Promotoren zu beruhen. Der Beweis fir eine Regulation
der Isoformen Expression von Robo3 in RASF uber verschiendene Transkriptionsfaktoren

steht allerdings noch aus und muss in weiteren Experimenten untersucht werden.
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5.1.2. Slit3-Behandlung fuhrt zu einer verminderten AP-1 Aktivitat in RASF

Da die Slit-bindende Robo3B-Variante in RASF in frihen Passagen exprimiert wird und
Denk et al. eine Inhibition der Migration von RASF durch Slit3 gezeigt haben [28], wurde
auBerdem die Signaltransduktion nach Slit3 Bindung an den Robo3 Rezeptor untersucht
(s. 4.1.2). Bisher wurden verschiedene Wege der Signalweiterleitung beschrieben
(s. 1.2.3). Zum Beispiel werden durch Robo-Slit Bindung Rho GTPase aktivierende
Proteine (srGAPSs) aktiviert, was zu einer Inaktivierung von cell division control protein 42
homolog (Cdc42) und dadurch letztendlich zur De-Polymerisierung des Aktin-Cytoskeletts
fuhrt [56]. Auch im Zusammenhang mit der Signaltransduktion Uber abelson (Abl) und
enabled homolog (Drosophila) (Ena) wurden Rho-GTPasen beschrieben [162].
Unabhangig vom Induktor regulieren Rho-GTPasen Uber weitere Faktoren die Aktin-
Polymerisation und somit auch die Migration von Zellen [163,164]. Hier wurden bereits
Transkriptionsfaktoren beschrieben, die am Ende der Signalkaskade stehen und die
Expression von Genen regulieren, die die Migrationsfahigkeit beeinflussen. Bereits 1999
zeigten Li et al., dass die Aktivierung von Cdc42 und Rho zu einer Aktivierung von AP-1
fuhrt [165].

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Transkriptionsfaktoren untersucht, um
herauszufinden, welche an der Signaltransduktion nach Robo-Slit Bindung in RASF
beteiligt sind. Dafiir wurden neben AP-1 Reportergen-Assays und EMSASs, solche auch
fir CREB und NFkB durchgefihrt. CREB und NFkB wurden zwar nicht im
Zusammenhang mit Aktin-Polymerisation beschrieben, jedoch zeigten Takeba et al., dass
CRE in RA Patienten verstarkt phosphoryliert vorliegt und an der verdnderten
Genexpression beteiligt ist [70]. Fir NFKB wurde bereits gezeigt, dass dessen Aktivitat die
MMP Produktion in RASF steigert und somit ebenfalls zum Krankheitsbild beitragt [71].
Die beobachtete Doppelbande im NFkB EMSA (Abbildung 12A) lasst darauf schlieRRen,
dass verschiedene Heterodimere des Transkriptionsfaktors in RASF vorhanden sind.
Jedoch zeigte die Slit3-Behandlung im EMSA nur einen leichte Reduktion der Bindung an
die NFkB-Sonden, jedoch war in den Reportergen-Assays (Abbildung 11A) kein Einfluss
von Slit3 auf die Promotoraktivitdét messbar. Im Fall von CREB war in den Reportergen-
Assays (Abbildung 11B) und im EMSA (Abbildung 12B) kein eindeutiger Effekt durch
Slit3-Behandlung zu erkennen. Dadurch konnte ausgeschlossen werden, dass CREB und
NFkB eine Rolle bei der Signaltransduktion nach Slit3 an Robo3 spielen, weil nach Slit3
Behandlung in beiden Assays entweder kein Effekt sichtbar war oder die Ergebnisse der
beiden Assays nicht konsistent waren. Zusatzlich wurde die Rolle von {-Catenin

