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1 Einleitung und Fragestellung

1.1 ANCA-assoziierte Vaskulitiden

Rheumatische Erkrankungen sind chronisch-entziindliche Systemerkrankungen. Eine Gruppe der
rheumatischen Erkrankungen sind die Vaskulitiden. Diese sind gekennzeichnet durch eine chronische
GefaRinflammation. Die Vaskulitiden werden anhand des Befallsmusters in Grof3-, Mittel- und
Kleingefavaskulitiden eingeteilt (Jennette et al., 2013). Zur Gruppe der KleingefaRvaskulitiden
gehoren die ANCA-assoziierten Vaskulitiden (AAV), deren Besonderheit das Auftreten von
Anti-Neutrophilen zytoplasmatischen Autoantikorpern (ANCA) ist. Klinisch lassen sich die
ANCA-assoziierten Vaskulitiden in die Eosinophile Granulomatose mit Polyangiitis (EGPA),
Mikroskopische Polyangiitis (MPA) und Granulomatose mit Polyangiitis (GPA) unterscheiden
(Lamprecht et al., 2018). Alle drei Erkrankungen zeigen nekrotisierende Entziindungen der
intraparenchymalen kleinen GefaRe. Die MPA lasst sich von der GPA durch das Fehlen von
granulomatdsen Gewebsentziindung differenzieren. Die EGPA ist hingegen durch die Assoziation mit
Asthma und vermehrten eosinophilen Granulozyten im Blut und Gewebe charakterisiert (Jennette et
al., 2013).

Immunkomplex KleingefiaBvaskulitis
Kryoglobulindmie
IgA Vaskulitis
Hypokomplementamische urtikarielle

Vaskulitis
Vaskulitis mittelgrol3er l

GefiRe ,
Polyarteriitis Nodosa Anti-GBM-Krankheit

Kawasaki Syndrom
A

|

ANCA-assoziierte KleingefaBBvaskultis
Mikroskopische Polyangiitis (MPA)
] Granulomatose mit Polyangiitis (GPA)
' Eosinophile Granulomatose mit Polyangiitis (EGPA)

GroRgefaR Vaskulitis
Takayasu Arteriitis
Riesenzell Arteriitis

Abbildung 1: Einordnung der ANCA-assoziierten Vaskulitiden (AAV) innerhalb der
verschiedenen Vaskulitisformen. Abbildung verandert von Jennette et al., 2013.



Die ANCA gegen typische Zielantigene der Neutrophilen sind durch ihre Krankheitsspezifitit von
hoher diagnostischer Wertigkeit. In der klassischen Immunfluoreszenzfarbung von fixierten
Neutrophilen lassen sich die ANCA in drei verschiedene Fluoreszenzmuster einteilen: zytoplasmatisch
(C-ANCA), perinukledr (P-ANCA) und atypisch (A-ANCA). Mittels ELISA ist zusétzlich die
Bestimmung der Autoantigene mdglich, wobei die GPA mit Anti-PR3-Antikorpern bzw. C-ANCA,
hingegen die EGPA und MPA eher mit Anti-Myeloperoxidase-Antikdrpern bzw. P-ANCA assoziiert
sind (Hilhorst et al., 2015). Eine Kklinisch voll ausgepragte AAV ohne ANCA-Nachweis ist ebenfalls
mdoglich, jedoch mit unter 10 % aller Félle selten und prasentiert sich klinisch meist als EGPA oder
MPA (Jennette & Nachman, 2017). Zur eindeutigen Einordnung der Erkrankung sollte immer der
ANCA-Serotyp zusammen mit dem klinischen Phénotyp genannt werden, beispielsweise:
PR3-ANCA positive GPA.

1.1.1 Granulomatose mit Polyangiitis

Die Granulomatose mit Polyangiitis (GPA), friiher Morbus Wegener genannt, ist eine rheumatische
Systemerkrankung, die unbehandelt innerhalo von Monaten zum Tode fiihrte (Wegener, 1939;
Walton, 1958). Durch frihzeitige Diagnosestellung und den Einsatz von immunsuppressiven
Therapeutika konnte die Mortalitat reduziert werden. Besonders bei Beteiligung der Nieren, des
Gastrointestinaltrakts oder des Herzens liegt die Mortalitat jedoch weiterhin tber der Mortalitat der
Gesamtbevolkerung (Heijl et al., 2017). Die Krankheit duBert sich haufig zundchst durch starkes
Krankheitsgefiihl mit Unwohlsein, Gelenk- und Muskelschmerzen, sowie chronischer Rhinitis oder
Sinusitis (75 % aller GPA-Patienten), gefolgt von Lungen- (81 %) und Nierenbeteiligung (90 %)
(Jennette & Nachman, 2017). Haufig kommt es zu einer rasch progredienten pauci-immunen
Glomerulonephritis und unbehandelt zum Nierenversagen. Ebenfalls betroffen sein kdnnen: Haut,
Augen, Herz, Darm, peripheres und zentrales Nervensystem (Holle et al., 2011; Greco et al., 2016).
Lokalisierte Auspragungen der GPA, die sich auf den oberen Respirationstrakt beschranken und ohne
systemische Gefalientziindung einhergehen, wurden ebenfalls beschrieben, sind jedoch selten (Holle et
al., 2010). Zur Klinischen Klassifikation dienen die Definition der Chapel Hill Consensus Conference
2012 (Jennette et al., 2013) und die Klassifikationskriterien des American College for Rheumatology
1990 (Leavitt et al., 1990). Die Pathogenese der GPA ist multifaktoriell und bisher nicht vollstandig
aufgeklart. Pathogenetisch relevant sind eine verénderte Expression der Proteinase 3 und die
Entstehung der ANCA. Dies fiihrt wiederum zur Stimulation von neutrophilen Granulozyten und
chronischer Entzindung mit Gefél3schadigung (Korkmaz et al., 2016). Eine Zusammenfassung der

bisher bekannten Pathophysiologie zeigt Abbildung 2.
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Abbildung 2: Darstellung der Pathomechanismen in der Granulomatose mit Polyangiitis

Neutrophile Granulozyten werden durch Zytokine voraktiviert und exprimieren das ANCA-Antigen Proteinase 3
auf der Zellmembran. ANCA binden an die Neutrophilen und aktivieren diese, wodurch Proteinase 3 auch an die
Umgebung abgegeben wird und die Neutrophilen in das Gewebe einwandern. Zusétzlich wird das
Komplementsystem aktiviert. Die aktivierten Neutrophilen zerstéren das Endothel und filhren zur Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine aus nekrotischen Zellen. Monozyten und Lymphozyten wandern ebenfalls in die
entziindete Region ein und tragen zur Aufrechterhaltung der Entziindung bei. Abbildung entnommen aus
(Jennette & Nachman, 2017).

Die Granulomatose mit Polyangiitis hat in Mitteleuropa eine jahrliche Inzidenz von 34 Féllen/Million
Einwohner und eine Prévalenz von 210/Million Einwohner (Hellmich et al., 2021). Es tritt keine
geschlechtsspezifische Haufung auf, jedoch steigt das Risiko mit zunehmendem Alter an. Die hdchste
Inzidenzrate wird in der Gruppe der Uber 55-Jahrigen beobachtet (Reinhold-Keller et al., 2005). Unter
den ANCA-assoziierten Vaskulitiden ist die GPA in Nordeuropa die haufigste Form der Vaskulitis. In
Siuideuropa, Japan und China hingegen tberwiegt die MPA (Watts et al., 2001; Pearce et al., 2017).



1.1.2 Proteinase 3

Proteinase 3, ehemals Myeloblastin, wurde 1978 erstmals beschrieben und 1990 als GPA-spezifisches
Zielantigen der C-ANCA identifiziert. 1996 wurde die Kristallstruktur gelést (Fujinaga et al., 1996).
PR3 ist eine Serinprotease, die in humanen neutrophilen Granulozyten und Monozyten exprimiert
wird. Der GroRteil der PR3 wird zusammen mit anderen Proteasen in den azurophilen Granula von
neutrophilen Granulozyten gespeichert (Campanelli et al., 1990). Ein kleinerer Teil der PR3 liegt
jedoch konstitutionell membrangebunden auf der Oberflache ruhender neutrophiler Granulozyten vor
(Halbwachs-Mecarelli et al., 1995). Unter dem Einfluss von Zytokinen wird die PR3-Expression auf
der Zelloberflache neutrophiler Granulozyten gesteigert (sog. priming). Die Bindung von ANCA an
diese membrangebundene PR3 fuhrt tber den PI3K/AKkt-Signaltransduktionsweg zur Aktivierung der
Granulozyten und zur Freisetzung der azurophilen Granula (Kettritz, 2012). Die vorzeitige
ANCA-vermittelte, pathologische Degranulierung der neutrophilen Granulozyten induziert die
Endothellasion und Vaskulitis. Die frei gewordenen Proteasen bewirken einen unselektiven Abbau
von Proteinen in entziindetem Gewebe. Im Falle einer Infektion tragt die PR3 physiologischerweise
zur effektiven natirlichen Immunantwort bei, dysreguliert flhrt sie hingegen zum Abbau von

extrazellularer Matrix und zum Gewebsuntergang (Pham, 2006).

Die mRNA von Proteinase 3 ist 987 Nukleotide lang und ihre Sequenz in der NCBI unter NM_002777
hinterlegt. Sie besteht aus funf Exons mit einer 24 Nukleotide langen 5’UTR und einer 206 Nukleotide
langen 3°’UTR.

a) b)

Proteinase 3 Aminosduresequenz:
10 20 30 40 50
PRTN3 MAHRPPSPAL ASVLLALLLS GAARAAEIVG GHEAQPHSRP YMASLOMRGN
60 70 80 20 100

1 3 60 100
l E . n “ PGSHFCGGTL IHPSFVLTAA HCLRDIPQRL VNVVLGAHNV RTQEPTQQHF
“l 110 120 130 140 150

SVAQVFLNNY DAENKLNDVL LIQLSSPANL SASVATVQLP QQDQEVPHGT
5°UTR 1 2 3 4 5 3'‘UTR + POIV(A) 160 170 180 190 200

QCLAMGWGRV GAHDPPAQVL QELNVTVVTF FCRPHNICTF VPRRKAGICF

PR3 mRNA ~1.25 kb 210 220 230 240 250

GDSGGPLICD GIIQGIDSFV IWGCATRLFP DFFTRVALYV DWIRSTLRRV

EAKGRP

Abbildung 3: a) Darstellung des genomischen Lokus der Proteinase 3 und der mRNA bestehend aus
5°UTR, fiinf Exons sowie einer 3°'UTR und einem Poly(A)-Schwanz (Abbildung veréndert von Mclnnis et
al., 2015). b) Aminosauresequenz der Proteinase 3 (Entnommen aus:
https://ww.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_002768.3, 31.05.2021).

Es wird vermutet, dass eine verdnderte Expression der PR3 zur Bildung von ANCA und zur

Entstehung der GPA beitrégt. So wurden erhohte PR3-mRNA-Spiegel bei GPA-Patienten gefunden

(Ohlsson et al., 2005), auBerdem konnte gezeigt werden, dass ein auf eine transkriptionelle

Dysregulation hinweisender erhéhter PR3-mRNA-Spiegel mit einer aktiven Vaskulitis assoziiert ist

(Yang et al., 2004; Jones et al., 2020). Eine Ursache der transkriptionellen Dysregulation ist die
4



epigenetische Modifikationen des DNA-Methylierungsmusters im Bereich von inhibierenden
Genloci (Ciavatta et al., 2010). AulRerdem wurde gezeigt, dass in Neutrophilen von GPA-Patienten
nicht blof3 die Expression der PR3-mRNA erhéht war, sondern auch eine alternative mRNA mit
verlangerter (286 Basen) 3¢ untranslatierter Region (3°UTR) gebildet wird (Mclnnis et al., 2015).
Siehe dazu Abschnitt 1.3.

1.2 MicroRNAs

MicroRNAs (miRNAs) sind 21-23 Nukleotide lange, nicht Kkodierende einzelstrangige
RNA-Molekiile, die durch komplementére Bindung an mRNAs die Proteinexpression inhibieren
kénnen. Die erste miRNA wurden 1993 in Caenorhabditis elegans (C. elegans) entdeckt (Lee,
Feinbaum & Ambros, 1993). Seitdem wurden unzéhlige miRNAs in verschiedenen eukaryotischen
Modellorganismen, sowie in Pflanzen und dem Menschen gefunden (Bartel, 2004). Im Jahr 2019
waren in der miRBase Datenbank 2654 miRNAs verzeichnet, wobei durch Annotationsfehler von
einer Anzahl von ca. 600 echten humanen miRNAs ausgegangen wird (Fromm et al., 2015; Bartel,
2018; Kozomara, Birgaoanu & Griffiths-Jones, 2019). Die Relevanz von miRNAs fiir Wissenschaft
und Klinik lasst sich mit Hilfe der groBen Anzahl von neu erschienen wissenschaftlichen Artikeln auf

dem Gebiet verdeutlichen: Im Jahre 2018 waren es ca. 11 000 (Bonneau et al., 2019).

Im Gegensatz zu transkriptionellen Modifizierungen stellt die translationale Hemmung durch miRNAs
eine schnelle Antwort auf akute Erfordernisse dar. Neben Gewebedifferenzierung und -homdostase
sind miRNAs auch an der Antwort auf zellul&ren Stress beteiligt. So sind Verletzungen, Hypoxie oder
Infektionen starke miRNA-Induktoren (Bandara, Michael & Gleadle, 2017; Hirschberger, Hinske &
Kreth, 2018). Der Effekt einer einzelnen miRNA auf eine mMRNA-Bindungsstelle ist typischerweise
gering. So liegt die Effektstarke in der Regel unter 50 %, oft sogar unter 20 % (Selbach et al., 2008).
Eine miRNA kann jedoch an tausende verschiedene mRNAs binden und mehrere miRNAs kdnnen
gleichzeitig auf eine mMRNA wirken. Die Effekte kénnen sich dabei kooperativ verstérken (Seetrom et
al., 2007). Es konnte gezeigt werden, dass ca. 60 % aller mRNAs evolutiondr konservierte
Bindungsstellen fir miRNAs aufweisen (Friedman et al., 2009). Durch zellspezifische und temporar
verénderliche miRNA-Netzwerke kann somit die gesamte Proteinexpression eines Organismus
reguliert werden (Selbach et al., 2008). Dabei kénnen verdnderte miRNA-Expressionen Pathologien
wie beispielsweise Tumore beginstigen (Cimmino et al., 2005), als auch Reaktionen des Organismus

auf pathologische Zusténde darstellen (Wang et al., 2013).

Das Verstdndnis der miRNA-Pathophysiologie hat groRe diagnostische und therapeutische Relevanz.
Einen Uberblick iiber die Nutzung von miRNAs als Biomarker bietet De Guire et al., 2013. Einige
miRNA-Therapeutika wie zum Beispiel Miravirsen (miR-122 AntagomiR) zur Behandlung der

Hepatitis C werden bereits in klinischen Studien an Menschen erprobt (Bonneau et al., 2019c). Eine



aktuelle Ubersicht Gber den Stand der klinischen Studien mit miRNA-Therapeutika bietet Chakraborty
et al., 2021.

1.2.1 Nomenklatur der miRNAs

Bis auf wenige historisch gewachsene Ausnahmen (wie let-7) werden miRNAs nach der Reihenfolge
der Entdeckung durchnummeriert und bekommen ein speziesspezifisches Prafix z.B. hsa-miR-184 fur
Homo sapiens MicroRNA 184. Die GroRschreibweise miR bedeutet hierbei, dass es sich um die reife
miRNA handelt. Mit dem kleingeschriebenen mir wird hingegen der zugrundeliegende Genabschnitt
oder ein Vorlaufermolekil bezeichnet. MiRNAs verschiedener Spezies mit sehr &hnlicher Sequenz
werden in der Regel &quivalent nummeriert. MiRNAs, die sich nur um ein Nukleotid von einer
anderen miRNA innerhalb der Spezies unterscheiden, bekommen den gleichen Namen, erganzt durch
einen zusatzlichen Buchstaben wie zum Beispiel hsa-miR-29 und hsa-miR-29a. Der aus einer VVorstufe
entstehende Strang mit dem starksten Effekt wird so wie beschrieben als miR bezeichnet, der dabei
ebenfalls entstehende Strang mit geringerem oder keinem Effekt wird miRNA ,,Stern* genannt. So
entstehen aus dem Vorldufermolekil hsa-mir-214 die beiden miRNAs hsa-miR-214 und hsa-miR-
214*, Da jedoch nicht immer klar ist, welcher der Strang mit dem vorherrschenden Effekt ist, ist es
sinnvoller die beiden Strange durch die Beschreibung ihrer Enden als 5p und 3p zu charakterisieren.
Wird auf die Bezeichnungen verzichtet, so handelt es sich in der Regel um den 5p-Strang (Ambros et
al., 2003; Griffiths-Jones et al., 2006; miRBase, 2018).

1.2.2 Prozessierung von humanen miRNAs

MiRNAs werden wie mRNAs zundchst durch die Polymerase Il im Zellkern DNA-abhédngig
transkribiert. Im Gegensatz zu mRNAs werden fiir die Bildung von miRNAs meist nichtkodierende
primére Transkripte verwendet. Aber auch Introns, die bei der mRNA-Bildung heraus geschnitten
werden, kdnnen zu miRNAs prozessiert werden (Lee et al., 2002). Die transkribierten RNA-Molekiile,
sogenannte Pri-miRNAs, sind deutlich langer als die fertigegn miRNAs und bilden durch
komplementdre Nukleotide intramolekulare Haarnadel-Strukturen aus. Die Pri-miRNAs werden noch
im Zellkern durch den Drosha Endonuklease Komplex zu einer ca. 60 Nukleotide langen Pre-miRNA
gekurzt und von Exportin 5 aus dem Zellkern ins Zytoplasma transportiert (Lee et al., 2003; Yi et al.,
2003). Im Zytoplasma werden die Pre-miRNAs durch das Enzym Dicer zu reifen doppelstrangigen
miRNAs prozessiert (Hutvagner et al., 2001). Die doppelstrangigen miRNAs werden daraufhin vom
,,RNA- induced silencing complex* (RISC) gebunden. Uber Argonaut Proteine, die im RISC enthalten
sind, werden mRNAs, die komplementar zur Fihrungsstrang-miRNA sind, inhibiert (Hammond et al.,
2001). Der im Zytoplasma verbleibende andere Strang wird als miRNA* bezeichnet und wird in der
Regel ohne Effekt auf die Zelle abgebaut. Meistens handelt es sich beim Fihrungsstrang um den

5P-Strang, in seltenen Fallen kann hingegen auch der 3P-Strang an Argonaut und somit an



komplementdre mRNAs binden (Hammond, 2015). Die Erkennung und Bindung der miRNA an ihre

Ziel-mRNA ist komplex und wird im Kapitel 1.2.3 naher erlautert.

