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Zusammenfassung

Bei einer Infektion mit dem intrazelluldren Bakterium M. tuberculosis ist die Mehrheit der in-
fizierten Individuen durch Bildung einer spezifischen Immunantwort vor der Entstehung ei-
ner aktiven Tuberkulose geschiitzt. CD4* T-Zellen tibernehmen hierbei eine zentrale Rolle. Ein
effektiver Immunschutz wird durch IFNy-sekretierende Tiy1-Zellen vermittelt, so dass nur 5 -
10 % der Infizierten im Laufe ihres Lebens eine aktive Tuberkulose entwickeln. Die Ursachen
fiir die Entstehung einer aktiven TB sind im Detail nicht geklart.

MicroRNAs (miRNAs) sind kurze, nicht-kodierende RNAs, welche iiber Basenpaarung die
Inhibition der Translation oder die Degradierung von mRNA induzieren. MiRNAs regulieren
die Funtkion von CD4* T-Zellen und sind daher Biomarkerkandidaten fiir den Schutz gegen
eine aktive TB.

In dieser Arbeit sollten miRNAs beziiglich der Rolle bei der Regulation der T-Zellantwort ge-
geniiber einer Infektion mit M. tuberculosis untersucht werden. Hierfiir wurden TB-Patienten,
latent M. tuberculosis-Infizierte (LTBI) und nicht M. tuberculosis-infizierte Kontrollen in Deutsch-
land rekrutiert. CD4* T-Zellen wurden beziiglich der Expression von 29 vorausgewédhlte miR-
NAs analysiert. Dabei wurde eine verminderte Expression von miR-21, miR-26a, miR-29a und
miR-142-3p in TB-Patienten verglichen mit LTBIs und nicht M. tuberculosis-infizierten Kon-
trollen nachgewiesen. Der Vergleich der Expression der Kandidaten-miRNAs in TB-Patienten
und Kontaktpersonen rekrutiert in Ghana ergab dagegen keine differentielle Expression. MiR-
26a wurde im Verlauf der Therapie in CD4* T-Zellen von TB-Patienten aus Ghana hochre-
guliert. Die Expression der identifizierten Kandidaten-miRNAs wurden anschlieffend in T-
Zellsubpopulationen, nach in vitro Stimulation naiver T-Zellen und in T-Zellklonen mit distink-
tem Zytokinprofil charakterisiert. MiR-26a wurde nach T-Zellrezeptor-spezifischer Stimulati-
on naiver T-Zellen herunterreguliert. In Ty17 Klonen stieg die Expression von miR-29a und
miR-142-3p nach unspezifischer Stimulation. In Ti1 Klonen dagegen wurde die Expression
von miR-26a vermindert. Die Inhibition der Expression von miR-29a iiber Antagomirs hatte
keinen Einfluss auf die Zytokinexpression CD4" T-Zellen. Interessanterweise und entgegen ent-
sprechender Untersuchungen im Tiermodell fand sich keine verdanderte IFNy-Expression nach
miR-29a Modulation. Sequnez-basierte Zielgenanalysen identifizierten sechs Gene (PLAGI,
PTEN, ACBD5, RAB11A, TP53INP2, RLF), die fiir drei der vier Kandidaten-miRNAs vorher-
gesagt wurden.

Diese Studie deutet auf eine Rolle von miR-21, miR-26a, miR-29a und miR-142-3p bei der
T-Zellaktivierung wahrend der TB-Erkrankung hin.
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Abstract

Following an infection with the intracellular bacterium Mycobacterium tuberculosis the vast ma-
jority of infected individuals is protected from developing active tuberculosis (TB) disease. Just
5 - 10 % of infected individuals develope an active TB during their lifetime. CD4" T cells play
a central role for M. tuberculosis-specific immunity. Effective immune protection is mediated by
IFNy-secreting T helper type 1 cells. The reasons for immune protection failure remains elusive.

MicroRNAs (miRNAs) are short non-coding RNAs, which regulate gene expression by inhi-
biting translation or mRNA degradation. MiRNAs influence CD4* T cell function and therefore
may affect suszeptibility to active TB.

In this study human CD4* T cells of TB patients, latently M. tuberculosis-infected (LTBI), and
non M. tuberculosis-infected individuals from Germany were analyzed for the expression of 29
preselected miRNAs. Four miRNAs, namely miR-21, miR-26a, miR-29a, and miR-142-3p we-
re expressed at lower levels in TB patients compared to LTBI and non M. tuberculosis-infected
individuals. Initial analyses did not reveal similar differences in a cohort from Ghana. The
characterization of candidate miRNAs expression after in vitro stimulation showed decreased
miR-29a expression after T cell receptor specific stimulation of naive T cells. Expression ana-
lyses in T cell clones revealed increased miR-29a and miR-142-3p expression in T helper type
17 clones whereas T helper type 1 clones showed decreased expression of miR-26a after in vi-
tro stimulation. Notably the inhibition of miR-29a expression by antagomirs had no effect on
cytokine expression of CD4" T cells including the target of miR-29a IFNy. These results are
contrary to studies in mice where an inverse correlation between the expression of miR-29a
and IFNy was detected [1]. In order to identify targets of candidate miRNAs we performed
sequence-based traget-gene analysis and identified six genes (PLAG1, PTEN, ACBD5, RAB11A,
TP53INP2, RLF), which were predicted for three of the four miRNA candidates.

This study suggests a role of miR-21, miR-26a, miR-29a, and miR-142-3p in T cell activation
during TB. The exact role of candidate miRNAs will be characterized by concomitant modula-

tion candidate miRNA expression in T cells.
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1 Einleitung

1.1 MicroRNAs

MicroRNAs (miRNAs) sind einzelstrangige, nicht kodierende RN As, welche durch nicht-perfekte
Basenpaarung mit messengerRNA (mRNA) die Genexpression modulieren. Sie bestehen aus
18 - 24 Nukleotiden und werden aus endogenen Transkripten mit hairpin-Struktur generiert. Es
wird angenommen, dass mehr als ein Drittel der humanen, proteinkodierenden Gene durch

miRNAs reguliert werden. [2].

1.1.1 Biogenese von microRNAs

MiRNAs werden durch genomischen DNA-Sequenzen kodiert und als Teil eines Primértran-
skripts (pri-miRNA), hauptsachlich durch die RNA-Polymerase II abgelesen [3, 4]. Ausnahmen
bilden dabei miRNAs des Chromosom 19 miRNA Klusters (C19MC), welche durch die RNA-
Polymerase III abgelesen werden [5]. Haufig sind miRNAs im Bereich der Introns von prote-
inkodierenden Genen lokalisiert und liegen oft in Clustern vor [6, 7], sie konnen aber auch
als einzelne Gene kodiert sein [8]. Die pri-miRNA besitzt typischerweise neben einem 5°Cap
einen 3'Poly-A-Schwanz [3] und bildet eine stem-loop-Struktur, welche die reife miRNA enthalt.
Im allgemein anerkannten MIRNA BIOGENESEWEG (Abbildung 1.1.1) werden diese Struktu-
ren durch einen Multiproteinkomplex mit den zwei Kernkomponenten Drosha und Di George
Syndrome critical region gene 8 (DGCRS) erkannt [9, 10, 11]. Im Mikroprozessor bindet das dop-
pelstrangige RNA-Bindeprotein DGCR8 an der Basis der stem-loop-Struktur und ermdoglicht
damit die Positionierung des RNase III Enzyms Drosha, welches das katalytische Zentrum des
Komplexes enthdlt [12]. Drosha schneidet die doppelstrangige stem-loop-Struktur ca. 11 Basen-
paare (bp) von der Basis des Stammes aus, was zur Freisetzung eines hairpin-geformten RNA
Molekiils mit 70 - 100 bp Lange und einem 2 Nukleotidiiberhang am 3’-Ende fiihrt [10]. Die
entstandene precursor miRNA (pre-miRNA) wird anschliefSend spezifisch durch den nuklearen
Rezeptor Exportin 5 erkannt und Ran-GTP abhédngig exportiert [13, 14, 15]. Im Zytosol wird
die pre-miRNA durch das RNase III Enzym Dicer und das doppelstrangige RNA Bindeprotein
transactivating response RNA-binding protein (TRBP) weiter prozessiert [16]. Dicer bindet den 3"-
Uberhang und spaltet mit seinen zwei katalytischen Doménen innerhalb des doppelstringigen
Stammes der Haarnadel-Struktur. Dabei entsteht eine doppelstrangige RNA mit einer Lange
von 22 Nukleotiden und 3’-Uberhéingen an beiden Enden [17]. Der reife miRNA-Strang, wird



in ein Ago Protein tiberfiihrt, wahrend der zweite Strang (Stern (*)-Strang), degradiert wird.
Der gebildete Komplex aus Dicer, Ago, miRNA und in Sdugern TRBP wird als miRNA induced
silencing complex (miRISC) bezeichnet [18, 19, 20]. In Abhédngigkeit des Grades der Komplemen-
taritat zwischen miRNA und der Ziel- mRNA kommt es zur Repression (geringe Komplemen-
taritdt) oder Degradierung (hohe Komplementaritdt) der mRNA [21, 22].

Zytoplasma Zelle
Zellkern
Ziel mMRNA
\ Cap @—mmffr— AAAA
Ago| Dicer
\ reife miRNA
s cap P miRISC
Drosha pri-miRNA Ago Dicer
Cap =— AAAA -
i miRISC
Mikroprozessor . ’
\ il Ago| Dicer
pre-miRNA . miRISC «*
Exportin 5 * miRNA

Abbildung 1.1.1: MicroRNA Biogenese. MiRNA Gene werden mit Hilfe der RNA Polymerase Il zur pri-
miRNA transkribiert. Diese tragen sowohl einen 3'Poly-A Schwanz, als auch eine 5'7-Methylguanosin Kappe
(Cap). Durch den Mikroprozessor, bestehend aus Drosha und DGCRS, wird die pri-miRNA zu einer 70 - 100 bp
langen pre-miRNA prozessiert und (iber den nuklearen Rezeptor Exportin 5 ins Zytoplasma transportiert. Dicer
prozessiert die pre-miRNA zunachst in ein 18 - 24 bp langes miRNA-Duplex, welches nach Entwindung getrennt
wird. Die einzelstrangige, reife miRNA wird in den miRISC (miRNA induced silencing complex ) eingebaut und
bindet anschlieBend an die Zieltranskripte. Die Inhibition der Zieltranskripte wird entweder iiber Repression oder
Degradierung vermittelt. DGCR8 = Di George Syndrome critical region gene 8, TRBP = transactivating response
RNA-binding protein, pre-miRNA = precursor miRNA, pri-miRNA = primare miRNA, miRISC = miRNA
induced silencing complex

1.1.2 Wirkmechanismus von miRNAs

Die derzeitige Literatur zeigt verschiedene Theorien und Hypothesen auf, wie miRNAs die
Regulation von Genen vermitteln. Zum einen haben miRNAs moglicherweise spezifische Ei-
genschaften, welche zur Genregulation beitragen. Zum anderen resultiert die Wirkung von
miRNAs aus einer Kombination und Interaktion der Expression von miRNAs und proteinko-
dierenden Genen. [23, 24]. Contreras et al. stellten dazu drei Konzepte auf [25]:

(i) MiRNAs scheinen in verschiedenen Zelltypen unterschiedliche Funktionen zu haben. Her-
vorgerufen wird dies durch die Anwesenheit unterschiedlicher Zielgene im Zuge differentiel-
ler Transkriptionsprogramme. Zum Beispiel scheint es fiir miR-146a unterschiedliche Zielge-
ne in myeloiden Zellen und regulatorische T-Zellen zu geben. In myeloiden Zellen reguliert

miR-146a TNF receptor-associated factor 6 (TRAF 6) und interleukin-1 receptor-associated kinase 1



(IRAK 1), wahrend in regulatorischen T-Zellen signal transducer and activator of transcription 1
(STAT 1) als ein Zielgen von miR-146a nachgewiesen werden konnte [26, 27, 28].

(ii) MiRNAs regulieren die Genexpression durch unvollstindige Hemmung ihrer Zielgene.
Durch Experimente, in denen miRNAs iiberexprimiert oder inhibiert wurden, konnte gezeigt
werden, dass miRNAs nicht unbedingt zum kompletten Funtkionsverlust ihres Zielgens fiih-
ren und somit als Feinregulatoren fungieren (sieche MiRNAs als Feinregulatoren). Allerdings
konnen miRNAs auch stiarkere Auswirkungen haben. So fiihrt die zunehmende Repression
von ¢-Myb durch miR-150 zu einem drastischen Anstieg der B-Lymphozyten [29]. C-Myb ist
ein Transkriptionsfaktor, welcher eine Vielzahl von Schritten wéahrend der Lymphozytenent-
wicklung steuert [30].

(iif) MiRNAs regulieren zeitabhdngige Prozesse im Immunsystem. Sie konnen moglicherwei-
se schneller als Transkriptionsfaktoren agieren, da sie weder Translation noch Translokation in
den Nukleus benétigen [23]. Weiterhin fungieren sie moglicherweise als “verzogerte Schalter”
in negativen Riickkopplungsschleifen. Fiir miR-21 konnte gezeigt werden, dass diese zu einer
verzogerten Inhibition von programmed cell death 4 (PDCD 4) fithrt, nachdem PDCD 4 durch
NF-xB induziert wurde [31].

Die Regulation von Genen durch miRNAs erfolgt tiber zwei Mechanismen: Durch Spaltung
der Ziel-mRNA oder durch translationale Repression. Die Spaltung der Ziel-mRNA erfolgt,
wenn eine perfekte oder nahezu perfekte Komplementaritit der miRNA zur Ziel-mRNA vor-
liegt. Nach Bindung der Ziel- mRNA an die miRNA im RISC-Komplex, fungiert dieser als eine
Endonuklease, welche die Ziel-mRNA spaltet [32, 33]. Dieser Mechanismus tritt jedoch haupt-
sdchlich in Pflanzen auf [34]. Bei Tieren ist die Komplementaritdt der miRNA zur Ziel- mRNA
deutlich geringer. Sie beschrankt sich auf 5 - 6 Nukleotide (Nukleotid 2 - 7 oder 2 - 8) am
5-Ende der miRNA [35, 36, 37] und wird als “seed-Sequenz” bezeichnet. Durch die geringe
Komplementaritdt der miRNA zur Ziel- mRNA fiihrt die Bindung an den RISC-Komplex zur
Blockade der Translation und so zur Inhibition der Expression des Proteins [38]. Guo et al.
konnten kiirzlich jedoch auch bei Sdugetieren eine Herunterregulation der Ziel-mRNA und
damit den Abbau durch miRNAs nachweisen [39]. Aufgrund der geringen Anzahl von kom-
plementdren Nukleotiden, die zur Bindung an die Ziel- mRNA benotigt werden, wird vermutet,
dass etwa ein Drittel der humanen proteinkodierenden Gene durch miRNAs reguliert werden
[37, 36].

Wie beschrieben spielen miRNAs eine wichtige Rolle bei der Regulation der Expression von
Genen. Verdnderungen der Expression einzelner miRNAs konnen daher schwerwiegende Fol-
gen haben. Fiir miR-155 beispielsweise fiihrt der Funktionsverlust durch knock-out im Zusam-
menhang mit dem Immunsystem zu einer gestorten Entwicklung der T-Helferzelldifferenzierung
und Funktionalitdt von B-Zellen, T-Zellen und dendritischen Zellen fiihrt [40, 41]. Allerdings

sprechen einige Forschungsergebnisse dafiir, dass nicht alle miRNAs fiir einen Organismus es-



sentiell sind. So konnte in C. elegans gezeigt werden, dass die Mehrheit der miRNAs, nach sys-
tematischer Deletion von 83 % der bekannten miRNAs, fiir Viabilitdt und Entwicklung nicht
benotigt wird [42]. Funktionelle Redundanz durch identische “seed-Sequenzen” und die Tatsa-
che, dass der Funktionsverlust ganzer miRNA-Familien durch die Expression einer einzelnen
miRNA aufgehoben werden kann, bieten mogliche Erklarungsansitze [43, 44]. MiRNAs ha-
ben eine Vielzahl von Zielgene und sind dadurch an verschiedenen Proteinnetzwerken und
Signalwegen beteiligt. Desweiteren induzieren miRNAs eine schnelle Regulation der Zielgen-
expression. So fiihrt in HeLa-Zellen die Uberexpression einer einzelnen miRNA zur Herunter-
regulation von ca. 100 Transkripten innerhalb von 12 Std. [45]. Weiterhin wurde gezeigt, dass
fast 50 % der miRNA Zielgene zwei oder mehr Bindungsstellen fiir verschiedene miRNAs
aufweisen [46], und dass verschiedene miRNAs durch die gleichen Stimuli induziert werden
konnen [47]. Somit bieten die verschiedenen Eigenschaften und Wirkmechanismen von miR-
NAs eine Erklarung dafiir, dass einzelne miRNAs sowohl regulierend, als auch entscheidend

auf die Expression ihrer Zielgene wirken konnen.

MiRNAs als Feinregulatoren

Das Potential von miRNAs, als Feinregulatoren von Prozessen zu fungieren, ldsst sich gut am
Beispiel des Immunsystems darstellen. Hier scheinen miRNAs nicht nur zur Funktionalitat
der Immunantwort [41, 40], sondern auch zur Homdoostase beizutragen [48]. Nach der erfolg-
reichen Abwehr einer Infektion muss eine schnelle Riickkehr zu homoostatischen Bedingun-
gen erfolgen, um Zerstorung gesunder, wirtseigener Zellen zu verhindern und die Reaktivitit
des Immunsystems gegentiiber evtl. neuen Pathogenen zu gewéhrleisten. MiRNAs blockieren
die Translation und sind geeignet eine solche Funktion (Riickkehr zu Homoostase) zu tiber-
nehmen. Hinweise hierfiir liefern Autoimmunerkrankungen, bei denen eine Riickkehr zu ho-
moostatischen Bedingungen nicht mehr gewéhrleistet ist und eine Beteiligung von miRNAs
gezeigt werden konnte. Ein Beispiel ist die Systemische Lupus Erythematose (SLE). Hierbei
handelt es sich um eine Autoimmunerkrankung, bei der es zur Bildung autoreaktiver Antikor-
per gegen Proteine des Zellkerns kommt. Daraus resultieren unter anderem eine gesteigerte
Apoptose von Monocyten, B- und T-Zellen. Fiir Patienten mit SLE wurde beschrieben, dass
in mononukledre Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) miR-17-5p, miR-196a und miR-125a
herunterreguliert sind [49, 50]. Moglicherweise ist durch die verdanderte Expression der miR-
NAs die Riickkehr zur Homdostase des Immunsystems nicht mehr moglich. Weiterhin bieten
miRNAs das Potential der Feinregulation der Genexpression in nahe verwandten Zelltypen.
Konventionelle und regulatorische T-Zellen des Immunsystems unterscheiden sich nur in der
Expression weniger Gene [51]. Somit muss die Anwesenheit bestimmter Proteine fiir Diffe-
renzierung und Funktion spezifischer Zellpopulationen genau reguliert werden. Zhou et al.
haben im Mausmodell gezeigt, dass der knock-out von Dicer in regulatorischen T-Zellen zum

Verlust der Linienstabilitat fithrt. Hervorgerufen wurde dies durch die Herunterregulation des



fiir regulatorischen T-Zellen spezifischen Transkriptionsfaktors forkhead box p3 (Foxp3). Weiter-
hin exprimierte ein Teil der regulatorischen T-Zellen IL-4 und IFNy. Die Hauptaufgabe von
regulatorischen T-Zellen im Immunsystem besteht darin die Immunantwort zu inhibieren, um
pathologische Folgen fiir den Organismus zu verhindern. Nach dem Verlust von Dicer verloren
die regulatorischen T-Zellen ihre immunsuppressive Fahigkeit [52].

MiRNAs scheinen aber auch zur Aufrechterhaltung von homdoostatischen Bedingungen im
Zusammenhang mit metabolischen Vorgdngen zu stehen. Beispielsweise konnte fiir die Leber-
spezifische miR-122 ein Einfluss auf im Blut zirkulierendes Cholesterin gezeigt werden [53].
Des weiteren ist eine Vielzahl von Krebsarten mit einer verdnderten Expression von miRNAs
assoziiert (zusammengefasst in [54]).

Somit konnen miRNAs als Feinregulatoren der Genexpression fungieren und teilweise es-

sentielle zelluldre Funktionen kontrollieren [17, 55, 56].

1.1.3 Krankheits-assoziierte miRNAs

Auf Basis der beschriebenen Funktionen von miRNAs im Zusammenhang mit der Physiologie
des Immunsystems [57] ist die Entstehung von immun-vermittelten Krankheiten und Allergien
durch eine abnorme Expression von miRNAs denkbar und teilweise bereits beschrieben.

Psoriasis ist eine chronische Hautentziindung, welche durch extreme Proliferation und ge-
storte Differenzierung von Keratinozyten gekennzeichnet ist [58]. Es konnte gezeigt werden,
dass erkrankte Haut im Vergleich zu gesunder Haut eine Hochregulation von miR-203 auf-
weist. Dabei korrelierte die miR-203 Expression mit der Herunterregulation des suppressor of
cytokine signaling 3 (SOCS3), welches an der Regulation der Entziindungsantwort und Kerati-
nozytenfunktion beteiligt ist [59]. Ein weiteres Beispiel der moglichen Beteiligung von miRNAs
an der Entwicklung von Psoriasis ist miR-146a [60], die bei Psoriasis tiberexprimiert wird. Fiir
miR-146a sind TNF receptor associated factor 6 (TRAF6) und Interleukin-1 receptor-associated kina-
se 1 (IRAK1), beide involviert in die Regulation des TNFa-Signalweges, als Zielgene beschrie-
ben [61].

In aktiven Multiple Sklerose Lasionen konnte eine Hochregulation von miR-155 nachgewie-
sen werden. MiR-155 hat als Zielmolekiil CD47, ein Signalmolekiil, welches die Phagozytose
durch Makrophagen verhindert. Die Inhibierung der Expression von CD47 durch miR-155 re-
sultiert in einer gesteigerten Phagozytose von Myelin [62].

Neben Autoimmunerkrankungen sind entziindliche Stérungen, wie z.B. Arteriosklerose und
Allergien im Organismus eine weitere schwere Fehlfunktion des Immunsystems. Bei der Arte-
riosklerose kommt es durch chronische Inflammation und die Einwanderung von Leukozyten
in die Arterienwand zum Verlust der endothelialen Integritat [63]. Fiir miR-126 wurde gezeigt,
dass diese die Expression des vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1) inhibiert und somit die
Adhérenz von Leukozyten an die Endothelzellen verhindert [64].

Infektionskrankheiten sind beztiglich der Beteiligung von miRNAs nur wenig untersucht.



Gerade bei Virusinfektionen gibt es jedoch Forschungsergebnisse, die eine Regulation der In-
fektion durch miRNAs vermuten lassen. Fiir das human immune-deficiency virus 1 (HIV-1) konn-
te gezeigt werden, dass der Funtkionsverlust von Dicer oder Drosha zur Steigerung der HIV-
Replikation in PBMCs von HIV-infizierten Spendern fiihrt [65]. Fiir das Hepatitis C Virus
(HCV) konnten Jopling et al. zeigen, dass die Inaktivierung von miR-122 die HCV Replikon
RNA um ca. 80 % reduziert [66].

Auch fiir fakultativ intrazelluldre Bakterien konnte die Beteiligung von miRNAs an der Re-
gulation der Immunantwort gezeigt werden. Die Infektion von Wirtszellen mit Salmonella thy-
phimurium fithrt zur Herunteregulation von IL-6 und IL-10 durch miRNAs der let-7 Familie
und sekretierte Effektorproteine von Salmonella induzieren die Expression von miR-155 [67].
Auch Listeria monocytogenes induziert eine verdnderte miRNA Expression in Wirtszellen. Fiir
miR-146a, miR-let7al und miR-155 wurde eine verdnderte Expression in Abhédngigkeit der
Pathogenlokalisation und der Anwesenheit von bakteriellen Effektorproteinen nachgewiesen
[68].

Zusammenfassend scheinen miRNAs eine weitreichende Rolle im Immunsystems zu spielen.
Sie tragen nicht nur zur Gewéhrleistung einer funktionierenden Immunantwort bei, sondern
konnen auch die Pathologie von Krankheiten beeinflussen. Im Zusammenhang mit der Tuber-

kulose gibt es kaum Untersuchungen zur Funktion von miRNAs.

1.2 Tuberkulose

Bei der Tuberkulose (TB) handelt es sich um eine Infektionskrankheit, welche durch Mycob-
acterium tuberculosis (M. tuberculosis) verursacht wird. Circa 2 Milliarden Menschen (1/3 der
Weltbevolkerung) sind weltweit infiziert und jahrlich sterben etwa 1,5 Millionen Menschen an
den Folgen einer TB-Infektion. Zusammen mit HIV und Malaria gehort Tuberkulose zu den
weltweit haufigsten Infektionserkrankungen. Regionen mit einer starken Verbreitung von HIV
weisen ein besonders hohes Vorkommen von TB-Fillen auf, da die Infektion mit HIV die Ent-

stehung einer aktiven Tuberkulose begtinstigt [69].

1.2.1 Ubertragung und Infektionsverlauf

Die Ubertragung von TB erfolgt durch Aerosole, welche M. tuberculosis enthalten und beim
Husten oder Niesen ausgeworfen werden. Uber die inhalierten Aerosole konnen die Bakterien
in die Lunge und den Organismus gelangen. Weniger als 10 % der infizierten Menschen ent-
wickeln im Laufe ihres Lebens tiberhaupt Symptome einer aktiven TB. Dabei ist die Gefahr an
TB zu erkranken innerhalb der ersten zwei Jahre am hochsten, danach vermindert sich das Ri-
siko betrachtlich. In 90 % der TB Infektionsfdlle kommt es nicht zu einer akuten Symptomatik.
Entweder wird der Erreger eliminiert, oder es kommt zu einer latenten Infektion mit M. tubercu-

losis, bei welcher ein Gleichgewichtszustand zwischen dem Immunsystem des Wirtes und der



Ausbreitung des Pathogens entsteht. Kontrolliert durch das Immunsystem konnen die Erreger
so ein Leben lang im Wirt persistieren. Dieser Zustand wird auch als latently M. tuberculosis
infected (LTBI) bezeichnet. Die latente TB-Infektion kann jedoch durch die Storung der Wirtsim-
munitét in eine aktive TB konvertieren. So tragen Faktoren wie HIV-Koinfektionen, anti-TNNFo
Therapie, Diabetes, Alkohol oder starke Untererndhrung zum Ausbruch einer aktiven TB bei.
Die Verhinderung der Entwicklung einer aktiven TB bei LTBI ist damit ein wichtiger Schritt,

um die Ubertragung und Ausbreitung von TB einzuddmmen [70].

1.2.2 Epidemiologie

Klassischerweise wird Tuberkulose mit Armut, Uberbevélkerung und Mangelerndhrung asso-
ziiert. Die hochste TB-Inzidenz und Mortalitét ist in Ldndern mit geringem Einkommen zu
finden. Nach HIV ist Tuberkulose weltweit die zweithdufigste Todesursache [69].