hinsichtlich der Robo/Slit-Signaltransduktion untersucht. Hier zeigten Reportergen-Assays
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keinen Effekt durch Slit3-Behandlung (Abbildung 11C). Entgegen der in der Literatur
beschriebenen verstarkten Expression von (B-Catenin in RASF im Vergleich mit OASF
[73], zeigte sich bei Immunfluoreszenz-Farbungen in RASF in friher Passage, dass sehr
wenig bis kein B-Catenin im Cytosol und Nucleus der gefarbten Zellen zu finden war,
weshalb auch in den Reportengen-Assays keine veranderte Genexpression sichtbar sein
konnte (Abbildung 12D). Allein die AP-1 Aktivitat wurde durch Slit3 Bindung an den Robo3
Rezeptor konstant in den Reportergen-Assays und EMSAs verringert (Abbildung 11D und
Abbildung 12C). Wong et al. zeigten 2001 bereits, dass die Slit-Robo-Bindung zu einer
verstarkten Interaktion von srGAPs und Robo fihrt, wodurch es zu einer Inaktivierung von
Cdc42 kommt [56]. Da die Aktivierung der Rho-GTPasen zu einer Aktivierung von AP-1
fuhrt [165], wirde die Inaktivierung von Cdc42 zu einer geringeren AP-1 Aktivitat fihren.
Dies wiederum hat die Stabilisierung des Zytoskeletts und eine geringere Migration der
Zellen zur Folge [163]. Dieser Mechanismus stellt auch in RASF eine plausible Erklarung
fur die Inhibition der Migration durch Slit3 dar.

AP-1 ist somit ein potentieller Kandidat fur die Signalweiterleitung nach der Robo-Slit
Bindung. Da bereits beschrieben wurde, dass die Aktivierung von Rho-GTPasen wie
Cdc42 und Rho die AP-1 Aktivitat steigern und diese GTPasen auch bei der neuronalen
Migration nach der Slit-Robo-Bindung eine Rolle spielen [56,165], ist davon auszugehen,
dass die Signalweiterleitung nach der Bindung von Slit3 an Robo3 in RASF Uber die
Inaktivierung der Rho-GTPasen und AP-1 zu einer Inhibition der Migration fuhrt.

5.2.  hsa-miR-188-5p reguliert die Expression von KIAA1199, Col1Al und Col12A1
in aggressiven RASF

In diesem Teil der Arbeit wurde die Regulation der Expression der Repellent-Rezeptoren
Robo3, Unc5B und Unc5C untersucht. Da alle drei Rezeptoren in RASF in frihen
Passagen starker exprimiert werden als in RASF in spaten Passagen oder nSF, wurde
hierbei die Mdglichkeit einer gemeinsamen Regulation analysiert [28,29]. Der Fokus lag
dabei auf miRs, welche eine gemeinsame Expressionregulation der drei Rezeptoren
ermdglichen kénnten. Ziel war deshalb die Identifikation einer miR, die im 3'UTR der
Rezeptoren binden kann. Zudem galt es herauszufinden, ob auch andere Zielgene dieser
miR in RASF fehlreguliert sind.

Es wurde fir mehrere miRs gezeigt, dass sie in RA Patienten fehlreguliert sind. So sind

beispielsweise hsa-miR-146a, hsa-miR-155 und hsa-miR-223 als in RA fehlreguliert
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beschrieben (s. 1.2.4.3) [82]. Auch fUr andere Erkrankungen wurde bereits gezeigt, dass
das Expressionsmuster von miRs durch Cytokine verandert wird, was dann eine
verstarkte oder verminderte Expression der Zielgene zur Folge hat. Bei Leberfibrose
kommt es zum Beispiel zur Fehlregulation von hsa-miR-29. Die miR wird in entztindlichem
Milieu durch Cytokine herabreguliert, was zu einer verstarkten Expression von Col1Al
fuhrt [166]. Die Regulation, der in dieser Arbeit untersuchten Rezeptoren (Robo3, Unc5B
und Unc5C) Uber eine miR, setzt eine De-Regulation der miR bei RA voraus. Robo3,
Unc5B und Unc5C weisen eine Bindestelle fir hsa-miR-188-5p im 3'UTR auf (s. 4.2).
Speziell fur diese miR wurde publiziert, dass sie in der glatten Muskulatur der Atemwege
durch Cytokin-Behandlung herabreguliert wird [142]. Die vorliegende Arbeit liefert die
ersten Hinweise fir eine Beteiligung von hsa-miR-188-5p an der veranderten
Genexpression in RASF. So konnte hier erstmals gezeigt werden, dass hsa-miR-188-5p
in RASF invers zu den verstarkt exprimierten Rezeptoren Robo3, Unc5B und Unc5C
reguliert ist. Allerdings wurde die Expression der miR durch IL-1 Behandlung in RASF
nicht beeinflusst (Abbildung 14C). Es ist jedoch mdoglich, dass die Expression von
hsa-miR-188-5p in RASF nicht allein durch IL-1B beeinflusst wird, sondern weitere Stimuli,
die in vivo vorhanden sind, bendétigt werden. AuRerdem wird die Expression von Robo3,
Unc5B und Unc5C nur schwach durch hsa-miR-188-5p beeinflusst. Die Rezeptoren