Metazoan miRNA gene
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Abbildung 4: Entstehung und Prozessierung von miRNAs in der Zelle (Bartel, 2018)

Im Zellkern werden lange Pri-miRNAs durch die Polymerase Il transkribiert. Nach der Ausbildung von
Haarnadelstrukturen schneidet der Drosha-Komplex die Enden der Pri-miRNA. Es entsteht die ca. 60 Nukleotide
lange Pre-miRNA, die durch Exportin 5 in das Zytoplasma transportiert wird. Dort schneidet Dicer die Pre-
miRNA zu zwei reifen miRNAs wobei nur eine von RISC mit dem Protein AGO gebunden wird. RISC bindet
komplementare mRNAs und inhibiert die mMRNA durch Hemmung der Translation oder durch Destabilisierung
des Poly-A-Schwanz.

1.2.3 Bindung von miRNAs an Ziel-mRNAs

MiRNAs binden typischerweise an die 3’ untranslatierte Region (UTR), die sich dem kodierenden
Bereich einer mRNA anschliet (Bartel, 2018). MiRNA-Bindung an die 5’UTR oder auch im
kodierenden Bereich sind die Ausnahme (Hausser & Zavolan, 2014). Zur Bindung besitzen reife
mMIiRNAs an ihrem 5° Ende eine sogenannte seed-Region, die tUber mindestens 6 Nukleotide mit der
MRNA komplementér sein muss. Der Groliteil der bisher gefundenen miRNAs besitzt einen 7 oder 8
Nukleotide langen komplementéren Abschnitt bzw. seed. Dabei gilt: Je besser die Bindung, desto
starker die Effekte (Grimson et al., 2007; Agarwal et al., 2015). AulRer diesen klassischen bzw.

kanonischen seeds, gibt es auch wie in Abbildung 5 dargestellt alternative Konstellationen, bei denen
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die Nukleotide nicht vollstdndig komplementér sein missen, sondern weitere komplementare Stellen
die unvolistandige Bindung ausgleichen (Bartel, 2018). Von ,small interfering RNAs*“ (SiRNA)
unterscheiden sich miRNAs durch die Art der Bindung. Im Gegensatz zu miRNAs binden siRNAs
ihre Zielsequenz auf ganzer Lange perfekt komplementér und erzielen dadurch eine deutlich stérkere
direkte Inhibition der Ziel-mRNA. Weitere Faktoren flr die Bindungsfahigkeit und somit Effektivitat
von miRNAs sind die Lage der Bindungsstellen in der 3’UTR, sowie die Zugénglichkeit der mRNA.
So sind Bindungsstellen nahe der Enden der 3’UTR effektiver als Bindungsstellen in der Mitte der
UTR (Hoffman et al., 2016). Je nach Art der Bindung kommt es zu verschiedenen Arten der
MRNA-Repression. Die Destabilisierung der Poly-A-Kette und somit der Abbau der mRNA st fiir
66 —90% der miRNA-Effekte verantwortlich, wogegen die Translationsinhibition eine eher
untergeordnete Rolle spielt (Eichhorn et al., 2014).
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Abbildung 5: MiRNA-Bindungsstellen (Bartel, 2018)

(A) MIiRNAs binden mit ihrer 5° seed-Region an komplementire mRNAs, meist in deren 3’UTR. Die
komplementaren Bereiche (seed) mussen dabei nur mindestens 6 Nukleotide lang sein, wobei 7 und 8
komplementare Nukleotide am h&ufigsten sind und stdrkere Effekte hervorrufen. Andere, nicht klassische
Bindungen sind ebenfalls beschrieben und in (B) und (C) dargestellt. Dabei spielen meist zusétzliche
komplementare Bereiche bei der Bindung eine Rolle. Diese Arten von miRNA-mRNA-Wechselwirkungen
werden in den Vorhersagemodellen meist weniger stark berilicksichtigt.



Programme zur  Vorhersage von miRNA-mRNA-Wechselwirkungen wie  TargetScan
(http://www.targetscan.org/vert_72/, letzter Zugriff 27.03.2020) oder miRDB
(http://mirdb.org/index.html, letzter Zugriff 27.03.2020) nutzen die bisher bekannten Bindungsmuster
fiir ihre Algorithmen, wobei kanonische und evolutiondr konservierte Stellen meist stark gewichtet
werden (Tarang & Weston, 2014). Viele Wechselwirkungen lassen sich Uber diese Werkzeuge
erfolgreich vorhersagen, jedoch sind noch nicht alle Bindungskriterien erforscht und somit sind weder
falsch positive noch falsch negative Ergebnisse ausgeschlossen. Werkzeuge wie mirDIP
(http://ophid.utoronto.ca/mirDIP/, letzter Zugriff 17.01.2021) kombinieren mehrere dieser
Vorhersageprogramme und sind fiir einen besseren Uberblick nitzlich. Experimentell gesicherte
miRNA-mRNA-Wechselwirkungen lassen  sich in Datenbanken,  wie miRTarBase
(http://mirtarbase.cuhk.edu.cn/php/index.php, letzter Zugriff 06.02.2021) finden. Fir einen
umfassenden Uberblick Gber alle miRNA bezogenen Computerprogramme siehe (Tarang & Weston,
2014).

1.2.4 MIiRNAs bei rheumatischen und chronisch entziindlichen Erkrankungen

MiRNAs regulieren die Entwicklung und Homdstase des Immunsystems. Gleichzeitig verdndern
Entzlindungsprozesse die lokale Expression von miRNAs (O’Connell et al., 2010). Im
physiologischen Fall wird durch miRNAs schon zu Beginn der Inflammation ihre Terminierung
festgelegt. Dafur wird ein antiinflammatorisches Programm mit Reparaturmechanismen zur
Vermeidung von Organschéden und von unkontrollierter anhaltender Entziindung aktiviert (Anderson,
2010). Veranderte miRNA-Spiegel konnen hingegen zur Immundysregulation fiihren und
beispielsweise zur Entstehung von chronisch-entzindlichen Darmerkrankungen beitragen. Dabei
lassen sich die verdnderten miRNA-Expressionen nicht blo auf die Entzindung zuriickflhren,
sondern sind auch in nicht entziindetem Gewebe zu finden. Sie kdnnen somit als Biomarker genutzt
werden (Fasseu et al., 2010). Im Mittelpunkt der immunologischen Forschung stehen miR-155 und
miR-146a. Diese miRNAs regulieren Lymphozyten sowie die Zytokinproduktion und fihren in
knock-out Mausen zu ausgepragten Immundefekten (Hirschberger, Hinske & Kreth, 2018). Doch auch
viele andere miRNAs wurden in den letzten Jahren mit dem Immunsystem, sowie mit
rheumatologischen Erkrankungen in Verbindung gebracht. Besonders bei der Rheumatoiden Arthritis
(RA) (Vicente et al., 2016), Systemischer Sklerose (SSc) (Tsou & Sawalha, 2017) und dem
Systemischen Lupus Erythematodes (SLE) (Shen et al., 2012) wurde die Rolle von miRNAs bereits
ausgiebig untersucht. Bei allen drei Krankheiten tragen verédnderte miRNA-Expressionsmuster zur
Ausbildung von Pathologien bei und gelten deshalb als attraktive Ziele von neuen Medikamenten.
Einen Uberblick (ber bisher bekannte verdnderte miRNA-Expressionen bei rheumatischen
Erkrankungen gibt Abbildung 6.
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Abbildung 6: Darstellung nichtkodierender RNAs, die bei rheumatologischen Erkrankungen verandert
exprimiert werden (Chen et al., 2019).

Dargestellt sind miRNAs und weitere nichtkodierende RNAs fir den jeweils untersuchten Zelltyp bzw.
Gewebetyp. Pfeil nach oben = erhdhte Expression; Pfeil nach unten = erniedrigte Expression;
SLE = Systemischer Lupus Erythematodes; RA = Rheumatoide Arthritis; SSc = Systemische Sklerose;
IIM = Idiopathische entziindliche Myopathie; pSS = Sjégren Syndrom.

Zu miRNAs bei ANCA-assoziierter Vaskulitis wurde hingegen bisher wenig publiziert. In einer
schwedischen Studie wurde gezeigt, dass bei AAV eine verédnderte miRNA-Expression vorliegt. Dabei
beschrénkten sich die Autoren auf die Untersuchung von 32 miRNAs, die zuvor bereits bei Studien
mit SLE Patienten untersucht wurden. Mittels quantitativer real-time PCR (qPCR) wurden
Plasmaproben und periphere Leukozyten untersucht, wobei in AAV-Patienten eine gesteigerte
miRNA-Expression fur die miRNAs miR-29a, -34a, -142-3p und -383, sowie eine verringerte
Expression fir die miRNAs miR-20a, -92a and -221 beschrieben wurde (Skoglund et al., 2015). Eine
weitere Gruppe konnte zeigen, dass miR-142-3p in regulatorischen T-Zellen von GPA-Patienten
vermehrt exprimiert wird und deren Funktion unterdriickt (Dekkema et al., 2019). Eine andere Arbeit
befasste sich mit der Wirkung der miRNA 634 auf die Expression von ,a disintegrin and
metalloproteinase 17 (ADAM17) (Bertram et al., 2015). ADAML17 ist eine Metalloproteinase, die
GeféRentziindungen durch das Zerschneiden von endothelialen Membranproteinen verstarkt. Die
Autoren konnten zeigen, dass miR-634 zu einer gesteigerten ADAML7 Expression beitragt. Sie
vermuteten, dass ADAM17 eine Rolle bei ANCA-assoziierter Vaskulitis spielt. Des Weiteren kam
eine kurzlich veroffentlichte Studie zu dem Ergebnis, dass die Konzentration von miR-126 im Plasma
von Patienten mit ANCA-assoziierter Vaskulitis stark verringert ist. Im Verlauf der Therapie stieg die
Konzentration an miR-126, blieb jedoch im Vergleich zu gesunden Probanden erniedrigt. Nach
Meinung der Autoren kénne miR-126 als Marker fur Endothelschaden bei ANCA-assoziierter

Vaskulitis fungieren (Scullion et al., 2021). Eine vermutete Wirkung von hsa-miR-941, die indirekt zu
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einer Uberexpression von PR3 in neutrophilen Granulozyten von GPA-Patienten fiihrt, wurde
widerlegt, da hsa-miR-941 nicht vermehrt in Neutrophilen von GPA-Patienten vorkommt (Svendsen
et al., 2016). Zur direkten Regulation der PR3 durch miRNAs gibt es bislang keine

Veroffentlichungen.

1.2.5 Vorarbeiten der Arbeitsgruppe zur Rolle von miRNAs bei GPA

Schinke et al. (Schinke et al., 2013) untersuchten mit Hilfe eines miRNA-Microarrays
Nasenschleimhautproben von GPA-Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden und Probanden
mit chronischer Sinusitis. Von den 847 getesteten miRNAs konnten dabei 21 miRNAs mit einer mehr
als zweifach veranderten Expression bei den GPA-Patienten identifiziert werden (Abbildung 7). 16
miRNAs waren im Vergleich zur Kontrolle unterexprimiert, funf waren Uberexprimiert. Besonders
auffallig war eine 13-fach erhohte Expression von miR-184. Recherchen in der mirDIP-Datenbank
ergaben, dass PR3 ein potenzielles Ziel einiger der identifizierten miRNAs ist (Tabelle 22). Sowohl
verringerte als auch erhohte miRNA-Expression von PR3-regulierenden miRNAs wadre
pathophysiologisch denkbar. Erniedrigte miRNA-Expression konnte eine weitere Ursache der
transkriptionellen Dysregulation der PR3 sein (siehe Kapitel 1.1.2), erhéhte miRNA-Expression

kénnte hingegen eine Reaktion des Korpers auf eine pathologisch erhéhte PR3-Expression darstellen.

\

GPA-specific

miR-1271 -4,84
miR-214%* -4,11
miR-148a -3,83

miR-335 -3,77
miR-375 -3,4

miR-193b* -2,78
miR-26b -2,64

miR-140-5p -2,55
miR-1228  -2,51
miR-532-3p -2,48

miR-572 -2,42
miR-1825 -2,41
miR-30b -2,29
miR-29b-2* -2,25
let-7f -2,06
miR-10b -2,06
miR-708 2,02
miR-210 2,67
miR-31 3,69
miR-205 3,76

Qlk- 184 13,39 )

Abbildung 7: Ergebnisse des miRNA-Microarrays von Schinke et al., 2013.

Die abgebildeten 21 miRNAs weisen eine mehr als zweifach verdnderte Expression bei GPA-Patienten im
Vergleich zu gesunden Probanden und Patienten mit chronischer Sinusitis auf. Die rechte Spalte zeigt die Starke
der Expressionsveranderung. Hsa-miR-1271 ist mit einer um das 4,84-fach reduzierten Expression bei GPA die
am starksten herunterregulierte miRNA. Hsa-miR-184 ist mit einer um den Faktor 13,39 erhdhten Expression die
am starksten heraufregulierte miRNA.
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1.3 Alternative Polyadenylierung

Alternative Polyadenylierung tragt mafgeblich zur Diversitdit des Transkriptoms und zur
Differenzierung von Geweben bei (Wang et al., 2008). Die Bildung von unterschiedlich langen
3’UTRs der gleichen mRNA kann die mRNA-Lokalisation, ihre Stabilitit und die
Translationseffizienz beeinflussen (Carpenter et al., 2014). Neben RNA-bindenden Proteinen sind
hierfiir vor allem miRNAs verantwortlich, die unterschiedlich an die verschiedenen 3’UTRs binden.
Welches Polyadenylierungssignal in einer Zelle verwendet wird und wie der Auswahlmechanismus
funktioniert ist bisher nicht vollstandig aufgekléart (Gruber & Zavolan, 2019). Die Nutzung von
distalen Polyadenylierungssignalen gilt jedoch allgemein als Zeichen von Zelldifferenzierung und
ermdglicht die Bindung von zusétzlichen miRNAs (Chen et al., 2017). In schnell proliferierenden
Zellen werden dagegen haufiger proximale Polyadenylierungsstellen verwendet, was meist zu einer
erhdhten mRNA-Expression fiihrt. In einigen Féllen kann allerdings auch die kiirzere 3’UTR einem
verstarken miRNA-Effekt unterliegen (Hoffman et al., 2016).

Ca. 20 % aller 3’UTRs des Menschen weisen mehrere Polyadenylierungsstellen auf (Wang et al.,
2008). Alternative 3°‘UTRs konnten bereits bei vielen onkologischen Erkrankungen, aber auch bei
einigen immunologischen und rheumatologischen Erkrankungen nachgewiesen werden (Gruber &
Zavolan, 2019). So konnte gezeigt werden, dass bei Patienten mit Systemischem Lupus
Erythematodes eine verldngerte 3°UTR von ,,GTPase IMAP family member 5 (GIMAPS5) sowie eine
verkiirzte 3’UTR von ,,Interferon regulatory factor 5 (IRF5) vorkommen (Graham et al., 2007;
Hellquist et al., 2007).

Auch in neutrophilen Granulozyten von GPA-Patienten wurden zwei Isoformen der PR3-3‘UTR
nachgewiesen. Neben der normalen 3’UTR (206 Nukleotide) wurde eine alternative 3’UTR (286
Nukleotide) identifiziert (Mclnnis et al., 2015). Die Hypothese einer verdnderten Regulation der
alternativen 3’UTR durch RNA-bindende Proteine oder miRNAs wurde von den Autoren gestellt,

jedoch nicht weiter untersucht.