Insgesamt ist die Infektionsinzidenz seit 2002 gesunken, allerdings gab es 2008 ca. 440.000
Félle von TB mit einer Multiresistenz gegen die zur Behandlung verwandten Antibiotika (MDR-
TB) [69]. Die World Health Organisation (WHO) berichtete 2010 von 8,8 Mio. Neuinfektionen
und 1,2 Mio. Todesféllen. In Abbildung 1.2.1 ist die von der WHO geschétzte TB-Inzidenz im
Jahr 2010 dargestellt [69]. Mit 5,2 Mio. (59 %) Neuinfektionen in Asien und 2,3 Mio. (26 %)
Neuinfektionen in Afrika liegen diese beiden Kontinente an der Spitze der Verbreitung von
TB. Geringere Fallzahlen wurden in der Ostmediterranen Region (620.000 = 7 %), in Europa
(440.000 = 5 %) und Amerika (270.000 = 3 %) geschétzt [69]. Tuberkulose stellt damit gerade in
von Armut betroffenen Landern ein erhebliches Infektionsproblem dar, dessen Gefdhrlichkeit
durch das Auftreten von mehrfach und extrem Medikamenten-resistenten TB-Stimmen noch

zugespitzt wird.
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Abbildung 1.2.1: Geschatzte Tuberkulose Inzidenz im Jahr 2010. Aus der Intensitat der Griinfarbung der
Lander ist ersichtlich, dass die Tuberkulose im Jahr 2010 in Asien und Afrika am stérksten verbreitet war [69].

1.2.3 Diagnose

Fiir die traditionelle Diagnose einer aktiven TB werden verschiedene Methoden angewandt.
Eine Rontgenaufnahme des Brustkorbes (Thorax) macht moglicherweise vorhandene Gewe-
beneubildungen, s.g. Granulome, sichtbar. Mikroskopisch kann M. tuberculosis mit Hilfe der
Ziehl-Neelson-Farbung im Sputum der Lunge diagnostiziert werden [71]. Hierbei wird jedoch
lediglich die Anwesenheit sdurefester Bakterien bestimmt. Bei der Kultur von M. tuberculosis
auf festen Medien werden antimikrobielle Substanzen dem Nahrboden (wie enzymatisch ver-
dautes Casein) in der Form zugefiigt, dass nur Mykobakterien eine Replikation ermoglicht
wird (z.B. 7-H11-Agar) [72]. Aufgrund der Beschaffenheit der Kolonie kann M. tuberculosis von
anderen Mykobakterien unterschieden werden [73]. Allerdings Bedarf dieses langjahriger Er-
fahrung und die Dauer der Kultur kann bis zu 8 Wochen betragen. Dabei kann in 10 - 20 % der
Félle M. tuberculosis nicht erfolgreich kultiviert werden [74]. Heutzutage tragen immunologi-
sche Nachweisverfahren stark zur schnellen und genauen TB-Diagnose bei. Beim Tuberkulin
Haut Test (TST; tuberculin skin test) wird ein gereinigtes Kulturfiltrat von M. tuberculosis (PPD;
purified protein derivative) interdermal injiziert. Anschlieflend bildet sich bei einer M. tuberculo-
sis Infektion an der Einstichstelle aufgrund einer verzogerten Hypersensitivitdtsreaktion eine
messbare Schwellung und Rotung [75]. Nachteil dieses Tests ist die geringe Spezifitdt, da auch
mit dem TB-Impfstoff Bacillus Calmette-Guérin (BCG)-geimpfte und mit atypischen Mykobak-
terien (z.B. M. avium) infizierte Personen positiv auf den Test reagieren [76]. Eine gesteigerte
Sperzifitit bietet der QuantiFERON®TB Gold-Test. Dabei handelt es sich um einen so genann-
ten IFNy release assay (IGRA). Mit spezifischen Antigenen von M. tuberculosis (ESAT-6, CFP-10,

TB7.7) werden dabei T-Zellen des peripheren Blutes in vitro stimuliert. Anschlieffend wird die



IFNY Sekretion mittels eines enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) quantitativ bestimmt
[77].

1.2.4 Therapie

Derzeit beinhaltet die erste Wahl der TB-Therapie einen Cocktail aus vier Medikamenten: Iso-
niazid (INH), Rifampicin (RIF), Pyraziamid (PZA) und Ethambutol (EMB) oder Streptomycin
(SM) [78]. Die Dauer der Chemotherapie betragt sechs Monate, wobei in den ersten zwei Mona-
ten (Initialphase) alle vier Medikamente eingenommen werden und in den folgenden vier Mo-
naten (Kontinuitdtsphase) die Behandlung mit INH und RIF beendet wird [79]. Kommt es im
Rahmen dieser Therapie zum Auftreten von Unvertraglichkeiten oder Resistenzen, so werden
Medikamente zweiter Wahl eingesetzt. Diese haben meist eine hohere Toxizitdt, sowie eine ge-
ringere Effektivitat. Es handelt sich dabei um Paraaminosalicylsdure (PAS), Kanamycin (KM),
Fluorochinolone (FQ), Capreomycin, Ethionamid (ETH) und Cycloserin (CS). Die genannten
Medikamente haben entweder bakteriostatische (EMB, PAS, CS, ETH), oder bakterizide (SM,
INH, RIF, SM, FQ, KM) Eigenschaften [80].

Der Anfang des 20. Jahrhunderts entwickelte attenuierte Lebendimpfstoff Bacillus Calmette-
Guérin (BCG) bietet keinen vollstandigen Schutz gegen eine Infektion mit Tuberkulose [81]. Nur
bei Kindern vermittelt die Vakzine einen Schutz vor schweren Verlaufsformen der Tuberkulose,
wie Miliartuberkulose (hirsekorngrofie Bakterienherde in der Lunge und anderen Organen)

oder Meningitis [82], bei Erwachsenen ist der Impfstoff nahezu wirkungslos.

1.2.5 Problematik der Verbreitung von Tuberkulose

Die friihzeitige Diagnose einer aktiven TB ist essentiell, um eine Ubertragung und damit Ver-
breitung der Krankheit zu verhindern. Biomarker, d.h. Eigenschaften, die objektiv bestimmt
werden und einen Indikator fiir normale Prozesse, pathologische Prozesse, oder pharmako-
logische Antworten auf therapeutisches Eingreifen darstellen, konnten bei der TB bisher nur
bedingt identifiziert werden [83, 84, 85]. Verschiedene Molekiile werden als Biomarker fiir Be-
handlungserfolg, Impfschutz oder Status der Immunitit diskutiert, jedoch fehlen bisher ein-
deutige Validierungen [83]. Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass die IL-10 Expression
wahrend der Therapie von TB sinkt und dass das IFNy/IL-10 Verhdltnis mit dem Erfolg der
Behandlung korreliert [86]. Als Gold-Standard zur Unterscheidung zwischen nicht-infizierten
und M. tuberculosis infizierten Patienten dient bereits die Bestimmung der IFNy Expression im
QuantiFERON-Test. Allerdings ist mit diesem Test die Unterscheidung zwischen einer aktiven
und einer latenten TB-Infektion nicht moglich. TB-Biomarker sollten es ermdoglichen zwischen
TB und LTBI zu differenzieren, den Verlauf der Therapie zu beurteilen, die Suszeptibilitit einzu-
schitzen und zur Uberwachung klinischer Studien neuer Impfstoffe und Antibiotika geeignet

sein. Diese Ansitze sind Gegenstand der derzeitigen Forschung.



Eine weitere Problematik bei der Einddimmung der weltweiten Tuberkulose ist das Auftreten
von Resistenzen von M. tuberculosis Stimmen. Man unterscheidet dabei die multi drug-resistent
TB und die extensively drug-resistent TB (XDR-TB). Neben der Verbreitung von resistenten TB-
Erregern ist schon die Therapie einer einfachen TB-Infektion problematisch. Die Therapiedauer
von sechs Monaten erfordert von den Patienten eine hohe Zuverldssigkeit bei der regelméfiigen
Einnahme der Medikamente (Compliance). Dieses Problem verschérft sich bei einer Infektion
mit resistenten Erregern, da sich hier die Therapiedauer auf 22 Monate erhoht. Unregelmafiige

Einnahme der Medikamente kann wiederum zur Entwicklung von Resistenzen fiihren.

1.3 Die Immunantwort bei der Tuberkulose

Das detaillierte Verstiandnis der durch M. tuberculosis im Menschen induzierten Immunantwort,
sowie der bakteriellen Mechanismen, die zu einer Modulation dieser Immunitat fiithren, sind
wichtige Voraussetzungen fiir die Entwicklung potentieller Impfstoffe und die erfolgreiche Be-

kdampfung der Tuberkulose.

1.3.1 Alveolarmakrophagen

Um eine Infektion mit M. tuberculosis zu kontrollieren ist die Initiierung der angeborenen Im-
munantwort essentiell. M. tuberculosis gelangt bei einer Infektion iiber die Atemwege in die
Lunge und trifft dort, als erstes Glied der Inmunabwehr, auf so genannte Alveolarmakropha-
gen (AM). Diese phagozytieren M. tuberculosis und es kommt zur Bildung antimykobakteriel-
ler Effektormolekiile, wie reaktiver Sauerstoff- und Stickstoffintermediate [87]. M. tuberculosis
kann jedoch nicht komplett eliminiert werden, denn es verhindert die Phagolysosomenbildung
in den AM [88] und mindert die Sensitivitidt der AM gegeniiber IFNy [89]. Die Aktivierung der
AM durch IFNy ist essentiell fiir die Kontrolle der Infektion. In IFNy knock-out Mausen wurde
gezeigt, dass die Infektion mit einer sublethalen Dosis M. tuberculosis nicht kontrolliert werden
konnten [90]. Auch das Effektorzytokin TNFa ist wichtig fiir die Kontrolle der Infektion. Zu-
sammen mit IFNy wirkt es verstirkend auf die Aktivierung der AM [91]. Weiterhin fungieren
die AM als professionelle Antigen-prasentierende Zellen (APZ). Sie prasentieren M. tuberculo-
sis spezifische Antigene tiber den major histocompatibility complex-II (MHC-II) an T-Zellen. Im
Verlauf der Infektion rekrutierte T-Zellen, vor allem CD4* T-Zellen, werden zur Sekretion von

Effektorproteinen aktiviert.

1.3.2 Granulombildung

Die Infektion mit M. tuberculosis ist gekennzeichnet durch die Ausbildung so genannter Gra-
nulome in der Lunge. Dabei handelt es sich um eine organisierte Ansammlung von Immunzel-

len, zur Einddammung der M. tuberculosis Infektion. Ein Granulom besteht im Zentrum haupt-
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sdchlich aus infizierten und nekrotischen Makrophagen. Die Makrophagen konnen zu mehr-
kernigen Riesenzellen (Langerhans-Riesenzellen) verschmelzen [92] oder in lipidreiche “Schaum-
zellen” differenzieren. Umgeben wird der nekrotische Kern hauptsichlich von Zellen des ad-
aptiven Immunsystems, wie B- und T-Lymphozyten. Aber auch dendritische Zellen, nattirli-
che Killerzellen, Neutrophile und Fibroblasten tragen zur Bildung der Granulomstruktur bei.
Durch das Absterben der infizierten Makrophagen im Inneren des Granuloms entstehen ver-
kdsende Bereiche [93]. Im Zuge der Bildung des Granuloms vermindert M. tuberculosis seine
Replikationsrate bis hin zum Stillstand [94]. Auf diese Weise kann M. tuberculosis unter Bei-
behaltung seiner Virulenz in einer Art Ruhezustand (Dormanz) iiber Jahre persistieren. Die

Infektion befindet sich dann in der Latenzphase.

1.3.3 Die Rolle der T-Zellantwort

In Folge der Ausbildung einer angeborenen Immunantwort durch M. tuberculosis kommt es
zur Aktivierung einer adaptiven Immunantwort. Koordiniert wird die adaptive Immunant-
wort durch im Thymus gereifte Lymphozyten, sogenannte T-Zellen. T-Zellen sind Antigen-
spezifisch und erkennen nur Peptid-Antigene, welche tiber MHC von Antigen-prasentierenden
Zellen prasentiert werden. Dabei wird hauptsédchlich zwischen zwei Arten von T-Zellen unter-
schieden: CD4" T-Helferzellen (Ty) und CD8* zytotoxische T-Zellen.

CD4" T-Zellen sekretieren nach Antigen-Stimulation tiber MHC-II Zytokine. Andere Immun-
zellen, wie Makrophagen und Bursa fabricii (B)-Zellen werden aktiviert, aber auch T-Zellen
werden zur Proliferation und Differenzierung angeregt. Nach Aktivierung der naiven CD4* T-
Zellen findet die Differenzierung zu funktionellen Effektor T-Zellen statt. Dieser Prozess wird
auch als T-Zellpolarisierung bezeichnet. In Abhéngigkeit des umgebenden Zytokinmilieus dif-
ferenzieren naive T-Zellen zu Ty1, T2 oder Ty17 Effektorzellen. Verschiedene Pathogene in-
duzieren dabei tiber die Zellen des angeborenen Immunsystems ein unterschiedliches Zytokin-
milieu. Durch die Anwesenheit von IFNy und IL-12 differenzieren naive T-Zellen zu Tyl Zel-
len. Ty1 Zellen produzieren als Effektorzytokin hauptsichlich IFNy. Dieses Zytokin aktiviert
Makrophagen und ist daher wichtig fiir eine schiitzende Immunantwort gegen intrazellulare
Bakterien und Viren. IL-4, IL-5 und IL-13 sind die Effektorzytokine der T2 Zellen und entschei-
dend fiir sie Aktivierung von Mastzellen, Eosinophilen und B-Zellen. T2 Zellen differenzieren
in Gegenwart von IL-4 aus und sind verantwortlich fiir die Abwehr von extrazelluldren Erre-
gern [95]. Seit einiger Zeit ist auch die Population der Ty17 Zellen allgemein anerkannt. Ty17
Zellen zeichnen sich durch die Sekretion des Effektorzytokins IL-17 aus [96]. Unter Anwesen-
heit der Zytokine IL-6, TGFj3 und IL-23 differenzieren naive T-Zellen zu Ty17 Zellen [97]. Es
wird angenommen, dass T17 Zellen an der Abwehr von extrazelluldren Bakterien beteiligt
sind [98], ihre genaue Aufgabe ist bisher jedoch nicht gekldrt. Bei der T-Zellpolarisierung inhi-
biert die Differenzierung des einen Ty-Subtyps, die Differenzierung der anderen Ty-Subtypen.

Auch regulatorische T-Zellen (Tyeg) bilden eine Subpopulation der CD4" T-Zellen. Treg kontrol-
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lieren und beenden die Immunreaktion, indem sie Effektor-T-Zelllen inhibieren. Eine Fehlfunk-
tion von Tregskann zu einer Schadigung von gesunden Wirtszellen fiihren.

CD8* T-Zellen erkennen tiber MHC-I prasentiertes Peptid-Antigen und dienen der direkten
Eliminierung von infizierten oder entarteten Zellen. Hierfiir werden zytotoxische Substanzen
wie Perforin, Granzym oder FasLigand sekretiert. Infolge dessen wird die Apoptose in den

Zielzellen induziert (zusammengefasst in [99]).

cb4* cD8*
naiv
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}.. Granzym,

IL-6 Perforin,
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o‘o e
IL-17
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Abbildung 1.3.1: T-Zellpopulationen. Dringt ein Pathogen in einen Organismus ein so werden durch Zellen
des angeborenen Immunsystems Zytokine sekretiert. In Abhangigkeit des Pathogens wird ein Zytokinmilieu
induziert, welches zur Differenzierung verschiedener CD4™ T-Helferzellpopulationen (Ty) fiihrt. Naive CD4
T-Zellen differenzieren in Anwesenheit von IFNy und IL-2 zu Tyl Zellen. Tl Zellen sekretieren IFNy und
dienen der Abwehr von intrazelluldren Pathogenen. In Anwesenheit von IL-4 differenzieren T2 Zellen aus den
naiven CD4T T-Zellen. Diese Zellen sekretieren IL-4, IL-5 und IL-13 und dienen der Abwehr von extrazelluldren
Pathogenen. Wird von den Zellen des angeborenen Immunsystems IL-6, TGFB und IL-23 sekretiert, so
differenzieren T17 Zellen aus den naiven CD4™ Vorlaufern. Durch die Sekretion des Effektorzytokins IL-17
werden vermutlich ebenfalls extrazellulire Pathogene bekampft. CD81 T-Zellen sekretieren Granzym, Perforin
oder Fasligand und induzieren Apoptose in infizierten oder entarteten Zellen des Wirtes. (modifiziert aus
Quelle: [100]).

CD4%* T-Zellen bei der Tuberkulose

Dass speziell CD4* T-Zellen bei der Infektion mit M. tuberculosis eine essentielle Rolle spielen,
konnte sowohl in humanen Studien, als auch im Mausmodell gezeigt werden. HIV-Patienten
weisen eine erhohte Suszeptibilitat gegeniiber einer TB-Infektion auf. Zuriickzufiihren war dies
auf den sukzessiven Verlust der CD4* T-Zellen wihrend einer HIV-Infektion [101]. Weiterhin
fiihrte die Depletion von CD4* T-Zellen in Méusen zu einer gesteigerten M. tuberculosis Belas-
tung in der Lunge [102]. CD4" T-Zellen differenzieren durch M. tuberculosis induziertes IL-12 zu
Tw1 Zellen und sekretieren IFNy. In humanen Studien konnte gezeigt werden, dass IFNy essen-

tiell ist, um bei einer TB-Infektion die antimykobakteriellen Effektormechanismen der AM zu
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induzieren [103, 87]. Weiterhin inhibiert IFNy die Differenzierung von Ty2 Zellen und fordert
die Aktivierung weitere Ty1 Zellen [104, 105]. Das ebenfalls von Ty1 Zellen sekretierte TNFo
ist an der Makrophagenaktivierung, sowie der Bildung und Aufrechterhaltung der Struktur
des Granuloms beteiligt [106]. Dabei wirkt es kostimulatorisch zusammen mit IFNy [107]. Die
Bedeutung von TNFu bei der Kontrolle einer Infektion mit M. tuberculosis konnte an Patienten
mit Rheumatoider Arthritis gezeigt werden. Unter anti-TNFo Therapie besteht dabei ein ge-
steigertes Risiko der Reaktivierung einer Tuberkulose [108]. Neben IFNy und TNFu« sekretieren
Tu1 Zellen IL-2, welches zur klonalen Expansion von CD4* T-Zellen und zur Differenzierung
von CD8* T-Zellen zu zytotoxischen T-Zellen beitragt [109, 110]. T2 Zellen sekretieren IL-
4 und inhibieren damit die Differenzierung von Tyl Zellen. Typischerweise wird durch die
Infektion mit Helminthen eine T2 Immunantwort induziert [111]. Koinfektionsstudien von
Erwachsenen mit intestinalen Helminthen und M. tuberculosis zeigen einen negativen Effekt
sowohl auf die M. tuberculosis-spezifische Immunitit, als auch auf die TB-Therapie [112, 113].
Dabei konnte eine verminderte Expression von IFNy (Tyl Zytokin) und eine gesteigerte Ex-
pression von IL-10 (Treg Zytokin) nachgewiesen werden [114]. Auch fiir Ty17 Zellen wird eine
Rolle bei der TB-Infektion vermutet. Scriba et al. zeigten, dass im Kindesalter mit BCG geimpfte
Erwachsene nach Stimulation mit PPD eine starke Ty17 Immunantwort entwickeln. Da diese
Zellen hauptsachlich vom Zentralen Gedéchtnis Typ sind, bieten Mykobakterien-spezifische
Tu17 Zellen moglicherweise einen lang-anhaltenden Immunschutz [115]. Auch wurde gezeigt,
dass TB-Patienten im Vergleich zu LTBI und gesunden Kontrollen eine geringere Frequenz von
Ty17 Zellen aufweisen [116]. Tyeg haben die Aufgabe nach erfolgreicher Eliminierung eines Pa-
thogens die entstandene Immunantwort abzustellen und zur Herstellung der homoostatischen
Bedingungen beizutragen. Fiir die Beteiligung von Tye; an der Infektion mit M. tuberculosis
gibt es kontroverse Ergebnisse. Zum Einen konnte in einem Makakken-Modell gezeigt wer-
den, dass Treg notig sind damit die M. tuberculosis induzierte Tyl Antwort nicht ausartet [117].
Zum Anderen scheinen Treg an der verzogerten T-Zellantwort nach einer M. tuberculosis Infek-
tion beteiligt zu sein. Sowohl in Maus und Mensch konnte eine gesteigerte Akkumulation und

Proliferation von Treg am Infektionsort detektiert werden [118, 119].

CD8* T-Zellen bei der Tuberkulose

Auch fiir CD8" T-Zellen wurde eine Beteiligung an der Inmunabwehr gegen M. tuberculosis ge-
zeigt. Mduse mit einem defekten MHC-I Molekiil zeigen eine erhohte Sterblichkeit nach Infek-
tion mit M. tuberculosis [120]. Obwohl Mykobakterien phagozytiert und damit normalerweise
tiber MHC-II prasentiert werden, scheinen Translokation ins Zytosol [121, 122] und Apopto-
seinduktion [123] die Aktivierung von CD8* T-Zellen zu ermoglichen. Neben der Sekretion
von IFNy, besteht die vorherrschende Aufgabe von CD8" T-Zellen jedoch wahrscheinlich in
der Sezernierung zytotoxischer Substanzen (z.B. Perforin, Granzym, Granlysin FasLigand) zur
Lyse infizierte AM [124].
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1.4 MicroRNAs bei der T-Zellantwort

T-Zellen sind bei einer Infektion mit M. tuberculosis von grofser Relevanz. Daher ist die Regu-
lation der T-Zellantwort durch miRNAs von besondererm Interesse. Analysen des Expressi-
onsprofils von T-Zellen zeigen ein breites Spektrum exprimierter miRNAs, sowie variierende
Expressionsprofile in Abhangigkeit der Entwicklungsstadien von T-Zellen, sowie zwischen T-
Zellsubpopulationen [125, 126, 127]. Cobb und Muljo et al. zeigten, dass ein globaler Funktions-
verlust von Dicer (Enzym der miRNA Prozessierung siehe Abbildung 1.1.1) in T-Zellen zu ei-
nem Stillstand der T-Zellentwicklung und einer entarteten Entwicklung von Ty-Subpopulatio-
nen fiihrt [128, 129]. Im Rahmen der T-Zellentwicklung konnte fiir miR-181a gezeigt werden,
dass eine Herunterregulation zur Reaktivitdt von T-Zellen gegentiiber korpereigene Antigenen
fiihrt [130]. Die Differenzierung von Ty-Zellen wird von miR-155 beeinflusst, da miR-155 defi-
ziente Mduse eine Polarisierung in Richtung T2 zeigen [41, 40]. Im Mausmodell induzierte die
Infektion mit M. tuberculosis die Expression von miR-155 in Makrophagen [131]. Die AM inter-
agieren stark mit T-Zellen. Sie préasentieren M. tuberculosis Antigene und produzieren das Ty1-
Zytokin IFNy. MiR-21 reguliert die Expression der IL-12p35 Zytokinuntereinheit [132], was
eine Ty2 Polarisierung induziert. Auch MiR-126 fiihrt zur Induktion einer T2 T-Zellantwort
[133], was aufgrund der Inhibition der Tyl Immunantwort negativen Einfluss auf die Bekdmp-
fung der TB haben konnte. Dicer- oder Drosha-defizienten Mduse zeigten eine beeintrachtigte
Entwicklung oder Funktion von Ty, was in einer letalen Autoimmunerkrankung resultiert
[134, 135, 136]. Der Treg Transkriptionsfaktor Foxp3 scheint die Expression von miR-142-3p
zu inhibieren [137]. Lu et al. zeigten zusétzlich, dass ein durch knock-out von Foxp3 generiertes
hyperreaktives Immunsystem nicht durch miR-146a defiziente Ty gestoppt werden kann [27].

Die Ergebnisse einiger Arbeitsgruppen deuten darauf hin, dass M. tuberculosis die T-Zellant-
wort durch die Inhibition der Apoptose infizierter Zellen verzogert [138, 139, 140]. Fiir einige
miRNAs wurde ebenfalls eine Beteiligung an der Regulation von apoptotischen Vorgéngen ge-
zeigt. Die Expression von miR-15a korreliert invers mit der Expression von B cell lymphoma 2
(Bcl2). In einer leukdmische Zelllinie induziert die Repression von Bcl2 durch miR-15a Apopto-
se [141]. Ruan et al. zeigten, dass miR-23a die TNFo-induzierte Apoptose von Endothelzellen
induziert [142]. Auch fiir miR-25 konnte eine Funktionalitit im Zusammenhang mit Apoptose
nachgewiesen werden. So fiihrt die Herunterregulation von miR-25 in Eierstockkrebszellen zu
einer gesteigerten Expression des pro-apoptotischen Proteins BIM, wobei dieses als direktes
Zielgen von miR-25 nachgewiesen werden konnte [143]. In HEK293T Zellen (embryonale Nie-
renzellen) wurde nach Uberexpression von miR-27a die Induktion von Caspase-abhingiger
und -unabhéngiger Apoptose gezeigt. Fas Associated protein with Death Domain (FADD), ein

Apoptose-assoziiertes Gen, wurde dabei hoch reguliert [144].
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Zielsetzung

Bei einer Infektion mit dem Pathogen M. tuberculosis kommt es in nur 10 % der Félle zum Aus-
bruch einer aktiven Tuberkulose. 90 % der infizierten Personen verbleiben latent infiziert ohne
klinische Symptome zu zeigen. Bei diesen LTBI ist das Immunsystem fahig die Ausbreitung der
Infektion zu verhindern. Die genauen Ursachen die zur Entstehung einer aktiven TB oder einer
latenten Infektion fiihren, sind nicht im Detail gekldrt. Um die Verbreitung der Tuberkulose zu
kontrollieren und bessere Behandlungsmethoden zu erzielen sind sogenannte Biomarker no-
tig. Diese sollten es erlauben nicht nur zwischen TB und LTBI zu unterscheiden, sondern auch
den Erfolg der Therapie, sowie die Effektivitit von Impfstoffen und neuen Medikamenten zu
analysieren.