werden somit vermutlich nicht allein tber die Bindung dieser miR reguliert.

Aufgrund der Tatsache, dass hsa-miR-188-5p unabhéngig davon aber eine eindeutige
Regulation in RASF aufweist (Abbildung 14A), wurde ein GeneChip® PrimeView™
Human Gene Expression Array (Affymetrix) mit hsa-miR-188-5p oder anti-miR-188-5p
transfizierten RASF durchgefiihrt und die regulierten Gene genauer untersucht.
Interessanterweise besalRen nicht alle der regulierten Gene eine Bindestelle fir
hsa-miR-188-5p. Demzufolge konnen manche dieser Gene nur indirekt Uber die
veranderte Expression anderer Gene reguliert sein. Die zur Bestatigung mittels gRT-PCR
ausgewahlten Gene waren KIAA1199, ITGA7, GREM2, Col12A1 und ColAlAl, von
welchen nur KIAA1199, ITGA7 und GREM2 eine hsa-miR-188-5p Bindestelle aufweisen.
Die miR Bindestellen liegen bei diesen drei mRNAs im 3‘UTR. Die funf Gene wurden nicht
nur aufgrund ihrer vergleichsweise starken Regulation ausgewahlt, sondern auch wegen
ihrer bisher in der Literatur beschriebenen Funktionen. Nachdem keine Regulation der
Rezeptoren Robo3, Unc5B und Unc5C gezeigt werden konnte, wurden in nachfolgenden
Experimenten auch ITGA7 und GREM2 als durch hsa-miR-188-5p regulierte Gene
ausgeschlossen (Abbildung 18A). Auch fir diese Gene konnte keine eindeutige

Regulation durch hsa-miR-188-5p gezeigt werden.
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Jedoch wird die Expression von KIAA1199, CollAl und Col12A1 signifikant durch die
hsa-miR-188-5p herabreguliert (Abbildung 18A). Col1Al und Col12A1 sind Bestandteile
der ECM. Wahrend Col1Al zu den fibrillaren Kollagenen gehort, zéahlt Col12A1 zu den
fibril-associated collagens with interrupted triple helices (FACIT). Col1Al liegt in der ECM
als eine Triple-Helix aus zwei Col1Al Strangen und einer Col1A2 Kette vor und ist das
haufigste Kollagen in Vertebraten [167]. CollAl ist Bestandteil der ECM in Haut,
Knochen, Bandern sowie Sehnen und es wurde bereits eine Zunahme der Expression von
Col1Al in Zusammenhang mit Inflammation und Fibrose beschrieben [166]. Col12A1
hingegen bildet Homotrimere aus drei Coll2A1 Stréangen, wird von Fibroblasten
synthetisiert und Co-lokalisiert mit Coll [168]. Die Funktion dieser Co-Lokalisation ist
allerdings unbekannt. Es wird aber vermutet, dass Col12A1 die Interaktion von Col1A1 mit
der restlichen ECM beeinflusst und somit die Matrixeigenschaften verandert [169]. Das
letzte ausgewahlte und signifikant regulierte Protein war KIAA1199. KIAA1199 wurde als
eine von 1.087 langen cDNAs identifiziert, welche fiir Proteine mit grof3er molekularer
Masse kodieren und durchschnittlich 872 Aminosauren lang sind [170]. Mutationsstudien
legten nahe, dass die KIAA1199 Expression fiir ein normales Gehor notwendig ist [171].
Weitere Untersuchungen zeigten auch eine Rolle von KIAA1199 bei der Entstehung und
Progression verschiedener Tumorarten [172,173]. Erst 2013 wurde eine weitere Funktion
von KIAA1199 publiziert. Yoshida et al. beschrieben KIAA1199 als Hyaluronsaure-
depolymerisierendes Protein, einhergehend mit einer potentiell wichtigen Rolle bei der
Entstehung und Progression von RA [174]. Durch die Depolymerisierung von
Hyaluronsdure kommt es zum Abbau von Knorpel, weil Hyaluronsaure ein wichtiger
Bestandteil der ECM ist und dort zu Querverknipfungen von Aggrecan und somit zur
Stabilitat und Flexibilitat von Knorpel beitragt [14]. Uber die Regulation der Expression von
KIAA1199 in RA ist bisher nichts bekannt.