1.4 Reportersysteme zur Darstellung von miRNA-mRNA-Interaktion

Nach der Entdeckung von verdnderten miRNA-Profilen in einer Zellpopulation mittels
Hochdurchsatzmethoden wie Microarrays oder Next Generation Sequencing wird in der Regel das
direkte Ziel der miRNAs gesucht. Oft werden dazu zunéchst bioinformatische Ansdtze gewahlt (wie
im Abschnitt 1.2.3 beschrieben). Zur Validierung der Ziel-mRNAs werden schlieflich meist
Reporterassays wie der duale Luziferaseassay verwendet. Eine ausfihrliche Darstellung der
verschiedenen Methoden zur miRNA-Analyse bietet (Svoboda, 2015).
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1.4.1 Dualer Luziferase-Reporterassay

Luziferase-Reporterassays basieren auf der enzymatischen Umsetzung von chemischen,
energiereichen Verbindungen zu Licht. In der Natur kommt die Luziferase zum Beispiel in
Leuchtkafern vor. Im Labor kann Gber die Starke der Lichtemission die Menge der Luziferase ermittelt
werden. Flr den dualen Luziferase-Ansatz wird eine Renilla-Luziferase mit einer Firefly-Luziferase
auf einem Plasmid kombiniert. Die Renilla-Luziferase wird nicht verandert und fungiert als
Normierung der Transfektion. Durch ihre konstitutive Expression werden sich unterscheidende
Transfektionseffizienzen herausgerechnet. Hinter die Firefly-Luziferase wird die zu untersuchende
Sequenz, in der Regel die 3°UTR der Ziel-mRNA, eingefiigt. Das Plasmid wird anschlieend in eine
Zelllinie transfiziert und von den Zellen transkribiert. Aus der entstehenden mRNA werden
Luziferase-Proteine gebildet. Bindet eine miRNA an die 3’UTR, die an die Firefly-mRNA gekoppelt
wurde, so wird die Firefly-mRNA herunter reguliert (Abbildung 8). Die Enzymaktivitit und somit die
Lumineszenz der Firefly-Luziferase nimmt entsprechend ab, wohingegen die Aktivitat der
Renilla-Luziferase konstant bleibt. Der Quotient aus Firefly/Renilla-Aktivitat bei Zugabe einer
MiRNA-Probe dient somit zur Darstellung des Effekts der miRNA auf die 3’UTR der Ziel-mRNA.
Zur Normierung wird der Firefly/Renilla-Quotient mit dem Quotienten einer miRNA ohne

Zielsequenz bzw. einer Negativkontrolle verglichen.

miRNA

Ziel 3'UTR

Renilla Luziferase Firefly Luziferase

pmirGLO Vektor

Abbildung 8: Vereinfachte Darstellung des pmirGLO Dual-Luciferase miRNA Target Expression Vector

Renilla- und Firefly-Luziferase sind auf einem Plasmid kodiert, besitzen jedoch jeweils einen eigenen Promotor
und ein Polyadenylierungssignal, sodass zwei voneinander unabhingige mRNAs gebildet werden. Uber eine
multiple cloning site hinter der Firefly-Luziferase kann die 3°UTR der zu untersuchenden mRNA eingebracht
werden. Bindet eine miRNA an diese Ziel-3’UTR, verringert sich die Firefly-Enzymaktivitat im Vergleich zur
Renilla-Enzymaktivitdt. Amp = Ampicillin-Resistenzgen.
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1.5 Fragestellung dieser Doktorarbeit

Da die Pathogenese der GPA weiterhin nur unzureichend verstanden ist, insbesondere wie es zu der
GPA-spezifischen Bildung von PR3-ANCA kommt, war es das Ziel dieser Arbeit die regulatorische
Funktion von miRNAs auf die PR3-mRNA zu untersuchen. Vorarbeiten von Schinke et al. ergaben
verénderte Expressionen von 21 miRNAs in der Nasenschleimhaut von GPA-Patienten. Fir einige
dieser miRNAs wurde die PR3-mRNA in silico als Zielstruktur identifiziert. Ob die Proteinase 3
tatsdchlich ein Ziel dieser miRNAs ist, war unklar. Um dies herauszufinden sollte in dieser Arbeit ein
Luziferaseassay aufgebaut werden, der die verminderte mRNA-Expression nach Bindung von
miRNAs darstellen kann. Dazu musste zunéchst eine geeignete Zelllinie gewéhlt werden. Dann sollten
miRNAs mit experimentell bestdtigten mRNA-Zielen als Positivkontrolle gefunden werden.
AnschlieBend sollten die 3°UTRs der potenziellen Positivkontrollen und die 3°UTR von PR3 in ein
Luziferase-Reporterplasmid kloniert, zusammen mit synthetischen miRNAs in die Zellen transfiziert
und ein dualer Luziferaseassay durchgefihrt werden. Nach Etablierung des Assays sollten die Effekte
der miRNAs hsa-miR-184, hsa-miR-214-5p und hsa-miR-708 auf die PR3-mRNA untersucht werden,
da fir sie bereits Vorarbeiten der Gruppe bestanden. Im Laufe der Versuche wurde die Fragestellung
auf alle 21 miRNAs erweitert. Da auch eine alternative 3’UTR in GPA-Patienten beschrieben wurde
(siehe Kapitel 1.2.4 und 1.3), stellte sich zuséitzlich die Frage, ob diese verldngerte 3°UTR das Ziel

anderer miRNAs darstellt. Auch diese Frage sollte mit Hilfe des Luziferaseassays beantwortet werden.
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2 Material

2.1 Reagenzien

Agar-Agar

Agarose Wide Range

AmpliTaq Puffer | mit 15 mM MgCl.
Ampicillin Natriumsalz BioChemica
Bovines Serum Albumin

CutSmart Puffer (10x)

DharmaFECT Duo Transfection Reagent
dNTP Mix

Dimethylsulfoxid (DMSO)

DNAZzol

Ethanol

Ethylenediamintetraessigsaure (EDTA)
Fetales Kalberserum (FCS)

Gel Loading Dye Purple (6x)

GelRed 10000x

GeneRuler 100 bp plus DNA Ladder
D-Glucose

AppliChem, Damstadt
Serva, Heidelberg

Applied Biosystems, Waltham, USA

AppliChem, Darmstadt
PAN-Biotech, Aidenbach
NEB, Ipswich, USA
Dharmacon, Lafayette, USA
Life Technologies, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim

Thermo Fisher, Waltham, USA

Th.Geyer, Renningen
Sigma, Steinheim

Pan Biotech, Aidenbach
NEB, Ipswich, USA
Biotium, Fremont, USA

Thermo Scientific, Waltham, USA

Sigma, Steinheim

L-Glutamin PAN-Biotech, Aidenbach
Glycin Biomol, Hamburg
Glycerol MP Biomedicals, Eschwege
Hefeextrakt fiir Molekularbiologie AppliChem, Darmstadt
Isopropanol Carl Roth, Karlsruhe
Methanol Carl Roth, Karlsruhe
PBS (steril) PAN-Biotech, Aidenbach
Penicillin (10000 U/ml), Streptomycin (10 mg/ml) PAN-Biotech, Aidenbach
Qiazol Lysis Reagent Qiagen, Hilden

Tris Serva, Heidelberg
Trypanblau Sigma Aldrich, Steinheim
Trypton AppliChem, Darmstadt
Tween20 Sigma Aldrich, Steinheim

Wasser (nukleasefrei, DEPEC behandelt) Carl Roth, Karlsruhe

2.2 Kits

NucleoSpin Gel and PCR clean-up Macherey-Nagel, Diren
QIlAprep Spin Mini Kit Qiagen, Hilden
QIAGEN Plasmid Midi Kit Qiagen, Hilden

Quick Ligation Kit NEB, Ipswich, USA
Dual-Glo Luciferase Assay System Promega, Madison, USA
RNeasy Micro Kit Qiagen, Hilden

miScript SYBR Green PCR Kit Qiagen, Hilden

- 2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix
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- 10x miScript Universal Primer

- 10x miScript Primer Assay
miScript Il RT Kit

- 5x miScript HiFlex Puffer

- 10x miScript Nucleics Mix

- miScript Reverse Transcriptase Mix

2.3 LoOsungen, Medien und Puffer

Ampicillin
LB Medium

LB-Amp Medium
LB Agar Platten
S.0.C. Medium

50 x TAE

TE Puffer
Transfektionsmedium
Zellkulturmedium DMEM

Zellkulturmedium RPMI

2.4 Enzyme

AmpliTag DNA Polymerase [5 U/ul]
T4-DNA-Ligase [2000 U/ul]

Avrll [5 U/ul]

Nhel-Hf [20 U/ul]

Sall-Hf [20 U/ul]

2.5 Bakterienstamme

Escherichia coli

16

Qiagen, Hilden

50 mg/ml in dH20

1 % NaCl; 1 % Trypton; 0,5 % Hefeextrakt in
dH20

LB Medium; 100 mg/l Ampicillin
1.5 % Agar-agar in LB Medium
Invitrogen, Carlsbad, USA

2 M Tris; 1 M Essigsaure; 0.05 M EDTA, pH
8.5

10 mM Tris-HCL, pH 8.0; 1 mM EDTA, pH
8.0

OptiMEM Reduced Medium w/o phenol red
(Thermo Fisher, Waltham, USA)

VLE Dulbecco’s MEM (Biochrom, Berlin);
10 % FCS; 1 % Penicillin/Streptomycin

RPMI 1640 mit Glutamax (Thermo Fisher,
Waltham, USA), 10 % FCS; 1 %
Penicillin/Streptomycin

Applied Biosystems, Waltham, USA
NEB, Ipswich, USA
NEB, Ipswich, USA
NEB, Ipswich, USA
NEB, Ipswich, USA

5-alpha competent E. coli C2987 (NEB,
Ipswich, USA)



2.6 Primer

Tabelle 1: Primer fir die quantitative PCR

Primer Name Sequenz
hPR3 fwd CTCGAGGCGGATCTTTGGAC
hPR3 rev TTATTGAGGTCACGGTGGGG
18S rRNA_fwd GTAACCCGTTGAACCCCATT
18S_rRNA_rev CCATCCAATCGGTAGTAGCG

Tabelle 2: Primer zum Klonieren der inserts

Arbeitsname

des i Primer Name Sequenz
es Inserts
PR3 PR3 Nhel Avrll_fwd actggctagcctaggACCGCCCCTCCCACAGCGCT
PR3 _Sall_rev(2) actggtcgacGGAGTTTCAACGTTTATTGAGGTCACGGT
GGGG
PR3 lang PR3 Nhel Avrll_fwd actggctagcctaggACCGCCCCTCCCACAGCGCT
PR3 long_Sall rev actggtcgacCCCAGGGGACCTCTCCCTGGTTCC
ADAM17 ADAM17 Nhe Auvrll fwd actggctagcctaggAACCTAACCACCTACCTTAC
ADAM17 Sall rev actggtcgacTAACTGCCCTCAAAATTTAC
ALDOA ALDOA Nhel Avrll fwd actggctagcctagg GCGGAGGTGTTCCCAGG
ALDOA Sall rev actggtcgacCTTAAATAGCTGTTTA
FOXP1 FOXP1 Nhel Avrll_fwd actggctagcctaggTTTCCGATTAGGCTTTGG
FOXP1_Sall_rev actggtcgacCTGTCTGGCTACTGC
AKT2 AKT2_Nhel_Avrll_fwd actggctagectaggTCCTCTGTGTGCGATGTTG
AKT2_Sall_rev actggtcgacGAAGACGAGGAGAAAGGCC
NNAT NNAT_Nhel Avrll_fwd actggctagcctaggGGCCCCAGCTCCCAG
NNAT_Sall rev actggtcgacCGCCTCTACTGCACCGC

Tabelle 3: Primer zur Sequenzierung

Primer Name

Sequenz

Seq_pmirGLO_fwd

CCAAGAAGGGCGGCAAGATC

Seq_pmirGLO rev

GCAGCCGGATCAGCTTGCATG

2.7 Plasmide

pmirGLO Dual-Luciferase miRNA Target Expression Vector

2.8 Kunstliche miRNAs

Promega, Madison, USA

Tabelle 4: Miranda miRNA-mimics von Dharmacon

Name der reifen miRNA

Datenbankzugriff

Sequenz der miRNA

hsa-miR-122-5p

MIMAT0000421

UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUG

hsa-miR-1271-5p

MIMATO0005796

CUUGGCACCUAGCAAGCACUCA

hsa-miR-214-5p

MIMATO0004564

UGCCUGUCUACACUUGCUGUGC

hsa-miR-148a-5p

MIMAT0004549

AAAGUUCUGAGACACUCCGACU
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hsa-miR-335-5p

MIMATO0000765

UCAAGAGCAAUAACGAAAAAUGU

hsa-miR-375

MIMATO0000728

UUUGUUCGUUCGGCUCGCGUGA

hsa-miR-193b-5p

MIMATO0004767

CGGGGUUUUGAGGGCGAGAUGA

hsa-miR-26b-5p

MIMATO0000083

UUCAAGUAAUUCAGGAUAGGU

hsa-miR-140-5p

MIMAT0000431

CAGUGGUUUUACCCUAUGGUAG

hsa-miR-1228-3p

MIMATO0005583

UCACACCUGCcuUcCGCcccecece

hsa-miR-532-3p

MIMATO0004780

CCUCCCACACCCAAGGCUUGCA

hsa-miR-572

MIMAT0003237

GUCCGCUCGGCGGUGGCCCA

hsa-miR-1825

MIMATO0006765

UCCAGUGCCcCuUcCcucuccC

hsa-miR-30b-5p

MIMAT0000420

UGUAAACAUCCUACACUCAGCU

hsa-miR-29b-2-5p

MIMAT0004515

CUGGUUUCACAUGGUGGCUUAG

hsa-let-7f-5p

MIMATO0000067

UGAGGUAGUAGAUUGUAUAGUU

hsa-miR-10b-5p

MIMATO0000254

UACCCUGUAGAACCGAAUUUGUG

hsa-miR-708-5p

MIMAT0004926

AAGGAGCUUACAAUCUAGCUGGG

hsa-miR-210-5p

MIMATO0026475

AGCCCCUGCCCACCGCACACUG

hsa-miR-31-5p MIMATO0000089 AGGCAAGAUGCUGGCAUAGCU
hsa-miR-205-5p MIMAT0000266 UCCUUCAUUCCACCGGAGUCUG
hsa-miR-184 MIMATO0000454 UGGACGGAGAACUGAUAAGGGU
hsa-miR-634 MIMATO0003304 AACCAGCACCCCAACUUUGGAC
miRIDIAN Negative Control #1 CUCUUUCUAGGAGGUUGUGAUU
(cel-miR-67)

2.9 Zelllinien

Tabelle 5: Verwendete Zelllinien und deren Eigenschaften

Name DSMZz Spezies Ursprung Wachstumsverhalten | Schutzstufe | Medium
Nummer

HelLa ACC 57 Human Zervix Adherent BSL 1 DMEM
Karzinom

NB-4 | ACC 207 | Human Akute Einzelne Zellen in BSL 1 RPMI

promyeloische Suspension

Leukamie

2.10 Gerate

Gel Doc EZ Imager

Lichtmikroskop CK2

PCR Cycler (T3 Thermocycler)
Photometer (BioPhotometer)
Realtime PCR Cycler (CFX Connect)

Victor X3 2030 Multilabel Reader
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Bio-Rad, Miinchen
Olympus, Tokio, Japan

Biometra, Gottingen

Eppendorf, Hamburg
Bio-Rad, Miinchen

PerkinElmer, Waltham, USA




2.11 Computer Software

A plasmid Editor (ApE)
Bio-Rad CFX Manager 3.1
GraphPad Prism 8.1.0
Inkscape 0.92.3

Mendeley Desktop 1.19.4
Microsoft Office 365

2.12 Datenbanken

Tabelle 6: Verwendete Datenbanken

Datenbank URL Version Referenz Funktion letzter
Zugriff
miRBase http://www.mirb | 22.1 (Kozomara, | Basisinformationen 25.03.2020
ase.org/ (Okt. 2018) Birgaoanu & | zu miRNAs
Griffiths-
Jones, 2019)
mirDIP http://ophid.utor | 4.1.11.1 (Tokar et al., | Kombiniert 17.01.2021
onto.ca/mirDIP (Sep. 2018) 2018) verschiedene
MiRNA-
Datenbanken
RNAhybrid | https://bibiserv.c | 2.2 (Rehmsmeier | Vorhersage mRNA- | 25.03.2020
ebitec.uni- etal., 2004) | miRNA-Interaktion
bielefeld.de/rnah
ybrid
DIANA http://diana.imis | 5.0 (Paraskevopo | Vorhersage mRNA- | 23.12.2019
microT .athena- ulou et al., | mMiRNA-Interaktion
innovation.gr/Di 2013)
anaTools
miRmap https://mirmap.e | 1.1 (Vejnar & | Vorhersage mRNA- | 25.03.2020
zlab.org Zdobnov, miRNA-Interaktion
2012)
miRmine http://guanlab.cc (Panwar, miRNA-Expression | 23.12.2019
mb.med.umich.e Omenn & | in Zellen
du/mirmine/inde Guan, 2017)
x.html
miRTarBase | http://mirtarbase (Huang et | Experimentell 06.02.2021
.cuhk.edu.cn/ph al., 2020) validierte  miRNA-
p/index.php Ziele
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3 Methoden

3.1 Datenbankrecherche

Fur die Suche nach einer Zelllinie mit geringer miRNA-Expression wurde die miRmine-Datenbank
verwendet. Als Kriterium wurde nach einer mdglichst geringen Expression der primér zu
untersuchenden miRNAs hsa-miR-184, hsa-miR-214-5p und hsa-miR-708 gesucht.

Ziel-UTRs fir die Positivkontrollen wurden in der miRTarBase Datenbank recherchiert. Dabei wurden
nur Ziele mit starker Evidenz ausgewahlt, die durch Reporterassays oder Westernblot validiert waren.
AnschlieBend wurde auf die Original-Veroffentlichungen zuriickgegriffen und nur die Ziele
ausgewadhlt, deren Sequenzen in den Publikationen beschrieben und deren Ergebnisse nachvollziehbar

waren.

3.2 Quantitative PCR

Um die Ergebnisse der Datenbankrecherchen zur Menge von miRNAs und PR3-mRNA in
HelLa-Zellen zu uberpriifen, wurde die gesamte RNA inklusive miRNAs aus HelLa-Zellen gewonnen,
in cDNA umgeschrieben und eine quantitative PCR durchgefiihrt. Als Positivkontrolle wurde die
C. elegans miRNA 39 (cel-miR-39) am Anfang der RNA-Isolation zugefiigt (sog. spike-in Kontrolle).
Untersucht wurden hsa-miR-184, hsa-miR-214-5p und hsa-miR-708, da fiir diese miRNAs bereits
Vorarbeiten der Arbeitsgruppe bestanden und durch den mirDIP-Algorithmus eine erhohte
Bindungswahrscheinlichkeit an die PR3-mRNA vorhergesagt wurde (siehe Tabelle 22). Auf3erdem
wurde eine PCR zur Quantifizierung der PR3-mRNA in Hela-Zellen durchgefiihrt. Dabei wurde die

universell vorkommende 18S-ribosomale-RNA (18S-rRNA) zur Normierung verwendet.