Ziel dieser Arbeit war daher die Charakterisierung immunologischer Prozesse, welche die
Suszeptibilitdt gegentiber M. tuberculosis beim Menschen beeinflussen. Speziell die Rolle von
microRNAs bei der Regulation der T-Zellantwort sollte ndher definiert werden. Im ersten Schritt
sollten dazu miRNAs identifiziert werden, welche zwischen aktiv TB-Erkrankten, LTBI und
nicht-infizierten Personen differentiell exprimiert werden. AnschliefSend sollten die identifizier-
ten miRNA-Kandidaten beziiglich ihrer Expression in den Reifungsphasen der T-Zellen, der
T-Zellaktivierung, sowie der Polarisierung der T-Zellantwort charakterisiert werden. Im drit-
ten Schritt sollten durch Modulation der miRNA-Kandidaten beschriebene Zielgene verifiziert
und neue Zielgene identifiziert werden. Zuletzt sollte in Zusammenarbeit mit Kooperations-
partnern in Ghana die Relevanz der miRNA-Kandidaten unter Anderem bei der Behandlung

der TB untersucht werden.
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2 Material

2.1 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie/ Reagenz

Hersteller

Trypanblau (0,4 %)

Penicillin/Streptomycin

(10.000 Einheiten/mL, 10 mg/mL)

Gentamycin (10 mg/mL)
Fotales Kélberserum
DPBS

BIOCOLL (r=1,077 g/mL)
Brefeldin A
Cytofix/Cytoperm®
Perm/Wash®

X-vIvo 15

Fixation Buffer
Permeabilisation Buffer
Ethanol

DMso

DMEM mit GLUTAMAX
HEPES

HBss

Calciumchlorid (CaCly)
Kalciumchlorid (KCI)
Magnesiumchlorid (MgCl,)
Ampicillin (hitzesensitiv)
LB-Medium Pulver
LB-Agar

BSA

2x HBs

Gi1BCO BRL (Karlsruhe, Deutschland)
PAA (Pasching, Deutschland)

PAA (Pasching, Deutschland)

PAA (Pasching, Deutschland)

PAN (Aidenbach, Deutschland)

BIOCHROM AG (Berlin, Deutschland)
SIGMA-ALDRICH (Deisenhofen, Deutschland)
BD BIOSCIENCES (Heidelberg, Deutschland)
BD BIOSCIENCES (Heidelberg, Deutschland)
LONZA (Ko6ln, Deutschland)

BioLegend (DS Uithoorn, Niederlande)
BioLegend (DS Uithoorn, Niederlande)

ROTH (Karlsruhe, Deutschland)
SIGMA-ALDRICH (Deisenhofen, Deutschland)
GI1BCO BRL (Karlsruhe, Deutschland)

PAA (Pasching, Deutschland)

GIBCO BRL (Karlsruhe, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

ROTH (Karlsruhe, Deutschland)
SIGMA-ALDRICH (Deisenhofen, Deutschland)
SIGMA-ALDRICH (Deisenhofen, Deutschland)
Serva (Heidelberg, Deutschland)
SIGMA-ALDRICH (Deisenhofen, Deutschland)
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Fortsetzung Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie/ Reagenz

Hersteller

Chloroquin
Humanserum (AB)
Polybren

Retronektin (1 mg/mL)
Dithiothreitol (DTT)

2.2 Spenderzellen

GiBCO BRL (Karlsruhe, Deutschland)

PAA (Pasching, Deutschland)
SIGMA-ALDRICH (Deisenhofen, Deutschland)
TaKaRa (Shiga, Japan)

Gi1BCO BRL (Karlsruhe, Deutschland)

Humane, mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) wurden aus Vollblut oder

BUFFY COAT isoliert, welche von freiwilligen Spendern des Universitatsklinikum Hamburg Ep-

pendorf (UKE) und dem Kumasi Centre for Collaborative Research (KCCR) zur Verfiigung gestellt

wurden.

Die Studie erfolgte mit Zustimmung der Ethikkommission (Arztekammer Hamburg, WF-

07/09)

2.3 Stimulantien

Stimulus Endkonzentration Stockkonzentration Hersteller
PMA 10 ng/mL 1 mg/mL (in DMSO) SIGMA-ALDRICH
(Deisenhofen, Deutschland)
Ionomycin 1 pg/mL 1 mg/mL (in DMSO) SIGMA-ALDRICH
(Deisenhofen, Deutschland)
Dynabeads®
anti-CD3/28 human
T-Cell-Expander 0,1-1pL/well 4 x 107 beads /mL Invitrogen
(Karlsruhe, Deutschland)
rlL-2 20 U/mL 15000 U/mL C. Steeg, BNI
(Hamburg, Deutschland)
Brefeldin A 5 ng/mL 1 mg/mL (in EtOH)  SIGMA-ALDRICH

(Deisenhofen, Deutschland)
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2.4 Monoklonale Antikorper

Alle verwandten Antikorper waren gegen humane Proteine gerichtet und stammen, falls nicht

anders angegeben, aus der Maus.

Fluoreszenz-
Antikorper Klon markierung Hersteller
anti-CD3 SK-7 PerCP BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
anti-CD3 RPA-T4 APC BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
anti-CD4 RPA-T4 APC-H7 BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
anti-CD4 SK-3 APC BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
anti-CD4 1200 PerCP BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
anti-CD8 SK-1 FITC BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
anti-CD161 191B8 FITC Miltenyi Biotech (B. Gladbach, Deutschland)
anti-CD45RO  UCHL1 PECy7 BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
anti-CD45RA  HI100 FITC BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
anti-CD40L 24-31 APC-eFluor780 eBiosciences (San Diego, USA)
anti-TNFa Mab11 AlexaFluor700  BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
anti-IFNvy B-27 PE-Cy7 BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
anti-1L-17 N49-653 V450 BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
anti-1L-4 MPA-25D2 PE BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
anti-CCR7Rate 3D12 PE-Cy7 BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)

2.5 Medien und Puffer

Alle verwandten Medien und Puffer wurden mit doppelt destilliertem oder deionisiertem Was-
ser angesetzt. Zur Sterilisierung wurden hitzeempfindliche Losungen {iiber einen Filter mit
0,22 um Porengrofe filtriert. Hitzeunempfindliche Losungen wurden fiir 20 Min. bei 135 °C
und 2 bar autoklaviert.

Fotales Kélberserum wurde zur Inaktivierung von Komplementfaktoren 30 Min. bei 56 °C

erhitzt, steril filtriert und bei -20 °C gelagert.

2.5.1 Zellkulturmedien

T-Zellmedium
1 % Penicillin/Streptomycin
ad X-vivo 15
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Einfriermedium
20 % DMSO

ad Fotales Kilberserum

HEK-Medium

10 % Fotales Kédlberserum

25 mM HEPES

1 % Penicillin/Streptomycin

ad DMEM + GlutaMAX™ + 4,5 ¢ /L Glucose + Pyruvat

Jurkat-Medium (J-Medium)
10 % Fotales Kélberserum
10 mM HEPES

1 % Penicillin/Streptomycin
ad RPMI 1640 + L-Glutamin

2.5.2 Medien fiir die Kultur von Eschrichia coli

LB-Medium mit Ampicillin
2 % LB-Medium Pulver
100 pg/mL Ampicillin

ad H,O

LB-Agar mit Ampicillin
3,5 % LB-Agar

100 pg/mL Ampicillin
ad H,O

2.5.3 Sonstige Losungen

10 x MACS-Puffer

5 % BSA

20 mM EDTA (pH = 8)
ad DPBS
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1 x PermWash Puffer
10 % 10 x PermWash Puffer

ad HzO

Blocklosung (Retronektinbeschichtung)

2 % BSA
ad DPBS

Waschlosung (Retronektinbeschichtung)

25 mM HEPES

ad HBSS

5 x KCM

0,5 M KCl

0,15 M CaCl,

0,25 MgCl,

ad H,O

2.6 Enzyme

Enzym Hersteller
BamHI FastDigest  Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
EcoRI FastDigest Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
Xhol FastDigest Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
Xbal FastDigest Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
BglII FastDigest Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
HindIlI FastDigest Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
Notl FastDigest Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
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2.7 Oligonukleotide

Alle verwandten Oligonukleotide wurden von SIGMA-ALDRICH (Deisenhofen, Deutschland)

bezogen
Primer Sequenz (5'— 37)
miR-29a_fw GCGCGGATCCACAGGATATCGCATTGTTGGAA
miR-29a_rv GCGCGAATTCCATGCAATTCAGGTCAGTGAAA
miR-29a_Xhol_fw GCGCCTCGAGACAGGATATCGCATTGTTGGA
miR-29a_Notl_rv GCGCGCGGCCGCCATGCAATTCAGGTCAGTGAAA
miR-29a_BamHI_fw GCGCGGATCCACAGGATATCGCATTGTTGGA
miR-29a_EcoRI_rv GCGCGAATTCCATGCAATTCAGGTCAGTGAAA

miR-29a_100 bp flank_BglII_fw GCGCAGATCTTAGCACTTAATAGATAGTACAG
miR-29a_100 bp flank_HindIIIl_rv GCGCAAGCTTAAGAAAAATCACCTTTGCATTA
pri/pre miR-29a_fw 21 GCGCTTTTCTAGCACCATCTGAA
pri/pre miR-29a_rv 22 GCGCTCAGCATCATGGTGCTCTT

Die fiir den Nachweis der miRNA-Expression verwandten Primer wurden alle von APPLIED

BI10SYSTEMS (Darmstadt, Deutschland) erworben. Die genaue Sequenz dieser Primer ist nicht

bekannt.

2.8 Plasmide
Plasmid Hersteller
LeGO-G B.Fehse, UKE (Hamburg, Deutschland)
LeGO-iG2 B.Fehse, UKE (Hamburg, Deutschland)
LeGO-G2 B.Fehse, UKE (Hamburg, Deutschland)
pMDLg/pRRE Addgene (Cambridge, USA)
pRSV-Rev Addgene (Cambridge, USA)

phCMV-GALV-Cyg70a  C. Stocking, HPI (Hamburg, Deutschland)
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2.9 Kits

Bezeichnung

Hersteller

BD IMag™ anti-Human CD4 magnetische Partikel

NucleoSpin Extract I
NucleoSpin Plasmid
Plasmid Plus Maxi Kit (Vakuum)

2.10 Gerate

BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
Machery-Nagel (Diiren, Deutschland)
Machery-Nagel (Diiren, Deutschland)
Qiagen (Hilden, Deutschland)

Bezeichnung

Hersteller

BD FACS LSR II Durchflusszytometer
BD FACS Aria III Zellsortierer
Corbett Real-Time PCR

Nano Drop 2000c
v-Bestrahlungsanlage (1*”Cs)

BD IMag™ Magnet

MidiMACS Magnet

QIAvac 24 Plus Vakuumsystem
QIAvac Verbindungssystem mit Abfallbehalter
Laboport ,,N 811 KN.18"
(Vakuumpumpe fiir QIAvac)

,Mr. Frosty” Kryo-Einfriergefafs
Sterilbank UVF 6.18 S

Sterilbank LaminAir HB2448
Zentrifuge Centrifuge 5810R
Zentrifuge Megafuge 1.0

BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
Qiagen (Hilden, Deutschland)

Thermo Scientific (Schwerte, Deutschland)
Steuerungstechnik & Strahlenschutz GmbH
BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
Miltenyi Biotech (B. Gladbach, Deutschland)
Qiagen (Hilden, Deutschland)

Qiagen (Hilden, Deutschland)

KNF (Freiburg, Deutschland)

Nalgene (Rochester, USA)

BDK

(Sonnenbiihl-Genkingen, Deutschland)
Heraeus (Hanau, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Heraeus (Hanau, Deutschland)
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2.11 Verbrauchsmaterial

Material

Hersteller

96well Zellkulturplatte (CELLSTAR)

24-well Zellkulturplatte #351147

24well Gewebekulturplatte

Flachbodenplatten mit Deckel

Einwegpipetten

(5mL, 10 mL, 25 mL)
Eppendorf-Reaktionsgefafie

Falcon-Rohrchen (15 ml, 50 ml)

Filter CellTrics

Kryokonservierungsrohrchen

Sterilfilter (0,22 pm)

Sterilfilter Millex®-GV PVDF (low protein binding)
Trypanblau 0,4 %

Zellkulturschalen fir HEK-Zellen 10 cm #83.1802
Zellkulturschalen fiir Bakterien, 10 cm

1 kB und 100 bp DNA-Marker

Biocoll

2.12 Software

Greiner Bio-one

(Frickenhausen, Deutschland)

BD Falcon (Heidelberg, Deutschland)
Greiner Bio-one

(Frickenhausen, Deutschland)
Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland)
Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland)
Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland)
Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland)
PARTEC (Gorlitz, Deutschland)

Nunc (Roskilde, Ddanemark)

Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland)
Millipore (Billerica, USA)

Gi1BCO BRL (Karlsruhe, Deutschland)
Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland)
Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland)
Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)
Biochrom AG (Berlin, Deutschland)

Software Hersteller

FCS Express V3 DeNovo Software (Los Angeles, USA)

BD FACSDiva 6.0 BD (Heidelberg, Deutschland)

GraphPad Prism 5 GraphPad Software Inc. (San Diego, USA)
Microsoft Office 2010 Microsoft (Seattle, USA)

23



3 Methoden

Zur Erhaltung der Viabilitit der Zellen und zum Schutz vor Kontamination wurden samtli-
che Schritte, falls nicht anders angegeben, steril und bei 4 °C durchgefiihrt. Alle verwandten

Losungen wurden steril filtriert und sofern nicht anders angegeben auf 4 °C temperiert.

3.1 Probanden und Studie

Im Rahmen dieser Arbeit wurde Probenmaterial von verschiedenen Spendern verwandt.

Es wurden buffy coats aus Blutspenden von freiwilligen Spendern des Universitatsklinikums
Hamburg Eppendorf (UKE) (Hamburg, Deutschland) verwandt. Hierbei handelte es sich um
gesunde Spender. TB-Patienten und LTBIs wurden am UKE und am Asklepios Zentrum fiir
Pneumologie und Thoraxchirurgie (Miichen-Gauting, Deutschland) rekrutiert. Den Patienten

wurden 20 mL vendses Blut fiir die Analysen entnommen.

‘Probandenanzahl Durchschnittsalter Geschlecht (m/w)

TB 6 38 Jahre 4/2
LTBI 7 37 Jahre 3/4
gesunde Kontrollen 3 40 Jahre 1/2

Weitere TB-Patienten und Kontaktpersonen wurden durch eine Kollaboration mit Dr. E. Owu-
so-Dabo am Kumasi Centre for Collaborative Research (KCCR) (Accra, Ghana) rekrutiert. Den TB-
Patienten wurde zu drei verschiedenen Zeitpunkten 20 mL venoses Blut entnommen. Den Kon-

taktpersonen wurde nur zu Zeitpunkt 1 Blut entnommen.
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Probanden- Durchschnitts- Geschlecht

anzahl alter (m/w)
TB:
vor Beginn der TB-Therapie 13 35 Jahre 8/5
Zeitpunkt 1
drei Monate nach Beginn
TB:
der TB-Therapie (wédhrend 11 34 Jahre 8/3
Zeitpunkt 2
der TB-Therapie)
sechs Monate nach Beginn
TB:
der TB-Therapie (nach 5 34 Jahre 4/1
Zeitpunkt 3
Abschluss der TB-Therapie)
Kontakpersonen 11 38 Jahre 2/9

3.2 Isolierung von PBMCs aus Vollblut oder buffy coat

In allen durchgefiihrten Experimenten wurde Vollblut oder buffy coat als Ausgangsmaterial
verwandt. Mit Hilfe der Ficoll®-Dichtegradientenzentrifugation (Biocoll, Biochrom AG) wur-
den aus dem Ausgangsmaterial PBMCs isoliert. Monozyten und Lymphozyten konzentrieren
sich dabei aufgrund ihres spezifischen Gewichts in einer intermedidren Phase an.

Vollblut oder buffy coat wurde im Verhéltnis 1:1 mit PBS verdiinnt. 15 mL Ficoll® wurden mit
maximal 35 mL Blut/PBS-Losung tiberschichtet. Zur Trennung der Zellpopulationen wurde
30 Min. bei 1500 rpm, Raumtemperatur (RT) und ohne Bremse zentrifugiert. Dabei entstehen
vier Phasen: eine obere, gelbliche Plasmaphase, eine grauliche Leukozytenphase, gefolgt von
einer klaren Ficoll®-Phase und einer roten Erythrozytenphase. Alle folgenden Schritte wurden
auf Eis durchgefiihrt: Das Plasma wurde bis 2 cm oberhalb der Lymphozytenphase entfernt
und anschlieffend die Leukozytenphase entnommen. Die Zellsuspension wurde im Verhiltnis
1:1 mit eiskaltem PBS verdiinnt und 20 Min. bei 1200 rpm und 4 °C mit Bremse zentrifugiert.
Der Uberstand wurde dekantiert und die Thrombozyten zusammen mit dem restlichen Uber-
stand entfernt. Das Pellet wurde in 1 mL PBS resuspendiert, mit 10 mL PBS verdiinnt und
12 Min. bei 1200 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und die Throm-
bozyten erneut zusammen mit dem restlichen Uberstand entfernt. Das Pellet wurde in 1 mL

Medium oder PBS aufgenommen.

3.3 Bestimmung der Zellzahl

Zur Farbung toter Zellen wurde die Zellsuspension mit 0,04 % Trypanblau verdiinnt. 10 pL
der Suspension wurden in eine Neubauer-Zihlkammer (0,1 x 0,0025 mm?) {iberfiihrt und die

Zellzahl nach folgender Formel bestimmt:

Anzahl der Zellen in einem GroBquadranten x Verdiinnungsfaktor x 10* = Zellen/mL
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3.4 Krykonservierung von PBMCs

Zur Lagerung von Zellen iiber einen Zeitraum von mehr als einem Tag wurden diese in fliissi-
gem Stickstoff eingefroren.

Dazu wurden die PBMCs in 0,5 mL FKS gelost. Die Zellsuspension wurde in ein Kryokonser-
vierungsrohrchen tiberfiihrt und ziigig tropfenweise 0,5 mL Einfriermedium (FKS/20 % DM-
SO) zugegeben. Mit Hilfe des Kryo-Einfrierbehélters “Mr. Frostys” (Nalgene), der fiir eine kon-
stante Abkiihlgeschwindigkeit von 1 °C/Min. sorgt, wurden die Zellen zunichst auf -80 °C
abgekiihlt und anschliefsend fiir die Endlagerung in fliissigen Stickstoff (-196 °C) tiberfiihrt.

Zum Auftauen der Zellen wurde die gefrorene Zellsuspension angetaut und 1 mL 10 %
FKS/PBS zugeftigt. Die entstandene Zellsuspension wurde ziigig in 9 mL 10 % FKS/PBS {tiber-
fithrt und 10 Min. bei 1200 rpm und 4 °C sedimentiert. Das Pellet wurde einmal mit 1 mL
kaltem PBS gewaschen (Zentrifugation fiir 5 Min. bei 1500 rpm und 4 °C) und die Zellzahl
bestimmt (s. 3.3).

3.5 Extrazellulare Farbung von T-Zellen fiir die Durchflusszytometrie

Samtliche Schritte der extrazelluldren Farbung wurden in 96-well Platten und unter unsterilen
Bedingungen durchgefiihrt. Uberschritt die Zellsuspension ein Volumen von 50 pL, so wurden
die Zellen sedimentiert (Zentrifugation fiir 5 Min., bei 1500 rpm und 4°C). Der Uberstand wur-
de abgeworfen und die gewiinschten Antikorper im Residualvolumen zugefiigt. Die Zellen
wurden resuspendiert und fiir 20 Min. bei RT und im Dunkeln inkubiert. Es wurde zweimal
mit 180 nL FKS/PBS gewaschen (Zentrifugation fiir 5 Min., bei 1500 rpm und 4 °C). Der Uber-
stand wurde verworfen und die Zellen in 50 pL PBS zur durchflusszytometrischen Analyse

resuspendiert.

3.6 Intrazelluldre Farbung von T-Zellen fiir die Durchflusszytometrie

Samtliche Schritte der intrazelluldren Farbung wurden auf Eis in 96-well Platten unter unsteri-
len Bedingungen durchgefiihrt. Die Zellen wurden fiir 10 Min. auf Eis gelagert und anschlie-
Bend fiir 5 Min., bei 1500 rpm und 4 °C sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen. Die
Zellen wurden in 100 pL Cytofix/Cytoperm® Losung, zur gleichzeitigen Permeabilisierung und
Fixierung, resuspendiert und fiir 25 Min. auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden fiir 5 Min., bei
1700 rpm und 4 °C zentrifugiert, der Uberstand abgeworfen und zur fortfiihrenden Permea-
bilisierung zweimal mit 180 uL Perm/Wash Puffer gewaschen (Zentrifugationfiir 5 Min., bei
1700 rpm und 4 °C). Die Antikoérper wurden ins Residualvolumen zu den Zellen gegeben, re-
suspendiert und und fiir 30 Min., dunkel und bei 4 °C inkubiert. Die Zellen wurden erneut

zweimal mit 180 pL Perm/Wash Puffer gewaschen. Fiir die durchflusszytometrische Analyse
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wurden die Zellen in 50 pL PBS resuspendiert.

3.7 Magnetisch aktivierte Zellsortierung (MACS)

Fiir die Anreicherung von CD4" und naiven T-Zellen wurden zwei verschiedene Systeme ver-
wandt.

CD4* T-Zellen wurden mit dem Imag-System von BD Biosciences angereichert. Dazu wur-
den PBMCs fiir 5 Min. bei 1500 rpm und 4 °C zentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen
und die Zellen in 1 mL MACS-Puffer resuspendiert. Nach erneutem Sedimentieren der Zel-
len wurden diese im Residualvolumen mit je 12,5 uL anti-CD4 magnetischen Partikeln pro
1 x 107 PBMCs fiir 30 Min. auf Eis markiert. AnschlieBend wurde 1 mL MACS-Puffer zuge-
fiigt und die Suspension ohne Blasenbildung in ein FACS-Rohrchen tiberfiihrt (max. 8 x 107
Zellen/Rohrchen). Das Rohrchen wurde fiir 10 Min. in den Imag-Magneten gestellt, wahrend-
dessen sich die magnetisch markierten Zellen an der Kontaktfliche des Rohrchens zum Magne-
ten anlagern. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 1 mL MAcCs-Puffer resuspendiert
und das Rohrchen fiir 5 Min. in den Imag-Magneten gestellt. Der zuletzt beschriebene Vorgang
wurde wiederholt und nach Verwerfen des letzten Uberstandes wurden die angereicherten
CD4* T-Zellen zur Bestimmung der Zellzahl in 1 mL T-Zell-Medium gelost. Zur Analyse der
Reinheit der angereicherten Zellen wurden diese gegen folgende Oberflachenmolekiile gefarbt:
anti-CD3-PerCP, anti-CD4-APC und anti-CD8-FITC. AnschliefSend wurden die Zellen durch-
flusszytometrisch analysiert. Die Reinheit aller angereicherten CD4* T-Zellen war >95 %.

Naive T-Zellen wurden mit Hilfe des MidiMACS-Systems von Miltenyi angereichert. Da-
zu wurden PBMCs in 45 nL. MACs-Puffer pro 1 x 107 Zellen gelést und mit 5 puL naive CD4*
T cell biotin-antibody cocktail Il pro 1 x 107 Zellen fiir 20 Min. auf Eis inkubiert. AnschlieSend
wurden die Zellen zweimal mit je 5 mL MACs-Puffer gewaschen (Zentrifugationfiir 5 Min., bei
1500 rpm und 4 °C). Der Uberstand wurde verworfen und 40 nL. MACS-Puffer, sowie 10 pL
anti-Biotin Microbeads jeweils pro 1 x 10”7 Zellen zugefiigt. Die Suspension wurde fiir 30 Min.
auf Eis inkubiert. Es wurde zweimal mit 5 mL MACS-Puffer gewaschen (Zentrifugationfiir
5 Min., bei 1500 rpm und 4 °C) und die Zellen anschlieflend in 2 mL MACS-Puffer resuspen-
diert. Eine LS-Saule wurde in den Magneten gesetzt und mit 3 mL. MACS-Puffer gespiilt. Uber
einen Filter (Celltrics, Partec) wurde die Zellsuspension auf die Sdule gegeben. Nachdem die
Suspension komplett von der Sdule aufgenommen war, wurde der Filter zweimal mit 1 mL
MACS-Puffer gespiilt. Die naiven T-Zellen befanden sich im Durchfluss der Sdule. Dieser wur-
de fiir 5 Min. bei 1300 rpm und 4 °C zentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen, das Pellet
in 1 mL T-Zell-Medium resuspendiert und die Zellzahl mittels einer Neubauer-Zahlkammer
bestimmt. Zur Analyse der Reinheit der angereicherten Zellen wurden diese gegen folgende
Oberflachenmolekiile gefarbt: anti-CD3-APC, anti-CD4-PerCp, anti-CD45RO-PECy7 und anti-
CD45RA-FITC. Anschlieffend wurden die Zellen durchflusszytometrisch analysiert. Die Rein-
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heit aller angereicherten naiven T-Zellen war >80 %.

3.8 Klonierung miR-29a exprimierender Vektoren

3.8.1 Transformation von Escherichia coli mit KCM

In einem 1,5 mL Reaktionsgefdfs wurden 20 uL 5x KCM (0,5 M KC1 + 0,15 M CaCl, + 0,25 M
MgCl, in H,O) und 100 ng Plasmid-DNA oder 10 pL des Ligationsansatzes vorgelegt, mit H,O
auf 100 pL aufgefiillt und vorsichtig 100 pL kompetente E. coli Bakterien (TOP10) zugefiigt. Der
Transformationsansatz wurde 20 Min. auf Eis und anschliefiend fiir 10 Min. bei RT inkubiert. Es
wurde fiir 1 Min. bei RT und 8000 rpm zentrifugiert. 150 nL des Uberstandes wurden verworfen
und das Pellet im Rest des Uberstandes resuspendiert.

Zur Selektion von positiven Bakterienklonen wurde die Suspension auf LB-Agar mit 100 ug/mL
Ampicillin ausgestrichen und 16 Std. bei 37 °C inkubiert.

Zur Konservierung transformierter E. coli Bakterien wurden 50 pL Transformationsansatz in
1,8 mL LB-Medium mit 100 ug/mL Ampicillin 16 Std. bei 37 °C und 1400 rpm inkubiert. 850 pL
der Kultur wurden mit 150 pLL Glycerol gemischt und bei -20 °C gelagert.

3.8.2 Isolation von Plasmid-DNA aus Escherichia coli

1,8 mL LB-Medium mit 100 pg/mL Ampicillin wurden aus Einzelkolonien oder Glycerolstocks
angeimpft und 16 Std. bei 37 °C und 1400 rpm inkubiert. Mit Hilfe des NucleoSpin Plasmid Kits
(Macherey-Nagel) erfolgte die Isolierung der DNA nach Herstellerangaben. Eluiert wurde mit
50 uL HO.

Zur Praparation grofSer Mengen von Plasmid-DNA wurden 100 mL LB-Medium mit 100 pg/mL
Ampicillin aus einem Glycerolstock angeimpft und 16 Std. bei 37 °C und 1400 rpm inkubiert.
Nach Herstellerangaben wurde mit Hilfe des Plasmid Plus Maxi Kits (Qiagen) und dem QIAvac
Vakuumsystem die Plasmid-DNA isoliert und mit 400 nL H,O eluiert.

3.8.3 Amplifikation und Aufreinigung von DNA-Abschnitten

Zur Amplifikation von DNA-Bereichen wurden spezifische Primer mit den erforderlichen En-

zymschnittstellen erstellt und in folgendem Ansatz verwandt:
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Ansatz Programm

H,O 36,5 puL - x pL Initiale Denaturierung 98 °C 30 sec.
5x Phusion HE-Puffer 10 uL 35 Zyklen 98 °C 10 sec.
10 mM dNTPs 1pL 60°C 10 sec.
Primer vorwaérts (10 pM) 1uL 72°C  30sec.
Pimer riickwiérts (10 uM) 1uL Finale Elongation 72°C 5 Min.