Aufgrund der bisherigen Literatur konnen diese drei im Array und den nachfolgenden
Analysen regulierten Gene grundsatzlich mit Entzindung, ECM oder Arthritis in
Verbindung gebracht werden und kdnnten dadurch an der Entstehung oder Progression
von RA beteiligt sein. KIAA1199 wies in den durchgeflihrten Experimenten die starkste
Regulation auf mMRNA Ebene auf, welche zusatzlich mittels Western Blot auf Proteinebene
bestatigt werden konnte (Abbildung 18). Da bereits beschrieben wurde, dass die
verstarkte KIAA1199 Expression in RASF zum Knorpelabbau durch diese Zellen beitragt
[174], stellt die hsa-miR-188-5p eine potentielle Mdglichkeit zur Expressionsregulation des
Proteins dar. In der Literatur wird KIAA1199 auch in Zusammenhang mit Progression von
verschiedenen Tumoren gebracht, z.B. durch Beeinflussung der Migration oder der
zellularen Mortalitat [175,176]. Es wurde diesbeziiglich gezeigt, dass KIAA1199 in vielen

Tumoren verstarkt exprimiert wird und dass ein KIAA1199 knock-down in Tumorzellen zu
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einer geringeren Invasion fihrt, wahrend eine Uberexpression in minimal invasiven Zellen

zu einer Erhohung des invasiven Potentials fuihrt [172].

Zusammenfassend konnte in diesem Projektteil gezeigt werden, dass die Rezeptoren
Robo3, Unc5B und Unc5C, die urspringlich zur Identifikation der in RASF de-regulierten
hsa-miR-188-5p gefuhrt haben, nicht durch diese reguliert werden. Allerdings konnte
mittels eines cDNA-Arrays gezeigt werden, dass die mRNA Expression von KIAA1199,
Col1A1 und ColA12A1 durch hsa-miR-188-5p reguliert werden. Da KIAA1199 in RASF
starker exprimiert wird als in nSF, konnte in diesen Zellen eine erhdohte KIAA1199
Expression zu einer verstarkten Migration fuhren und somit die Aggressivitat beeinflussen.
KIAA1199 kdnnte damit in der Prognostik ein Indikator fir RA sein und bietet darlber
hinaus Uber die Regulation durch hsa-miR-188-5p einen méglichen Therapieansatz fur die

Erkrankung. Dies muss jedoch in weiterfiihrenden Analysen untersucht werden.