3.2.1 RNA-Isolation aus HelLa-Zellen

Eine zu ca. 60 % konfluente HelLa-Zellkultur wurde mit PBS gespult und mit 3 ml Trypsin fur 5
Minuten bei 37°C inkubiert. Die Trypsinierung wurde mit 10 ml antibiotikafreiem DMEM-Medium
mit FCS gestoppt und die Zellen bei 200 G zu einem Pellet herunterzentrifugiert. Nach
Resuspendieren in 5 ml PBS wurden die Zellen gezéhlt, 1 x 10° Zellen entnommen und erneut
pelletiert. 700 ul Qiazol wurde zugegeben und fur eine Minute geschittelt. 3,5 pl der
spike-in-Kontrolle cel-miR-39 wurden in einer Konzentration von 1,6 x 10® Kopien/pl hinzugefiigt
und erneut geschittelt. Anschlieend wurde das RNeasy Micro Kit zur Aufreinigung der gesamten
RNA entsprechend des Herstellerprotokolls verwendet und mit 20 pul RNase-freiem Wasser eluiert.

Die RNA-Konzentration und Reinheit wurde photometrisch bestimmt.
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3.2.2 cDNA-Synthese

880 ng der zuvor gewonnenen RNA wurden nun mit Hilfe des miScript Il RT Kit entsprechend des
Protokolls in cDNA umgeschrieben. Da sowohl mRNA als auch miRNA untersucht werden sollten,
wurde der im Kit enthaltene HiFlex-Puffer verwendet. Der Mastermix fur die reverse Transkription ist
in Tabelle 7 aufgefihrt. Die reverse Transkription wurde im Thermocycler fiir 60 Minuten bei 37°C

durchgefuhrt. Anschlieend wurden die Enzyme bei 95°C fur 5 Minuten hitzeinaktiviert.

Tabelle 7: Mastermix fur die cDNA-Synthese

Reagenz Volumen
5x HiFlex Puffer 4 ul

10x miScript Nucleics Mix 2 ul
RNase-freies Wasser 11 ul
miScript Reverse Transcriptase Mix 2 ul
template RNA 1ul
Total 20 pl

3.2.3 PCR Bedingungen

Zur quantitativen Bestimmung der miRNAs wurde zu 125 pl des Mastermix (Tabelle 8) 10 pl
template zugegeben. Als template wurde entweder Wasser zur Negativkontrolle oder 1:5 verdlnnte
Hela-cDNA (siehe 3.2.2) verwendet. Die Wells einer 96-Well Platte wurden mit je 13,5 pl dieser
Losung gefiillt und anschlieBend 10x miScript Primer Assay fur die jeweils zu untersuchende miRNA
zugegeben. Untersucht wurden hsa-miR-184, hsa-miR-214-5p, hsa-miR-708 und cel-miR-39. Alle

Proben wurden doppelt bestimmt und dann der Mittelwert gebildet.

Tabelle 8: Mastermix fir die miRNA-qPCR

Reagenz Volumen
2x QuantiTect SBR Green PCR Mastermix 150 pl
10x miScript Universal Primer 30 pl
RNase-freies Wasser 70 pl

Fir die quantitative Bestimmung der mRNA von PR3 in Hela-Zellen wurde zu je 55 pl des Mastermix
(Tabelle 9) 5 pl template zugegeben. Die templates waren entweder RNase-freies Wasser oder
HeLa-cDNA (siehe 3.2.2) oder bereits im Labor vorhandene cDNA aus HL60-Zellen. 12 ul dieser
Losung wurden in je ein Well gegeben und mit 1,5 pl Vorwartsprimer und 1,5 pl Rickwértsprimer
versehen. Die Primer waren spezifisch fir PR3 beziehungsweise fur die, zur Normalisierung

verwendete 18S-rRNA und bereits im Labor etabliert.

Tabelle 9: Mastermix fur die PR3-mRNA-gqPCR

Reagenz Volumen
2x QuantiTect SBR Green PCR Mastermix 120 pl
RNase-freies Wasser 56 ul
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Die PCR wurde mit den in Tabelle 10 beschriebenen Bedingungen im Thermocycler durchgefiihrt. Zur
Berechnung der relativen RNA Menge wurde die 224t Formel (Livak & Schmittgen, 2001)

verwendet. Dazu wurden die Mittelwerte der Doppelbestimmung benutzt.

Tabelle 10: Programm der quantitativen PCR

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung | 95 °C 15 Min 1
Denaturierung 94 °C 155 40
Hybridisierung 55 °C 30s 40
Elongation 70 °C 30s 40
Fluoreszenzmessung 40
Denaturierung 95°C 10s 1
Schrittweise 65°C-95°C 1
Fluoreszenzmessung

3.3 Kilonierung

Fur die Transfektion von humanen Zellen im Rahmen des Luziferaseassays wurden zundchst Bereiche
aus 3’UTRs von verschiedenen Genen in den pmirGLO Dual-Luciferase miRNA Target Expression
Vector eingefligt. Dazu wurden die Sequenzen mittels PCR vervielféltigt. Durch Restriktionsverdau
und anschlielende Ligation wurden daraufhin die 3’UTR-Sequenzen hinter der Firefly-Luziferase auf

dem pmirGLO Vektor eingefigt.

3.3.1 DNA-Extraktion

3 x 10° NB-4-Zellen wurden in einem 15 ml Zentrifugenrdhrchen fir 5 Minuten bei 200 G und
Raumtemperatur zu einem Pellet herunter zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet
mit 10 ml PBS gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellet in 1 ml PBS aufgenommen,
in ein 2 ml Reaktionsgefal tberfuhrt und nochmals zentrifugiert. AnschlieRend wurde 1 ml DNAzol
zugegeben und nach Herstellerprotokoll weiter verfahren. Die isolierte DNA wurde in 200 pl Wasser
geldst und die Reinheit und Konzentration photometrisch bestimmt. Zusatzlich wurde die GroRe der

Molekiile in einem 1 % Agarosegel Uberpruft.

3.3.2  Primer-Design

Zur Vervielfaltigung und Modifizierung der 3°UTRs wurde die aufgereinigte DNA der NB-4-Zellen
als template verwendet. Die Primer wurden im Programm ApE entworfen und bei einem
kommerziellen Anbieter bestellt. Sie bestehen aus der zufalligen Startsequenz ACTG, gefolgt von den
Restriktionsschnittstellen fur Nhel und Avrll fir die Vorwartsprimer bzw. Sall fur die
Ruckwartsprimer. Anschlielend folgen ca. 20 Nukleotide, die zur entsprechenden 3‘UTR

komplementdr bzw. reverskomplementar sind. Es wurde auf &hnliche Hybridisierungstemperaturen fir
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Vorwarts- und Rickwartsprimer geachtet und versucht mit G oder C zu enden, um eine optimale

Bindung zu erreichen.

3.3.3 PCR-Amplifikation

Um geeigneten Hybridisierungstemperaturen fiir die Primer zu finden, wurden zunédchst die
Hybridisierungstemperaturen von 43 — 65°C mit Hilfe einer Gradienten-PCR getestet. AnschlieRend
wurde die PCR bei den herausgefundenen optimalen Temperaturen fur die jeweiligen Primer
durchgefuhrt. Die PCR-Ansdtze wurden als grofRerer Mastermix zusammen pipettiert und erst zum
Schluss auf 0,2 ml PCR-Reaktionsgefalle verteilt und mit den jeweiligen Primern versehen. Nach
erfolgreicher PCR-Amplifikation entstanden somit DNA-Kopien der 3‘UTRs, flankiert von den

Restriktionsschnittstellen.

Tabelle 11: Reagenzien eines PCR-Ansatzes

Reagenz Volumen
10x AmpliTag Puffer 5ul
dNTPs (10 mM) 1ul
Vorwértsprimer (10 uM) 3ul
Ruckwaértsprimer (10 pM) 3ul
NB-4-DNA 1ul

H20 36,5 ul
AmpliTaq Polymerase 0,5 ul
Total 50 ul

Tabelle 12: Einstellungen der PCR

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung | 95 °C 3 Minuten 1
Denaturierung 95 °C 15s 35
Hybridisierung 43-65°C 30s 35
Elongation 72 °C 1 Minuten 30 s 35
Finale Elongation 72 °C 7 Minuten 1
Aufbewahrung 4°C o0 1

3.3.4  Aufreinigung der PCR-Produkte

Es wurde ein 1 % Agarosegel gegossen und mit 2 pl Gel-Red (10000x) versetzt. 1 pl des
PCR-Ansatzes wurde mit 9 pl Wasser und 2 pl Ladepuffer (6x) gemischt und auf das Gel aufgetragen.
Nach einer Stunde bei 70 V wurde das Gel unter UV-Licht fotografiert und die Banden mit einem
mitgelaufenen 100bp-DNA-Grolkenmarker verglichen. Wenn die Bande auf Hohe der erwarteten
BandengroRe vorhanden war, wurde der restliche PCR-Ansatz mit dem Nucleo Spin Gel and PCR

Clean-up Kit aufgereinigt und in 50 pl H.O eluiert.
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3.3.5 Restriktionsverdau

5,7 pl 10x Cutsmart Puffer wurden zu 50 pl aufgereinigtem PCR-Produkt gegeben und mit je 1 ul der
Restriktionsenzyme Nhel und Sall flr eine Stunde bei 37°C inkubiert. Der Restriktionsverdau
resultiert in doppelstrangiger DNA mit zwei unterschiedlichen klebrigen Enden. Im Folgenden werden
diese DNA-Sticke inserts genannt. Parallel zum Verdau der inserts, wurde auch der pmirGlo Vektor
mit Nhel und Sall verdaut. Um einen vollstdndigen Verdau des Vektors zu gewahrleisten wurde dieser
fiir 3 Stunden bei 37°C inkubiert. Dies fiihrt zu einer Offnung und Linearisierung des Plasmids in der

multiple cloning site.

3.3.6 Ligation

Nach dem Verdau wurden sowohl Vektor als auch die inserts erneut auf ein 1 % Agarosegel
aufgetragen und die entsprechenden Banden ausgeschnitten. Die erhaltenen Gelstiicke wurden mit
dem NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit aufgereinigt und erneut in 50 pl HxO eluiert.
AnschlieBend wurden Vektor und insert mittels T4-DNA-Ligase wieder zu einem Plasmid
zusammengefligt. Der Ligationsansatz beinhaltete 1 pul Vektor, 8 pul insert, 10 pl
T4-DNA-Ligasepuffer (2x) und 1 pl T4-DNA-Ligase. Dieser Ansatz wurde fiir 15 Minuten bei

Raumtemperatur inkubiert.

3.3.7 Transformation

50 ul kompetente 5-alpha E. coli wurden auf Eis aufgetaut und 5 pl des Ligationsansatzes wurden
zugegeben. Nach 30 Minuten Inkubation auf Eis wurden die Bakterien fiir 30 Sekunden einem
Hitzeschock von 42°C im Wasserbad ausgesetzt und anschlieend wieder fir 5 Minuten auf Eis
inkubiert. Danach wurde 250 pl S.0.C-Medium zugegeben und fiir 45 Minuten bei 37°C im Schiittler
inkubiert. Dann wurden 20 pl der Bakterienlosung auf einer 10 cm Agarplatte mittels
Drei-Osen-Ausstrich aufgetragen. Zur Selektion auf erfolgreich transformierte E. coli enthielt der Agar
100 mg/l Ampicillin. Nach dem Ausstrich wurden die Platten fir 12 Stunden bei 37°C inkubiert.

3.3.8 Identifizierung von Bakterienkolonien mit korrektem Plasmid

Um E. coli Kolonien zu finden, die das konstruierte Plasmid wahrend der Transformation erhalten
hatten, wurden einzelne Kolonien mit einer Pipettenspitze aufgenommen und in ein
PCR-Reaktionsgefal uberfihrt. Die am GefdR haftenden Bakterien bzw. ihre DNA dienten dann als
template fir eine colony-screening-PCR. Dazu wurden 11 pl des in Tabelle 13 beschriebenen
Mastermixes kontaktlos in das Reaktionsgefal3 pipettiert und anschliefend eine PCR durchgefiihrt
(Tabelle 14). Die daflr verwendeten Primer binden kurz vor und hinter der multiple cloning site auf
dem pmirGLO Vektor. Anschliefend wurde die GroRe der entstandenen PCR-Produkte durch

Auftragen auf ein 1 % Agarosegel Uberpruft. Kolonien, die ein PCR-Produkt der erwarteten GrifRe
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aufwiesen, wurden erneut mit einer Pipettenspitze von der Agarplatte aufgenommen und in 2 ml
LB-Amp-Medium tber Nacht bei 37°C im Schittler inkubiert.

Tabelle 13: Mastermix fur die Colony-Screening-PCR

Reagenz Volumen
10x AmpliTag Puffer 40 ul
dNTPs (10 mM) 8 ul
Vorwartsprimer (10 pM) 24 ul
Ruckwartsprimer (10 pM) 24 ul
H20 300 pl
AmpliTaq Polymerase 4 ul
Total 400 pl

Tabelle 14: Einstellungen der Colony-Screening-PCR

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung | 95 °C 3 Minuten 1
Denaturierung 95 °C 15s 37
Hybridisierung 56 °C 30s 37
Elongation 72 °C 1 Minuten 30 s 37
Finale Elongation 72°C 5 Minuten 1
Aufbewahrung 4°C o0 1

3.3.9 Miniprep, Testverdau und Sequenzierung

Fir die anschliefende Plasmidproduktion wurden ca. 100 pl Bakterienkultur aufbewahrt. Der Rest
wurde mit dem Kit NucleoSpin Plamid weiterverarbeitet. Die aufgereinigte Plasmid-DNA wurde in
50 ul H,0 eluiert. Zur zusatzlichen Uberpriifung der Plasmide, wurden 10 pl dieses Eluates mit dem
Restriktionsenzym Awvrll fir 1 Stunde bei 37°C verdaut. Proben, die dem erwarteten Bandenmuster
entsprachen, wurden zur Sequenzierung an Eurofins Genomics geschickt. Die Sequenzierung fand fur
jede Probe sowohl in 5°-, als auch in 3‘-Richtung statt und wurde mit den Primern aus Tabelle 3

durchgefihrt.

3.3.10 Plasmidproduktion

Klone mit korrektem Sequenzierungsergebnis wurden uber Nacht bei 37°C im Schuttler vermehrt.
Dazu wurden die aufbewahrten Bakterienkulturen aus Kapittel 3.3.9 zu 100 ml LB-Amp gegeben. Die
Aufreinigung erfolgte mit dem Qiagen Plasmid Midi Kit nach Herstelleranleitung. Es wurde in 200 pl

H,O eluiert. Die DNA-Ausbeute wurde bei einer Wellenldnge von 260 nm photospektrometrisch
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bestimmt. Fir die weitere Transfektion wurden alle Proben auf eine Konzentration von 200 ng/ul

eingestellt.

3.4 Transfektion von HeLa-Zellen

Prinzipiell wurden die Proben und die dazugehdrigen no-target-Kontrollen (NTC) immer zeitgleich

bearbeitet und die gleichen Reaktionsansétze verwendet um die Vergleichbarkeit zu gewéhrleisten.

Fur jede Transfektion wurden technische Triplikate untersucht und wenn nicht anders angegeben

wurde jeder Versuch an drei unterschiedlichen Tagen durchgefiihrt (biologische Triplikate).

3.4.1 Vorbereiten der HelLa-Zellen

HeLa-Zellen wurden nach dem Auftauen mindestens zweimal passagiert und bei einer Konfluenz von
60 — 90 % fur die Versuche verwendet. Alle verwendeten Zellen wurden weniger als 10-mal passagiert
und ihre Vitalitdt wurde vor jedem Versuchsdurchgang im Auflichtmikroskop kontrolliert. Fur die
Transfektion wurde eine T75-Flasche mit HelLa-Zellen zunédchst mit 10 ml PBS gespilt und
anschlieend mit 3 ml Trypsin flr 5 Minuten bei 37°C vom Flaschenboden gel6st. Zum Stoppen der
Trypsinierung wurden 12 ml DEMEM mit 10 % FCS ohne Antibiotika zugegeben und die Zellen in
einer Zahlkammer gezéhlt. Mit dem gleichen Medium wurde anschlieBend die Zellsuspension auf eine
Konzentration von 50000 Zellen/ml verdiinnt und je 100 ul pro Well in eine 96-Well Platte pipettiert.

Damit die HeLa-Zellen anwachsen konnen wurde die Platte fiir 24 Stunden bei 37°C weiter inkubiert.

3.4.2 Erstellen des Transfektionsansatzes

Der Transfektionsmix bestand aus je einem der zuvor produzierten Plasmide (siehe 3.1) und einer
kiinstlichen reifen miRNA (miRNA-mimic) aus Tabelle 4. Mit Hilfe eines lipidbasierten
Transfektionsreagenz kann diese fremde DNA und RNA in die Zellen eindringen und dort wie
zelleigene Nukleinsduren wirken. Dazu wurde zundchst eine 0,2 pM  Arbeitslésung der
miRNA-mimics in Optimem Medium sowie eine Plasmid-Arbeitslésung von 20 pg/ml in Wasser
hergestellt. Parallel wurde das Transfektionsreagenz DharmaFECT Duo 1:50 in Optimem Medium
verdunnt und fir 5 Minuten inkubiert. Zu 17,5 pl Plasmid-Arbeitslosung wurde 17,5 pl miRNA-mimic
Arbeitsldsung gegeben und nach der Zugabe von 35 pl verdiinntem Transfektionsreagenz wurde der
Ansatz fir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Zum Erstellen des fertigen Transfektionsmixes
wurde 280 pl DMEM mit 10 % FCS ohne Antibiotika zu den Ansatzen pipettiert. 100 pl des
Transfektionsmixes wurden schlief3lich auf jedes abgesaugte Well der 96-Well Platte gegeben und fir
24 Stunden bei 37°C inkubiert. Mit einem Transfektionsmix konnten somit 3 Wells mit HeLa-Zellen
transfiziert werden, es handelt sich dabei um technische Triplikate. Die Endkonzentration der miRNAs

in den Wells lag somit bei 10 nM, die Konzentration der Plasmide bei 1 pg/ml.
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3.4.3 Luziferasereaktion

Beim dualen Luziferase-Reporterassay wird zundchst die Enzymaktivitat der Firefly-Luziferase
gemessen. Nach dem Stoppen der Reaktion folgt die Messung der Renilla-Luziferaseaktivitat. Dazu
wurde das Medium der HeLa-Zellen aus 3.4.2 zundchst durch je 50 ul PBS ersetzt. Die Reagenzien
des Dual-Glo Luciferase Assay Systems wurden nach Herstellerangaben vorbereitet und 50 pl
Dual-Glo Reagenz in jedes Well gegeben. Nach 10 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde
die Platte in ein Luminometer gestellt, fir 1 Sekunde geschuttelt und dann die Lumineszenz aller
Wells gemessen. AnschlieRend wurde die Reaktion der Firefly-Luziferase durch die Zugabe von 50 pl
Stop-Glo Reagenz angehalten und nach weiteren 10 Minuten Inkubation auf gleiche Weise die

Renilla-Aktivitat gemessen.