Phusion-Polymerase (2 U/uL) 0,5pL
DNA (100 ng) x pL

Gesamt 50 pL

Nach der Amplifikations-PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion) wurden 5 pL des Produkts auf ein
1 % Agarose Gel in TBE-Puffer mit Ethidiumbromid aufgetragen und die DNA fiir 35 Min. bei
130 V aufgetrennt. Als Marker wurden die GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, 100 bp Plus Ladder
oder Low Range DNA Ladder (alle Fermentas) verwandt.

Zur Aufreinigung des PCR-Produktes wurde das NucleoSpin Extract 11 Kit (Macherey-Nagel)
nach Herstellerangaben angewandt und die DNA in 50 pL H,O eluiert. Die DNA-Konzentration

wurde mit Hilfe des NanoDrops (Thermo Scientific) bestimmt.

3.8.4 Kilonierung von miR-29a in LeGO-Vektoren

Zur exogenen Expression von miR-29a (s. 3.9.2) wurde die Sequenz der humanen, reifen miR-29a
mit einem 172 Basenpaariiberhang Richtung 3’-Ende und einem 164 Basenpaariiberhang Rich-
tung 5-Ende (Sequenz s. Anhang) in verschiedene LeGO-Vektoren kloniert (Abbildung 3.8.1).

Die humane miR-29a Sequenz wurde zundchst mittels PCR aus genomischer DNA amplifi-
ziert (miR-29a_fv, miR-29a_rv) und aufgereinigt (s. 3.8.3). Fiir die Klonierung in den LeGO-iG2
Vektor wurden die Primer miR-29a_BamHI_fw und miR-29a_EcoRI_rv verwandt. Fiir die Klo-
nierung in den LeGO-G_U6 Vektor wurden die Primer miR-29a_Xhol_fw und miR-29a_NotI_rv
verwandt. Durch die Amplifikation wurden gleichzeitig die Schnittstellen fiir die Restrikti-
onsenzyme BamHI und EcoRI bzw. Xhol und NotI an die DNA-Sequenz angefiigt. Das PCR-
Produkt hatte eine Grofie von 406 Basenpaaren (bp). Die Vektoren und das PCR-Produkt wur-
den mit den entsprechenden Restriktionsenzymen (LeGO-iG2: BamHI, EcoRI; LeGO-G_U6:
Xhol, Notl, alle FastDigest, Fermentas) in folgenden Ansitzen geschnitten:
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. Xbal - 677 - T'CTAG_A

Bgill - 928 - A'GATC_T

HindIII - 1242 - A'AGCT_T
Xhol - 1263 - C'TCGA_G

Xbal -2616 - T'CTAG_A s . 5 Xbal - 2616 - T'CTAG A

Xhol - 2950 - C'TCGA_G
Xhol - 3202 - C'TCGA_G

\
Norl - 3356 - GC'GGCC_GC

Abbildung 3.8.1: Vektorkarten der verwandten LeGO-Vektoren und pSUPER. Restriktionsschnittstel-
len = blau, humane miR-29a Sequenz mit 3'- und 5'-Uberhang = pink, eGFP = griin, U6-Promotor = hell-
blau, H1-Promotor = gelb. Vektorkarten von (a) LeGO-iG2_miR-29a, (b) LeGO-G_U6.miR-29a, (c) LeGO-
G_H1.miR-29a und (d) pSUPER_miR-29a. Dargestellt sind die zur Klonierung verwandten Restriktionsschnitt-
stellen.

Restriktionsansatze

PCR-Produkt LeGO-Vektor Inkubation
FastDigest Puffer 2uL FastDigest Puffer 2 uL 37 °C 15 Min.
Restriktionsenzym I 1uL Restriktionsenzym I 1 uL 82 °C 5 Min.
Restriktionsenzym II 1uL Restriktionsenzym II 1 uL

Dpnl 1uL Vektor-DNA x uL

miR-29a DNA 25 uL H,O 16 - x uL

Gesamt 30 uL Gesamt 20 uL

Dabei wurde die DNA-Menge des Vektors an die verwandte DNA-Menge des PCR-Produktes
angepasst. Anschlieflend erfolgte die Ligation der DNA von miR-29a in den LeGO-Vektor mit
Hilfe des Rapid DNA Ligation Kit (Fermentas) fiir 5 Min. bei RT. Zur Expression der gene-
rierten Plasmide wurden kompetente E. coli Bakterien (TOP10) mit Hilfe der KCM-Methode
transformiert und auf Ampicillin-haltigem LB-Agar selektioniert (s. 3.8.1). Nach Isolierung
der Plasmid-DNA wurden positive Klone mittels Restriktionsverdau mit BamHI, und EcoRI
(LeGO-iG2, 406 bp) bzw. Xhol und Notl (LeGO-G_U6, 406 bp) identifiziert und durch Sequen-

30



zierung bestitigt.

Promotoraustausch in LeGO-G_UG6

Zum Austausch des murinen U6-Promotors in LeGO-G_U6 gegen einen humanen H1-Promotor
wurde der von Brummelkamp et al. entwickelte pSUPER Vektor verwandt [145]. Der Vektor
wurde urspriinglich zur Synthese von small interfering RNAs in Saugerzellen entwickelt und
tragt den humanen H1-Promotor. Aufgrund gleicher Restriktionsschnittstellen (Xbal, Xhol) um
den H1-Promotor in pSUPER und um den U6-Promotor in LeGO-G_U6 (Abbildung 3.8.1 (b)
und (d)), ist ein einfacher Austausch der Promotoren moglich.

Um die Expression von miR-29a unter dem H1-Promotor zu erreichen wurde zunéchst die
DNA-Sequenz der humanen, reifen miR-29a in pSUPER kloniert. Dazu wurde die miR-29a Se-
quenz aus dem LeGO-G_miR-29a Vektor mit Hilfe der Primer miR-29a_100 bp flank_BglII_fw
und miR-29a_100 bp flank_HindIII_rv amplifiziert. Die Anzahl der die reife miR-29a Sequenz
umgebenden Nukleotide wurde hierbei auf 100 bp reduziert. Durch die Amplifikation wurden
die Schnittstellen fiir die Restriktionsenzyme BglII und HindIII an die DNA-Sequenz angeftigt.
Das PCR-Produkt hatte eine Grofse von 314 bp. Der Vektor und das PCR-Produkt wurden mit
den Restriktionsenzymen Bglll und HindIIl (Ansatz s. oben: Restriktionsansitze) geschnitten.
Dabei konnte der pSUPER Vektor nicht gleichzeitig mit beiden Enzymen geschnitten werden.
Die Schnittstellen der beiden Enzyme liegen so nah beieinander, dass es zu einer sterischen
Hinderung kommen wiirde. Anschlieffend erfolgte die Ligation (Rapid DNA Ligation Kit, Fer-
mentas) und Transformation in E. coli (s. 3.8.1). Nach Identifizierung positiver Klone (EcoRI,
HindIII: 535 bp und 2949 bp) wurde Plasmid-DNA (pSUPER_miR-29a) isoliert (s. 3.8.2). LeGO-
G_U6 und pSUPER_miR-29a DNA wurden mit den Enzymen Xbal und Xhol geschnitten und
anschliefiend tiber ein Agarose Gel praparativ mit Hilfe des NucleoSpin Extract II Kits (Machery-
Nagel) aufgereinigt (H1.miR-29a: 586 bp; LeGO-G_U6: 7133 bp, s. Abbildung 3.8.1 (c)). Nach
Ligation der zwei DNA-Bereiche und anschliefender Transformation in E. coli (s. 3.8.1) wur-
den positive Klone auf einem Ampicillin-haltigen Selektionsagar (Xbal, Xhol: 586 bp, 7133 bp,
s. Abbildung 3.8.1 (d)) identifiziert und mittels Sequenzierung bestatigt.

3.9 Exogene Expression von miR-29a durch lentivirale Transduktion

Unter Transduktion wird der Gentransfer mit Hilfe viraler Vektoren in eine Zielzelle verstan-
den. In dieser Arbeit wurden hierfiir so genannte LeGO-(Lenitiviral Gene Ontology) Vektoren
verwandt [146] (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von B. Fehse, UKE Hamburg). Es
handelt sich hierbei um ein retrovirales System, welches auf lentiviralen HI-Viren basiert. Das
System fiihrt zum stabilen Einbau eines Gens in das Genom der Zielzelle. Allerdings sind
diese transgenen Viruspartikel nur noch infektios und nicht mehr replikationsfahig. Deshalb

muss das Expressionsplasmid (LeGO-Vektor) zusammen mit Plasmiden, welche fiir struktu-
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relle und regulatorische Proteine kodieren (s. Abbildung 3.9.1: gag/pol, rev, env), transfiziert
werden. Durch eine so genannte Verpackungszelllinie (hier HEK293T Zellen) werden infekti-
Ose Viruspartikel gebildet. Die in dieser Arbeit verwandten LeGO-Vektoren exprimieren als
Nachweisgen das enhanced green fluorescent protein (eGFP). Transduzierte Zellen konnen so mit
Hilfe der Durchflusszytometrie identifiziert werden. Als Kontrollplasmid wurde der LeGO-G2
Vektor verwandt. LeGO-iG2 konnte nicht als Kontrolle verwandt werden, da ein Gen unter der

Kontrolle einer IRES ohne vorgeschaltetes Gen nur sehr ineffizient exprimiert wird.

hJ hJ

+

N o

TR Lyt ARE § covr 105 Gen s LWORBRS | wore | s |

HEK-293T
Zelle

Viruspartikel Zielzellen

Abbildung 3.9.1: Verlauf der lentiviralen Transduktion. Schematische Darstellung des Verlaufes der lenti-
viralen Transduktion. Eine Verpackungszelllinie wird mit dem fiir das Zielgen kodierenden Expressionsvektor
(LeGO-Vektor) zusammen mit Vektoren, welche fiir strukturelle und regulatorische Proteine der Viren kodieren
(gag/pol. rev, env) transfiziert. Nach 24 - 48 Std. kénnen infektiose, jedoch nicht-replikationsfahige Viren aus
dem Uberstand der HEK293T Zellen geerntet werden. Die Zielzellen werden mit den Viruspartikeln infiziert,
wodurch es zum stabilen Einbau des Zielgens in das Genom der Zielzelle kommt. AnschlieBend exprimieren die
transduzierten Zielzellen das Zielgen und das Nachweisgen (eGFP). LTR = long terminal repeat, ¢ = Ver-
packungssignal, RRE = rev responsive element, cPPT = central polypurin tract, IRES = interne ribosomale
Eintrittsstelle, WRPE = woodchuck posttranscriptional regulatory element, gag = group antigen (Polyprotein),
pol = reverse Transkriptase, env = envelope protein. (modifiziert aus [100]).

3.9.1 Kultur von HEK293T Zellen

Bei der immortalisierten, adhdrenten Zelllinie HEK293T handelt es sich um humane embryo-
nale Nierenzellen (Human Embryonic Kidney), welche zusatzlich das SV40 large T-Antigen expri-

mieren. Im Rahmen der lentiviralen Transduktion wurde diese Zelllinie als Verpackungszelli-
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nie zur Generierung viraler Partikel genutzt. Fiir die Kultivierung der HEK293T Zellen wurden
10 cm Zellkulturschalen (Sarstedt) und HEK-Medium verwandt. Zu Beginn wurden die Zellen
zu 2 x 10° Zellen/mL ausgesit. Anschliefend wurden die Zellen alle zwei Tage im Verhiltnis
1:10 verdiinnt. Dafiir wurde zundchst das Medium von den adhédrenten Zellen abgenommen.
Die Zellen wurden vorsichtig mit 5 mL angewdrmtem (37 °C) PBS gewaschen und mit 1,5 mL
angewdrmten Trypsin-EDTA (GIBCO) abgelost. Zum Ablosen der Zellen wurde die Zellkul-
turschale vorsichtig geklopft. Durch pipettieren wurden die Zellen vereinzelt und mit Zugabe
von 8,5 mL HEK-Medium die Trypsinaktivitit gestoppt. Zur weiteren Kultur wurde 1 mL der

Zellsuspension mit 9 mL HEK-Medium gemischt. Maximal 30 Passagen wurden durchgefiihrt.

3.9.2 Generierung lentiviraler Infektionspartikel

Zur Herstellung lentiviraler Infektionspartikel wurden 5 x 10° HEK293T Zellen in einer 10 cm
Kulturschale ausgesédt und 16 Std. kultiviert. Mit Hilfe der Calciumphosphat-Methode wur-
den die Zellen anschlieflend mit den Expressionsvektoren fiir Kontroll- oder Zielgen und den

Vektoren fiir strukturelle und regulatorische Proteine transfiziert.

Plasmid Menge pro Schale
Expressionsvektor (Zielgen) 20 ug
Expressionsvektor (Kontrollgen) 10 ug
pMDLg/pRRE (gag/pol) 10 ug
PRSV-Rev (rev) 5ug
phCMV-GALV-Cyg79a (env) 5ug

Dazu wurden die Vektoren in 450 uL H,O verdiinnt und anschlieffend 50 uL. Calciumchlo-
rid (CaCly, 2,5 M) zugefiigt. Die Losung wurde durch pipettieren gemischt, unter “blubbern” in
500 uL 2x HBS (Sigma-Aldrich) getropft und anschlieffend 20 Min. bei RT inkubiert. Wahrend-
dessen wurde das Medium aus der Schale der HEK293T Zellen entnommen und durch 8 mL
frisches HEK-Medium mit 25 mM Chloroquin ersetzt. Der Transfektionsansatz wurde zu den
HEK-Zellen getropft und nach 6 Std. Inkubation bei 37 °C und 5 % CO, wurde das Medium ge-
gen 8 mL frisches HEK-Medium ohne Chloroquin ausgetauscht. 24 Std. spater wurde der erste,
Viruspartikel-enthaltende Uberstand geerntet und steril filtriert (low protein-binding Sterilfilter
(Millipore)). Es wurde 8 mL frisches HEK-Medium auf die Zellen gegeben und nach weitere
24 Std. der zweite Virustiberstand abgenommen, steril filtriert und bei -80°C eingefroren. Die
HEK293T Zellen wurden anschlieflend entsorgt.

Um die Konzentration der Viruspartikel in der Uberstinden zu bestimmen wurden HEK293T
Zellen mit verschiedenen Mengen des Uberstandes infiziert. In einer 24well Platte wurden
HEK293T Zellen zu 5 x 10* Zellen /well in 500 uL. HEK-Medium ausgesit. Zur Adhésion wur-
den die Zellen 2 - 5 Std. bei 37°C und 5 % CO, inkubiert. Es wurde 8 yg/mL Polybren und
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der Virustiberstand in Mengen von 0,5 yL, 1 pL, 5 yL und 50 uL pro well zugefiigt. Die Zellen
wurde 1 Std. bei 2200 rpm und RT zentrifugiert und anschliefSend fiir 6 - 24 Std. bei 37°C und
5 % CO, inkubiert. Das Medium der Zellen wurde gegen 1 mL frisches HEK-Medium ohne
Polybren ausgetauscht und nach 3-tdgiger Inkubation bei 37°C und 5 % CO, wurden die Zel-
len mit 150 uL Trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich) abgelost. Durchflusszytometrische wurden die
eGFP* HEK293T Zellen quantifiziert und deren mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) in 50 pL
Zellsuspension bestimmt. 100 uL der Zellsuspension wurde fiir die Analyse der miRNA Ex-
pression (s. 3.11) verwandt. Beide Analysen dienten der Uberpriifung der Funktionalitit der
Expressionsvektoren.

Mit Hilfe folgender Formel konnte anschlieflend auf Basis der eingesetzten Zellzahl, dem
Anteil transduzierter Zellen (eGFP*) und des Volumens des eingesetzten Virustiberstandes der

Virustiter bestimmt werden:

Anzahl ausgesater Zellen x Anteil transduzierter Zellen
Volumen des eingesetzten Virusiiberstandes

Infektiose Einheiten/mL=

3.9.3 Transduktion von CD4% T-Zellen mit lentiviralen Partikeln

Primdre, humane CD4" T-Zellen wurden mit Hilfe von MACS (s. 3.7) aus PBMC:s (s. 3.2) gesun-
der Spender angereichert und anschlieflend T-Zellrezeptor-spezifisch stimuliert. Dazu wurden
1 x 10° T-Zellen mit 2 yL anti-CD3/28 Dynabeads und 20 U/mL IL-2 in 200 uL T-Zellmedium
in einer 96well Rundbodenplatte fiir zwei Tage bei 37°C und 5 % CO; kultiviert.

Zur Durchfithrung der Transduktion mussten zunéchst die wells einer 24well Platte (Falcon)
mit Retronektin (9 pg/cm?) beschichtet werden. Dazu wurden pro well 18 ug Retronektin in
500 uL PBS gelost und fiir 2 Std. bei RT oder iiber Nacht bei 4 °C unter Parafimverschluss
im well inkubiert. Anschlieffend wurde die Retronektin-Losung abgenommen, 500 pL Block-
Losung zugefiigt und fiir 30 Min. bei RT inkubiert. Nachdem mit 600 yL Waschlosung gewa-
schen wurde, wurden die wells mit Viruspartikeln beladen. Dazu wurden die hergestellten Vi-
rustiberstande (s. 3.9.2) im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und das Volumen entsprechend einer
multiplicity of infection (MOI) von 10 in die wells gegeben. Es wurde 1 Std. bei 2200 rpm und
4 °C zentrifugiert. Die wells wurden mit mindestens 250 uL, maximal 750 yL Virustiberstand
beladen. Zur Berechnung der MOI musste beriicksichtigt werden, dass mit jedem Beladungs-
schritt 50 % der Viruspartikel an die Oberfldche der wells binden. Bei einer MOI von 10 wur-
den fiir 2,5 x10° T-Zellen damit 5 x 10° Viruspartikel benéstigt. Die zuvor aktivierten T-Zellen
wurden in ein 15 mL Falcon {iberfiihrt, 5 Min. bei RT und 1500 rpm zentrifugiert und zur Be-
stimmung der Zellzahl (s. 3.3) in 1 mL T-Zellmedium resuspendiert. Anschlieffend wurden die
T-Zellen zu 2,5 x10° Zellen /24well in 500 uL T-Zellmedium mit 20 U/mL IL-2 auf die Virus- und
Retronektin-beschichteten wells gegeben. Nachdem die T-Zellen fiir 24 Std. bei 37°C und 5 %

CO; kultiviert wurden, wurden die Zellen resuspendiert, in ein 15 mL Rohrchen tiberfiihrt und
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fiir 5 Min. bei 1500 rpm und RT zentrifugiert. Je ein 24well wurde anschlieflend in sechs 96wells
tiberfiihrt. Dazu wurden die Zellen in 1,2 mL vorgewédrmten T-Zellmedium mit 20 U/mL IL-2
resuspendiert und zu 200 pL/96well in Kultur genommen (37°C, 5 % CO,).

Zwei Tage nach der Transduktion wurde die T-Zellen durchflusszytometrisch beztiglich der
Expression von eGFP analysiert. Bei der Transduktion von T-Zellen wurden neben dem Zielgen
(miR-29a)-kodierenden Expressionsvektor zwei Expressionkontrollen verwandt. Zum einen ei-
ne Positivkontrolle, bei welcher der Expressionsvektor konstitutiv eGFP exprimiert (im Fol-
genden Kontrolle genannt), zum anderen eine Negativkontrolle, in welcher die Zellen nicht mit

Virusiiberstand behandelt wurden (im Folgenden untransduziert genannt).

3.10 Inhibition der miR-29a Expression mit Hilfe von Antagomirs

Antagomirs sind chemisch synthetisierte Oligonukleotide, welche aufgrund von Sequenziiber-
einstimmungen iiber Basenpaarung die Funktionalitdt von microRNAs inhibieren. Der Einsatz
solcher Antagomirs kann damit den Funktionsverlust spezifischer miRNAs nachahmen, so
dass die Auswirkung auf potentielle Zielgene untersucht werden kann.

Bei der Inhibition der endogenen Expression von miR-29a in priméren, humanen PBMCs
wurden die miRIDIAN Produkte von Dharmacon verwandt. Als Kontrollen dienten dabei eine
untransfizierte Probe, eine Positivkontrolle, eine Negativkontrolle, sowie eine Transfektions-
kontrolle. Bei der Positivkontrolle wurde als Ziel- miRNA eine gut konservierte, in vielen hu-
manen Zelllinien exprimierte miRNA (miR-16) verwandt. Die Negativkontrolle hatte als Ziel
eine miRNA des Fadenwurms Caenorhabditis elegans (cel-miR-67). Diese miRNA weifst die mini-
malste Sequenziibereinstimmungen mit humanen miRNAs auf. Bei der Transfektionskontrolle
handelt es sich ebenfalls um die Antagomir gegen cel-miR-67, welche zusétzlich mit dem Fluo-
reszenzfarbstoff Dy457 gekoppelt ist.

Zur Transfektion von T-Zellen mit Anatgomirs wurden in einer 96well Platte frisch isolierte
PBMCs (s. 3.2) zu 1,5 x 10° Zellen/well mit 2 uL anti-CD3/28 Dynabeads, in T-Zellmedium
ohne Antibiotikum ausplattiert. Es wurde fiir 16 Std. bei 37°C und 5 % CO, inkubiert und
anschliefSend transfiziert. Dazu wurde eine 5 yM Losung der Antagomr-29a und der Kontroll-
Antagomirs in siRNA-Puffer (Dharmacon) hergestellt (im Folgenden als miRNA-L&sung be-
zeichnet). Je Antagomir wurden zwei Reaktionsgefdfse vorbereitet. In ersten Reaktionsgefafs
wurde zu 9 uL T-Zellmedium 1 pL miRNA-Losung gegeben, im zweiten Reaktionsgefafl wur-
den zu 9,5 yL T-Zellmedium 0,5 yL. DharmaFECT 4 (DF4) gegeben. Es wurde fiir 5 Min. bei RT
inkubiert. Der Inhalt des ersten Reaktionsgefdfies wurde in das zweite Reaktionsgefaf tiber-
fithrt und die Transfektionslosung aus T-Zellmedium, miRNA-Losung und DF4 wurde fiir
20 Min. bei RT inkubiert. Anschlieffend wurde 80 yuL T-Zellmedium zugefiigt. Die stimulierten
Zellen wurden fiir 5 Min. bei RT und 1500 rpm zentrifugiert und der Uberstand abgeworfen.

100 pL der Transfektionslosung wurden ins well mit den zu transfizierenden Zellen gegeben
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und die Zellen fiir 48 Std. bei 37°C und 5 % CO; inkubiert. Zur Analyse der Zytokinexpression
der transfizierten Zellen, wurde 50 uL Zellsuspension restimuliert (s. ) und durchflusszytome-
trisch analysiert. Fiir die Analyse der miRNA-Expression (s. 3.11) wurden 500 pL Zellsuspensi-

on verwandt.

3.11 Isolation und Analyse von microRNAs

Die Isolierung von miRNAs erfolgte aus PBMCs, angereicherten T-Zellen oder HEK293T Zellen
mit Hilfe des microRNA Isolation Kit (Ambion) nach Herstellerangaben. Fiir Probenmaterial
von TB-Patienten und Kontrollen aus Ghana wurde die miRNA Isolation von A. Afum-Adjei
Awuah am KCCR durchgefiihrt. Die reverse Transkription und qPCR erfolgte anschlieflend

durch mich.

3.11.1 Isolation von miRNAs

Mindestens 2,5 x 10° Zellen wurden pelletiert (Zentrifugation fiir 5 Min. bei 1500 rpm und
4 °C) und in 600 pL Lysis/Binding Solution resuspendiert. Nach Zugabe von 60 pL miRNA Ho-
mogenate Additive wurde die Suspension fiir 10 Min. bei RT inkubiert. Es wurden 660 pL Phe-
nol:Chloroform zugefiigt und die Suspension fiir 45 Sek. gemischt. Zur Phasentrennung wurde
fiir 5 Min. bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert und anschliefSlend die obere, wéassrige
Phase in ein neues Reaktionsgefaf3 tiberfiihrt. Es wurde das 1,25-fache Volumen der wéssrigen
Phase an Ethanol zugefiigt und das Gemisch auf die Sdaule aufgetragen. Nach Zentrifugation
fiir 30 Sek. bei 10.000 rpm und RT wurde der Durchfluss verworfen. Die Sdule wurde einmal
mit 700 uL Wash Solution 1 und anschlieflend zweimal mit Wash Solution 2/3 gewaschen (Zen-
trifugation fiir 30 Sek. bei 10.000 rpm und RT). Zum Trocknen der Sdule wurde 1,5 Min. bei
10.000 rpm und RT zentrifugiert und anschliefiend die gesamte RNA mit 100 pL H,O eluiert.

3.11.2 Analyse der miRNA Expression

Zum Nachweis der miRNA Expression mittels real-time PCR (qPCR) wurden zwei Ansitze
verwandt. Zum Einen wurde die miRNA-Expression in einem 96well Platten-Assay nachgewie-
sen, zum Anderen wurde die miRNA-Expression in Einzelassays nachgewiesen. Fiir die 96well
Plattenassay wurde 500 ng der isolierten RNA in komplementdre DNA (cDNA) und fiir die Ein-
zelassays wurde 100 ng der isolierten RNA in cDNA umgeschrieben. Dazu wurde eine reverse
Transkription mit eine Pool spezifischer TagMan™ Primer (96well Platten-Assay) oder einzelner
spezifischer TagMan™ Primer (Einzelassays) fiir die zu analysierenden miRNAs durchgefiihrt.
Die Primer wurden kommerziell von Applied Biosystems erworben und in folgenden Ansit-

zen verwandyt:
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Ansatz 96well Plattenassay Programm

H,O 8,6 uL - x pL 16 °C 30 Min.
10x RT Puffer 1,5uL 42 °C 30 Min.
25 mM MgCl, 1,8 uL 85°C 5 Min.
100 mM dNTPS 0,4 pL

RNAse Inhibitor (20 U/mL) 0,2puL

MultiScribe RT (50 U/mL) 1,5uL

TaqManTM Primerpool A/B 1pL

RNA (500 ng) x puL

Gesamt 15 ulL

Ansatz Einzelassay Programm

H,O 9,66 uL - x uL 16 °C 30 Min.
10x RT Puffer 1,5uL 42 °C 30 Min.
100 mM dNTPS 0,15 pL 85°C 5 Min.
RNAse Inhibitor (20 U/mL) 0,19 uL

MultiScribe RT (50 U/mL) 0,5uL

TaqManTM 5x miRNA spez. RT Primer 3uL

RNA (100 ng) x uL

Gesamt 15 ulL

Die Quantifizierung der miRNNA Expression wurde mit Hilfe von spezifischen TaqManTM
Primern mit Sonden (Applied Biosystems) fiir die einzelnen miRNAs durchgefiihrt. Im 96well
Platten-Assay waren die Primer bereits in den einzelnen wells enthalten. Bei den Einzelassays

wurden die Primer dem qPCR Ansatz zugefiigt. Es wurden dabei Doppelwerte in folgenden

Ansédtzen bestimmt:
Ansatz 96well Plattenassay Programm
H,O 9,85 uL. 16°C 30 Min.
TagMan 2x Universal MM 10 pL 40 Zyklen ~ 95°C 15 Sek.
cDNA 0,15 pL 60°C 60 Sek.
Gesamt 20 uL
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Ansatz Einzelassay Programm

H,O 8uL 16 °C 30 Min.
TagMan 2x Universal MM 10 uL 40 Zyklen  95°C 15 Sek.
TagMan 20x miRNA spez. qPCR Primer 1 uL 60 °C 60 Sek.
cDNA 1uL

Gesamt 20 uL

3.11.3 Analyse der pre-miR-29a Expression

Zur Analyse der pre-miR-29a Expression wurde die gesamte RNA aus den zu analysierenden
Zellen isoliert (s. 3.11.1). Dazu wurden Primer verwandt, welche im Ubergangsbereich der Se-
quenz von pri- und pre-miR29a binden. Anschlieffend wurde eine reverse Transkription und
eine qPCR mit Hilfe von SYBRGreen durchgefiihrt. Fiir die reverse Transkription wurde 1 pg
RNA eingesetzt. Nach dem unten dargestellten Ansatz wurden zundchst RNA und Primer fiir
5 Min. bei 65 °C inkubiert. Anschlieffend wurden alle weiteren Reagenzien zugefiigt und ent-

sprechend des unten aufgefiihrten Programms inkubiert.