5.3. Die genetische Variation rs11564299 fuhrt zur Bindung von hnRNP K an den

N-Cadherin Promotor

In Expressionstudien in unserer Arbeitsgruppe fiel auf, dass RASF im Vergleich mit nSF
eine erhohte N-Cadherin Expression aufweisen. Diese erhdhte Expression gleicht sich
auch Uber die Passagierung der Zellen in Kultur nicht wieder an das normale Level an,
wie es beispielsweise bei Robo3 in RASF der Fall ist [28]. Eine Hypothese war, dass
Polymorphismen im CDH2 Promotor, die veranderte N-Cadherin Expression bedingen. In
der Literatur wurde bereits beschrieben, dass Polymorphismen im Promotor eines Gens
fur eine veranderte Genexpression verantwortlich sein kdnnen. So &ndern beispielsweise
SNPs in der Promotorregion von RUNX2 die Expression des Proteins durch verénderte
Transkriptionsfaktor-Bindung [145]. Auch fir verschiedene Cadherine wurde bereits
gezeigt, dass SNPs in der Promotorregion die Expression dieser Cadherine beeinflussen
[177]. Des Weiteren wurde in vielen Studien der Einfluss genetischer Variationen im
Promotor verschiedener Gene auf die Suszeptibilitit gegentber Erkrankungen
beschriecben (s. 1.2.4 und 1.3.2) [178,179]. Ziel dieses Projektteils war es,
herauszufinden, ob ein oder mehrere SNPs im CDH2 Promotor mit einem verdnderten
RA-Risiko assoziiert sind und in welcher Weise diese dann das N-Cadherin
Expressionslevel beeinflussen. Da die Assoziation eines SNPs mit der einer erh6hten
N-Cadherin Expression und des RA-Risikos jedoch nicht gefunden wurde, sondern die
Assoziation mit OA, wurde die Funktion des assoziierten SNPs und dessen Bedeutung in
OASF untersucht
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Zur Untersuchung der Hypothese wurden in Zusammenarbeit mit PD Dr. Stark (Institut fir
Epidemiologie und Praventivmedizin, Universitdt Regensburg) der Promotor des CDH2
Gens auf SNPs hin analysiert. Dabei zeigte sich, dass verschiedene SNPs im Promotor
dieses Gens existieren, jedoch nur rs11564299 (A->G) eine signifikante Assoziation mit
OA aufweist. Das seltene G-Allel des SNPs korreliert in OASF mit einer erhdhten
Expression von N-Cadherin. Dieses Ergebnis kann die Funktion der generell erhdhten
N-Cadherin Expression in OASF im Vergleich zu nSF nicht erklaren. Jedoch kdnnte die
verstarkte N-Cadherin Expression eine Art Schutzmechanismus der Zellen darstellen.
Etwas Vergleichbares wurde bereits fur nicht-Myozyten im Herz gezeigt, welche placental
growth factor (PGF) bei koronaren Herzkrankheiten verstarkt exprimieren und wahrend
der Hypertrophie Angiogenese und Fibroblastenproliferation férdern um die Herzfunktion
zu gewahrleisten [180]. Damit stellt die erhéhte Genexpression hier keine Ursache der
Krankheit dar, sondern ist eine Art Schutzreaktion der Zellen auf einen pathologischen
Stimulus. Dies kénnte auch die generell erhéhte N-Cadherin Expression in OASF und
gleichzeitig den protektiven Effekt der noch hoheren Expression durch rs11564299
erklaren. Die Funktion der hohen N-Cadherin Expressionslevel kann im Fall von OASF die
Veranderung der Zell-Zell-Adhasion sein. Eine veranderte N-Cadherin Expression kann
zu Veranderungen der Zell-Zell-Kontakte und somit zu Veranderungen des Zellaufbaus
und der Zellmotilitat fuhren [181,182]. Fur Gliomzellen und Zellen der glatten arteriellen
Muskulatur wurde beispielsweise gezeigt, dass die N-Cadherin Expressionslevel die
Migrationsfahigkeit der Zellen beeinflussen [183,184]. So ist dieses Zelladh&sionsmolekl
in den migrierenden Zellen im Vergleich zu ruhenden Zellen herabreguliert, was zu der
verstarkten Migration fuhrt. Da OASF im Vergleich zu nSF verstarkt migrieren, kdnnte der
protektive Effekt von rs11564299 durch die starkere Expression von N-Cadherin und der

daraus folgenden verminderten Migration der Zellen zustande kommen [29].

Auf diesen Ergebnissen basierend, wurde die Hypothese, dass im Fall von rs11564299
durch das seltene Allel eine Bindestelle fir einen Transkriptionsfaktor entsteht,
untersucht. Durch diese neue Bindestelle kann es zu der verstarkten Expression von
N-Cadherin in OASF mit der seltenen SNP Variante kommen. Schon der Austausch einer
einzelnen Base in der DNA kann zu einer veranderten Transkriptionsfaktor-Bindung
fuhren [185]. Mithilfe der SNPInspector Software (Genomatix Software GmbH, Minchen)
wurde eine ETS 1 Bindestelle identifiziert, die durch die seltene G-Variante von
rs11564299 entsteht (Abbildung 20A). Allerdings wies der in silico vorhergesagte
Transkriptionsfaktor im ELISA keine differentielle Bindung an die eine oder andere