Dualer Luziferase-Reporterassay ohne Bindung einer miRNA Dualer Luziferase-Reporterassay mit Bindung einer miRNA

Firefly Ziel-3'UTR

irefly
EHNETATIRTIRTIA

J, J, J, \I, miRNA
Lumineszenz Lumineszenz
Abbildung 9: Funktionsprinzip des dualen Luziferase-Reporterassays.

Zunéchst leuchtet die Firefly-Luziferase, nach Abstoppen der Reaktion folgt die Messung der
Renilla-Luziferaseaktivitat. Bindet eine miRNA an die Ziel-3‘UTR, so wird die damit gekoppelte
Firefly-Luziferase weniger exprimiert und die Lumineszenz ist im Verhéltnis zur Renilla-Lumineszenz
verringert.

3.5 Datenauswertung

Es wurde am Institut fir Medizinische Biometrie und Statistik eine biometrische Beratung im Umfang

von zwei Stunden in Anspruch genommen.

Aus den erhaltenen Lichtintensitaten (RLU) eines Wells fir die Firefly-Luziferasereaktion und der
Renilla-Luziferasereaktion wurde die F/R-Ratio gebildet. Dieser Quotient wurde fur alle Wells eines
Versuchstages gebildet. Dann wurde der Mittelwert der technischen Triplikate ermittelt. Eindeutige
AusreilRer wurden entfernt, dies war bei allen Versuchen insgesamt vier Mal der Fall. Dann wurde der
berechnete Mittelwert durch den Mittelwert der Negativkontrolle (cel-miR-67) geteilt. Diese
C. elegans-miRNA hat keine Bindungsstellen im humanen Transkriptom und dient daher als
Normierung um unspezifische Effekte der Transfektion mit synthetischer RNA herauszurechnen. Die

Versuche wurden, wenn nicht anders angegeben, drei Mal an verschiedenen Tagen durchgefiihrt und
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der Mittelwert dieser biologischen Triplikate in den Ergebnissen dargestellt. Identisch wurde mit den

Daten der no-target-Kontrolle (NTC) verfahren, die in den Ergebnissen ebenfalls dargestellt sind.

Unterschiede zwischen den Ergebnissen der NTC und des jeweils betrachteten Plasmids wurden
mittels t-Test statistisch getestet. Alle p-Werte sind im Anhang zu finden (Tabelle 25, Tabelle 26).
Streng genommen ist bei einer Anzahl von drei Werten (n = 3) die Annahme einer Normalverteilung
nicht Gberprifbar und somit kein t-Test anwendbar. Um die Ergebnisse dieser Arbeit jedoch mit
publizierten Arbeiten zu vergleichen, wurde hier auf den (blicherweise verwendeten t-Test
zurlickgegriffen. Da alle Wells eines Versuchstages die gleichen Zellen beinhalteten und die Wells
identisch und zeitlich parallel behandelt wurden, wurde fur alle Ergebnisse eines Versuchs die gleiche

Standardabweichung angenommen.

Da fiir alle 22 untersuchten miRNAs jeweils ein t-Test durchgefiihrt wurde, ist es bei Ablehnung der
Nullhypothese mit p < 0,05 sehr wahrscheinlich allein durch hdufiges Testen ein félschlicherweise als
signifikant eingestuftes Ergebnis zu erhalten. Eine Mdglichkeit, diesen Fehler zu verhindern bieten
Korrekturen auf multiples Testen wie die Methode nach Holm-Sidak. Da im Rahmen der
Literaturrecherche in keinem der gefundenen Artikel auf multiples Testen korrigiert wurde, wurde dies
auch hier zur besseren Vergleichbarkeit nicht durchgefuhrt. Es sei daher darauf hingewiesen, dass die
hier als signifikant klassifizierten miRNAs weitere Priifung bendtigen (siehe Kapitel 5.4). Bei
Anwendung der Korrektur nach Holm-Sidak ist das Ergebnis fur hsa-let-7f in Abbildung 11 nicht

mehr signifikant. Alle weiteren Ergebnisse dndern sich hingegen nicht.
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4 Ergebnisse

4.1 Etablierung des Assays

4.1.1 Auswahl einer Zelllinie

HelLa-Zellen wurden bewusst gewdhlt, da sie als Standardzellkultur gelten und relativ wenige
miRNAs exprimieren. Um jedoch die weiteren Ergebnisse besser einschatzen zu kdnnen, wurde eine
Recherche zur endogenen Expression der verwendeten miRNAs in der miRmine-Datenbank
durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 15 dargestellt. Keine der primér zu untersuchenden
miRNas (hsa-miR-184, hsa-miR-214-5p, hsa-miR-708) wird in HelLa-Zellen exprimiert. Um die
Recherche experimentell zu Uberpriufen, wurde eine gqPCR mit Primern fir hsa-miR-214-5p,
hsa-miR-708 und hsa-miR-184 durchgefuhrt. Auch mit dieser Methode konnte keine der miRNAs in
HelLa-Zellen gefunden werden (Tabelle 16). Die spike-in-Kontrolle cel-miR-39 wurde hingegen
vervielfaltigt und zeigt somit, dass die Aufreinigung und PCR prinzipiell funktioniert hat. Die
Fluoreszenzintensitat Ubersteigt den im PCR-Cycler voreingestellten Schwellenwert (Ct) mit
HeLa-cDNA als template nach 25,2 PCR-Zyklen (Tabelle 16). Die no-template-Kontrollen (NTC)

waren hingegen frei von DNA.

Laut Pieters et al., 2004 wird in HeLa-Zellen auch keine PR3-mRNA exprimiert. Da eine endogene
Expression negative Auswirkungen auf den Luziferaseassay haben konnte, wurde dies ebenfalls
mittels qPCR (Uberpriift. Die Berechnung der relativen Expression der PR3-mRNA ergab eine
Expression von 3,8 x 10* bezogen auf HL60-Zellen (Tabelle 17). Dies bedeutet, dass HL60 Zellen
ca. 2600-mal mehr PR3-mRNA bilden als HeLa-Zellen. Da auch in der no-template-Kontrolle geringe
Mengen PR3-mRNA gefunden wurde (Tabelle 24), ist davon auszugehen, dass es sich hierbei eher um
Artefakte handelt und die tatséchliche Menge an PR3-mRNA in Hela-Zellen noch geringer ist.

Hela-Zellen eignen sich somit als PR3-arme Zellen fur die weiteren Versuche.

Tabelle 15: Expression der untersuchten miRNAs in HelLa-S3-Zellen.
Daten entnommen aus der miRmine-Datenbank am 23.12.2019.

Name der miRNA Expression (log2 der reads per million)
hsa-miR-122-5p 0
hsa-miR-1271-5p 0
hsa-miR-214-5p 0
hsa-miR-148a-5p 0
hsa-miR-335-5p 4,0
hsa-miR-375 25
hsa-miR-193b-5p 3,7
hsa-miR-26b-5p 9,8
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hsa-miR-140-5p 2,8
hsa-miR-1228-3p 0
hsa-miR-532-3p 2,8
hsa-miR-572 0
hsa-miR-1825 0
hsa-miR-30b-5p 7,1
hsa-miR-29b-2-5p 0
hsa-let-7f-5p 14,6
hsa-miR-10b-5p 7,1
hsa-miR-708-5p 0
hsa-miR-210-5p 2,4
hsa-miR-31-5p 10,1
hsa-miR-205-5p 0
hsa-miR-184 0
hsa-miR-634 0

Tabelle 16: Ergebnisse der miRNA-gPCR.

Die Menge der miRNAs-184, 214-5p und 708 in Hela-Zellen wurde mittels gPCR bestimmt. Als
Positivkontrolle diente die spike-in miRNA cel-miR-39.

miRNA Cr- Wert
H,O-template (NTC) HelLa-cDNA-template
cel-miR-39 nicht messbar 25,2
hsa-miR-184 nicht messbar nicht messbar
hsa-miR-214-5p nicht messbar nicht messbar
hsa-miR-708 nicht messbar nicht messbar

Tabelle 17: Mittels gPCR bestimmte relative Expression der PR3-mRNA in HeLa-Zellen.

Zur Berechnung wurde die 2"44%r Formel (Livak & Schmittgen, 2001) verwendet. Die Rohdaten sind im Anhang
in Tabelle 24 zu finden.

Zelllinie relative Expression
HL60 1
HelLa 3,8x10*

4.1.2 Auswabhl einer Positivkontrolle

Zur Etablierung des dualen Luziferaseassays wurde zunédchst nach mdglichen Positivkontrollen,
bestehend aus miRNA und einer experimentell gesicherten Ziel-3’UTR gesucht. Da die humane
miRNA hsa-miR-122 aufgrund ihrer Bedeutung bei Hepatitis C bereits gut erforscht ist, bot sie sich
zur Etablierung des Assays an. In der Datenbank miRTarBase wurden die experimentell validierten

3’UTRs von ,,Aldolase A (ALDOA) und ,,Forkhead box protein P1 (FOXP1) (Tsai et al., 2009),
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sowie ADAML7, ein fur die ANCA assoziierte Vaskulitis interessantes Ziel (siehe 1.2.4) von
hsa-miR-122 ausgewéhlt. Auf gleiche Weise wurde nach validierten Ziel-mRNAs der zu
untersuchenden miRNAs gesucht und fur hsa-miR-708 die 3’UTR von ,,Neuronatin“ (NNAT) (Ryu et
al., 2013) sowie fir hsa-miR-184 die 3’UTR von ,,RAC-beta serine/threonine-protein kinase* (AKT2)
(Foley et al., 2010) ausgewahlt.
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Abbildung 10: Luziferaseassay zur Evaluation von Positivkontrollen

Darstellung der Luziferaseaktivitaten nach Cotransfektion von verschiedenen miRNA-mimics zusammen mit den
dazugehorigen bekannten Ziel-3’UTRs im pmirGLO Vektor. Als Normierung diente cel-miR-67 mimic, die in
humanen Zellen keine bekannten Ziel-mRNAs hat und Kkeine spezifische Wirkung aufweist. Als
Negativkontrolle wurde das jeweilige miRNA-mimic mit pmirGLO ohne klonierte 3’UTR (NTC) verwendet.
Angegeben ist der Mittelwert technischer Triplikate eines Versuchs (n = 1) a) Darstellung der Luziferaseaktivitat
nach Transfektion von hsa-miR-122-mimic zusammen mit den bekannten Ziel-3‘UTRs ADAM17, ALDOA und
FOXP1 b) Luziferaseaktivitdt nach Transfektion von hsa-miR-184-mimic mit der bekannten Ziel-3°UTR von
AKT?2, sowie hsa-miR-708-mimic mit der 3UTR von NNAT.

Tabelle 18: Effektstarke moglicher Positivkontrollen des Luziferaseassays

Anderung der relativen
3‘UTR miRNA-mimic Luziferaseaktivitat verglichen
mit NTC
ADAM17 Hsa-miR-122 -1.5%
ALDOA Hsa-miR-122 -25,5 %
FOXP1 Hsa-miR-122 -45,4 %
AKT?2 Hsa-miR-184 -28,8 %
NNAT Hsa-miR-708 -82,2%

Wie in Abbildung 10 und Tabelle 18 dargestellt ist, zeigen alle der gewéhlten Kandidaten auf3er
ADAM17 in Kombination mit dem dazugehérigen miRNA-mimic einen Effekt. Die starkste Senkung
der Luziferaseaktivitat von 82,2 % weist dabei NNAT in Kombination mit hsa-miR-708 auf. Da es

sich bei solch starken Wirkungen jedoch eher um siRNA-vermittelte Prozesse handelt, wurde fir die
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weitere Optimierung des Systems FOXP1 mit hsa-miR-122 verwendet. Um verléssliche Ergebnisse
mit mdoglichst geringen unspezifischen Effekten zu erreichen wurden verschiedene Konzentrationen
von miRNA-mimics getestet. Die besten Ergebnisse wurden dabei mit 10 nM miRNA-mimic erzielt
(Abbildung 14).

Fir die Versuche zur Darstellung von Effekten von miRNA-mimics auf die PR3-3’UTR wurde als
Positivkontrolle AKT2 gewéhlt. Zum einen lag die Effektstarke mit ca. 30 % im Rahmen der
erwarteten Effekte auf die PR3-mRNA. Zum anderen wird AKT2 von hsa-miR-184 reguliert, welche
in der GPA-Nasenschleimhaut am stérksten Uberexprimiert wird (Schinke et al., 2013). Da
hsa-miR-184-mimic somit in jedem weiteren Versuch verwendet wurde, gestaltete sich die

Handhabung dieser Positivkontrolle einfacher.

4.2 Effekte der miRNA-mimics auf die PR3-3°UTR

Nach der Klonierung der 3°UTR von Proteinase 3 in den pmirGLO Vektor wurde das Plasmid jeweils
mit dem miRNA-mimic einer der 21 bei GPA verédnderten miRNAs in HelLa-Zellen cotransfiziert.
Nach 24 Stunden wurde die Luziferaseaktivitdt durch Messung der Lumineszenz bestimmt. Zur
besseren Vergleichbarkeit wurde die Luziferaseaktivitat relativ zur Negativkontrolle cel-miR-67
dargestellt. Als no-target-Kontrolle (NTC) fiir die 3’UTR diente der leere pmirGLO Vektor. Die
Positivkontrolle bestehend aus der 3’UTR von AKT?2 cotransfiziert mit hsa-miR-184 zeigte mit einer
Reduktion der Luziferaseaktivitat von durchschnittlich 29,3 % (n = 6), dass der Assay prinzipiell in
der Lage ist den Effekt von miRNAs darzustellen (Abbildung 11a, Tabelle 19) und lag im gleichen
GroRenbereich wie bei den vorangegangenen Versuchen (siehe Tabelle 18). Fur 19 der 21
miRNA-mimics konnte keine signifikante Anderung der Luziferaseaktivitdt im Vergleich zur
Negativkontrolle NTC festgestellt werden (Abbildung 11c und e). Anders verhielten sich die beiden
miRNA-mimics hsa-let-7f und hsa-miR-184. Sie zeigten eine signifikante Reduktion der relativen
Luziferaseaktivitdt von 12,3 % (n = 3) fir hsa-let-7f sowie 17,5 % (n = 6) fur hsa-miR-184
(Abbildung 11b und d, Tabelle 19).

Die miRNA hsa-miR-634 wurde zusétzlich zu den von Schinke et al. gefundenen miRNAs getestet, da
berichtet wurde, dass sie eine Rolle bei ANCA-assoziierter Vaskulitis spielt und im Serum von
GPA-Patienten erhoht exprimiert wird (Bertram et al., 2015). Es konnte mit dem hier verwendeten
Luziferaseassay keine signifikante Anderung der Luziferaseaktivitdit im Vergleich zur
Negativkontrolle festgestellt werden (Abbildung 11e, Tabelle 19).