Ansatz reverse Transkription Programm

H,O 11-xuL 42 °C 60 Min.
5x Puffer 4uL 70°C 15 Min.
10 mM dNTPs 2uL

M-Mulv (200 U/mL) (1:10) 1uL

RNA (1 pg) x uL
Oligo dT;g Primer (0,5 ug/uL) 2uL
Gesamt 20 uL

Fiir die qPCR wurde 5 ng cDNA pro PCR-Ansatz eingesetzt. Als internes Kontrollgen wurde
B-Actin verwandt. Die qPCR wurde in folgenden Ansatz durchgefiihrt:
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Ansatz Programm

10x PCR Puffer 1,5uL 16 °C
MgCl, 1,1uL 40 Zyklen = 95°C
10 mM dNTPs 0,3uL 60 °C

SYBRGreen (1:1000) 0,15 uL
Primer forward (10pM) 2 uL

Primer reverse (10pM)  2uL

cDNA (5 ng) x uL
H,O 7,875 uL
Gesamt 15uL

3.12 Klonierung von T-Zellen mittels Einzelzellsortierung

Zur Generierung von T-Zellklonen diente die Einzelzellsortierung. Als T-Zellklon wird eine T-
Zellpopulation bezeichnet, welche in vitro aus einer einzelnen Vorlduferzelle hervorgegangen
ist. T-Zellklone weisen spezifische Zytokinprofile auf, anhand derer sie zu den unterschiedli-
chen Ty-Zellpopulationen (Ty1, Tu2, Tul7, etc.) zugeordnet werden konnen. Die Einzelzell-
sortierung bietet die Moglichkeit der Unterscheidung nach Oberflichenmarkern wahrend der
Sortierung. Generiert wurden die T-Zellklone aus CD4"CD161* T-Zellen. Im humanen System
sind diese Zellen als Vorlduferpopulation der Ty17-Zellen beschrieben [147]. Bei der Klonie-
rung dieser T-Zellen kann so der Anteil IL-17* T-Zellklone signifikant gesteigert werden [148].

Fiir die Klonierung von T-Zellen wurden zunéchst 2 x 107 PBMCs eines gesunden Spenders
pelletiert (Zentrifugation fiir 5 Min. bei 1500 rpm und 4 °C) und anschliefiend fiir 30 Min. bei
4 °C und im Dunkeln mit anti-CD4 APC-H7 und anti-CD161 FITC im Residualvolumen gefarbt.
Die Zellen wurden mit 2 mL T-Zellmedium gewaschen (Zentrifugation fiir 5 Min. bei 1500 rpm
und 4 °C), erneut in 2 mL T-Zellmedium resuspendiert und iiber einen Filter fiir Einzelzellsus-
pensionen (CellTrics 50 yum, Partec) filtriert.

Fiir die Kultivierung der sortierten Einzelzellen werden Antigen-préasentierende Zellen (APZ)
benotigt. Die APZ dienen der Simulation einer “natiirlichen, zelluldren Umgebung” und bieten
neben der Kostimulation auch die Expression von Zytokinen. Durch y-Bestrahlung kommt es
zum Stillstand des Wachstums dieser Zellen, so dass ausschliefilich die sortierten Zellen proli-
ferieren.

1x 108 PBMCs des gleichen oder eines weiteren Spenders wurden mit radioaktiver y-Strahlung
(1%7Cs) fiir 600 Sek. bestrahlt. Die Zellen wurden zu 5,6 x 10° Zellen/mL mit 1,11 pL anti-
CD3/CD28 Dynabeads (Invitrogen) und 20 U/mL IL-2 in T-Zellmedium resuspendiert. 180 nL
dieser Suspension wurde in den inneren 60 wells einer 96well Rundbodenplatte vorgelegt. Um

Verdunstung des Mediums im Inkubator zu minimieren wurden die dufieren wells mit 200 uL
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PBS pro well befiillt. AnschlieSend erfolge die Sortierung der CD4*CD161" Einzelzellen zu 1,
2, 3,5 und 10 Zellen/well mit Hilfe des FACSAria III (BD Biosciences) (Reinheit > 90 %). Da-
bei wurden jeweils 2, 4, 4, 4 und 2 96well Platten sortiert. Anschlieflend wurden die Zellen fiir
sieben Tage bei 5 % CO, und 37 °C inkubiert. Es folgte die Zugabe von 20 U/mL IL-2 in jedes
well und weitere sieben Tage Inkubation bei 5 % CO, und 37 °C. Mit Hilfe eines Lichtmikro-
skops wurde jedes well auf einen wachsenden T-Zellklon untersucht. Analysiert wurden nur
Klone, welche auf Platten wuchsen, die < 37 % positive wells aufwiesen. Nur auf diesen Platten
kann statistisch davon ausgegangen werden, dass der entstandene T-Zellklon aus einer ein-
zelnen Vorlduferzelle gewachsen ist. Die Analyse der T-Zellklone beziiglich ihres Zytokinpro-
fils erfolgte nach Restimulation mit PMA /Ionomycin und intrazelluldrer Firbung mit folgen-
den Antikorpern: anti-CD40L APC-eFluor780 (0,5 nL, eBiosciences), anti-TNFa AlexaFluor700
(0,01 L, BD Biosciences), anti-IFNy PE-Cy7 (0,5 nL, BD Biosciences), anti-IL-17 V450 (0,2 uL, BD
Biosciences) und anti-IL-4 PE (0,075 pL, BD Biosciences). Anschliefiend wurde in ausgewahlten

Klonen die miRNA Expression bestimmt (siehe 3.11).

3.13 In vitro Stimulation von primaren humanen T-Zellen

3.13.1 Kurzzeitstimulation zur Bestimmung des Zytokinprofils (Restimulation)

Im well einer 96well Rundbodenplatte wurden 5 x 10* - 2 x 10° Zellen in 200 pL T-Zellmedium
mit 10 ng/mL Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) und 1 pg/mL Ionomycin resuspendiert.
Um die Sekretion der Zytokine zu verhindern wurde gleichzeitig 1 mg/mL Brefeldin zugeftigt
und die T-Zellen 16 Std. bei 5 % CO, und 37 °C stimuliert. AnschliefSend wurde eine intrazellu-
lare Farbung der T-Zellen durchgefiihrt (siehe 3.6). Die Farbung erfolgte mit folgenden Antikor-
pern: anti-CD40L APC-eFluor780 (0,5 pL, eBioscience), anti-TNFa AlexaFluor700 (0,01 pL, BD
Biosciences), anti-IFNy PE-Cy7 (0,5 pL, BD Biosciences), anti-IL-4 PE (0,075 uL, BD Biosciences)
und anti-IL-17 V450 (0,2 pL, BD Biosciences).

3.13.2 Stimulation zur Bestimmung der miRNA Expressionskinetik

2 x 10° Zellen naive T-Zellen wurden in ein well einer 96well Rundbodenplatte gegeben und
fiir drei, fiinf und sieben Tage mit anti-CD3/28 Dynabeads stimuliert. Als Kontrolle diente ein
unstimulierter Ansatz. Nach Stimulation wurden die Zellen pelletiert (Zentrifugation fiir 5 Min.
bei 1500 rpm und 4 °C) und mit 1 mL PBS gewaschen (Zentrifugation fiir 5 Min. bei 1500 rpm
und 4 °C). Es wurde direkt die miRNA Expression analysiert (siehe 3.11) oder die Zellen bis

zum Gebrauch bei -20 °C eingefroren.
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3.14 Einzelzellsortierung zur Isolierung von T-Zellsubpopulationen

1 x 10 PBMCs wurden fiir 5 Min. bei 1500 rpm und 4 °C zentrifugiert und im Residualvo-
lumen mit folgenden Antikdrpern fiir 30 Min. im Dunkeln gefdrbt: anti-CD4 APC-H7 (5 nL),
anti-CD45RA FITC (10 pL), anti-CCR7 PE (0,5 pL) und antiCD3 PerCP (10 pL). Mit Hilfe des
FACS-Aria III (BD Biosciences) wurden gleichzeitig, zu mindestens 2 x 10° Zellen folgenden
T-Zellsubpopulationen sortiert: naive T-Zellen (Tp,iy: CCR7*CD45RA"), zentrale Gedachtnis-T-
Zellen (Tzg: CCR7*CD45RA"), Effektor-Gedéchtnis-T-Zellen (Tgg: CCR7-CD45RA"), Effektor-
T-Zellen (Tgg: CCR7"CD45RA™). Anschlieffend wurden die Zellen pelletiert (Zentrifugation fiir
5 Min. bei 1500 rpm und 4 °C) und mit 1 mL PBS gewaschen (Zentrifugation fiir 5 Min. bei
1500 rpm und 4 °C), um die miRNA Expression in den einzelnen Populationen zu analysieren
(siehe 3.11)

3.15 Statistische Auswertung

Bei den in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten konnte nicht von einer Gleichverteilung
ausgegangen werden. Voneinander unabhidngige Daten wurden daher mit Hilfe des Mann-
Whitney U Tests analysiert. Bei der Analyse abhdngiger Daten wurde der Kruskal-Wallis Test
angewandt. Zur Analyse von Korrelationen wurde der Spearman Test angewandt. Das Signifi-

kanzniveau wurde durch folgende p-Werte dargestellt:

p>01 nicht signifikant
p<01 Tendenz

p <005 *

p <0,01 *

p < 0,001 oo
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4 Ergebnisse

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind in drei Abschnitte unterteilt. Im ersten Abschnitt wird die
Identifizierung von Kandidaten-miRNAs mit einer differentiellen Expression bei einer aktiven
Tuberkulose beschrieben. Weiterhin wurden die Kandidaten-miRNAs in T-Zellsubpopulationen
nach in vitro Stimulation und in T-Zellklonen mit einem distinkten Zytokinprofil ndher charak-
terisiert. Der zweite Abschnitt beschreibt die Identifizierung potentieller Zielgene, sowie die
Modulation der Expression der Kandidaten-miRNAs. Der dritte Abschnitt beschreibt die Un-
tersuchung der Kandidaten-miRNAs als Biomarker der Tuberkulose-Erkrankung und Behand-

lung.

4.1 ldentifizierung und Charakterisierung der miRNA Expression bei

der Tuberkulose

Die Beteiligung von miRNAs bei Infektionskrankheiten wurde bei viralen Infektionen wie HIV
[65] und HCV [66] bereits beschrieben werden. Auch bei bakteriellen Infektionen mit Helicob-
acter pylori [149] oder Listeria monocytogenes [68] scheinen miRNAs eine regulatorische Rolle
im Zusammenhang mit T-Zellen zu spielen. Uber die Beteiligung von miRNAs bei der Regu-
lation der Immunantwort des Wirtes nach einer Infektion mit M. tuberculosis ist jedoch wenig

bekannt.

4.1.1 Analyse der ex vivo miRNA Expression in CD4* T-Zellen von
nicht-infizierten Kontrollen, LTBI und TB-Patienten

Zur Identifizierung differentiell exprimierter miRNAs wéhrend der T-Zellantwort bei der hu-
manen Tuberkulose wurde zundchst die Expression von 29 miRNAs in CD4" T-Zellen von
Spendern mit akuter TB, LTBI und nicht M. tuberculosis-infizierten Kontrollen untersucht. Die
Auswahl der miRNAs erfolgte durch meinen Betreuer (Prof. Dr. Marc Jacobsen) vor Beginn
meiner Arbeit. Die Etablierung der Methode und die initialen Analysen wurde durch Dr. K.
Kleinsteuber durchgefiihrt. Anschlieflend habe ich das Projekt von Ihr iibernommen. Insge-
samt wurden sechs TB-Patienten, sieben LTBI und drei nicht-infizierte Kontrollen, welche in
Deutschland rekrutiert wurden, in die Studie einbezogen. Die Analyse der miRNA Expression
wurde iiber quantitative real-time PCR (qPCR) mit Hilfe eines 96well Platten Arrays durchge-
fiihrt (Details s. Material und Methoden).
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Tabelle 4.1: Expressionslevel analysierter miRNAs in nicht-infizierten Kontrollen, LTBI und TB-

Patienten aus Deutschland. Dargestellt ist der Median und die Standardabweichung (SD) der 22t-Werte
der jeweiligen miRNA. Es wurden drei nicht-infizierten Kontrollen, sieben LTBI und sechs TB-Patienten unter-
sucht. Die Ct-Werte wurden auf das housekeeping Gen RNU48 relativiert (22t RNU48). TB = Tuberkulose,
LTBI = latent M. tuberculosis-infiziert, miR = microRNA, nd = nicht detektierbar Ct = cycle threshold.

Kontrollen B LTBI
Median SD Median SD Median SD

let-7a 0,0008 0,0006 nd nd nd nd
miR-15a 0,0005 0,0003 0,0003 0,0013 0,0003 0,0008
miR-17-3p 0,1401 0,0311 0,1259 0,0403 0,071 0,02
miR-21 0,0393 0,0161 0,0438 0,0252 0,0121 0,0047
miR-23a 0,00005 0,00005 nd nd nd nd
miR-25 0,0032 0,0005 0,0027 0,0083 0,0015 0,0027
miR-26a 0,0808 0,0409 0,0928 0,0411 0,0148 0,0113
miR-27a 0,0016 0,001 0,0025 0,0054 nd nd
miR-29a 0,0687 0,0122 0,0815 0,0467 0,0233 0,0137
miR-30a* 0,728 0,0443 0,07 0,0294 0,036 0,0982
miR-98 nd nd nd nd nd nd
miR-99b 0,0003 0,0001 nd nd nd nd
miR-101 0,0008 0,0004 0,0014 0,001 nd nd
miR-106a 0,1478 0,0215 0,1185 0,0455 0,08 0,0222
miR-106b 0,0047 0,0011 0,003 0,0016 0,0018 0,0028
miR-122 nd nd nd nd nd nd
miR-126 0,0022 0,0007 0,0011 0,0013 0,0023 0,0055
miR-142-3p 0,8261 0,3628 0,6404 0,417 0,1 0,0909
miR-143 nd nd nd nd nd nd
miR-144* nd nd nd nd nd nd
miR-146a 0,3294 0,0417 0,3099 0,1966 0,2069 0,1075
miR-150 2,459 0,7761 3,8087 1,6389 2,0281 1,3939
miR-155% nd nd nd nd nd nd
miR-181a-1 0,001 0,0003 0,0007 0,0009 nd nd
miR-191 0,1224 0,366 0,0691 0,022 0,0558 0,0526
miR-203 nd nd nd nd nd nd
miR-218 nd nd nd nd nd nd
miR-223 0,8505 0,7369 0,1425 0,3888 0,1249 0,8014
miR-455-5p nd nd nd nd nd nd

Die Expressionsanalyse von CD4" T-Zellen der in Tabelle 4.1.1 dargestellten miRNAs zeigte,
dass 16 der 29 analysierten miRNAs in den nicht-infizierten Kontrollen, LTBI und TB-Patienten
nachweisbar waren. Drei weitere miRNAs (miR-let-7a, miR-23a und miR-99b) waren in allen
Kontrollen, jedoch in mindestens zwei LTBI oder TB-Patienten nicht nachweisbar. 11 miRNAs

waren weder in den Kontrollen, noch in den LTBI oder TB-Patienten nachweisbar.
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Abbildung 4.1.1: Ex vivo miRNA Expression in CD41 T-Zellen von nicht-infizierten Kontrollen, TB-
Patienten und LTBI aus Deutschland. Vergleich der miRNA Expression der differentiell exprimierten miRNAs
zwischen nicht-infizierte Kontrollen (griine Symbole, n = 3), LTBI (ausgefiillte Symbole, n = 7) und TB-
Patienten (offene Symbole, n = 6). Dargestellt ist die relative Expression von miR-21 (Kreise), miR-26a
(Quadrate), miR-29a (Dreiecke) und miR-142-3p (Rauten) in CD4™ T-Zellen. Jedes Symbol stellt einen
individuellen Donor dar. Die horizontale Linien zeigen den Median. Die Ct-Werte wurden auf das housekeeping
Gen RNU48 relativiert (22t RNU48). Unterschiede wurden mittels des nicht parametrischen Mann-Whitney
U-Test auf Signifikanzen getestet. Signifikanzen: *p<0,05; **p<0,01. TB = Tuberkulose, LTBI = latent M.
tuberculosis-infiziert, miR = microRNA, Ct = cycle threshold.

Der Vergleich der miRNA Expression in CD4* T-Zellen zwischen TB-Patienten und LTBI
ergab Expressionsunterschiede fiir die miRNAs miR-21, miR-26a, miR-29a und miR142-3p. Fiir
die vier miRNAs wurde in TB-Patienten eine geringere Expression (miR-21: p = 0,035, miR-26a:
p = 0,005, miR-29a p = 0,008, miR-142-3p p = 0,002) gezeigt. LTBI und nicht-infizierte Kontrollen
wiesen vergleichbare Mengen der Kandidaten-miRNAs auf (Abbildung 4.1.1). Alle weiteren,
auf dem Platten-Array analysierten 25 miRNAs zeigten keine differentielle Expression. Initiale
Analysen zeigten eine Zunahme der Expression der vier Kandidaten-miRNAs unter Therapie
in CD4" T-Zellen von TB-Patienten (durchgefiihrt von Dr. K. Kleinsteuber, Daten nicht gezeigt).

Die hier durchgefiihrte ex vivo Analyse der miRNA Expression in CD4" T-Zellen in TB-
Patienten und LTBI legen eine Bedeutung von miRNAs, speziell miR-21, miR-26a, miR-29a

und miR-142-3p bei der T-Zellantwort wahrend einer aktiven Tuberkulose nahe.

4.1.2 Charakterisierung der Expression der Kandidaten-miRNAs in T-Zellen

Bisherige Forschungsergebnisse zeigen ein breites Spektrum exprimierter miRNAs in T-Zellen,
sowie variierende Expressionprofile zwischen T-Zellentwicklungsstadien und T-Zellsubpopulationen
[127,125, 126]. Zur genauen Charakterisierung der miRNA-Kandidaten wurde deren Expressi-

on in T-Zellsubpopulationen und im Zusammenhang mit der Aktivierung und Polarisierung
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von T-Zellen analysiert.

Charakterisierung der ex vivo Expression von miRNAs in CD41 T-Zellsubpopulationen

Zur Untersuchung von T-Zellsubpopulationen wurden naive (Thaiv), Effektor-(Tgg), zentrale
Gedéachtnis-(Tzg) und Effektor-Gedéchtnis-(Tgg) T-Zellen mittels fluoreszenzaktivierter Zell-
sortierung angereichert. Anschlieffend wurden die Expression der Kandidaten-miRNAs mit-

tels JPCR in Einzelassays, unter Verwendung spezifischer TaqMan(TM) Sonden analysiert.

(a)

Lymphozyten - 3 w' Tpg L
i CD4+*CD3*

112500

CCR7

Q
vy 75000
%]

37500

5 a 5
o 50000 100000 150000 2000 E 10 10 10 10

FSC cD3 CD45RA
miR-21 miR-26a miR-29a miR-142-3p

-~ 10 . .

'_'E . ! ;

& ‘ . :

) : : : [ e

§ : : E W T

a  10°

(] ' ] . - T

= . 1 [ G

3 ‘ . ‘

fn} . ! )

2 : : :

= . . ‘

E 10-1 : : :

Abbildung 4.1.2: Ex vivo miRNA Expression in T-Zellsubpopulationen. Dargestellt ist der Vergleich der
Expression der Kandidaten-miRNAs in naiven (Tpajy, offen), Effektor- (Tgg, grau), zentrale Gedachtnis- (Tzg,
dunkel grau) und Effektor-Gedachtnis-T-Zellen (Tgg, schwarz). (a) Aus den PBMCs wurde anhand von GroBe
und Granularitdt (FSC/SSC) die Lymphozytenpopulation ausgewihlt, anschlieBend erfolgte die Auswahl der
CD3"CD4™ Zellpopulation aus welcher die T-Zellsubpopulationen sortiert wurden. (b) Via qPCR in Einzelassays
wurde die Expression von miR-21, miR26a, miR-29a und miR-142-3p {iber spezifische TagMan (TM) Sonden in
den T-Zellsubpopulationen quantifiziert. Dargestellt ist ein reprasentatives Beispiel (Doppelwertbestimmung,
Median mit Umfangsbereich), in dem nach Relativierung auf das housekeeping Gen auf die naiven T-Zellen
relativiert (2AAC" Thaiv, gepunktete Linie) wurde. Ct = cycle threshold.

Abbildung 4.1.2 (a) zeigt das Vorgehen bei der Auswahl der Zellpopulationen nach Grofie
und Granularitdt (FSC/SSC). Anschlielend erfolgte die Analyse der CD3*CD4* T-Zellen be-
ziiglich der Expression der Oberflichenmarker CCR7 und CD45RA. In Abbildung 4.1.2 (b) ist
die Expression der Kandidaten-miRNAs in den einzelnen T-Zellsubpopulationen relativiert
auf naive T-Zellen (gepunktete Linie) gezeigt. Alle vier analysierten miRNAs wurden in den

untersuchten T-Zellsubpopulationen exprimiert. Fiir miR-21 ist beim Vergleich mit Tp,;y und
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Tgg in den Tgg und Tzgeine leichte Erthohung der Expression zu detektieren. MiR-26a dagegen
zeigt eine leicht verringerte Expression in Tgg und Tz verglichen mit den Tya;y. Fiir miR-29a
und 142-3p zeigte sich in den analysierten T-Zellsubpopulationen keine unterschiedliche Ex-
pression.

Insgesamt schwankte die miRNA Expression zwischen den untersuchten T-Zellsubpopulationen

und auch interindividuell stark, was auf den Einfluss weiterer Faktoren hindeutet.

Charakterisierung der Expression von miRNAs nach in vitro Stimulation naiver T-Zellen.

Uber die Regulation der identifizierten miRNA-Kandidaten ist nur sehr wenig bekannt. Da-
her wurde untersucht, ob die Aktivierung von Tp,, einen Einfluss auf die Expression der
Kandidaten-miRNAs hat. Fiir miR-155 ist eine Hochregulation in CD4" T-Zellen nach Stimula-
tion mit anti-CD3/28 Antikorpern beschrieben [150]. Daher wurde die Expression von miR-155
als Kontrolle mit einbezogen. Nach magnetischer Zellsortierung naiver T-Zellen aus PBMCs er-
folgte die in vitro Stimulation der Zellen mit anti-CD3/28 Dynabeads fiir drei bzw. sieben Tage.

Anschliefiend wurde die miRNA Expression mittels qPCR in Einzelassays quantifiziert.
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Abbildung 4.1.3: MiRNA Expression nach in vitro Stimulation naiver T-Zellen. Analyse der relativen
Expression der Kandidaten-miRNAs nach T-Zellrezeptor-spezifischer Stimulation fiir drei bzw. sieben Tage.
Dargestellt ist der Median mit Umfangsbereich aus vier kombinierten Experimenten fiir die Expression von miR-
21 (Kreise), miR-26a (Quadrate), miR-29a (Dreiecke), miR-142-3p (Rauten) und miR-155 (Sechseck) relativiert
auf das housekeeping Gen RNU48 und anschlieBend auf die unstimulierte Kontrolle des jeweiligen Tages (224Ct
oS, gepunktete Linie). Analysen in Einzelassays. Signifikanzberechnung mit Hilfe des nicht-parametrischen
Kruskal-Wallis Test. Signifikanzen: ¥*p<0,05, Ct = cycle threshold, oS = ohne Stimulus.

Die Stimulation der Thpaiy induzierte eine signifikant erhohte Expression von miR-155 (p = 0,021)
an Tag 3. Diese Erhohung blieb bis zu Tag 7 konstant (Abbildung 4.1.3, gefiilltes Sechseck).
Da es sich bei miR-155 um eine eingefiihrte Positivkontrolle handelt, wurde ein erfolgreicher

Verlauf des Experiments angenommen. Die Expression von miR-26a war an Tag 3 signifikant
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(p = 0,020) herunterreguliert und dieses reduzierte Expressionslevel war auch an Tag 7 noch
nachweisbar (Abbildung 4.1.3, Quadrate). Die Aktivierung der naiven T-Zellen hatte im Zeit-
verlauf keinen Einfluss auf die Expression von miR-21, miR-29a und miR-142-3p (Abbildung
4.1.3, Kreise, Dreiecke und Rauten).

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die Expression von miR-26a nach T-Zellrezeptor-

spezifischer Stimulation naiver T-Zellen herunterreguliert wird.

Charakterisierung der miRNA Expression in T-Zellklonen mit distinktem Zytokinprofil

Zur Untersuchung einer moglichen Rolle der Kandidaten-miRNAs bei der T-Zellpolarisierung
wurden T-Zellklone generiert (Details siehe 3.12). Diese wurden anhand ihres Zytokinprofils
in Tyl, Tyl7, Tyl7/1 T-Zellklone unterteilt werden. AnschliefSend wurden die T-Zellklone
beziiglich der Expression der Kandidaten-miRNAs und miR-155 vor und nach Restimulation

mittels JPCR in Einzelassays analysiert.
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0,66% .|1,32% ] 1,08%

25,979

10'{35,19%

IFNg
IFNg
IFNg

23 24% 1,27% 1954,03% - - 7°33,98% . 4,85%
-10'10°10° 10° 10° 10° -10'10°10° 10° 10 10° -10'10"10° 10° 10° 10°

IL-17 IL-17 IL-17

Abbildung 4.1.4: Zytokinprofil von T-Zellklonen. Exemplarische Darstellung des Zytokinprofils von drei
T-Zellklonen (Ty1, Tyl7, Ty17/1) nach Restimulation mit PMA/lonomycin. Alle drei Klone exprimierten
TNFo und kein IL-4. Ty = T-Helfer, PMA = Phorbol-12-myristat-13-acetat.