Variante auf. Dass im Fall von ETS 1 kein Unterschied in der Bindekapazitat an eine der
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Varianten zu sehen war, lasst sich damit erklaren, dass das Kernmotiv fur die ETS 1
Bindung (GGAA/T), entgegen der Ergebnisse der SNPInspector Software, auch ohne den
SNP vorhanden ist. Somit scheint rs11564299 die Affinitat lediglich gering andern zu
konnen, was mit den durchgefiihrten Methoden moglicherweise nicht mehr messbar war.

ETS 1 wurde damit als verantwortlicher Transkriptionsfaktor ausgeschlossen.

Zur Identifikation des gesuchten Faktors wurde schlief3lich ein pull-down mit Varianten-
spezifischen Oligonukleotiden durchgefiihrt und per LC-MS in Zusammenarbeit mit der
AG Oefner (Prof. Dr. Oefner, Institut fir Funktionelle Genomik, Universitat Regensburg)
analysiert. Dadurch konnten hnRNP K, PCBP1 und PCBP2 als differentiell bindende
Faktoren identifiziert werden. Von diesen Proteinen wurde hnRNP K fir nachfolgende
Untersuchungen ausgewahlt. HhRNP K ist ein 65 kDa grol3es Protein, das strukturell mit
vier anderen Poly(C)-bindenden Proteinen (PCBPs) verwandt ist. Die Proteine beinhalten
alle drei K-Homologie (KH) Domanen, die fir RNA- und DNA-Bindung verantwortlich sind
[186]. AuBerdem enthdlt hnRNP K ein Kernlokalisierungssignal, sowie eine
Kerntransportdoméne [187,187,188]. HnRNP K wurde sowohl als Einzelstrang- und
Doppelstrang-DNA-bindend [189,190], als auch RNA-bindend beschrieben [191] und kann
als Transkriptionsfaktor agieren [189]. Interessanterweise wurde hnRNP K nicht nur im
Nucleus gefunden, sondern auch im Cytoplasma und in Mitochondrien [188,192]. Fir die
verschiedenen Kompartimente wurden neben der DNA-/RNA-Bindekapazitat auch andere
Funktionen von hnRNP K beschrieben. Inoue et al. identifizierten hnRNP K als Mediator
zellularer Chemotaxis [193]. Weitere Untersuchungen zeigten, dass ein knock-down von
hnRNP K in einer Fibrosarkomzelllinie zu geringerer Metastasierung nach Transplantation
in Nacktmausen fuhrt [194]. AuRerdem wurde gezeigt, dass ein knock-down von hnRNP K
das Auswachsen von Neuronen inhibiert, was ebenfalls fiir eine Regulation der
Migrationsfahigkeit von Zellen spricht [195]. HNRNP K wurde auch als Teil von termed (tr)
eRNA Komplexen identifiziert [196]. TreRNA Komplexe kontrollieren die Genexpression
durch Verstarkung der Expression benachbarter Gene im Nucleus [197]. Durch geringere
Expression von hnRNP K wird dieser Komplex nicht mehr gebildet. Dadurch wird die
Expression, der durch treRNA-Komplexe regulierten Proteine inhibiert, womit es
wiederum zur Inhibition der Migration kommen kann [196]. Eine Rolle bei RA oder OA

konnte bisher nicht gezeigt werden.

Diese Arbeit liefert den ersten Hinweis, dass hnRNP K an der Regulation der
Genexpression in OASF beteiligt sein konnte. Aufgrund der bisherigen Daten zu hnRNP K
war dieses Protein ein interessanter Kandidat fir weitergehende Untersuchungen. Mit