32



Postivkontrolle hsa-let-7f hsa-miR-708 d hsa-miR-184
a c
E — = ! ! 2 = = —_—
® 104 < 1.0 = 1.0 L = 1.0
Q [T Q Q
[} [} 0 72}
o o o i
& 8 3 &
£ £ £ =
3 054 3 054 3 o054 3 054
L4 [ @ Qo
= = 2 =
s k| s s
€ 0.0- € 0.0- & o0 ; € o0.0-
A . . N "
\@\o ‘i\o :\.bbs \&\o ‘i‘o e',"t\ ) \&\o éo f\@ ) \6‘\0 é\o ',3:"‘
o € & o & & & ®
& '1,” & QQ- & "bx & rg,x
& & &
e
unauffillige miRNAs B NTC
PR3
1.2+
{ [
T [ ] T
= 1.0y T T. [ el IT.R..Reeeneeo.... Treeeerecnes 7B -kl d L
:‘g T I T T T
>
E=1 L T
X
g 0.8
]
©
|
2
5 0.6+
-
o
2
®
5 0.4
(14
0.2+
0.0-
A N R o AP AP 0 P R D e AN S P TEN N D
R £ .’\'{’\ \"P l\h‘b .q-:;b .3?;\ .'\c’fb @_ﬂ? ,\5950 33:" qu':b .qj;\ .'3’% @.:b“ ,q?:o .q."s ,q:q'\ '9'15 .Q-:]P .Q-'ébb‘
Q,\'& @Q' P (&3' & & @Q' & @ ((\\Q'. o (..‘\\Q' FgSsHs &S
[ & & & N

Abbildung 11: Luziferaseassay zur Darstellung der miRNA-mimic Wirkung auf die 3°UTR von
Proteinase 3. Luziferaseaktivitdten nach Cotransfektion von verschiedenen miRNA-mimics mit der 3’UTR von
Proteinase 3 im pmirGLO Vektor. Als Normierung diente cel-miR-67-mimic (neg. mimic), die in humanen
Zellen keine bekannten Ziel-mRNAs hat und keine spezifische Wirkung aufweist. Verglichen wurde jeweils die
relative Luziferaseaktivitat einer no-target-Kontrolle (NTC) mit der relativen Luziferaseaktivitat des Reporters
mit der PR3-3’UTR. Als NTC diente der leere pmirGLO Vektor. Dargestellt ist der Mittelwert von 3
unabhéngigen Versuchen (n = 3) mit jeweils 3 technischen Replikaten, wenn nicht anders angegeben.
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. * p < 0,05; ns = nicht signifikant. a) Cotransfektion von
AKT2-3’UTR mit hsa-miR-184 als Positivkontrolle des Versuchsaufbaus (n = 6). b,c,d) Darstellung der
relativen Luziferaseaktivitat nach Cotransfektion der PR3-3’UTR mit den miRNA-mimics bei denen in diesem
oder den weiteren Versuchen ein Effekt messbar war (siehe auch Abbildung 12). Bei Hsa-miR-184 ist das
Ergebnis von 6 unabhéngigen Versuchen dargestellt (n = 6) e) Darstellung aller weiteren untersuchten miRNAs
bei denen jedoch kein signifikanter Unterschied zur NTC messbar war.
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Tabelle 19: Effektstarke ausgewéhlter miRNA-mimics auf die 3’UTR von Proteinase 3

MIRNA- Anderung der relativen
3‘UTR mimic Luziferaseaktivitat Signifikanzwert p
verglichen mit NTC
AKT2 . 0
(Positivkontrolle) Hsa-miR-184 293% 0,000012
PR3 Hsa-let-7f -12,3% 0,015820
PR3 Hsa-miR-708 7,2 % 0,174598
PR3 Hsa-miR-184 -175% 0,000010
PR3 Hsa-miR-634 1,6% 0,753549

4.3 Effekte der miRNA-mimics auf die alternative PR3-3°’°UTR

Zur Untersuchung von moglicherweise verdnderten miRNA-Wirkungen bei der von Mclnnis et al.,
2015 beschriebenen alternativen 3°UTR der Proteinase 3, wurde eine um 132 Basen lédngere 3’UTR
Sequenz kloniert. Durch alternative Polyadenylierung entsteht dadurch eine Proteinase 3 mRNA, die
eine um 80 Basen verldngerte 3°UTR enthdlt. Das Plasmid mit der alternativen PR3-3’UTR wurde,
wie bereits in 4.2 beschrieben, mit 21 miRNA-mimics in HelLa-Zellen transfiziert und die
Lumineszenz ausgewertet. Die Positivkontrolle zeigte wie in den vorangegangenen Versuchen eine
ausgepragte Inhibition der Luziferaseaktivitat mit einer Reduktion von 30,6 % (n = 3) (Abbildung 123,
Tabelle 20). Die Ergebnisse der 18 miRNAs aus Abbildung 12e entsprechen den Ergebnissen der
kanonischen PR3-3’UTR (Abbildung 11e). Sie zeigten weder eine signifikante Wirkung auf die
kanonische, noch die alternative 3’UTR von PR3. Anders war das Ergebnis flr die in Abbildung
12 b - d dargestellten miRNAs. Hsa-let-7f zeigte mit einer Reduktion von 29,2 % (n = 3) einen
deutlich stérkeren Effekt auf die alternative 3’UTR (12,3 % bei der kanonischen PR3-3’UTR). Starke
Abweichungen im Vergleich zur kanonischen PR3-3’UTR zeigten sich jedoch vor allem fur die
beiden miRNAs hsa-miR-708 und hsa-miR-184. Hsa-miR-708 hatte keinen Effekt auf die kanonische
PR3-3’UTR, auf die alternative 3’UTR wirkt sich das miRNA-mimic jedoch mit einer signifikanten
Reduktion der Luziferaseaktivitdt von 23,6 % aus. Umgekehrt verhielt sich das Ergebnis der
mMiRNA 184. Hsa-miR-184-mimic hatte auf die alternative 3’UTR im Gegensatz zur kanonischen
3’UTR keinen signifikanten Effekt (Abbildung 12 b - d, Tabelle 20).
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Abbildung 12: Luziferaseassay zur Darstellung der miRNA-mimic Wirkung auf die alternative 3’°UTR
von Proteinase 3. Luziferaseaktivitdten nach Cotransfektion von verschiedenen miRNA-mimics mit der
alternativen 3’UTR von Proteinase 3 im pmirGLO Vektor. Als Normierung diente cel-miR-67-mimic, das in
humanen Zellen keine bekannten Ziel-mRNAs hat und keine spezifische Wirkung aufweist (neg. mimic). Als
Negativkontrolle wurde das jeweilige miRNA-mimic mit pmirGLO ohne klonierte 3’UTR (NTC) verwendet.
Dargestellt ist der Mittelwert von 3 unabhédngigen Versuchen (n = 3) mit jeweils 3 technischen Replikaten.
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. * p < 0,05; ns = nicht signifikant a) Cotransfektion von AKT2-
3’UTR mit hsa-miR-184 als Positivkontrolle des Versuchsaufbaus. b,c,d) Darstellung der relativen
Luziferaseaktivitat nach Cotransfektion der alternativen PR3-3’UTR mit den miRNA-mimics bei denen ein
signifikanter Effekt messbar war. Hsa-miR-184 wurde hier ebenfalls gezeigt, da diese miRNA bei
vorausgegangenen Versuchen relevant war (siehe Abbildung 11). e) Darstellung aller weiteren untersuchten
miRNAs bei denen jedoch kein signifikanter Unterschied zur NTC messbar war.
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Tabelle 20: Effektstarke ausgewéhlter miRNA-mimics auf die alternative 3°UTR von Proteinase 3

Anderung der relativen

3‘UTR m'RN.A' Luziferaseaktivitat Signifikanzwert p
mimic . .
verglichen mit NTC
AKT2 . 0
(Positivkontrolle) Hsa-miR-184 -30,6 % <0,000001
PR3 alternativ Hsa-let-7f -29,2 % <0,000001
PR3 alternativ Hsa-miR-708 -23,6 % 0,000002
PR3 alternativ Hsa-miR-184 -4,5 % 0,359213
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5 Diskussion

Die Pathophysiologie der Entstehung von ANCA-assoziierter Vaskulitiden wie der GPA ist bis heute
unklar. Eine Ursache der Krankheitsentstehung und der Aufrechterhaltung der Vaskulitisaktividt ist
die vermehrte Expression des Autoantigens PR3 in bestimmten Populationen neutrophiler
Granulozyten (Yang et al., 2004; Jones et al., 2020). Zu dieser Uberexpression von PR3 tragen
epigenetische Modifikationen wie ein verédndertes DNA-Methylierungsmuster bei (Ciavatta et al.,
2010). Ein weiterer, bei anderen Erkrankungen gut untersuchter Regulationsmechanismus der
Genexpression, ist die Inhibition durch miRNAs. Die Wirkung von miRNAs auf die PR3 wurde bisher
jedoch nicht untersucht. Vorarbeiten der Arbeitsgruppe ergaben eine Auswahl von 21 miRNAs, die an
der Pathogenese der GPA beteiligt sein kdnnten. In dieser Arbeit wurde nun der direkte Effekt von
drei miRNAs auf die PR3 mittels dualem Luziferase-Reporterassay nachgewiesen, woflir zunachst ein

funktionierendes System etabliert wurde.

5.1 Etablierung des Assays

Das Problem alterer Luziferaseassays, die bei schwankender Transfektionseffizienz haufig zu falschen
Ergebnissen flhrten, wurde in diesem Assay durch den Einsatz eines einzelnen Plasmids mit zwei
verschiedenen Luziferasegenen (dualer Luziferaseassay) vermieden. Die Renilla-Luziferase dient
dabei als Normierung. Gleichzeitig kann sie zur Uberpriifung der Transfektionseffizienz genutzt
werden. Im Gegensatz zur Firefly-Luziferase, wird sie von den miRNA-mimics nicht reguliert. Dieser

Normierungsschritt sorgt fiir zuverlassig replizierbare Ergebnisse.

Problematisch kdnnte die Verwendung von miRNA-mimics sein. Es handelt sich dabei um synthetisch
hergestellte doppelstrdngige RNAs, die transient transfiziert werden und die Funktion reifer miRNAs
ubernehmen sollen. Fir mehr Stabilitdt und bessere Wirkung sind sie in der Regel chemisch
modifiziert. Die genaue Zusammensetzung der miRNA-mimics wird dabei von den Herstellern nicht
an die Nutzer weitergegeben und ist somit unbekannt. Zwar werden miRNA-mimics in fast allen
Forschungsarbeiten zu miRNAs verwendet, die genaue Wirkweise bleibt jedoch unklar und
unspezifische Effekte sind nicht ausgeschlossen (Jin et al., 2015). Um solche unspezifischen Effekte
gering zu halten, wurde in dieser Studie anstelle der haufig verwendeten Konzentration von 100 nM
(Selbach et al., 2008; Jin et al., 2013; Gwiggner et al., 2018) mit einer Endkonzentration von 10 nM
gearbeitet. Trotz der niedrigen Konzentration blieb der Effekt der mimics gleich stark (Abbildung 14).
Eine weitere Verdinnung wurde nicht getestet, da keine Unterschiede zwischen den Ergebnissen der
Transfektion mit cel-miR-67 zu reinem Medium (MOC) erkennbar waren. Eine Alternative zur
Verwendung von miRNA-mimics ist die Herstellung von Zelllinien mit stabiler Uberexpression der
endogenen miRNA. Dabei handelt es sich jedoch um virale Vektorsysteme, die eine hohere
Sicherheitsstufe erfordern. AulRerdem ware ein solches System fir die hier untersuchte Anzahl von 22

verschiedenen miRNAs aus zeitlichen Griinden nicht praktikabel gewesen.
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5.1.1 Auswahl der Zelllinie

MiRNAs Uben kleine Effekte auf viele Ziel-UTRs aus und viele miRNAs regulieren dasselbe Ziel. Die
Darstellung geringer Effekte in Primarzellen ist schwierig, daher wird meistens auf Reportersysteme
zuriickgegriffen. Der Vorteil der Reportersysteme ist, dass viele unbekannte Faktoren eliminiert
werden konnen. Dies bringt jedoch auch Nachteile mit sich. So kann es sein, dass im Reporterassay
gemessene Effekte im biologischen System durch andere Vorgéange ausgeglichen werden und somit zu
keinem Phénotypen fiihren. Umgekehrt konnen Effekte im Reporterassay als gering eingeschatzt
werden, die im Organismus durch verstarkende Faktoren relevante Auswirkungen haben.
Entscheidend ist unter anderem, ob in den verwendeten Zellen die zu untersuchenden miRNAs
vorkommen, da groe Mengen endogener miRNA die Wirkung von kinstlich eingebrachten
miRNA-mimics verdecken kénnen. Aus diesem Grund wurde sich in dem hier verwendeten Assay fiir
HelLa-Zellen entschieden, die fiir solche Experimente als Standardzelllinie gelten (Jin et al., 2013).
Die Recherche in miRmine ergab jedoch, dass durchaus einige der untersuchten miRNAs auch in
HeLa-Zellen exprimiert werden. Die hdchsten Expressionsraten haben dabei hsa-let-7f, hsa-miR-31
und hsa-miR-26 (Tabelle 15). Da endogene miRNAs Effekte der miRNA-mimics verdecken kdnnen,
kann flir hsa-miR-31 und hsa-miR-26 ein falsch negatives Ergebnis im Luziferaseassay nicht
ausgeschlossen werden. Vor diesem Hintergrund ist der trotzdem messbare Effekt von hsa-let-7f umso
relevanter. Die beiden anderen miRNA-mimics mit Effekt (hsa-miR-708 und hsa-miR-184) kommen
endogen nicht in HeLa-Zellen vor und dirften daher keinen Einfluss auf die Ergebnisse haben. Ihre
Abwesenheit wurde zusatzlich mittels gPCR bestatigt. Die Uberpriifung aller weiteren untersuchten
miRNAs mittels gPCR, insbesondere von hsa-let-7f, wére sinnvoll. Aus Zeitgriinden wurde darauf im

Rahmen dieser Arbeit jedoch verzichtet.

Zusatzlich wurde mittels gPCR getestet, ob HeLa-Zellen PR3-mRNA bilden (Tabelle 17 ,Tabelle 24).
Dabei konnten die Ergebnisse von Pieters et al., 2004 reproduziert werden. Es ist somit davon
auszugehen, dass HeLa-Zellen keine relevanten Mengen Proteinase 3 exprimieren. Der Nachweis von
geringen Mengen PR3-cDNA in der no-template-Kontrolle deutet auf eine Verunreinigung hin, die

jedoch fiir das Versuchsergebnis nicht von Relevanz ist.

5.1.2 Kontrollen

Als Negativkontrolle fiir die miRNA-mimics wurde die miRIDIAN Negative Control #1 verwendet. Es
handelt sich dabei laut Datenblatt um ein cel-miR-67-mimic, eine miRNA aus C. elegans, die in
humanen Zellen keine bekannten Ziel-mRNAs hat. Der Unterschied in der Luziferaseaktivitit zu
Zellen, die nur mit Medium transfiziert wurden (MOC) ist gering (Tabelle 25, Tabelle 26).

Nichtsdestotrotz (ibt auch dieses miRNA-mimic, wie jede transfizierte RNA, unspezifische Effekte auf
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die Zellen aus. Die cel-miR-67 wurde daher zur Normierung auf 100 % gesetzt und alle

miRNA-mimic Effekte relativ zu diesem unspezifischen Effekt betrachtet.

Als eine weitere Negativkontrolle diente die NTC-Kontrolle, die fur jedes miRNA-mimic durchgefuhrt
wurde. Es handelt sich dabei um den unverédnderten pmirGLO Vektor, der zusammen mit dem
jeweiligen miRNA-mimic transfiziert wurde. Jede miRNA-Wirkung auf dieses Plasmid muss als
unspezifisch gelten, da keine 3’UTR vorhanden ist. Bei der Auswertung wurde daher die Differenz
zwischen NTC und der zu untersuchenden 3’UTR betrachtet und als spezifische Wirkung des
miRNA-mimic gedeutet. Da theoretisch auch die 3’UTR selbst die Stabilitdt der mRNA beeinflussen
kann, wére eine nur in der miRNA-Bindungsstelle mutierte 3’UTR die bessere Kontrolle (Svoboda,
2015). Da jedoch fiir diesen Ansatz alle Bindungsstellen bekannt sein mussen und flr jede der 22
miRNAs unterschiedliche Mutationen eingebracht werden missten, war diese Art der Kontrolle bei
den hier durchgefiihrten Versuchen nicht méglich. Zur Verifizierung der gefundenen miRNAs mit
Effekt und fiir die Suche nach den tatsachlichen Bindungsstellen, ware die gezielte Mutation von
vorhergesagten Bindungssequenzen fur hsa-let-7f, hsa-miR-708 und hsa-miR-184 eine sinnvolle

Fortsetzung dieses Projekts.

Als Positivkontrolle des Assays wurde die 3’UTR von AKT2 verwendet. Es handelt sich dabei um ein
bereits experimentell erprobtes Ziel von hsa-miR-184 (Foley et al., 2010). Auch im hier verwendeten
Versuchsaufbau lasst sich der beschriebene Effekt in einer ahnlichen Gréenordnung nachweisen,
daher kann davon ausgegangen werden, dass das Reportersystem prinzipiell funktioniert. Die
Doppelnutzung von hsa-miR-184 als zu untersuchende miRNA und als Positivkontrolle birgt die
Gefahr eines unerkannten systemischen Fehlers. Dies wird in diesem Assay durch die
no-target-Kontrolle berticksichtigt. Hatte hsa-miR-184 einen unspezifischen Effekt, so ware dieser
Effekt auch bei der no-target-Kontrolle sichtbar. Weiterhin zeigt hsa-miR-184 keinen Effekt auf die
alternative PR3-3’UTR, was ebenfalls eine falsch positive Wirkung von hsa-miR-184 ausschlief3t.

5.2 Effekte der miRNA-mimics auf die PR3-3’UTR und alternative PR3-3‘UTR

Im Durchschnitt sind humane 3’UTRs ca. 1200 Nukleotide lang (Mayr, 2017). Mit 206 Nukleotiden
ist die humane PR3-3’UTR vergleichsweise kurz und bietet somit relativ wenige Sequenzen zur
miRNA-Bindung. Dementsprechend zeigt die Mehrzahl der untersuchten miRNAs keine direkte
Wirkung auf die 3’UTR der Proteinase 3. Dies schlieit jedoch eine Rolle dieser miRNAs in der
Pathogenese der GPA nicht aus, zumal auch miRNA Bindungsstellen in kodierenden Bereichen oder
der 5’UTR von mRNAs gefunden wurden (@rom, Nielsen & Lund, 2008). Ebenso ist eine
anderweitige Regulation der PR3 zum Beispiel durch Verédnderungen an der Promotoraktivitat als

auch die Interaktion mit anderen Pathogenitatsfaktoren moglich.
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5.2.1 Unterschiede zwischen den miRNA-mimics und der Negativkontrolle cel-miR-67

In Abbildung 11 und Abbildung 12 ist zu erkennen, dass bei einigen miRNA-mimics (hsa-miR-1271,
hsa-miR-214-5p, hsa-miR-572, hsa-miR-1825) die Luziferaseaktivitit im Vergleich zur
Negativkontrolle cel-miR-67 herunterreguliert ist. Dies tritt sowohl bei den Experimenten mit der
PR3-3’UTR, als auch bei der alternativen 3’UTR und auch bei Transfektion des unverdnderten
pmirGLO Vektors (NTC) auf. Umgekehrt ist die Luziferaseaktivitat bei hsa-miR-31 immer oberhalb
der Negativkontrolle. Die Ursachen dieser Phanomene sind unbekannt. Mdglich waren Effekte dieser
miRNA-mimics auf die Promotoraktivitat der Firefly- oder Renilla-Luziferase. Wird der Promotor der
Firefly-Luziferase herunterreguliert, nicht aber der Promotor der Renilla-Luziferase, so sinkt die
relative Luziferaseaktivitdt im Vergleich zur Negativkontrolle. Fir die Renilla-Luziferase gilt das
Gegenteil. Auch die indirekte Hochregulation der Promotoren durch die miRNA-mimics ware
denkbar. Unspezifische Effekte wie ein vermehrter Zelltod oder die Hemmung des RISC sind
hingegen wahrscheinlich nicht Grund dieser Abweichungen, da in diesem Fall beide Luziferasen
betroffen wéren und somit der F/R-Quotient konstant bliebe. Da solche Ergebnisse bei
miRNA-Uberexpressionsversuchen bereits bekannt sind (Svoboda, 2015), wurde in dieser Arbeit
zusatzlich zu jeder Probe eine NTC-Kontrolle bearbeitet und nur die Unterschiede zwischen Probe und
NTC als spezifischer Effekt gewertet.