Die Bestimmung des Zytokinprofils der generierten T-Zellklone zeigte ein sehr heterogenes
Expressionsmuster fiir die analysierten Zytokine TNFo, IFNYy, IL-4 und IL-17. TNFo wurde
generell exprimiert, so dass sich die T-Zellklone ausschliefSlich in der Expression von IFNy und
IL-17 unterschieden. In Abbildung 4.1.4 ist exemplarisch fiir drei T-Zellklone das Zytokinprofil
beziiglich der Expression von IFNy und IL-17 dargestellt. T-Zellklone mit einem Anteil > 3%
IL-17*und < 3 % IFNy* Zellen wurden als Ty;17 Klone definiert. Klone mit einem Anteil > 3 %
IFNy* und < IL-17* Zellen wurden als Ty1 Klone definiert und T-Zellklone mit einem Anteil
> 3 % IFNy* und IL-17* Zellen wurden als Ti17/1 Klone definiert.
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Abbildung 4.1.5: Expression der Kandidaten miRNAs und miR-155 in T-Zellklonen mit distinktem
Zytokinprofil. Dargestellt ist der Vergleich der relativen miRNA Expression in Tyl, Ty1l7 und Ty17/1 Klonen
der Kandidaten-miRNAs (miR-21 (Kreise), miR-26a (Quadrate), miR-29a (Dreiecke), miR-142-3p (Rauten))
und miR-155 (Sechsecke). Es wurden zwélf Tyl (IFNy™, schwarz), neun Ty17 (IL-177, blau) und fiinf
Tu17/1 (IFNYTIL-17T, griin) Klone analysiert. Die horizontale Linie stellt den Median dar. Die Ct-Werte
wurden auf das housekeeping Gen RNU48 relativiert (22t RNU48). Unterschiede wurden mittels des nicht
parametrischen Mann-Whitney U-Test auf Signifikanzen getestet. Signifikanzen: *p<0,05; **p<0,01; Tendenz:
p <0,1. Ty = T-Helfer, miR = microRNA, PMA = Phorbol-12-myristat-13-acetat.

Fiir keine der miRNA Kandidaten zeigte sich eine signifikant differentielle Expression zwi-
schen den Ty-Populationen. Allerdings zeigen die Ergebnisse fiir die miRNA Expression (vor
allem fiir miR-21) grofie Schwankungen zwischen den einzelnen T-Zellklonen. Die Expressi-
on von miR-21 reicht dabei von nicht nachweisbar bis hin zu 24¢t RNU48 = 42,51 (Abbildung
4.1.5). Im Mittel sind zwar keine Unterschiede nachweisbar, jedoch sind die Gruppen bei einer
derartigen Streuung zu klein, um eine verbindliche Aussage iiber eine Hoch- oder Herunterre-
gulation der miRNAs machen zu konnen. Ausschliefdlich fiir miR-155 konnte eine erhShte Ex-
pression in Tyl und Ti17/1 Klonen verglichen mit Ti17 Klonen detektiert werden (p = 0,028
bzw. p = 0,029) (Abbildung 4.1.5).
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Abbildung 4.1.6: Relative Expression der Kandidaten-miRNAs in T-Zellklonen nach Restimulation.
Vergleich der miRNA Expression nach Restimulation relativiert auf die unstimulierte Kontrolle in Ty1, Ty17 und
TH17/1 Klonen. Analysiert wurden die Kandidaten-miRNAs (miR-21 (Kreise), miR-26a (Quadrate), miR-29a
(Dreiecke), miR-142-3p (Rauten)) und miR-155 (Sechsecke). Es wurden zwdIf Tyl (IFNy™, schwarz), neun
Tu17 (IL-17F, blau) und finf Ty17/1 (IFNyTIL-177", griin) Klone analysiert. Die horizontale Linie stellt
den Median dar. Die Ct-Werte wurden auf das housekeeping Gen RNU48 (22t RNU48) und anschlieBend
auf die unstimulierte Kontrolle (224t 0S) relativiert. Unterschiede wurden mittels des nicht parametrischen
Mann-Whitney U-Tests auf Signifikanzen untersucht. Die Sterne im unteren Bereich der Graphik stellen die
Signifikanzen fiir den Vergleich zwischen T-Zellklonen vor und nach Restimulation mit PMA /lonomycin dar. Der
Pfeil steht fiir Hochregulation (1) oder Herunterregulation (1) nach Stimulation. Berechnung der Signifikanzen
mit Hilfe des nicht-parametrischen Wilcoxon signed rank Tests. Die gepunktete Linie zeigt den Wert (1), bei
dem keine Anderung der miRNA Expression nach Stimulation auftrat. Signifikanzen: *p<0,05; **p<0,01;
Tendenz: p <0,1. Ty = T-Helfer, miR = microRNA, PMA = Phorbol-12-myristat-13-acetat.

Beim Vergleich zwischen unstimulierten und PMA /Ionomycin stimulierten Ty1, Ty17 und
Ty17/1 Klonen (Signifikanzen im unteren Bereich der Abbildung 4.1.6) konnte fiir miR-26a die
Tendenz (p =0,0674) einer verminderten Expression nach Restimulation in Ti1 Klonen detek-
tiert werden. Fiir miR-29a und miR-142-3p konnte eine signifikant (p = 0,0039) bzw. tendenziell
(p = 0,0547) gesteigerte Expression nach Restimulation in Ty17 Klonen nachgewiesen werden.
Sowohl in Ty1, als auch in T17 Klonen stieg die Expression von miR-155 nach Restimulation
signifikant an (p = 0,042, p = 0,0078). Die Analysen zur Expression der Kandidaten-miRNAs
und miR-155 nach Restimulation unter Relativierung auf die unstimulierte Kontrolle haben
gezeigt, dass miR-29a nach Restimulation in Ty17 Klonen ( p = 0,0122) deutlich stiarker hoch
reguliert wurden im Vergleich zu Tg1 Klonen (Abbildung 4.1.6). Weiterhin konnte gezeigt wer-
den, dass es nach Restimulation tendenziell zu einer stirkeren Hochregulation von miR-142-
3p in Ty17 Klonen verglichen mit Ty17/1 Klonen kommt (Abbildung 4.1.6). Insgesamt war
die Streuung der Daten jedoch sehr hoch, so dass weitere Unterschiede beziiglich der miRNA

Expression in T-Zellklonen nach Restimulation nicht ausgeschlossen werden kénnen.
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4.2 ldentifizierung potentieller Zielgene und Modulation der

miRNA-Expression

4.2.1 ldentifizierung potentieller Zielgene der Kandidaten-miRNAs

MiRNAs regulieren die Expression von Genen durch Inhibition der Translation oder Degradati-
on der mRNA. Um die Funktion der identifizierten miRNA-Kandidaten ndher zu charakterisie-
ren wurde eine Zielgenanalyse auf Basis von Sequenziibereinstimmungen vorgenommen. Da-
zu wurde fiir jede Kandidaten-miRNA {iiber die miR-Gen Plattform (http://www.diana.pcbi.
upenn.edu/cgi-bin/miRGen/v3/Targets.cgi) eine Zielgenvorhersage durchgefiihrt. Die Ziel-
gene wurden anschliefSend beziiglich der Expression in immunologischen Geweben analysiert

(Details s. Material und Methoden).

Tabelle 4.2: Anzahl und Zuordnung von Zielgenen fiir die Kandidaten-miRNAs. Fiir die Kandidaten
miRNAs miR-21, miR-26a, miR-29a und miR-142-3p wurden mit Hilfe der miR-Gen Plattform auf Basis von
Sequenziibereinstimmungen mogliche Zielgene identifiziert. AnschlieBend wurden diese beziiglich der Expression
in lympoiden Organen (Blut, Lymphe, Lymphknoten, Milz, Thymus) untersucht und bestimmt wieviele dieser
Gene bereits validiert waren. miR = microRNA.

Anzahl Zielgene positiv Anzahl Zielgene *Anzahl der davon validierten
fiir mind. 2 Algorithmen exprimiert in mind. 2 Zielgene (Gesamtzahl
lymphoiden Organen * validierter Zielgene)
miR-21 202 144 55 (581)
miR-26a 516 410 15 (30)
miR-29a 581 404 8 (44)
miR-142-3p 288 223 11 (109)

Ve

Abbildung 4.2.1: Uberlapp der Zielgene zwischen den Kandidaten-miRNAs. Zielgene der miRNA-
Kandidaten (miR-21, miR26a, miR-29a, miR-142-3p), welche in mindesten zwei lympoiden Organen exprimiert
sind, wurden zwischen den einzelnen miRNA-Kandidaten verglichen. In den Schnittmengen ist die Anzahl oder
die Bezeichnung der von mehreren miRNAs als Zielgen vorhergesagten Gene dargestellt. miR = microRNA,
PLAG1 = pleomorphic adenomagene 1, PTEN = phosphatase and tensin homolog ACBD5 = acyl-CoA binding
domain containing 5 , RAB11A = Ras-related in brain protein 11A, TP53INP2 = tumor protein p53 inducible
nuclear protein 2, RLF = relaxin-like factor.

o
o

Die Anzahl der durch die miR-Gen Plattform vorhergesagten Zielgene lag fiir miR-21 bei 202
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Zielgenen, fiir miR-26a bei 516 Zielgenen, fiir miR-29a bei 581 Zielgenen und fiir miR-142-3p
bei 288 Zielgenen (Tabelle 4.2.1, erste Spalte). Analysen beziiglich der Expression vorherge-
sagter Zielgene in mindestens zwei lymphoiden Organen (Blut, Lymphe, Lymphknoten, Milz,
Thymus) ergaben 144 fiir miR-21, 410 fiir miR-26a, 404 fiir miR-29a und 223 fiir miR-142-3p
(Tabelle 4.2.1, zweite Spalte).

Es konnten 107 Zielgene identifiziert werden, die fiir zwei Kandidaten-miRNAs vorherge-
sagt wurden (miR-21/miR-26a = 12, miR-21/miR-2%9a = 12, miR-21/miR-142-3p = 10, miR-
26a/miR-29a = 39, miR-26a/miR-142-3p = 18, miR-29a/miR-142-3p = 16) (Abbildung 4.2.1).
Sechs Zielgene wurden von drei Kandidaten-miRNAs als Zielgen vorhergesagt. Fiir miR-21,
miR-26a und miR-29a wurde Pleomorphic adenomagene 1 (PLAG 1) und phosphatase and tensin
homolog (PTEN) identifiziert. Fiir miR-21, miR-26a und miR-142-3p konnten acyl-CoA binding
domain containing 5 (ACBD5) und Ras-related in brain protein 11A (RAB11A) als Zielgene iden-
tifiziert werden und fiir miR-26a, miR-29a und miR-142-3p wurde relaxin-like factor (RLF) als
Zielgen vorhergesagt.

Die vorhergesagten Zielgene wurden mittels der DAVID-Plattform (http://david.abcc.ncifcrf.gov /)
funktionell klassifiziert. Hierbei wurden mehrere immunologisch relevante Signalwege Identi-
fiziert: Apoptose, B-Zellrezeptor Signalweg, Calcium Signalweg, Chemokin Signalweg, FcyR-
vermittelte Phagozytose, NK-Zell-vermittelte Zytotoxizitat, T-Zellrezeptor Signalweg, Toll-like
Rezeptor Signalweg und der VEGF Signalweg. Die bei der funktionellen Klassifizierung resul-
tierenden Signalwege waren jedoch bei Erhohung der Stringenz nicht mehr signifikant. Die
Aussagekraft dieser Zuordnung ist damit begrenzt. Ein Teil der in lymphoiden Organen expri-
mierten Zielgene sind bereits validiert. Die Anzahl der validierten Zielgene unterschied sich
stark zwischen den einzelnen Kandidaten-miRNAs. Fiir miR-21 sind 55 Zielgene validiert, fiir
miR-26a 15 Zielgene, fiir miR-29a 8 Zielgene und fiir miR-142-3p sind 11 Zielgene bereits vali-
diert (Tabelle 4.2.1, dritte Spalte).

Durch die Analyse potentieller Zielgene konnten Molekiile identifiziert werden, auf deren

Basis die Funktion der miRNAs moglicherweise naher aufgeklart werden kann.

Korrelation der Expression der Kandidaten-miRNAs

Grundsitzlich besteht die Moglichkeit, dass die Regulation der Kandidaten-miRNAs auf glei-
chen oder dhnlichen Wegen erfolgt. Ein Hinweis wére hierfiir wéren vergleichbare Expressi-
onslevel der Kandidaten-miRNAs. Diese sollten an einer Korrelation der Expression zwischen
den Kandidaten-miRNAs zu erkennen sein. Daher wurde die Korrelation der Expression der

Kandidaten-miRNAs in CD4* T-Zellen in Deutschland rekrutierter Probanden analysiert.
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Abbildung 4.2.2: Korrelation der Expression der Kandidaten-miRNAs. Fiir die Kandidaten-miRNAs wurde
die Korrelation der Expression in CD4" T-Zellen von 16 Spendern analysiert (6 x TB, 7 x LTBI, 3 x nicht
M. tuberculosis-infizierte Kontrollen). Dargestellt ist die lineare Regression fiir die Korrelation der relative
Expression von (a) miR-21 mit miR-26a und miR-29a (b) miR-21 mit miR-142-3p (c) miR-26a mit miR-29a
und miR-142-3p (d) miR-29a mit miR-142-3p. Die Ct-Werte wurden auf das housekeeping Gen RNU48 (24Ct
RNU48) relativiert. Jedes Symbol stellt einen einzelnen Spender dar. Die Korrelation wurde mit Hilfe des
nicht-parametrischen Spearman Tests auf Signifikanzen untersucht. Signifikanzen: **p<0,01; ***p<0,001;
miR = microRNA.

Die Expression von miR-21 in CD4" T-Zellen korreliert signifikant mit der Expression der an-
deren drei Kandidaten-miRNAs (miR-26a: p = 0,0012, miR-29a: p = 0,0015, miR-142-3p: p = 0,0013).
Ebenfalls korreliert die Expression von miR-26a mit miR-29a und miR-142-3p (miR-29a: p < 0,0001,
miR-142-3p: p < 0,0001) und von miR-29a mit miR-142-3p (p < 0,0001).

Diese Ergebnisse legen gemeinsame Prozesse der Induktion der identifizierten KAndidaten-
miRNAs nahe.

4.2.2 Initiale Etablierung der stabilen Uberexpression von miR-29a mittels eines

lentiviralen Systems

Im vorangegangenen Abschnitt wurde die Expression der Kandidaten-miRNAs in verschie-

denen Kontexten (T-Zelldifferenzierung 4.1.2 und 4.1.5, T-Zellaktivierung 4.1.3 und 4.1.6) be-
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schrieben. Im Folgenden sollte durch Modulation der Kandidaten-miRNA Expression der funk-
tionelle Einfluss der miRNAs nédher untersucht werden. Hierfiir wurde ein lentivirales System
etabliert, welches es ermdglicht potentielle Zielgene nach exogener Expression der miRNAs
auf Proteinebene zu analysieren.

Die lentivirale Transduktion erméglicht die Modulation der Genexpression in priméren Zel-
len mit minimalen Nebeneffekten auf die Zielzellen. Verglichen mit anderen Methoden wie
Elektroporation oder Lipid-basierter Transfektion, ermoglicht die lentivirale Transduktion eine
deutlich hohere Effektivitat.

In den folgenden Experimenten werden zur initialen Etablierung des lentiviralen Systems zu-
néchst Human Embryonal Kidney (HEK) 293T Zellen mit verschiedenen, fiir die humane miR-29a
kodierenden lentiviralen Vektoren (LeGO) transduziert. MiR-29 wurde ausgewdhlt, da IFNy

als Zielgene beschrieben ist [1]. IFNY ist mittels Durchflusszytometrie einfach nachweisbar.

Transduktion von HEK293T Zellen mit miR-29a (LeGO-iG2-Vektor)

Um eine exogene Expression von miR-29a zu erreichen, wurde das humane miR-29a Gen mit
Hilfe spezifischer Restriktionsschnittstellen in den lentiviralen Expressionsvektor LeGO-iG2
kloniert (Details s. Material und Methoden). Der LeGO-iG2 Vektor kodiert zusatzlich fiir eGFP,
welches tiber eine Internal Ribosome Entry Side (IRES) an das Zielgen gekoppelt ist. Es wurden
HEK-293T Zellen mit transgenen Viren infiziert (Details s. Material und Methoden). Anschlie-
Bend wurde mittels JPCR die miR-29a Expression und mittels Durchflusszytometrie die eGFP
Expression in den HEK293T Zellen bestimmt. In eGFP positiven HEK293T Zellen, sollte bei

einem funktionsfahigen Vektor miR-29a auf RNA-Ebene nachweisbar sein.

Am dritten Tag nach Transduktion ergab sich in dem gezeigten, reprdsentativen Experiment
eine Transduktionseffizienz von 64,9 % fiir den Kontrollvektor und 18,7 % fiir den miR-29a
Vektor (Abbildung 4.2.2 (a)). Eine hohere Transduktionseffizienz fiir den Kontrollvektor war
zu erwarten, allerdings konnte in den miR-29a transduzierten Zellen keine hoch eGFP* Zell-
population detektiert werden (Abbildung 4.2.2 (a)). Die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI)
der miR-29a transduzierten Zellen (eGFP*, MFI = 1500) lag deutlich niedriger, als die des Kon-
trollvektors (MFI ~ 230.000) (Abbildung 4.2.2 (b)). Der quantitative Nachweis von miR-29a auf
RNA-Ebene zeigte einen 1,6-fachen Anstieg der Expression von miR-29a in LeGO-iG2_miR-29a
transduzierten HEK293T-Zellen (Abbildung 4.2.2 (c)) verglichen mit dem Kontrollvektor. Die
Uberexpression von miR-29a wurde allerdings nicht in aufgereinigten eGFP* HEK293T Zellen
bestimmt, so dass dieses Ergebnis die Uberexpression auf Einzelzellebene vermutlich unter-
schitzt. Der LeGO-iG2 Vektor erwies sich damit als suboptimal fiir die exogene Expression von

miR-29a. Im iG2-Vektor ist das Zielgen tiber eine IRES an das eGFP gekoppelt. Es konnte sein,
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Abbildung 4.2.3: Transduktion von HEK293T Zellen mit LeGO-iG2_miR-29a. HEK293T Zellen wurden
mit 100 pL Virusiiberstand des Kontrollvektors (LeGO-G2) und des miR-29a Vektors (LeGO-iG2_miR-29a)
infiziert, sowie nicht-infiziert (untransduziert) belassen. Nach drei Tagen wurde die Transduktionseffizienz und
die Expression von miR-29a analysiert. (a) Exemplarische Darstellung der durchflusszytometrische Analyse der
HEK293T Zellen. Der Anteil eGFP* (griin) Zellen zeigt die Effizienz der Transduktion fiir ein reprisentatives
von zwei Experimenten. Dargestellt sind die viablen Zelle (SSC/FSC). (b) Mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI)
der eGFPT Zellen der LeGO-G2, LeGO-iG2_miR-29a Zellen. Dargestellt ist der Median mit Standardfehler aus
zwei Experimenten (c) Relative Expression von miR-29a in den Zellen der Kontroll- und miR-29a Transduktion.
Dargestellt ist der Median mit Umfangsbereich fiir eine Doppelbestimmung. Die Werte wurden auf das
housekeeping Gen RNU48 und anschlieBend auf die untransduzierte Kontrolle relativiert (222t untransduziert).
miR = microRNA, Ct = cycle threshold.

dass durch die Prozessierung der miRNA die Expression des eGFP behindert wird. Deshalb

wurde als ndchstes die humane miR-29a Sequenz in einen LeGO-Vektor ohne IRES kloniert.

Transduktion von HEK292T Zellen mit miR-29a (LeGO-G-Vektor)

Der lentivirale LeGO-G Expressionsvektor ist so aufgebaut, dass Zielgen und eGFP unter zwei
verschiedenen Promotoren exprimiert werden (Details s. Material und Methoden). Dies bietet
den Vorteil, dass die Prozessierung der miR-29a keinen Einfluss auf die Translation des eGFP
hat, allerdings ist damit die Expression von eGFP nicht mehr an die Expression von miR-29a

gekoppelt.
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Abbildung 4.2.4: Transduktion von HEK293T Zellen mit LeGO-G_miR-29a. HEK293T Zellen wurden
mit 50 pL Virusiiberstand des Kontrollvektors (LeGO-G2) und des miR-29a Vektors (LeGO-G_miR-29a)
infiziert, sowie nicht-infiziert (untransduziert) belassen. Nach drei Tagen wurde die Transduktionseffizienz
und die Expression von miR-29a analysiert. (@) Transduktionseffizienz des Kontroll- und miR-29a Vektors.
Dargestellt ist der Median mit Standardfehler aus zwei Experimenten. (b) Mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI)
der eGFP™ Zellen der LeGO-G2 und LeGO-G_miR-29a transduzierten Zellen. Dargestellt ist der Median mit
Standardfehler aus zwei Experimenten. (c) Relative Expression von miR-29a in den Zellen der Kontroll-,
LeGO-G_miR-29a und LeGO-iG2_miR-29a Transduktion. Dargestellt ist der Median mit Standardfehler fiir eine
Doppelbestimmung. Die Werte wurde auf das housekeeping Gen RNU48 und anschlieBend auf die untransduzierte
Kontrolle relativiert (224t untransduziert). miR = microRNA, Ct = cycle threshold.

Die Umklonierung der humanen miR-29a Sequenz in den LeGO-G Vektor ermdglichte eine
hohe Transduktionseffizienz in den HEK293T Zellen. Bereits mit 50 uL Virusiiberstand konn-
ten 93,4 % der Zellen mit miR-29a transduziert werden (Kontrollvektor 84,2 %) (4.2.4 (a)). Die
MFI der transduzierten Zellen war ebenfalls deutlich hoher im Vergleich zum vorher verwand-
ten IRES-Vektor (LeGO-iG2_miR-29a). Diese lag sowohl fiir den Kontrollvektor, als auch fiir
den miR-29a Vektor bei ca. 250.000 (Abbildung 4.2.4 (b)). Die quantitative Analyse der miR-
29a Expression zeigte allerdings nur einen 1,6-fachen Anstieg der miR-29a Expression in den
mit LeGO-G_miR-29a transduzierten Zellen verglichen mit dem zuvor genutzten IRES-Vektor
(4.2.4 (0)).

Urséachlich dafiir konnte sein, dass der LeGO-G Vektor einen murinen U6-Promotor zur Ex-
pression des humanen Zielgens besitzt. Moglicherweise wird dadurch die Expressionseffizienz
beeintrachtigt. Aus diesem Grund wurde im nédchsten Schritt der im Mausmodell verwandte

U6-Promotor des Zielgens in LeGO-G gegen einen humanen Promotor ausgetauscht.

Transduktion von HEK293T Zellen mit miR-29a (LeGO-G_H1-Vektor)

Der Austausch des U6-Promotors im LeGO-G Vektor gegen den humanen H1-Promtor (Details
s. 3.9) wurde gewihlt, da der H1-Promotor als funktionsfahig in Saugerzellen fiir die Expressi-
on von siRNAs beschrieben ist [145].

95



10! 3

10° §

relative Expression miR-29a
(2 AAuntransduziert)

Abbildung 4.2.5: Transduktion von HEK293T Zellen mit LeGO-G_H1.miR-29a. HEK293T Zellen wur-
den mit 5 pL Virusiiberstand des Kontrollvektors (LeGO-G2) und des miR-29a Vektors (LeGO-G_H1.miR-29a)
infiziert, sowie nicht-infiziert (untransduziert) belassen. Nach drei Tagen wurde die Expression von miR-29a
analysiert. Dargestellt ist der Median mit Standardfehler fiir die relative Expression von miR-29a in den Zellen
der Kontroll- und miR-29a Transduktion. Die Werte wurden auf das housekeepin Gen RNU48 und anschlieBend
auf die untransduzierte Kontrolle relativiert (222t untransduziert). miR = microRNA, Ct = cycle threshold.

Durch den Austausch des im Mausmodell verwandten U6-Promotors gegen den humanen
H1-Promotor wurde eine mit dem zuvor genutzten Vektor LeGO-G_miR-29a vergleichbare
Transduktionseffizienz und MFI der transduzierten Zellen erreicht (Daten nicht gezeigt). Der
quantitative Nachweis der miR-29a Expression via qPCR zeigte eine 5,7-fach erhohte Expres-
sion der miR-29a RNA in Zellen transduziert mit LeGO-G_H1.miR-29a, verglichen mit dem
Kontrollvektor. Allerdings zeigte die Analyse hohe Schwankungen (Abbildung 4.2.5).

Tabelle 4.3: Tabellarische Zusammenfassung der exogenen Expression von miR-29a mit LeGO-
Vektoren in HEK293T Zellen.

Transduktions- Mitt] x-fache Steigerung der miR-29a
ittlere
Vektor effizienz . . Expression im Vergleich zur
Fuoreszenzintensitat (MFI)
[%] Kontrolle
LeGO-iG2 18,7 1500 + 1,6 x
LeGO-G_UG6 93,4 ~ 250.000 + 2,6 x
LeGO-G_H1 75,3 ~ 250.000 + 5,7 x
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Transduktion von priméren, humanen CD4%1 T-Zellen mit miR-29a (LeGO-G_H1-Vektor)

Im nédchsten Schritt wurden humane CD4*1 T-Zellen mit LeGO-G_H1.miR-29a transduziert.
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Abbildung 4.2.6: Transduktion von humanen CD41 T-Zellen mit LeGO-G_H1.miR-29a. Primare CD4*
T-Zellen wurden mit einer multiplicity of infection (MOI) von 10 mit dem Virusiiberstand des Kontrollvektors
(LeGO-G2) und des miR-29a Vektors (LeGO-G_H1.miR-29a) infiziert, sowie nicht-infiziert (untransduziert)
belassen. Nach zwei Tagen wurde die Transduktionseffizienz und die Expression von miR-29a analysiert. (a)
Prozentualer Anteil der eGFPT T-Zellen (Transduktionseffizienz) aus zwei Experimenten. Dargestellt ist der
Median mit Standardfehler. (b) Relative Expression von miR-29a in den Zellen der Kontroll- und miR-29a
Transduktion. Dargestellt ist der Median mit Standardfehler fiir zwei Experimente. Die Werte wurde auf das
housekeeping Gen RNU48 relativiert (22t RNU48). miR = microRNA, Ct = cycle threshold.

Die Transduktionseffizienzen des Kontrollvektors und des miR-29a Vektors waren mit 51,83 %
bzw. 59,08 % GFP*Zellen vergleichbar. Allerdings waren die Schwankungen zwischen den
zwei durchgefiihrten Transduktion hoch (Abbildung 4.2.6 (a)). Die MFI der T-Zellen war zwi-
schen dem Kontrollvektor und dem miR-29a Vektor vergleichbar, lag aber deutlich unterhalb
der MFI der HEK293T Zelltransduktion (Daten nicht gezeigt). Der quantitative Nachweis von
miR-29a ergab allerdings keine gesteigerte miR-29a Expression in den mit LeGO-G_H1-miR-
29a transduzierten T-Zellen verglichen mit dem Kontrollvektor. Zusammenfassend wurde da-
mit durch den Austausch des im Mausmodell verwandten U6-Promotors gegen den humanen
H1-Promotor keine exogene Expression von miR-29a in priméren, humanen CD4" T-Zellen
induziert werden.