Antikdrpern gegen hnRNP K konnte im ELISA, anders als im Fall von ETS 1, die
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differentielle Bindung an die seltene Variante von rs11564299 gezeigt werden. Zum
Beweis der Bindung von hnRNP K an Chromatin im Zellkern wurde schlief3lich eine ChIP
durchgefihrt. Fiar die ChIP wurden die Zelllinien HSE und K4Im verwendet, da HSE
Zellen heterozygot (A/G) fur rs11564299 sind, wahrend K4im homozygot (A/A) fur das
haufige Allel sind. Nur in HSE war die Bindung an Chromatin nachzuweisen, was den
Beweis lieferte, dass hnRNP K auch im Zellkern nur an die seltene Variante bindet.
HNRNP K scheint damit der gesuchte Faktor zu sein und kann potentiell zu der erhdhten
N-Cadherin Expression beitragen. Bei der homozygoten (A/A) Zelllinie K4Im war in der
ChIP Uberraschenderweise eine Bindung von ETS 1 an den GAPDH Promotor zu sehen.
Dies konnte nach Sequenzierung des GAPDH Promotorteils aus der ChIP damit erklart
werden, dass dieser Promotor in K4lm eine Mutation aufwies, durch welche eine neue
ETS 1 Bindestelle generiert wurde. Diese Mutation hat jedoch keinen Einfluss auf die
hnRNP K Bindung an den CDH2 Promotor.

Einschrankungen der case-control Studie sind: (1) Da keine Wiederholungsstudie flr die
genetische Assoziation vorhanden ist, besteht die Moéglichkeit, dass die Assoziation von
rs11564299 mit OA falsch positiv ist. Allerdings wird das Ergebnis durch die Korrelation
mit der veranderten N-Cadherin Expression gestiutzt. (2) Die Starke des Effekts des
seltenen Allels auf OA ist klein (OR = 0,63), jedoch wurde bereits friiher gezeigt, dass
Assoziationen von haufigen Varianten meistens einen OR von unter 1,5 aufweisen [198].
(3) Bei den Kontrollen wurden zwar arthritische und degenerative Gelenkerkrankungen
zum Zeitpunkt der Studie ausgeschlossen, allerdings kann der pré-klinische Zustand die
Ergebnisse beeinflussen. (4) Aufgrund der Markerauswahl wurde nicht das gesamte
CHD2 Gen auf SNPs hin untersucht. In weiteren Untersuchungen sollten in Genom-
weiten Assoziationsstudien die Daten fir das gesamte Gen eingeschlossen werden.
AuRBerdem sollten auf3er Fibroblasten auch andere, an OA beteiligte Zelltypen, in die
Analyse aufgenommen werden, sowie ein moglicher Einfluss von anderen bekannten
Risikofaktoren wie body-mass Index, mechanischer Stress oder Mikroverletzungen des

Gelenks, untersucht werden.

Zusammengefasst konnte in diesem Teil der vorliegenden Arbeit der SNP rs11564299 als
ein Risikofaktor fur OA identifiziert und mit einer erhdhten Expression von N-Cadherin
korreliert werden. Es wurde aufRerdem gezeigt, dass hnRNP K als Transkriptionsfaktor
selektiv an das seltene Allel von rs11564299 binden kann und dadurch mitverantwortlich
fur die veranderte N-Cadherin Genexpression ist. Der genaue Einfluss von N-Cadherin
auf die Entstehung und Progression von OA muss in weiterfihrenden Studien untersucht

werden.
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8. Anhang

8.1. Abkulrzungsverzeichnis

Abkurzung
9l

A

Abl
ACVRL1
Ago
AK
ALPS
Amp
AP
AP-1
ATF
AU
BCA
BMP
bp
BSA
B-ZIP
CBP
CC
CDH2
ChiP
Cl
CMV
Col12A1
Col1A1
CpG
CRE
CREB
CREM
CTLA4
DCC
DMEM
DNA
dNTP

Vollstandiger Name

Mikro-

Adenin

abelson

Serine/threonine-protein kinase receptor R3
Argonaut

Antikdrper
Agrin—-Laminin—Perlecan-Slit
Ampicillin

Alkaline Phosphatase

Activating protein-1

activating transcription factor
Adsorption unit

Bicinchonsaure

bone morphogenetic protein
Basenpaar

Bovines Serumalbumin

basic leucin zipper

cAMP binding protein

konservierte cytoplasmatische Doméne
N-Cadherin
Chromatin-Immunopréazipitation
Zellindex