5.2.2  Unterschiede zwischen der miRNA-Wirkung auf 3‘UTR und NTC

Die spezifischen Effekte der meisten miRNA-mimics sind gering und nicht signifikant. Da dies zu
erwarten war, wird hierdurch die Aussagekraft des Assays gestarkt. In der Regel fungieren miRNAs
als Repressoren oder Destabilisatoren ihrer Ziel-mRNA (Bartel, 2018). In den hier durchgefihrten
Versuchen kommt es bei einigen miRNA-mimics vor, dass die NTC eine verringerte
Luziferaseaktivitdt im Vergleich zur untersuchten 3’UTR hat (siche zum Beispiel hsa-miR-708 in
Abbildung 11, Tabelle 19) und somit ein scheinbar hochregulierender Effekt des miRNA-mimic
auftritt. Es wurden zwar vereinzelt solche aktivierenden Effekte von miRNAs auf Ziel-mRNAs zuvor
beschrieben (Ge et al., 2018). Da dies jedoch duRerst selten vorkommt, und keiner der hier
beobachteten aktivierenden Effekte statistisch signifikant ist, handelt es sich am wahrscheinlichsten

um zuféllige Fehler.

5.2.3 MiRNA-mimics mit Effekt auf die PR3-3°UTR

Die beiden miRNA-mimics hsa-miR-184 und hsa-let-7f haben eine statistisch signifikante hemmende
Wirkung auf die Expression der PR3-3’UTR. Die miRNA mit der hochsten Uberexpression bei
GPA-Patienten in den Vorarbeiten von Schinke et al. war ebenfalls hsa-miR-184. Beides zusammen
deutet auf eine biologisch relevante Funktion dieser miRNA in der Pathogenese der GPA hin. Um

sicherzugehen, dass die Resultate nicht zufallig sind, wurden die Versuche mit hsa-miR-184 sechs Mal
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(n = 6) durchgeftihrt. Es ist daher davon auszugehen, dass die beobachtete Inhibierung kein zufalliger
Fehler ist.

Die miRNA let-7f wird laut Schinke et al. bei GPA-Patienten vermindert exprimiert. Ihr Effekt auf die
3’UTR der Proteinase 3 scheint mit 12,3 % zundchst gering, liegt jedoch im erwartbaren Rahmen der
miRNA-Effekte (Selbach et al., 2008). Inwieweit die hier in vitro beobachtete Inhibition bei
Primérzellen wie Neutrophilen Granulozyten eine biologisch relevante Wirkung hat, muss mit
weiteren Experimenten erforscht werden. Da jede Zelle durch ein komplexes miRNA-Netzwerk
reguliert wird, konnte es sein, dass viele solch geringe Effekte mehrerer miRNAs in Summe eine

relevante Wirkung erzielen.

5.2.4  MiRNA-mimics mit Effekt auf die alternative PR3-3°UTR

Auf die alternative PR3-3’UTR wirkte ebenfalls hsa-let-7f expressionshemmend. Mit 29,2 % war ihr
Effekt auf die alternative 3°UTR stérker als auf die kanonische 3’UTR (12,3 %). Eine Begriindung
hierfiir konnte in der verlangerten 3°UTR-Sequenz liegen. Es konnte sein, dass die alternative 3’UTR

zusétzliche Bindungsstellen fur let-7f aufweist und dadurch mehrfache Bindungen méglich sind.

Neu aufgetreten war die Hemmung durch hsa-miR-708 (23,6 %). Dieses miRNA-mimic zeigte keinen
Effekt auf die kanonische PR3-3’UTR, sondern ausschlieBlich auf die alternative 3’UTR. Auch diese

Wirkung wére gut mit der Hypothese zusétzlicher Bindungsstellen erklarbar.

Hsa-miR-184 hatte hingegen im Gegensatz zur normalen 3’UTR (17,5 %) keine signifikante Wirkung
auf die alternative 3’UTR (4,5 %). Ein Wirkverlust durch zusétzliche Nukleotide erscheint zunachst
ungewohnlich. In der Literatur wird ein solches Ph&nomen jedoch auch bei anderen miRNAs
beschrieben und durch das Bindungsverhalten erklart. MiRNAs, die an den 5°- oder 3°-Enden der
3’UTR binden haben eine stirkere Wirkung auf die Ziel-mRNA als miRNAs, die mittig an die 3’UTR
binden (Hoffman et al., 2016). Dieser Effekt konnte auch bei hsa-miR-184 aufgetreten sein. Da sie die
miRNA mit der starksten Inhibition auf die kanonische PR3-3’UTR war, liegt ihre Bindungsstelle
moglicherweise am 3°-Ende der 3°UTR. Wird die UTR nun durch zusétzliche Nukleotide verlangert,
so wirde ihre Bindungsstelle weiter in die Mitte wandern und ihre Wirkung nachlassen (siehe

Abbildung 13). Um diese Hypothese zu tberprifen misste die Bindungsstelle identifiziert werden.

Die Arbeit mit der alternativen PR3-3’UTR ist nicht unproblematisch. Da in der Sequenz viele
repetitive Elemente vorkommen, musste der Rickwartsprimer so gestaltet werden, dass er 58
Nukleotide in 3°-Richtung hinter der alternativen Polyadenylierungsstelle bindet. Dadurch ist die
Sequenz, die in den pmirGLO Vektor kloniert wurde, 344 statt 286 Nukleotide lang. Findet die
Polyadenylierung nun an der alternativen Poly-A-Stelle statt, so entsteht wie erwartet eine 286
Nukleotide lange alternative 3’UTR gekoppelt an die Firefly-mRNA. Wie im Kapitel 1.3 beschrieben,
ist es jedoch auch mdglich, dass die Polyadenylierung an der proximalen Poly-A-Stelle oder an keiner

von beiden, sondern an der im Vektor vorhandenen Poly-A-Stelle weiter distal stattfindet. In diesen
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Féllen wiirde die normale 3’UTR oder eine noch deutlich ldngere 3°’UTR entstehen. Der
Luziferaseassay zeigt das gemittelte Ergebnis aller HeLa-Zellen eines Wells. Welche 3’UTR in jeder
einzelnen Zelle gebildet wird ist nicht darstellbar und Effekte dieser beiden ungewollten 3’UTRs

konnten falsch positive oder falsch negative Ergebnisse erzeugen.

5.2.5 Erklarungsmodell fiir die beobachteten miRNA-Effekte

Effektstarke der miF
let-7F miRk-184
ey ooy
| PR3 I TR 0
kananische Poly-A-Stelle
| PR3 | 3'UTR | -QAAAAAAAMAA
[RERRER [REERAR] [RERARR) [RERARR alternative Poly-A-Stelle
let-7f miR-184 let-7f miRk-708

Abbildung 13: Hypothetische Bindungsstellen der miRNAs als Modell zur Erklarung der beobachteten
miRNA-Effekte. Die miRNAs let-7f und miR-184 haben Bindungsstellen in der reguléren 3’UTR der PR3. Die
Wirkung der miR-184 ist bei der alternativen 3’UTR verringert, da ihre Bindungsstelle weiter in der Mitte der
UTR liegt. Die Wirkung von let-7f wird verstarkt, da eine zusatzliche Bindungsstelle hinzukommt. MiR-708
kann nur an der alternativen 3’UTR binden.

5.3 Interpretation der Ergebnisse und Modell der Pathophysiologie

Die Pathophysiologie der Granulomatose mit Polyangiitis ist sehr komplex und bisher nur in Teilen
verstanden (Lamprecht et al., 2018). Da in dieser Arbeit nur der Effekt der miRNAs auf die PR3
untersucht wurde und die gefundenen miRNAs noch nicht umfassend charakterisiert wurden, ist die
Interpretation der Ergebnisse schwierig. Es ist durchaus mdglich, dass die miRNAs weitere Ziele
haben, die die Immunantwort iber andere Mechanismen beeinflussen. Trotzdem werden im folgenden
Kapitel die bisherigen in vitro Ergebnisse verwendet um Hypothesen zu den Funktionen der miRNAs
hsa-miR-184, hsa-let-7f und hsa-miR-708 in der Pathophysiologie der GPA aufzustellen.

5.3.1 Funktion von hsa-miR-184

Uber die Funktion der miRNA 184 ist bisher wenig bekannt. Am haufigsten wurde sie bisher in der
Augenheilkunde untersucht, wo sie an Augenerkrankungen wie der Myopie oder dem Keratokonus
beteilig ist (Lagos-Quintana et al., 2003; Jiang et al., 2017). Derrik et al. konnten auBerdem eine
inverse  Korrelation zwischen Bindehautentziindungen und hsa-miR-184 Expression bei
Chlamydieninfektionen des Auges nachweisen (Derrick et al., 2016). Dort postuliert wurde eine
immunmodulierende Wirkung von hsa-miR-184, die zu einer verbesserten Eliminierung der
Chlamydien aber auch zu einer verlangerten Wundheilung und verstérkten Narbenbildung flhrt. Bei
verschiedensten Tumorerkrankungen wurde zudem eine verédnderte hsa-miR-184 Expression

nachgewiesen, darunter das Prostatakarzinom oder Hirntumore (Schaefer et al., 2009; Emdad et al.,
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2015). Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Schinke et al. waren dort jedoch die miR-184 Spiegel
verringert. Auch Foley et al. kommen zu dem Schluss, dass die hsa-miR-184 einen protektiven Effekt
bei Patienten mit Neuroblastom austibt (Foley et al., 2010). In der Rheumatologie wurde die miR-184
bisher erst in einer Forschungsarbeit erwédhnt. Wuttge et al. fanden heraus, dass es
Expressionsunterschiede der miRNA zwischen limitiert kutaner- und diffus kutaner Systemischer
Sklerose gibt (Wuttge et al., 2015). Zwei flr das Immunsystem wichtige Ziele der miRNA-184 sind
auflerdem ,,Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 2 (NFATC2) (Weitzel et al., 2009) und
,,B-cell lymphoma 2 (BCL2) (Zhen et al., 2013).

Falls eine Verallgemeinerung von miRNA-Effekten berhaupt mdglich ist, so scheint miR-184 bei
Tumoren herunterreguliert zu sein und die Uberexpression eher antiproliferative Wirkung zu haben.
Bei der Granulomatose mit Polyangiitis war sie Uberexprimiert und hatte einen hemmenden Einfluss
auf die Expression von Proteinase 3, daher scheint sie bei GPA-Patienten eher als Antwort auf eine
Uberschielende Entziindungsreaktion hochreguliert zu sein. Mdglicherweise fungiert hsa-miR-184
somit als Schutzmechanismus und verhindert noch ausgepréagtere Gewebsschadigung. Bei Patienten
mit PR3-Transkripten mit alternativer 3’UTR kann die protektive Wirkung jedoch nicht im vollen
Umfang stattfinden.

5.3.2 Funktion von hsa-let-7f

Die miRNA let-7f ist unter den drei hier gefundenen relevanten miRNAs am besten untersucht. Neben
verschiedenen Effekten auf Krebszellen hat sie auch einen Einfluss auf das Immunsystem und ist
daher im Kontext der Granulomatose mit Polyangiitis duRRerst interessant. Es konnte gezeigt werden,
dass let-7f einen hemmenden Einfluss auf B-Zellen und somit auf die Produktion von
IgM-Antikdrpern hat (Jiang et al., 2018). AuRerdem wurde die Wirkung von let-7f auf Th17-Zellen
untersucht und festgestellt, dass let-7f einen hemmenden Einfluss auf die Produktion von IL-17 und
IL-23R hat (Li et al., 2011). Fehlregulierte Th17-Zellen sind h&ufig mit der Entstehung von
Autoimmunitét und Entziindung assoziiert, so auch bei der GPA (Wilde et al., 2012). Ein weiterer
wichtiger Zelltyp, der von let-7f reguliert werden kann, sind Makrophagen. So wurde gezeigt, dass
SOCS4, ein Repressor von Zytokinen durch let-7f in Makrophagen gehemmt wird. Bei Infektionen im
Mundraum wird let-7f verringert exprimiert, was zu einer gesteigerten Zytokinantwort fiihrt (Naqvi et
al., 2014). AuRRerdem wurde herausgefunden, dass let-7f ein wichtiger Faktor in der Immunantwort bei
Tuberkulose ist (Kumar et al., 2015). Hier scheint let-7f zwar eher eine proinflammatorische Antwort
der Makrophagen zu bewirken, nichtsdestotrotz zeigt auch die Arbeit von Kumar et al., dass let-7f als
Feinregulator des Immunsystems fungiert. Weitere regulatorische Wirkungen hat let-7f bei der
Angiogenese. So konnten Dharhi et al. zeigen, dass gesteigerte let-7f-Konzentrationen eine forcierte
Neovaskularisierung und somit eine verbesserte Durchblutung mit sich bringen (Dhahri et al., 2017).
Im Umkehrschluss wirde dies bedeuten, dass die von Schinke et al. gefundene verringerte
let-7f-Expression leichter zu hypoxischen Zustdnden fiihren und somit die Nekrosen bei der GPA
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verstarken konnte. In den hier durchgefiinrten Experimenten zeigte hsa-let-7f eine Inhibition der
Proteinase 3 und wirkt somit der Krankheit entgegen. Wenn let-7f bei GPA-Patienten verringert
gebildet wird, flhrt dies zur vermehrten PR3-Expression, was wiederum die Bildung der ANCA

begunstigt.

5.3.3 Funktion von hsa-miR-708

Wie viele andere miRNAs spielt auch hsa-miR-708 eine Rolle bei verschiedenen Tumorerkrankungen.
Zusammengefasst scheint die miRNA 708 bei den meisten Krebserkrankungen als Tumorsuppressor
zu fungieren und ist haufig in Tumorzellen herunterreguliert. Einen ausfiihrlichen Uberblick tiber die
Funktion von miR-708 bei Tumoren gibt ein Review von Sun et al., 2019. In der Rheumatologie
wurde bisher gezeigt, dass miR-708 in Fibroblasten und mononukledren Zellen des Blutes von
Patienten mit Systemischer Sklerose Uberexprimiert wird (Ebrahimiyan et al., 2019; Vahidi Manesh et
al., 2019) und, dass die miRNA als protektiver Faktor bei Rheumatoider Arthritis wirkt (Wu et al.,
2018). Uber die Wirkung von miR-708 in der Pathogenese der Granulomatose mit Polyangiitis kann
bisher hingegen nur spekuliert werden. Die tumorsuppressive Wirkung kénnte auf eine Steigerung der
Immunantwort durch miR-708 hindeuten, was eine pathologische Wirkweise bei der GPA nahelegen
wirde. Dem widerspricht jedoch die protektive Wirkung bei RA, was eher auf eine regulative
Wirkung bei rheumatischen Erkrankungen schlieen I&sst. Dies wirde auch mit den Ergebnissen
dieser Arbeit Ubereinstimmen, da hsa-miR-708 keine Wirkung auf die normale PR3-3’UTR aufweist,

hingegen auf die vermutlich pathologische alternative 3’UTR einen hemmenden Effekt hat.

Tabelle 21: Zusammenfassung der Ergebnisse dieser Arbeit und vermutete Rollen der miRNAs in der
Pathogenese der GPA.

. Wirkung | Vermutete Rolle
Wirkung . :
. . - auf die in der ;
miRNA | Expression | auf die | . Erklarung
PR3 alternative | Pathogenese der
PR3 GPA
Hemmt physiologisch die PR3.
Urséchlich an | Bei GPA-Patienten ist sie
let-7f ¢ hemmend | hemmend | der Erkrankung | erniedrigt, dadurch wird
beteiligt vermehrt PR3 exprimiert und
ANCA gebildet.
Reaktive
. Bildung zur Inhibiert die pathologisch
miR-708 t i hemmend Einddmmung | erhéhte alternative PR3-mRNA.
der Entziindung
Reguliert normalerweise PR3
Reaktive herunter. Dies ist flr die
miR-184 ? hemmend ) Blld}mg zur altf:rn_atlve 3’UTR nicht
Eindimmung | mdglich, daher kommt es zur
der Entzindung | reaktiven Uberexpression von
miR-184 ohne Effekt.
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5.4 Weiterfuhrende Experimente

Zur Validierung der hier gefundenen Effekte von miRNAs auf PR3 oder PR3 mit alternativer 3’UTR
sind Versuche mit Zellen nétig, die PR3 endogen exprimieren. Unter den Tumorzelllinien ist eine
relevante Expression von Proteinase 3 in U937, NB-4 und HL60 Zellen zu finden (Pieters et al., 2004),
wobei die Expression in U937 Zellen so gering ist, dass sie fur Experimente ungeeignet erscheinen.
Vorarbeiten der Gruppe haben gezeigt, dass HL60 Zellen sehr schwer zu transfizieren sind, daher
wirden sich vor allem NB-4 Zellen fiir weitergehende Versuche anbieten. Anderen Gruppen ist die
Transfektion dieser Zellen bereits gelungen (Wang et al., 2012). Nach Etablierung eines
Transfektionsprotokolls mit miRNA-mimics kommen dann sowohl Westernblot, als auch gPCR als
madgliche Nachweismethoden fur die PR3 in Frage. Da die Halbwertszeit von bereits gebildeter
Proteinase 3 in den Zellen unklar ist und die Effekte der miRNA-mimics eher schwach sind, scheint
der Western Blot problematisch. Auf der anderen Seite ist nicht klar, ob die Effekte der
miRNA-mimics auf Transkriptions- oder Translationsebene stattfinden, was in der qPCR zu falsch
negativen Ergebnissen fuhren kdnnte. Aufgrund der héheren Wahrscheinlichkeit fur die Regulation

auf Transkriptionsebene (Eichhorn et al., 2014) sollte trotzdem zuerst die gPCR angestrebt werden.