Im Folgenden wurde daher die Expression des Vorlduferkonstruktes (pre-miR-29a) der reifen
miR-29a mittels qPCR analysiert. Dabei sollte analysiert werden, ob der Prozessierungsschritt

moglicherweise beeintrachtigt ist.
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Abbildung 4.2.7: Expression von pre-miR-29a in HEK293T und CD4T T-Zellen nach Transduktion
mit LeGO-G_H1.miR-29a. Primire CD4" T-Zellen und HEK293T Zellen wurden mit Virusiiberstand des
Kontrollvektors (LeGO-G2) und des miR-29a Vektors (LeGO-G_H1.miR-29a) infiziert, sowie nicht-infiziert
(untransduziert) belassen. Dargestellt ist der Median mit Standardfehler fiir die relative Expression von pre-
miR-29a (Doppelbestimmung). Die Werte wurde auf das housekeeping Gen B-Actin und anschlieBend auf die
untransduzierte Kontrolle relativiert (222t untransduziert) relativiert. miR = microRNA, Ct = cycle threshold.

Fiir HEK-293T Zellen konnte nach Transduktion mit dem LeGO-G_H1.miR-29a Vektor ei-
ne 4,8-fache Steigerung der pre-miR-29a Expression im Vergleich zum Kontrollvektor detek-
tiert werden (Abbildung 4.2.7 links). Im Gegensatz dazu war die Expression der pre-miR-29a
in LeGO-G_H1.miR-29a und in mit dem Kontrollvektor transduzierten T-Zellen vergleichbar
(Abbildung 4.2.7 rechts). Die basale Expression von pre-miR-29a in HEK293T Zellen transdu-
ziert mit dem Kontrollvektor war 1,6 - fach nierdriger als in den Kontrollvektor transduzierten
T-Zellen.

Weitere Experimente zur Uberexpression von miR-29a in HEK293T Zellen bzw. CD4* T-

Zellen wurden im Rahmen dieser Arbeit eingestellt.

4.2.3 Etablierung der transienten Inhibition von miR-29a

Neben der exogenen Expression von miRNAs durch lentivirale Systeme bieten s.g. Antago-
mirs eine weitere Moglichkeit der in vitro Modulation der miRNA Expression. Dabei wird im
Gegensatz zur stabilen lentiviralen Transduktion eine transiente Herunterregulation der Ziel-
miRNA durch die Antagomir induziert. Antagomirs sind chemisch modifizierte, einzelstran-
gige Oligonukleotide, welche komplementar zur Ziel-miRNA sind [151]. Durch die Bindung
einer Antagomir an ihre Ziel-miRNA wird diese konstitutiv inhibiert. Anschlieffend kann der
Einfluss der Inhibition auf verschiedene Zellprozesse (z.B. Proliferation, Reifung, Apoptose,
etc.) analysiert werden.

Die Anwendung dieser Methode wurde im Folgenden fiir miR-29a getestet. Durch die durch-
flusszytometrische Analyse konnte das im Mausmodell als Zielgen fiir miR-29a identifizierte

IFNy [1] einfach bestimmt werden. Die folgenden Experimente zur Etablierung der Methode
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wurden zundchst mit Jurkat Zellen durchgefiihrt. Dabei handelt es sich um eine immortalisier-
te T-Zelllinie.

Bestimmung der optimalen Menge des Transfektionsreagenzes DharmaFECT 4

Bei DharmaFECT 4 (DF4) handelt es sich um Lipid-basiertes Transfektionsreagenz, dessen Ef-
fizienz mit Hilfe von Jurkat Zellen getestet wurde. In vorangegangenen Experimenten zeigte
sich eine Zellzahl von 1 x 10° Zellen/96well als optimal fiir eine Transduktionseffizienz von um
die 30 % bei nahezu 100 %iger Viabilitit der Zellen (Daten nicht gezeigt). Somit wurden 1 x 10°
Jurkat Zellen mit verschiedenen Mengen (0,05 yL, 0,1 uL, 0,25 pL, 0,5 uL pro 96well) DF4 und
einer Kontroll-Antagomir (cel-miR-67-Dy457) transfiziert (Details s. Material und Methoden).
Die Kontroll-Antagomir ist an einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt, so dass anschlieflend die

Transfektionseffizienz mittels Durchflusszytometrie bestimmt werden konnte.
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Abbildung 4.2.8: Transduktionseffizienz in Abhangigkeit der DharmaFect 4 Menge. Jurkat Zellen
(1 x 10°Zellen /96 well) wurden mit verschiedenen Mengen DharmaFECT 4 (DF4) und der Kontroll-Anatgomir
cel-miR-67-Dy547 (25 nM) transfiziert. Mittels Durchflusszytometrie wurde die Transfektionseffizienz der
lebenden Zellen bestimmt. Dargestellt ist die Transduktionseffizienz der Kontroll-Antagomir beim Einsatz
verschiedener Mengen DF4 (0,05 pL; 0,1 pL; 0,25 pL; 0,5 uL pro 96well) fiir ein Experiment. Der Anteil
Dy457" Zellen zeigt die Effizienz der Transfektion. miR = microRNA.

Die Transfektionseffizienz zeigte deutliche Abhéngigkeit von der Menge DF4. Mit 0,05 uL
DF4 konnten nur 3,3 % der viablen Zellen transfiziert werden, was tiber 0,1 pL (16,8 %) und
0,25 uL (30,6 %) auf 34,6 % mit 0,5 yL DF4 gesteigert werden konnte (Abbildung 4.2.8). Somit

wurde fiir die folgenden Experimente 0,5 yL DF4 fiir die Antagomir-Transfektion verwandt.

Bestimmung der optimalen Antagomir-Konzentration

Als néchstes wurde bestimmt, ob unterschiedliche Konzentrationen der Antagomir einen Ein-

fluss auf die Transfektionseffizienz haben. Jurkat Zellen wurden daher mit verschiedenen Kon-
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zentrationen (25 nM, 35 nM, 45 nM, 50 nM) der Kontroll-Antagomir (cel-miR-67-Dy457) trans-

fiziert. Anschliefend wurde die Transfektionseffizienz via Durchflusszytometrie bestimmt.

5019

% cel-miR-67 (Dy457)* Zellen

Abbildung 4.2.9: Transduktionseffizienz in Abhangigkeit der Antagomir Konzentration. Jurkat Zellen
(1 x 10°Zellen/96well) wurden mit verschiedenen Konzentrationen Kontroll-Anatgomir cel-miR-67-Dy547
(25 nM, 34 nM, 45 nM, 50 nM) und 0,5 uL DharmaFECT 4 transfiziert. Mittels Durchflusszytometrie wurde
die Transfektionseffizienz der lebenden Zellen bestimmt. Dargestellt ist die Transduktionseffizienz der Kontroll-
Antagomir unter Verwendung verschiedener Konzentrationen (25 nM, 34 nM, 45 nM, 50 nM) fiir ein Experiment.
Der Anteil Dy457T Zellen zeigt die Effizienz der Transfektion. miR = microRNA.

Die Konzentration der Kontroll-Antagomir hatte keinen Einfluss auf die Viabilitdt der Zellen.
Bei allen vier verwandten Konzentrationen lag der prozentuale Anteil der lebenden Zellen
bei > 97 % (Daten nicht gezeigt). Weiterhin konnte mit steigender Konzentration der Kontroll-
Antagomir der prozentuale Anteil transduzierter Zellen gesteigert werden. Mit 27,1 % lag die
Transfektionseffizienz bei einer Antagomir-Konzentration von 25 nM im erwarteten Bereich
(Abbildung 4.2.9 (b), zum Vergleich 4.2.8). Bei einer Konzentration von 35 nM und 45 nM wurde
eine Transfektionseffizienz von 31,6 % bzw. 37,2 % erreicht und mit einer 50 nM Konzentration
konnten 39,8 % der Zellen transfiziert werden.

Zusammenfassend ergab sich aus den Experimenten an Jurkat Zellen, dass eine Zellzahl von
1x10° Zellen mit 0,5 L DF 4 und einer Antagomir-Konzentration von 50 nM pro 96well optimal

fiir die Transfektion dieser Zellen war.

Initiale Transfektion von T-Zellen mit Antagomir-29a

Nachdem die optimalen Transfektionsbedingungen analysiert waren, wurden die eigentlichen
Zielzellen transfiziert. Fiir die Transfektion von T-Zellen wurde neben der Ziel-Anatagomir
(Antagomir-29a) als Positivkontrolle Antagomir-16 und als Negativkontrolle Antagomir-cel-
miR-67 (C. elegans) eingesetzt (Details s. 3.10). Nach der Transfektion wurde mittels qPCR die
Expression von miR-29a, sowie miR-16 analysiert. Weiterhin wurden die Zellen unspezifisch

stimuliert und mittels Durchflusszytometrie die Expression von IFNYy bestimmt.
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Abbildung 4.2.10: Transfektion von T-Zellen mit Antagomir-29a. T-Zellen wurden mit Antagomir-16
(Positivkontrolle), Antagomir-cel-miR-67 (Negativkontrolle) und Antagomir-29a transfiziert, sowie untransfiziert
belassen. (a) Relative Expression von miR-29a (links) bzw. miR-16 (rechts) in den transfizierten Zellen.
Dargestellt ist der Median mit Standardfehler aus zwei Experimenten. Die Werte wurden auf das housekeeping
Gen RNU48 relativiert (22¢t RNU48). (b) Prozentualer Anteil IFNy positiver CD4™ T-Zellen. Dargestellt
ist der Median mit Standardfehler aus zwei Experimenten. (c) Mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) der IFNy
positiven Zellen. Dargestellt ist der Median mit Standardfehler aus zwei Experimenten. miR = microRNA.

Die Analyse der T-Zellen nach Transfektion zeigte fiir die Kontrollen ein vergleichbares Ex-
pressionslevel fiir miR-29a (22t = 0,92, 22¢t = 1,24 bzw. 22¢ = 1,00). Die mit Antagomir-29a
behandelten Zellen dagegen wiesen eine ca. ein Drittel geringere Expression von miR-29a auf
(Abbildung 4.2.10 (a) links). Fiir die Positivkontrolle (Antagomir-16) konnte eine spezifische
Inhibition (ca. ein Drittel) der Expression von miR-16 gezeigt werden (Abbildung 4.2.10 (a)
rechts). Somit konnte eine Herunterregulation von miR-29a in T-Zellen nach Transfektion mit
der Antagomir-29a gezeigt werden. Die transfizierten T-Zellen wurden parallel mittels Durch-

flusszytometrie beziiglich der Produktion von IFNy analysiert. Diese zeigte keine verdnderte
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Expression von IFNy in Abhédngigkeit der transfizierten Antagomir. Um zu tiberpriifen, ob die
T-Zellen auf zelluldrer Ebene weniger IFNy produzierten wurde zusitzlich die MFI bestimmt.
Dabei wurde keine Anderung der IFNy Produktion in Abhéngigkeit der transfizierten Antago-
mir detektiert.

Diese initialen Untersuchungen deuten keine Regulation von IFNy durch miR-29a im Men-

schen an.

4.3 MiRNAs als Biomarker fiir die Erkrankung und Behandlung von

Tuberkulose

Aufgrund der niedrigen TB-Fallzahlen in Deutschland lieflen initiale Studien keine ausreichen-
den Untersuchungen zur Verdnderung der Kandidaten-miRNA Expression unter Therapie der
Erkrankung zu. Daher wurde eine Studie mit einem Spenderkollektiv aus einem Land mit ho-
her TB-Inzidenz (Ghana) durchgefiihrt. Dabei sollten die Kandidaten miRNAs neben der po-
tentiellen Funktion als Biomarker der TB-Erkrankung auch im Rahmen einer TB-Therapie un-
tersucht werden. Erwachsene Spender mit einer unbehandelten Tuberkulose (Diagnose: Ront-
genaufnahme der Lunge, Sputumtest) und deren Kontakt-Personen (ebenfalls erwachsen) wur-
den fiir die Studie rekrutiert. Bei den Kontaktpersonen handelte es sich um Personen, welche in
einem Haushalt mit den TB-Erkrankten lebten. Allerdings standen Experimente und Analysen
beziiglich einer T-Zellantwort auf Tuberkulose spezifische Antigene noch aus. Es konnte daher
bei den Kontaktpersonen nicht definiert werden, ob es sich um LTBIs oder nicht-M. tubercu-
losis-infizierte Kontrollen handelte. Zu drei verschiedenen Zeitpunkten wurde die Expression
der Kandidaten-miRNAs quantifiziert. Der erste Zeitpunkt lag vor Therapiebeginn, der zweite
Zeitpunkt drei Monate nach Therapiebeginn (wahrend der Therapie) und der dritte Zeitpunkt
lag nach Abschluss der Therapie (12 Monate nach Therapiebeginn). Fiir die Kontaktpersonen

wurde nur zum ersten Zeitpunkt die miRNA Expression bestimmt.

4.3.1 Ex vivo Expression der miRNA Kandidaten in CD41 T-Zellen von

TB-Patienten und Kontaktpersonen aus Ghana

In einem ghanaischen Spenderkollektiv wurden CD4* T-Zellen von TB-Patienten und deren
Kontaktpersonen beziiglich der Expression der vier Kandidaten-miRNAs miRNAs analysiert.
Mittels qPCR wurde die miRNA Expression auf einem 96well Platten Array bestimmt. Dabei

wurden 11 Kontaktpersonen und 13 TB-Patienten analysiert.
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Abbildung 4.3.1: Ex vivo miRNA Expression in CD4% T-Zellen von TB-Patienten und Kontaktper-
sonen aus Ghana. Analyse der relativen Expression von der Kandidaten-miRNAs in CD4% T-Zellen von
Spendern aus Ghana mittels gPCR. Es wurden 11 Kontaktpersonen und 13 TB-Patienten analysiert. Jedes
Symbol stellt einen individuellen Spender dar. Die horizontale, schwarze Linie zeigt den Median des ghanaischen
Kollektives. Die horizontale, rote Linie zeigt den Median des deutschen Kollektives Die Ct-Werte wurden auf
das housekeeping Gen RNU48 (22¢t RNU48) relativiert. TB = Tuberkulose, LTBI = latently M. tuberculosis
infected, miR = microRNA, Ct = cycle threshold.

Die Expressionsanalyse von 13 TB-Patienten und 11 Kontaktpersonen aus Ghana zeigte kei-
ne differentielle Expression fiir die genannten miRNA-Kandidaten (Abbildung 4.3.1). Das re-
lative Expressionslevel der miRNAs fiir die Kontaktpersonen aus Ghana lag beziiglich des
medianen ACt-Wertes (Abbildung 4.3.1 schwarze Linie; miR-21 = 0,067; miR-26a = 0,07; miR-
29a = 0,056; miR142-3p = 0,66) in einem vergleichbaren Bereich, wie der Median der ACt-Werte
der deutschen LTBIs (Abbildung 4.3.1 rote Linie; miR-21 = 0,042; miR-26a = 0,09; miR-29a = 0,08;
miR142-3p = 0,64). Es konnte jedoch fiir die ghanaischen TB-Patienten keine verminderte Ex-
pression von miR-21, miR-26a, miR-29a und miR-142-3p detektiert werden (Abbildung 4.3.1).

4.3.2 Ex vivo Expression der miRNA Kandidaten in CD41 T-Zellen von
TB-Patienten unter Therapie

Als nédchstes wurde untersucht, ob eine differentielle Expression der Kandidaten-miRNAs im
Verlauf der Therapie vorlag. Dazu wurde die Expression der Kandidaten-miRNAs in einer
Kinetik zu drei Zeitpunkten (Zeitpunkt 1: vor Therapiebeginn; Zeitpunkt 2: 3 Monate nach
Therapiebeginn; Zeitpunkt 3: 12 Monate nach Therapiebeginn) auf einem 96well Platten Array
analysiert. Dabei konnten 6 TB-Patienten zum ersten und zweiten Zeitpunkt analysiert werden,
Fiir 5 TB-Patienten konnte die Expression der Kandidaten-miRNAs zu allen drei Zeitpunkten

untersucht werden.
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Abbildung 4.3.2: Kinetik der ex vivo Expression der Kandidaten-miRNAs in TB-Patienten aus Ghana.
Analyse der Expression der Kandidaten-miRNAs vor (n = 11), wahrend (3 Monate nach Therapiebeginn,
n = 11) und nach (12 Monate nach Therapiebeginn, n = 5) Therapie bei TB-Patienten. Mit Hilfe von qPCR
auf Platten-Arrays wurde die relative Expression von miR-21 (Kreis), miR-26a (Quadrat), miR-29a (Dreieck)
und miR-142-3p (Raute) bestimmt. Jedes Symbol stellt einen individuellen Spender dar. Berechnung der
Signifikanzen mit Hilfe des nicht-parametrischen Kruskal-Wallis Tests. Signifikanzen: *p<0,05; Die Ct-Werte
wurden auf das housekeeping Gen RNU48 und anschlieBend auf den ersten Zeitpunkt relativiert (2AACt vor
Therapie). TB = Tuberkulose, miR = microRNA, Ct = cycle threshold.

Die Expressionkinetik zeigte fiir alle vier untersuchten Kandidaten-miRNAs eine grofe Streu-
ung der miRNA-Expression (Abbildung 4.3.2). Nur fiir miR-26a wurde eine signifikant diffe-
rentielle Expression detektiert werden. Nach Abschluss der Tuberkulose Therapie war die Ex-
pression von miR-26a im Vergleich zum Zeitpunkt vor Therapie erh6ht (p = 0,021) (Abbildung
4.3.2). Fiir die anderen drei Kandidaten-miRNAs konnte keine differentielle Expression iiber
den Zeitraum der Therapie detektiert werden (Abbildung 4.3.2). Allerdings ldsst dies, aufgrund
der grofien Streuung, nicht die Schlussfolgerung zu, dass es keine Unterschiede gibt. Gerade
fiir miR-21 ist fiir die einzelnen TB-Patienten ein zum Teil deutliche Herunterregulation nach
Abschluss der Therapie zu erkennen (Abbildung 4.3.2), die Gruppengrofie ist jedoch zu klein,

um eindeutige Ergebnisse zu erhalten.
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5 Diskussion

5.1 Differentielle miRNA Expression in TB-Patienten und LTBI

Die Infektion mit M. tuberculosis induziert die Aktivierung spezifischer T-Zellen. Die Beteili-
gung von miRNAs an der T-Zellantwort bei einer Infektion mit M. tuberculosis ist bisher nicht
hinreichend untersucht. Diese Arbeit bietet erste Hinweise darauf, dass miRNAs eine Rolle bei
der T-Zellantwort der humanen Tuberkulose spielen.

Die Expressionsanalyse von 29 verschiedenen miRNAs in CD4" T-Zellen von TB-Patienten
und LTBI ergab vier signifikant differentiell exprimierte miRNAs. Eine aktive Tuberkulose geht
in dem hier untersuchten Kollektiv mit einer verminderten Expression von miR-21, miR-26a,
miR-29a und miR-142-3p verglichen mit einer latenten M. tuberculosis Infektion und PPD" Kon-
trollen einher. Die verminderte Expression der Kandidaten-miRNAs kdnnte dabei entweder Ur-
sache oder Folge der aktiven M. tuberculosis Infektion sein. Zum einen kénnte durch das Patho-
gen die Expression der Kandidaten-miRNAs herunterreguliert worden sein. M. tuberculosis in-
duziert moglicherweise in Makrophagen die Sekretion von Effektormolekiilen, die die Expres-
sion der KAndidaten-miRNAs in den T-Zellen inhibieren. Diese Annahme wird auch durch die
miRNA Expressionsanalyse wihrend der TB-Therapie unterstiitzt (Daten nicht gezeigt). Unter
Einnahme von Antibiotika wird M. tuberculosis an seiner Vermehrung gehindert und der Anteil
M. tuberculosis-infizierter Makrophagen geht zuriick. Eine Inhibition der miRNA-Expression
durch die Mykobakterien wiirde verringert und die Riickkehr zum miRNA-Expressionsniveau
der LTBI ermdoglicht. Zum Anderen konnte bei den TB-Patienten aber auch bereits vor der In-
fektion eine eingeschrdnkte oder unterdriickte Expression der Kandidaten-miRNAs vorgele-
gen haben. Moglicherweise wurde erst dadurch der Ausbruch einer aktiven Tuberkulose er-
moglicht. Der beschriebene Einfluss von miRNAs auf eine Vielzahl immunologischer Prozesse,
immun-vermittelter Krankheiten, sowie Infektionskrankheiten (s. Einleitung) legt eine regula-
torische Funktion von miRNAs auch bei einer Infektion mit M. tuberculosis nahe. Die Analyse

von potentiellen Zielgenen der Kandidaten-miRNAs bietet weitere Hinweise hierzu.

5.1.1 MiR-21

MiR-21 ist eine der wenigen miRNAs, iiber deren Funktion bereits eine Vielzahl wissenschaftli-
cher Arbeiten vorliegen. MiR-21 hat unter anderem eine beschriebene onkogene Funktion. Bei

einer Vielzahl von soliden und leukdmischen Tumoren liegt eine Beteiligung von miR-21 nahe
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[152, 153]. Dabei konnte beispielsweise eine erhohte Expression von miR-21 in hepatozellu-
laren Karzinomen [154], Brustkrebs [155, 156] und Gebarmutterhalskrebs [157] nachgewiesen
werden. Des weiteren konnte fiir miR-21 auch ein Einfluss auf die Prozesse der Immunantwort
gezeigt werden. Sheedy et al. konnten zeigen, dass die Stimulation humaner PBMCs durch LPS
zu einer gesteigerten miR-21 Expression fiihrt [31]. LPS bindet dabei an den toll-like receptor 4
(TLR-4), infolge dessen das Adapterprotein MyD88 den Transkriptionsfaktor NF-xB aktiviert.
MiR-21 inhibiert in der Folge das proinflammatorische Protein PDCD4 [158], welches die Ak-
tivierung von NF-xB induziert und die Expression von IL-10 inhibiert [159]. IL-10 ist als anti-
inflammatorisches Zytokin beschrieben, welches das proinflammatorische Zytokin TNFo und
das Ty1 polarisierende Zytokin IL-12 inhibiert [160, 161]. Sowohl TNFa, als auch IL-12 sind an
der Immunabwehr bei einer Infektion mit M. tuberculosis von zentraler Bedeutung. Zusétzlich
konnte eine gesteigerte Expression von IL-10 in der Lunge und im Serum von TB-Patienten
nachgewiesen werden [162, 163]. Es ist daher denkbar, dass im Rahmen dieser Arbeit gezeigte
verminderte Expression von miR-21 in CD4" T-Zellen von TB-Patienten verglichen mit LTBI ei-
ne gesteigerte IL-10 Expression zur Folge hat. IL-10 konnte im Folgenden die zur Kontrolle der
M. tuberculosis Infektion bendtigte Til-Immunantwort inhibieren. Auch im Zusammenhang
mit der T-Zellantwort sind bereits Kenntnisse iiber eine Beteiligung von miR-21 vorhanden. Es
konnte gezeigt, dass miR-21 in Patienten mit Systemischer Lupus Erythematose hoch reguliert
ist und mit dem Krankheitsverlauf korreliert. Hierbei regulierte miR-21 die Expression von PD-
CD4 [164]. In einem Antigen-induzierten Arthritis Mausmodell zeigten Iliopoulos et al., dass
programmed cell death-1 (PD-1)/- CD4* T-Zellen eine gesteigerte Expression von miR-21 ver-
glichen mit wildtyp T-Zellen aufwiesen [165]. Die in vitro Behandlung Antigen-spezifischer
T-Zellen mit Antagomir-21 fiihrte in diesem Modell zu einer supprimierten Proliferation und
Zytokinsekretion von (PD-1)"/* T-Zellen. Die Storung des PD-1 Signalweges fiihrt zum Verlust
peripherer Toleranz und der Initiilerung von Autoimmunitit, wobei eine verminderte Expressi-
on von miR-21 eine mogliche Ursache ist. In einer Studie an TB-Patienten konnten erhthte An-
teile PD-1* T-Zellen nach M. tuberculosis-spezifischer Stimulation nachgewiesen werden [166].
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass PD-1 durch M. tuberculosis induziertes IFNy reguliert
wird und dass die Inhibition von PD-1 in einer gesteigerten M. tuberculosis-spezifischen Prolife-
ration resultiert. Aufgrund der Korrelation der Expression von miR-21 und PD-1 [165] und der
Bedeutung von PD-1 fiir die Immunantwort bei einer TB-Infektion [166], stellt miR-21 mogli-
cherweise einen weiteren Regulationsweg fiir die PD-1 Expression dar. Es ist denkbar, dass die
in dieser Arbeit gezeigte verminderte Expression von miR-21 zu einer gesteigerten Expression
von PD-1 fiihrt und somit die schiitzende T-Zellantwort inhibiert. Des weiteren wurde miR-21
als anti-apoptotischer Faktor beschrieben. Der knock-down von miR-21 in humanen Glioblas-
tomzellen fiihrte zur vermehrten Expression von Caspasen und damit zur Apoptose dieser
Zellen [167]. Eine verminderte Expression von miR-21 in TB-Patienten sollte also zur Induk-

tion der Apoptose in T-Zellen fiithren. Unterstiitzt wird diese Hypothese durch den Nachweis
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eines gesteigerten Anteils apoptotischer und Apoptose-suszeptibler (Fas*, FasLigand™) CD4* T-
Zellen bei Tuberkulose im zentralen Nervensystem [168]. FasLigand (FasL) ist eines fiir miR-21
im Rahmen dieser Arbeit vorhergesagtes Zielgen. FasL induziert die Bildung der death-induced
silencing complex (DISC) nach Bindung an seinen Rezeptor Fas. Infolgedessen werden Caspa-
sen aktiviert, welche die Apoptose der Zellen einleiten. Da in dieser Arbeit eine verminderte
Expression von miR-21 in CD4* T-Zellen von TB-Patienten detektiert wurde, ist die Folge mog-
licherweise eine gesteigerte Expression von FasL, was wie oben beschrieben bereits bei einer

Infektion mit M. tuberculosis gezeigt werden konnte [168].

5.1.2 MiR-26a

MiR-26a ist, &hnlich wie miR-21, in seiner Bedeutung fiir Tumorerkrankungen beschrieben. In
verschiedenen humanen Krebsarten, wie anaplastische Karzinomen [169], Lungenkarzinomen
[154] oder Burkitt Lymphomen [170] konnte fiir miR-26a eine verminderte Expression detek-
tiert werden. Dies deutet auf eine potentielle Tumor-Suppressor Funktion dieser miRNA hin.
Weiterhin konnte durch Sander et al. gezeigt werden, dass eine Interaktion zwischen miR-26a
und c-myc besteht [170]. Diese zeichnet sich dadurch aus, dass miR-26a die Expression von
c-myc inhibiert und umgekehrt. Jacobsen et al. konnten eine hoch regulierte Expression von
c-myc in CD4" T-Zellen wihrend einer aktiven Tuberkulose verglichen mit LTBI nachweisen
[171]. Moglicherweise wird die in dieser Arbeit detektierte verminderte Expression von miR-
26a wahrend einer aktiven Tuberkulose durch c-myc induziert. Kiirzlich konnte zusitzlich ge-
zeigt werden, dass das Gen Myc an der metabolischen Reprogrammierung nach der Aktivie-
rung von T-Zellen beteiligt ist [172].