Cytomegalovirus

Collagen12A1

Collagen1Al
Cytosin-phosphatidyl-Guanin

CcAMP response elements

Cyclic © AMP respinonse element binding protein
cAMP response element modulator
Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated Protein 4
Deleted in Colorectal Cancer
Dulbeccos Modified Eagle Medium
Desoxyribonukleinsaure

Desoxyribonukleosidtriphosphate
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DRGC8
DTT
EC
ECM
EDTA
EGF
EGTA
ELISA
EMSA
Ena
Epac 2
EtOH
EVH1
FACIT

FITC
FKM
FKS
FNII

fw

g

GAG
GAP
GDF5
GREM2
GWAS
HAV
HLA
hnRNP K
HRP
HSV-TK
IL

ISH
ITGA7
Kb

KH

I

LC/MS
LD

miR

DiGeorge syndrome critical region gene8
Dithiothreitol

extrazellulares Cadherin-Motiv
extrazellulare Matrix
Ethylendiamintetraacetat

epidermal growth factor
Ethylenbis(oxyethylennitrilo)-tetraessigsaure
Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Electrophoretic mobility shift assay

enabled homolog (Drosophila)

Exchange Protein Directly Activated By cAMP 2
Ethanol

enabled/VASP homology 1

fibril-associated collagens with interrupted triple helices
Fluoresceinisothiocyanat
Fibroblasten-konditioniertes Medium
Fotales Kélberserum

Fibronectin Typ llI

forward

Gramm

Glucosaminoglukan

Rho GTPase aktivierende Proteine
growth/differentiation factor 5

Gremlin-2

Genom-weiten Assoziationsstudien
Histidin-Alanin-Valin

humanes Leukozyten Antigen
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K
Meerrettichperoxidase

herpes simplex virus thymidine kinase
Interleukin

in situ Hybridisierung

Integrin alpha 7

Kilobase

K-Homologie

Liter
Flissigchromatographie/Massenspektrometrie
linkeage disequilibrium

Milli-

Micro RNA
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MMP
MRNA

MSC
N-Cadherin
NFkB
nSF
N-WASP
OA
OASF
OR

P/S
PACT
PAZ
PBMCs
PBS
PCBP
PCBP
PCR
PGF
PIWI
pre-miR
pri-miR
PTPN22
PVDF
gRT-PCR
RA
RASF

rh

RHD
RISC

rm

RNA
Robo
ROS

RT
RTCA

rv

SDS
SDS-PAGE
SF

Matrixmetalloproteinase

messenger RNA

mesenchymalen Stammzellen
neuronales Cadherin

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells
normale Synovialfibroblasten

Neuronal Wiskott-Aldrich Syndrome protein
Osteoarthritis

Osteoarthritis Synovialfibroblasten

odds ratio

Penicillin/Streptomycin

protein activator of PKR
piwi-argonaute-zwille

mononuklearen Zellen des peripheren Blutes
Phosphate Buffered Saline
Poly©-bindendes Protein

Poly©-bindendes Protein
Polymerase-Kettenreaktion

placental growth factor

RnaseH-like P-element induced wimpy testis
precursor micro RNA

primére micro RNA

Protein Tyrosine Phosphatase, Non-Receptor Type 22 (Lymphoid)
Polyvinylidenfluorid

Quantitative real-time PCR

Rheumatoide Arthritis

Rheumatoide Arthritis Synovialfibroblasten
rekombinant human

Rel Homologie Domaéane

RNA induced silencing complex
rekombinant murin

Ribonukleinséure

roundabout Rezeptor

reactive oxygen species

reverse Transkription

Real-time cell analysis

reverse

Natriumdodecylsulfat
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Synovialfibroblasten
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SNP
Sox9
SIGAP

T
TGFBR1
TGF-B
TNFa

tr

TRBP
viv

Var A
Var G
wiv
a-Robo3B

single nucleotide polymorphism
SRY-box 9

Slit-Robo GAPs

Thymin

TGF-beta receptor type-1

transforming growth factor-g3

Tumor Necrosis Factor alpha

termed

human immunodeficiency virus transactivating response RNA-binding protein
Volumenprozent (volume per volume)
haufige Variante

seltene Variante

Gewicht pro Volumen (weight per volume)
Robo3B Antikorper
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