Um Effekte auf die alternative PR3 in Tumorzellen nachweisen zu kénnen, misste zunéchst berpruft
werden, ob mRNAs mit alternativer 3°UTR in diesen Zellen vorkommen. Sollte dies nicht der Fall
sein, konnten Tumorzelllinien zum Beispiel mittels CRISPR-Cas9 spezifisch verandert werden um die
alternative PR3-3’UTR zu exprimieren. Andernfalls misste auf Primdrzellen von GPA-Patienten
zurlickgegriffen werden, wobei eine erfolgreiche Transfektion mit miRNA-mimics von humanen

Neutrophilen oder Monozyten fraglich ist.

Weiterhin ist unklar, in welchen Zellen der Nasenschleimhautproben die miRNAs differenziell
exprimiert werden. Erstrebenswert wéren daher Experimente, die die Verteilung der verschiedenen
miRNAs in einzelnen Zellpopulationen darstellen kdnnen. Um eine Vorstellung zu bekommen, welche
Zellen fur die veranderte miRNA-Expression verantwortlich sind, waren
Einzelzell-Transkriptom-Analysen ideal. Es handelt sich dabei jedoch um eine relativ neue und
aufwendige Methode (Aldridge & Teichmann, 2020). AuRer der Proteinase 3, sind einige weitere
Faktoren wie PTPN22, Alpha-1-antitrypsin oder LAMP2 mit aktiver GPA korreliert worden (Kitching
et al., 2020). Mit einer vergleichenden Exom-/Transkriptom-Sequenzierung wére die Untersuchung
von Effekten der miRNAs auf diese Ziele mdéglich. Gleichzeitig kdnnten mit dieser Methode weiterer

Ziele des bei der GPA-spezifisch veranderten miRNA-Profils gefunden werden.
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5.5 Bedeutung der Ergebnisse fur Diagnostik und Behandlung der GPA

MiRNAs konnen sowohl als diagnostische Marker, als auch fur die Behandlung von Krankheiten
eingesetzt werden (Bonneau et al., 2019). Fur die GPA besteht mit der etablierten
PR3-ANCA-Testung bereits ein spezifischer, aber wenig sensitiver diagnostischer Marker. Die
Testung auf eine GPA-spezifische miRNA-Signatur konnte die Diagnostik in unklaren Fallen
erweitern. MiRNAs koénnen auch aus Schleimhautabstrichen (Ho et al., 2017) oder Urin (Weber et
al., 2010) bestimmt werden. Fur die klinische Testung waren Analysen der miRNA-Signatur
interessant, wenn sie die Krankheitsaktivitat in einzelnen Organen wie der Nasenschleimhaut oder der

Niere anzeigen kdnnten. Ob dies mdglich ist, muss jedoch zundchst untersucht werden.

Des Weiteren wére es fir die Prognose und Therapiesteuerung interessant zu erforschen, wie sich die
miRNA-Signatur durch eine Therapie dndert. Dazu musste untersucht werden, ob es prognostisch
unglnstige oder besonders giinstige Signaturen gibt wie es zum Beispiel fir Lymphome bereits
gezeigt wurde (Roehle et al., 2008).

Klinisch bedeutend wére aullerdem eine zielgerichtete Behandlung der GPA durch
miRNA-Therapeutika. Bei anderen Erkrankungen, wie zum Beispiel der chronischen Herzinsuffizienz,
wurden bereits erste Erfolge durch miRNA-Therapeutika in Klinischen Studien erzielt (Té&ubel et al.,
2021). Die in dieser Arbeit identifizierten miR-184, -708 und -let-7f kénnten als Kandidaten fir
ahnliche Therapieansatze in Frage kommen. Zunéchst sollte dafiir die Rolle dieser miRNAs in der
GPA-Pathogenese weiter charakterisiert werden. Ist eine miRNA krankheitsfordernd, kénnte sie durch
eine AntagomiR inhibiert werden. Wirkt eine miRNA hingegen protektiv, so wéren therapeutische
miRNA-mimics eine mogliche Therapiestrategie. VVoraussetzung und Nadelohr fur die Entwicklung
von RNA-basierten Therapien bleibt jedoch die Entwicklung zielgerichteter Lieferungssysteme, um
die applizierte RNA effizient an den Ort der Entziindung zu bringen.

Die hier erstmalig beschriebene direkte Wirkung von miRNAs auf die Proteinase 3, dem Hauptantigen
der Granulomatose mit Polyangiitis, bildet eine Grundlage fir kiinftige Diagnostik- und

Therapiemdglichkeiten.
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6 Zusammenfassung

Die Granulomatose mit Polyangiitis (GPA) ist eine Kleingefavaskulitis, die alle Organe des
Menschen betreffen kann und unbehandelt todlich verlauft. Die Ursachen der Erkrankung sind
komplex und bisher nicht vollstandig aufgeklart. Krankheitsspezifische Anti-Neutrophilen
zytoplasmatische Autoantikorper (ANCA) und deren Zielantigen Proteinase 3 (PR3) sind wesentlich
an der Pathogenese beteiligt. Eine erhdhte PR3-mRNA-Expression Kkorreliert mit der
Vaskulitisaktivitat. Epigenetische Verdnderungen bei GPA-Patienten sind mit einer verstarkten
PR3-Expression assoziiert. Des Weiteren wurde gezeigt, dass bei GPA-Patienten auch alternative
PR3-mRNAs vorkommen, deren Funktion bislang jedoch unbekannt ist. PR3-regulierende
MicroRNAs (miRNAs) wurden bisher in der Literatur nicht beschrieben. MiRNAs sind 21-23
Nukleotide lange, nicht kodierende RNA-Molekule, die durch die Bindung an die 3¢ untranslatierte
Region (3°UTR) von mRNAs die Proteinexpression herabsetzen. Sowohl bei Tumorerkrankungen als
auch bei Autoimmunerkrankungen konnte gezeigt werden, dass fehlregulierte miRNAs an der
Pathogenese beteiligt sind. Vorarbeiten der Arbeitsgruppe ergaben, dass 16 miRNAs im Gewebe von
GPA-Patienten im Vergleich zu Kontrollen unterexprimiert werden und somit zur erhéhten
PR3-mRNA-Expression beitragen konnten. Weitere finf miRNAs werden (Uberexprimiert, was
mdoglicherweise auf eine Reaktion des Koérpers auf die Uberschiefende Entziindung hinweist.
In silico-Analysen ergaben Bindungen einiger dieser miRNAs an die mRNA der PR3. Ziel dieser
Doktorarbeit war es, experimentell zu lberpriifen, ob die bei der GPA dysregulierten miRNAs die
PR3-mRNA oder eine alternative PR3-mRNA regulieren. Dazu wurde ein dualer
Luziferase-Reporterassay etabliert. Die 3’UTR der PR3 bzw. die alternative 3‘UTR wurden mittels
Klonierung mit einem Luziferasegen fusioniert. Die so entstandenen Plasmide wurden zusammen mit
synthetischen miRNAs in HelLa-Zellen transfiziert und die Aktivitat der Luziferase wurde gemessen.
Fur 2 der 21 untersuchten miRNAs konnte eine signifikante Wirkung auf die 3°'UTR der PR3 im
Vergleich zur Negativkontrolle gezeigt werden. Die Inhibition durch hsa-miR-184 betrug 17,5 % und
durch hsa-let-7f 12,3 %. Auf die alternative 3°UTR der PR3 wirkte sich ebenfalls hsa-let-7f mit einer
Reduktion der Luziferaseaktivitit von 29,2 % aus. Anders als bei der kanonischen 3’UTR zeigte hier
auBerdem hsa-miR-708 einen signifikanten Effekt (23,6 %). Hingegen bewirkte hsa-miR-184 bei der
alternativen 3’UTR keine Reduktion der Luziferaseaktivitit. Zusammengefasst konnte somit erstmalig
eine direkte Regulation der PR3-Expression durch GPA-spezifische MicroRNAs nachgewiesen
werden. Zudem wurde gezeigt, dass auch die GPA-assoziierte alternative PR3-mRNA durch andere
miRNAs reguliert wird, was auf eine mégliche Bedeutung der alternativen mRNA in der Pathogenese
der GPA hinweist. Die hier gefundenen miRNA-Effekte auf die PR3-mRNA-Expression kénnen als
Grundlage fur zukunftige zielgerichtete RNA-Therapeutika dienen. GrolRer angelegte Versuche wie
eine vergleichende Exom-/Transkriptom-Sequenzierung von Einzelzellen waren ein weiterer

sinnvoller Schritt zur Erforschung des komplexen miRNA-Netzwerks bei der Pathogenese der GPA.
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Anhang

I Ergebnisse der in silico-Analyse

Tabelle 22: Unidirektionale mirDIP Suche zu PRTN3 (http://ophid.utoronto.ca/mirDIP, letzter Zugriff
17.01.2021). Gefunden wurden 7 miRNAs mit hoher Bindungswahrscheinlichkeit an die Proteinase 3, sowie 853
miRNAs mit mittlerer Bindungswahrscheinlichkeit. Dargestellt sind die 7 miRNAs mit hoher
Bindungswahrscheinlichkeit sowie die miRNAs, die eine mittlere Bindungswahrscheinlichkeit aufweisen und
gleichzeitig von Schinke et al., 2013 als (iberexprimiert beschrieben wurden.

miRNA Bindungswahrscheinlichkeit
hsa-miR-558 hoch
hsa-miR-122-5p hoch
hsa-miR-615-5p hoch
hsa-miR-484 hoch
hsa-miR-574-5p hoch
hsa-miR-128-3p hoch
hsa-miR-92a-2-5p hoch
hsa-miR-214-5p mittel
hsa-miR-335-5p mittel
hsa-miR-375 mittel
hsa-miR-26b-5p mittel
hsa-miR-140-5p mittel
hsa-miR-1228-3p mittel
hsa-miR-532-3p mittel
hsa-miR-572 mittel
hsa-miR-1825 mittel
hsa-miR-30b-5p mittel
hsa-let-7f-5p mittel
hsa-miR-10b-5p mittel
hsa-miR-708-5p mittel
hsa-miR-31-5p mittel
hsa-miR-184 mittel

Tabelle 23: Unidirektionale mirDIP Suche zu den drei miRNAs 184, 708-5p und let-7f-5p
(http://ophid.utoronto.ca/mirDIP, letzter Zugriff 17.01.2021). Dargestellt sind jeweils die 10 Ziel-mRNAs
mit den hdchsten vorhergesagten Bindungswahrscheinlichkeiten.

hsa-miR-184 hsa-miR-708-5p hsa-let-7f-5p
SF1 GPM6A BZwW1
AGO2 FOXJ3 COL1A2
PLPP3 ETF1 HMGA2
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NUS1 RAP1B DUSP1
HAND2 NFE2L2 ARID3B
SIDT2 KIAA0355 MAP4K3
EPB41L5 EN2 BACH1
FBXO028 GONA4L LRIG2

ZIC4 HNRNPK EIF4G2
PRKCB WIPF2 SMARCAD1

Ergebnisse der PR3-gPCR

Tabelle 24: Ct-Werte, die fur die Berechnung der relativen PR3-mRNA-Menge in HeLa-Zellen verwendet

wurden.
18S-rRNA-Primer PR3-Primer
Wasser (NTC) 37,0 35,2
HL60-cDNA 111 19,2
HelLa-cDNA 15,7 35,1
i Zusatzliche Ergebnisse der Luziferaseassays
pmirGlo mit FOXP1-3'UTR pmirGlo ohne 3'UTR (NTC)
54 4
4 T 34 T T
0 T k! T
w3 — s
o o 2
& o @
[T (1
AN _RENR i
0 L] L] Ll 0 T T T
A, - AS ot @ W &
& N # N © i N : N
& N & N & & & NOF ¢ & &
& 6'\3' & & & & & 6‘\3' Y S
& '0"0‘ ¢ & ¢ & & ~o°"6 & ,g_?’ &F \Qe'b

Abbildung 14: Vergleich verschiedener miRNA-mimic Konzentrationen. Die miRNA-mimic hsa-miR-122
und die Negativkontrolle cel-miR-67 wurden in den Konzentrationen 100 nM, 25 nM und 10 nM zusammen mit
dem miR-122 Ziel FOXP1-3’'UTR oder ohne Ziel (NTC) in HeLa-Zellen transfiziert. Mit abnehmender
Konzentration bleibt die Firefly/Renilla-Ratio (F/R-Ratio) von hsa-miR-122 konstant. Der Unterschied zur
Negativkontrolle cel-miR-122 nimmt jedoch zu, wodurch der Effekt bei niedrigeren Konzentrationen grofer ist.
In der NTC Kontrolle steigt die F/R-Ratio mit abnehmender miRNA-mimic Konzentration leicht an. Dies kdnnte
ein Zeichen fur Toxizitat der miRNA-mimics sein. Niedrige Konzentrationen sind daher zu bevorzugen.
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Tabelle 25: Luziferaseaktivitaten und p-Werte aller miRNA-mimics cotransfiziert mit der PR3-3‘UTR

relative relative

Name Luziferase- Luziferase-

der aktivitat ohne aktivitat Signifikanz- Zusatz-
3°UTR | miRNA-mimic | 3’UTR (NTC) | mit 3°UTR wert p information

Kein miRNA-
PR3 MOC 1,041 1,046 0,919999 mimic
Normierung

AKT2 cel-miR-67 1,000 1,000 Positivkontrolle
AKT2 Hsa-miR-184 0,9226 0,6936 0,000012 | Positivkontrolle

PR3 cel-miR-67 1,000 1,000 Normierung

PR3 Hsa-miR-1271 0,9397 0,9169 0,648698

PR3 | Hsa-miR-214-5P 0,9194 0,8754 0,380802

PR3 Hsa-miR-148a 1,042 0,9988 0,392505

PR3 Hsa-miR-335 1,004 1,036 0,517329

PR3 Hsa-miR-375 0,9519 0,9776 0,609444

PR3 Hsa-miR-193b 0,9993 0,9609 0,444464

PR3 Hsa-miR-26b 0,9824 0,9665 0,750646

PR3 | Hsa-miR-140-5P 1,000 0,9949 0,917573

PR3 Hsa-miR-1228 1,036 1,011 0,611581

PR3 | Hsa-miR-532-3P 1,049 1,019 0,558581

PR3 Hsa-miR-572 0,8848 0,9436 0,242473

PR3 Hsa-miR-1825 0,9042 0,8726 0,530038

PR3 Hsa-miR-30b 1,007 0,9771 0,549052

PR3 Hsa-miR-29-b2 0,9414 0,9356 0,907901

PR3 Hsa-let-7f 0,9957 0,8732 0,015820 Signifikant

PR3 Hsa-miR-10b 0,9518 0,9343 0,726493

PR3 Hsa-miR-708 0,9524 1,021 0,174598

PR3 Hsa-miR-210 1,011 0,9777 0,511969

PR3 Hsa-miR-31 1,114 1,120 0,906728

PR3 Hsa-miR-205 0,9944 0,9873 0,887070

PR3 Hsa-miR-184 0,9807 0,8089 0,000010 Signifikant

PR3 Hsa-miR-634 0,9851 1,001 0,753549
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Tabelle 26: Luziferaseaktivitdten und p-Werte aller miRNA-mimics cotransfiziert mit der
alternativen PR3-3‘UTR
relative
Luziferase- )
aktivitt relative
ohne Luziferase-
Name der 3’UTR aktivitat | gignifikanz- | Zusatz-
3‘UTR MiRNA-mimic (NTC) mit 3°'UTR wert p information
Kein
miRNA-
PR3 alternativ MOC 1,129 1,068 0,198321 mimic
Normierung
Positiv-
AKT2 cel-miR-67 1,000 1,000 kontrolle
Positiv-
AKT2 Hsa-miR-184 0,9530 0,6610 <0,000001 kontrolle
PR3 alternativ cel-miR-67 1,000 1,000 Normierung
PR3 alternativ Hsa-miR-1271 0,8196 0,8310 0,807383
PR3 alternativ | Hsa-miR-214-5P 0,8391 0,7946 0,346763
PR3 alternativ Hsa-miR-148a 0,9724 0,9643 0,862953
PR3 alternativ Hsa-miR-335 0,9405 0,9768 0,441722
PR3 alternativ Hsa-miR-375 0,9091 0,8897 0,680729
PR3 alternativ Hsa-miR-193b 0,9534 0,9004 0,262791
PR3 alternativ Hsa-miR-26b 0,9472 0,9526 0,908050
PR3 alternativ | Hsa-miR-140-5P 0,9491 0,9037 0,336045
PR3 alternativ Hsa-miR-1228 0,9857 0,9680 0,706221
PR3 alternativ | Hsa-miR-532-3P 0,9461 0,9981 0,271103
PR3 alternativ Hsa-miR-572 0,7827 0,8647 0,084484
PR3 alternativ Hsa-miR-1825 0,8792 0,8890 0,836186
PR3 alternativ Hsa-miR-30b 1,058 0,9770 0,086039
PR3 alternativ | Hsa-miR-29-b2 0,8722 0,9058 0,476902
PR3 alternativ Hsa-let-7f 0,9919 0,7025 <0,000001 | Signifikant
PR3 alternativ Hsa-miR-10b 0,9019 0,9293 0,560673
PR3 alternativ Hsa-miR-708 1,010 0,7716 0,000002 Signifikant
PR3 alternativ Hsa-miR-210 0,9492 0,9618 0,788853
PR3 alternativ Hsa-miR-31 1,140 1,083 0,231363
PR3 alternativ Hsa-miR-205 0,9126 0,9190 0,891687
PR3 alternativ Hsa-miR-184 0,9530 0,9097 0,359213
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