Eines der in dieser Arbeit vorhergesagten Zielgene fiir miR-26a war die protoonkogene Se-
rin/ Threonin Kinase Pim-1. Jacobsen et al. konnten auch fiir Pim-1 bei einer globalen Expressi-
onsanalyse eine gesteigerte Expression in CD4* T-Zellen von TB-Patienten verglichen mit LTBI
zeigen [171]. Fiir Pim-1 ist beschriben, dass es durch Zytokine iiber den JAK/STAT Signal-
weg induziert werden kann [173]. Bei einer mykobakteriellen Infektion relevante Zytokine, wie
IFNy und IL-2 aktivieren den JAK/STAT Signalweg. Eine Regulation der T-Zellantwort durch

miR-26a tiber Pim-1 bei einer M. tuberculosis Infektion ist daher vorstellbar.

5.1.3 MiR-29a

Der miR-29 Genkluster kodiert fiir miR-29a, miR-29b und miR-29¢ und ist einer der am meisten
untersuchten miRNA-Kluster. Wie fiir miR-21 und miR-26a konnte auch fiir miR-29a eine Be-
teiligung an verschiedenen Krebsarten gezeigt werden. Bei verschiedenen hamatopoetischen
Krebsarten wie chronisch lymphatischer Leukdmie [174], akuter myeloider Leukédmie [175]
oder Mantelzelllymphomen konnte eine verminderte Expression von miR-29a gezeigt werden.

Auch im Zusammenhang mit T-Zellen und deren Zytokinexpression konnte bereits die Beteili-
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gung von miRNAs gezeigt werden. Im Mausmodell konnten Steiner et al. zeigen, dass der Ver-
lust sémtlicher miRNAs und die dadurch induzierte gesteigerte IFNy Produktion, allein durch
die exogene Expression von miR-29a korrigiert werden konnte [1]. Ma et al. zeigten, dass eine
Infektion von Mdusen mit intrazelluldren Bakterien (M. bovis, L. monocytogenes) zu einer Her-
unterregulation von miR-29a in CD4* T-Zellen fiihrt und dass miR-29a dabei direkt die IFNy
Konzentration regulierte [176]. In T-Zellen von TB-Patienten wurde eine gesteigerte Expres-
sion von IFNy gezeigt [177]. Die in dieser Arbeit gezeigte verringerte miR-29a Expression in
TB-Patienten verglichen mit LTBI induziert moglicherweise die gesteigerte Sekretion von IFNy
in TB-Patienten. Weiterhin konnte in humanen Zelllinien eine inverse Korrelation der miR-29a
Expression mit der Expression des kostimulatorischen Molekiils B7-H3 gezeigt werden [178].
Im humanen System wiederum zeigten Chapoval et al., dass die Bindung von B7-H3 an seinen
putativen Rezeptor auf aktivierten T-Zellen die T-Zellaktivierung und die IFNy Expression be-
giinstigt [179]. Die in dieser Arbeit gezeigte geringere Expression von miR-29a in TB-Patienten
induziert somit unter Umstdnden eine gesteigerte Expression von B7-H3 und tragt dadurch zu

einer gesteigerten IFNy Sekretion bei.

5.1.4 MiR-142-3p

Systematische Analysen der Rolle von miRNAs haben gezeigt, dass miR-142-3p vor allem in
hamatopoetischen Zellen exprimiert ist [180]. Weiterfithrend wurde gezeigt, dass miR-142-3p
bei der T-Zellentwicklung involviert ist [180, 181]. Einige Arbeiten legen eine Beteiligung von
miR-142-3p bei immun-pathologischen Erkrankungen nahe. So konnte im Serum von Patien-
ten mit Systemischer Sklerose, eine Autoimmunerkrankung der Geféfse, eine gesteigerte miR-
142-3p Expression im Vergleich zu den Kontrollen nachgewiesen werden [182]. Bei Systemi-
scher Lupus Erythematose dagegen zeigte sich eine verminderte Expression von miR-142-3p
in CD4" T-Zellen verglichen mit gesunden Kontrollen [183]. Auch in Immunzellen psoriati-
scher Haut wurde miR-142-3p nachgewiesen [184]. Die verringerte Expression von miR-142-3p
in PBMCs von Patienten akuter myeloider Leukdmie [185] und die verdnderten Expression
von miR-142-3p bei der erwachsenen T-Zell-Leukdmie [186], unterstiitzt weiterhin die Annah-
me der Bedeutung von miR-142-3p fiir die T-Zellantwort. Huang et al. untersuchten 2009 den
Einfluss von mR-142-3p auf CD4" T-Zellen und regulatorische T-Zellen (Tyeg) und verifizierten
cyclisches Adenosinmonophosphat (cAMP) als Zielgen. Dabei wurde gezeigt, dass miR-142-3p
die Produktion von cAMP in beiden Zellpopulationen reguliert. Dies geschieht iiber die mR-
NA der Adenylylcyclase 9. In CD4" T-Zellen wird die cAMP Konzentration durch Inhibition
der Adenylylcyclase 9 supprimiert. In Tyeg inhibiert Foxp3 die Expression von miR-142-3p, wo-
durch die Produktion von cAMP ansteigt [137]. cCAMP ist ein wichtiger second messenger bei der
zelluldren Signaltransduktion und aktiviert die Proteinkinase A. Der Ras/MAPK Signalweg
fithrt zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1. AP-1 wiederum induziert die Expres-

sion von IL-2. Es konnte gezeigt werden, dass die Proteinkinase A direkt die anti-CD3 ver-
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mittelte MAPK-Aktivierung inhibiert und somit zu einer verminderten T-Zellaktivierung und
Expression von IL-2 fiihrt [187]. Eine verminderte Expression von IL-2 ist als ein Anzeichen von
“T-Zellerschopfung” beschrieben (zusammengefasst in [188]). Fiir Kinder mit einer aktiven Tu-
berkulose konnte gezeigt werden, dass sich die CD4" T-Zellen in einem Erschopfungszustand
befinden [189]. Es ist daher denkbar, dass durch die verminderte Expression von miR-142-3p in
TB-Patienten verglichen mit LTBI, eine hohere zelluldre Konzentration von cAMP in den CD4*
T-Zellen vorliegt. Dadurch wiirde die Proteinkinase A verstarkt aktiviert, was eine Inhibition
der T-Zellaktivierung und der IL-2 Expression bedeuten wiirde.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde IL-10 als ein Zielgen fiir miR-142-3p hervorgesagt. Ding et
al. zeigten kiirzlich eine inverse Korrelation der Expression von miR-142-3p mit der Expressi-
on von IL-10 in CD4" T-Zellen gesunder Spender [183]. Wie bereits erwahnt, fiihrt IL-10 durch
die Blockade proinflammatorischer Zytokine wie TNFa und dem Ty1 polarisierenden Zytokin
IL-12, zu einer Inhibition der protektiven Immunantwort gegen Pathogene [160, 161]. Dabei
wirkt es direkt auf Antigen-prasentierende Zellen wie dendritische Zellen und Makrophagen.
Des weiteren kann IL-10 die Phagozytose und die Abtdtung der Pathogene durch reaktive
Sauerstoff- und Stickstoffspezies als Antwort auf IFNy inhibieren [190, 191]. Im Serum [163]
und in der Lunge von TB-Patienten [162] konnte eine gesteigerte Expression von IL-10 detek-
tiert werden. Weiterhin zeigten Gerosa et al. ein gesteigertes Vorkommen von IFNy und IL-10
produzierenden CD4" T-Zellklonen in Bronchoalveolarlavage von TB-Patienten verglichen mit
nicht M. tuberculosis-infizierten Kontrollen [192]. Es ist somit vorstellbar, dass miR-142-3p die
Expression von IL-10 bei einer TB-Erkrankung reguliert. Die in dieser Arbeit gezeigte vermin-
derte Expression von miR-142-3p in TB-Patienten verglichen mit LTBI sollte die IL-10 Sekretion
steigern. Dadurch wiirde die Immunantwort auf das Pathogen inhibiert, was in einer aktiven

Tuberkulose resultieren konnte.

5.1.5 Gemeinsame Zielgene der Kandidaten-miRNAs

Im Rahmen der in dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen potentieller Zielgene der Kandidaten-
miRNAs konnten 107 Ziegenen identifiziert werden, die gleichzeitig fiir zwei Kandidaten-
miRNAs vorhergesagt wurden. Sechs Gene wurden als Ziel fiir drei Kandidaten-miRNAs vor-
hergesagt. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Expression aller vier Kandidaten-miRNAs
korreliert. Die Korrelation der Expression der miRNAs konnte ein Hinweis fiir die Induktion
der miRNAs {iber dhnliche oder gleiche Prozesse sein. Dies macht im Folgenden den Uberlapp

von vorhergesagten Zielgenen wahrscheinlicher.

Phosphatase and tensin homolog (PTEN)

Ein fiir drei (miR-21, miR-26a und miR-29a) der vier differentiell exprimierten miRNAs in die-

ser Arbeit vorhergesagtes Zielgen ist PTEN. Fiir PTEN konnte eine Beteiligung an der Regu-
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lation verschiedener Signalwege bereits gezeigt werden. Dazu gehoren der Phosphoinositol-3-
Kinase Weg (PI3K), der janus kinase /signal transducers and activators of transcription Weg (JAK/STAT),
der focal adhesion kinase Weg (FAK) und erst kiirzlich beschrieben, der extracellular signal-requlated
kinase 1/2 Weg (ERK 1/2) (zusammengefasst in [193]). PTEN ist weiterhin als ein Tumorsup-
pressorgen identifiziert [194] und fungiert in erster Linie als eine Lipidphosphatase. Durch die
Dephosphorylierung von Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3) [195], hat PTEN inhibi-
torischen Einfluss auf den Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K) Weg (zusammengefasst in [196]).
So wurde beispielsweise in PIP3 defizienten Mausen ein gestorter Calcium-Influx nach TZR-
Aktivierung, eine gestorte Proliferation und IL-2 Produktion nach Peptidstimulation gezeigt
[197]. Auch eine Beteiligung des PI3K Weges an der Ty-Zelldifferenzierung und Expansion
konnte im Mausmodell gezeigt werden [198]. PI3K knock-out Tyl und Ty2 - Zellen zeigen eine
verminderte Proliferation im Vergleich zu wildtyp Zellen. Weiterhin ist die Zytokin-induzierte
Tx1 und Ty2 - Differenzierung inhibiert. Da miR-21, miR-26a und miR-29a bei einer Infektion
mit M. tuberculosis im Vergleich zu LTBI vermindert sind, konnte dies also eine verminderte
Inhibition der mRNA von PTEN in der Zelle zur Folge haben. Durch die erhohte Aktivitidt von
PTEN wiirde moglicherweise der zelluldre PIP; Level vermindert, was im Verlauf des PIP3
Signalweges {tiber Protein Kinase B (Akt) Einfluss auf eine Vielzahl zelluldrer Prozesse (z.B.

Apoptose, Proliferation, Proteinsynthese) hitte.

Suppressor of cytokine signaling 1 (SOCS1)

Ein weiteres Molekiil, welches fiir mehr als eine miRNA (miR-26a, miR-29a) als Zielgen vorher-
gesagt wurde war suppressor of cytokine signaling 1 (SOCS1). SOCS1 ist am Zytokin-induzierten
JAK-STAT-Signalweg beteiligt und inhibiert die Aktivierung des Proteins STAT-1 [199]. Die In-
hibition erfolgt iiber eine negative Riickkopplungsschleife zur Begrenzung der Zytokinsignal-
transduktion [200]. Die Bindung von IFNy an seinen spezifischen Rezeptor aktiviert STAT-1.
Infolge der STAT-1 Aktivierung werden anschlieffend IFNy-abhéngige Gene exprimiert [200].
Es konnten eine gesteigerte SOCS1 Expression in T-Zellen von TB-Patienten verglichen mit ge-
sunden Kontrollen nachweisen werden [201]. SOCS1 ist beteiligt an der T-Zelldifferenzierung
und der Zytokinantwort [199], dabei wird SOCS1 hauptséachlich in Ti1 Zellen exprimiert [202].
In Tyl Zellen ist die IFNy Signaltransduktion abhangig von STAT-1, dessen Aktivitat wieder-
um durch SOCS1 reguliert wird [203]. IFNy ist von zentraler Bedeutung fiir die Kontrolle einer
Infektion mit M. tuberculosis [87]. Es ist also denkbar, dass durch die in dieser Arbeit detektierte
verminderte Expression von miR-26a und miR-29a in CD4" T-Zellen TB-Patienten verglichen
mit LTBI zu einem erhohten Anteil translatierbarer mRNA von SOCS1 fiihren. Die Signaltrans-
duktionskaskade von IFNy wiirde durch den gesteigerten Anteil von SOCS1 moglicherweise
zu frith und schnell abgeschaltet und die Funktionalitdt der T-Zellen einschrankt. Weiterhin
konnte in Makrophagen gezeigt werden, dass SOCS1 wéhrend einer Infektion mit BCG hoch

reguliert wird [89]. Im Mausmodell verlieren Makrophagen nach einer M. tuberculosis Infektion
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durch SOCS1 die Fahigkeit zur Kontrolle des Bakterienwachstums [204].

5.1.6 CD4t+ T-Zellen fiir die miRNA Expressionsanalysen

Da CD4" T-Zellen bei der Kontrolle einer Infektion mit M. tuberculosis eine zentrale Rolle spie-
len, wurde die initiale Studie auf CD4* T-Zellen beschrankt. Analysen des Anteils M. tubercu-
losis spezifischer CD4* T-Zellen im Menschen zeigen starke interindividuelle Schwankungen,
wobei ein Anteil von ca. 1 % Antigen-spezifischer CD4" T-Zellen meist nicht tiberschritten wird
[205]. Trotz dieses geringen Vorkommens konnte eine vergleichbare miRNA Expression zwi-
schen den einzelnen Spendern detektiert werden. Bereits geringe Spenderzahlen reichten aus,
um signifikante Unterschiede zu detektieren. Fiir Neutrophile und Monozyten konnte gezeigt
werden, dass die proinflammatorischen Zytokine TNFa und IL1J3 die Expression von miR-9
induzieren [206]. Moglicherweise beeinflussen die M. tuberculosis spezifischen T-Zellen sich in
ihrer Umgebung befindliche nicht-spezifische T-Zellen auf eine dhnliche Weise. Wodurch die
Expression der Kandidaten-miRNAs in den T-Zellen inhibiert wiirde. Eine weitere denkbare
Erklarung wiére, dass der tatsdchliche Anteil M. tuberculosis-spezifischer CD4* T-Zellen deut-

lich hoher ist, als der mit den derzeitig verfiigbaren Anitgenen nachweisbare Anteil.

5.2 Expression der Kandidaten-miRNAs bei T-Zellaktivierung,

-differenzierung und -polarisierung

5.2.1 Expression der Kandidaten-miRNAs in aktivierten T-Zellen

Nach TZR-spezifischer Stimulation naiver CD4* T-Zellen konnte eine Herunterregulation von
miR-26a im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesen werden. Wie bereits erwdhnt ist eines der
fiir miR-26a vorhergesagten Zielgenen Pim-1. Bei Pim-1 handelt es sich um ein Protoonkogen
(zusammengefasst in [207]). Eine Vielzahl der identifizierten Bindungspartner von Pim-1 sind
in den Verlauf des Zellzyklus und Apoptose involviert. Beispielsweise steigert Pim-1 durch
Phosphorylierung den positiven Effekt des Molekiils Cdc25A auf das Fortlaufen des Zellzyklus
[208], so dass die Proliferation der Zellen gefordert wird. Weiterhin inaktiviert Pim-1 durch
Phosphorylierung das proapoptotische Protein Bad. Da die Inaktivierung von Bad die Aktivitat
des anti-apoptotischen Bcl-2 erhoht, wird so das Uberleben der Zelle vermittelt [209]. Es ist also
denkbar, dass durch die in der vorliegenden Arbeit gezeigte verminderte Expression von miR-
26a nach Stimulation naiver CD4* T-Zellen eine verminderte Inhibition der mRNA von Pim-
1 vorliegt. Somit wiirde die Proliferation der Zellen gefordert und die Apoptose verhindert.
Zusaitzlich wurde die beschriebene Korrelation der miR-155 Expression mit der Aktivierung
von CD4* T-Zellen [150] im Rahmen der in dieser Arbeit erhobenen Daten bestatigt.
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5.2.2 Expression der Kandidaten-miRNAs in T-Zellsubpopulationen

Die Expressionsanalyse der Kandidaten miRNAs in T-Zellsubpopulation ergab im Mittel keine
signifikant differentiell exprimierte miRNA. Trotzdessen legen verdffentlichte Studien zur miR-
NA Expression in CD8" T-Zellpopulationen eine Beteiligung von miRNAs an der T-Zellentwicklung
und -differenzierung nahe [210]. Moglicherweise sind die hohen interindividuellen Schwan-
kungen der miRNA Expression Ursache fiir einen nicht nachweisbaren Effekt. Allerdings deu-
ten die Ergebnisse der Einzeluntersuchungen eine differentielle Expression fiir miR-21 und
miR-29a in T-Zellsubpopulationen an. Rossi et al. analysierten eine Vielzahl von T-Zellstadien
beziiglich der Expression diverser miRNAs [211]. Dabei wurden auch die miR-21 Expression
in CD4" naive und Gedéachtnis-T-Zellen untersucht. Es konnte eine leicht gesteigerte Expressi-
on von miR-21 in Ged&chtnis-T-Zellen verglichen mit naiven T-Zellen detektiert werden. Diese
Analyse unterstiitzt die in dieser Arbeit angedeutete gesteigerte Expression von miR-21 fiir
Gedéchtnis-T-Zellen in dem gezeigten repréasentativen Beispiel. Allerdings deuten die Ergeb-
nisse fiir die Expression der miRNA-Kandidaten in T-Zellsubpopulationen auch auf den Ein-
fluss weiterer Faktoren hin, da die interindividuellen Schwankungen und die Schwankungen

der miRNA Expression zwischen den T-Zellpopulationen sehr hoch waren.

5.2.3 Expression der Kandidaten-miRNAs in T-Zellklonen mit distinktem
Zytokinprofil

Fiir miR-155 konnte nach exogener Expression in murinen CD4" T-Zellen eine erhohte Tyl
Differenzierung gezeigt werden [212]. Da fiir miR-155 bisher nur dieser Zusammenhang mit
der Ty-Zelldifferenzierung beschrieben ist, wurde in T-Zellklonen die Expressionsanalyse von
miR-155 mit einbezogen. In dieser Arbeit konnte fiir miR-155 eine erhdhte Expression in Ty1
und Ty17/1, verglichen mit Ti17 Klonen detektiert werden. Die Stimulation der T-Zellklone
mit distinktem Zytokinprofil induzierte signifikante Unterschiede fiir miR-29a und miR-155,
sowie Tendenzen fiir miR-26a und miR-142-3p.

Als Zielmolekiil von miR-155 wurde der IFNyRa identifiziert [212]. Dabei induziert die exo-
gene Expression von miR-155 eine verminderte Expression von IFNyRo. Ein Effekt, welcher un-
ter Ty1l-polarisierenden, aber nicht Ty2-polarisierenden Bedingungen beobachtet wurde. Die
Bindung von IFNy an seinen Rezeptor kann zur Inhibition der Proliferation und zur Indukti-
on von Apoptose fithren [213]. Es ist also denkbar, dass die erhchte Expression von miR-155
in Tyl und Ty17/1 T-Zellklonen die Expression von IFNyR« inhibiert. Das von den Ty1 und
Ty17/1 T-Zellklonen sekretierte IFNy konnte damit nicht die Proliferation differenzierten T-
Zellklone inhibieren, oder die Apoptose fordern. Dadurch wiirde das Uberleben der Tyl und
Thl-assoziierten T-Zellen gesichert. Andere Ty-Zellpopulationen, wie Ty2 oder Ti17 Zellen,
dagegen konnten durch die Sekretion von IFNYy in Bezug auf Proliferation gehemmt und Apop-

tose gefordert werden. Der Effekt der Inhibition der Ty2-Polariseurng durch Tyl sekretierte
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Zytokine ist bereits beschrieben [214, 215, 216]. Allerdings unterliegen gerade die Ergebnisse
der miRNA Expression in T-Zellklonen starken Schwankungen. Eine mogliche Ursache ist ein
Einfluss von Kulturbedingungen. Desweiteren unterscheiden sich die einzelnen T-Zellklone
zum Teil deutlich im prozenzualen Anteil ihres exprimierten Signaturzytokins. Auch wenn bei
den in dieser Arbeit erhobenen Daten im Mittel keine differentielle Expression der Kandidaten-
miRNAs in T-Zellklonen mit distinkten Zytokinprofil detektiert werden konnte, konnen Unter-
schiede nicht ausgeschlossen werden.

Fiir miR-29a und miR-142-3p gibt es bisher keine Beschreibungen beziiglich der Funktion
in Ty17 Zellen. Allerdings konnte fiir miR-142-3p gezeigt werden, dass eine Inhibition dieser
miRNA zur Uberaktivierung von CD4* T-Zellen fiihrt [183]. Moglicherweise tragt miR-142-3p
zur Kontrolle des Aktivierungsstatus der T17 Klone bei. Weiterhin findet eine stiarkere Hoch-
regulation von miR-29a und miR-142-3p nach Stimulation in Ty17-Klonen verglichen mit Ty 1
bzw. T;17/1 Klonen statt. Daher sollte die Bedeutung dieser zwei miRNAs fiir die Funktion

und Differenzierung von Ty17 Klonen nédher charakterisiert werden.

5.3 Modulation der miRNA Expression in CD4+ T-Zellen

Zur Validierung identifizierter Zielgene in CD4" T-Zellen sollten in dieser Arbeit zwei Systeme
anhand von miR-29a etabliert werden.Fiir die exogenen Expression von miR-29a wurde das
lentivirale System, basierend auf LeGO-Vektoren verwandt. Fiir die Inhibition der Funktion
von miR-29a wurden Antagomirs verwandt.

Die exogene Expression von miR-29a fiihrte nur in HEK-293T Zellen zum Erfolg, wobei in
CD4" T-Zellen keine gesteigerte Expression von miR-29a nach Transduktion erreicht werden
konnte. Die Ursache hierfiir bedarf weiterer Analysen. Durch die Analyse der Expression des
Vorlaufers der reifen miR-29a (pri-miR-29a) konnte lediglich gezeigt werden, dass der Reifungs-
prozess bzw. die Prozessierung der verwandten Sequenz fiir miR-29a in den LeGO-Vetoren
grundsatzlich moglich ist. Warum die exogenen Expression in CD4* T-Zellen nicht erreicht
werden konnte, ist mit der hier verwandten Methode allerdings nicht definierbar. Weiterhin
war die basale Expression der pre-miR-29a in T-Zellen verglichen mit HEK293T Zellen auch
bei Transduktion mit dem Kontrollvektor bereits erhoht. Dies konnte Ursache der Vorstimula-
tion der T-Zellen sein. Es ist denkbar, dass die Vorstimulation die Expression weiterer miRNAs
induziert und so die miRNA Prozessierung die Auslastungsgrenze erreicht. Moglicherweise
miisste zundchst eine Inhibition der Prozessierung anderer miRNAs induziert werden, damit
anschlieffend miR-29a tiberexprimiert werden kann.

Die Etablierung der Transfektion CD4" T-Zellen mit Antagomir-29a war erfolgreich. Die Ana-
lyse der Zytokinproduktion zeigte allerdings keine wie im Mausmodell beschriebene wirksame
und spezifische Inhibition von IFNy durch die miR-29 Familie (miR-29a, -29b, -29¢) [1]. T-bet

und Eomes, zwei Schliisseltranskriptionsfaktoren der IFNy Expression, wurden in Mausen als
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direkte Zielgene der miR-29 Familie identifiziert. Eine mogliche Erklarung ist, dass der Grofsteil
der Experimente mit Hilfe der exogenen Expression oder Inhibition von miR-29b durchgefiihrt
wurde. Die drei miRNAs der miR-29 Familie unterscheiden sich kaum voneinander. Die seed-
Sequenz ist identisch. Sie unterschieden sich nur am 3’-Ende in maximal vier Nukleotiden [176].
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden in humanen CD4* T-Zellen bestimmt und es
konnte keine Korrelation der miR-29a Expression mit der IFNy Sekretion detektiert werden.
Moglicherweise reicht dieser Unterschied jedoch fiir einen geringeren Einfluss von miR-29a im
Vergleich zu miR-29b auf die IFNy Expression aus. Auch konnte die Herunterregulation von
miR-29a fiir einen Effekt auf die IFNy Expression nicht ausreichend sein. Moglicherweise beno-
tigt die Expression von IFNy im Menschen nicht die Feinregulation durch miR-29a, weil andere,
bisher nicht bekannte Mechanismen die IFNy Expression stabil halten. Weiterhin kénnten im
Menschen weitere miRNAs existieren, welche die Expression von IFNy aufrechterhalten. Un-
terstiitz wird diese Moglichkeit durch die in dieser Arbeit gezeigte Korrelation der Expression

von miR-29a mit der Expression der anderen drei Kandidaten-miRNAs.

5.4 Unterschiede der miRNA Expression in CD4* T-Zellen von

TB-Patienten rekrutiert in verschiedenen Landern

Die Analyse der Kandidaten-miRNA Expression eines Kollektives aus einem Land mit niedri-
ger TB-Inzidenz (Deutschland) ergab eine verminderte Expression von miR-21, miR-26a, miR-
29a und miR-142-3p in CD4" T-Zellen von TB-Patienten verglichen mit LTBI. Die Expressions-
analyse dieser vier miRNAs in CD4* T-Zellen von TB-Patienten und Kontaktpersonen aus ei-
nem Land mit hoher TB-Inzidenz (Ghana) dagegen zeigte keine differentielle Expression. Die
Ursachen hierfiir sind unklar. Bei den Kontaktpersonen des ghanaischen Kollektives konnte
aufgrund technischer Probleme keine Unterscheidung zwischen LTBIs und nicht M. tubercu-
losis-infizierten Kontrollen gemacht werden. Der Vergleich der Kandidaten-miRNA Expressi-
on im deutschen Kollektiv zeigte jedoch keine differentielle Expression der miRNAs zwischen
nicht M. tuberculosis-infizierten Kontrollen und LTBI. Auch zeigen beide Kollektive kaum Streu-
ung der Daten. Eine weitere Ursache konnte in der Infektion mit unterschiedlichen M. tubercu-
losis Stammen der untersuchten Patienten aus den zwei Landern liegen. Es konnte bereits ge-
zeigt werden, dass drei der am haufigsten auftretenden M. tuberculosis Stimme sich in Makro-
phagen unterschiedlich vermehren und zu einer unterschiedlichen Zytokininduktion fithren
[217]. Damit kommt es zu einem unterschiedlichen Einfluss der Makrophagen, als Antigen-
préasentierende Zellen, auf die Differenzierung und Aktivitat der M. tuberculosis-spezifischen

T-Zellen. Dies konnte eine verdnderte Expression von miRNAs zur Folge haben.
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5.5 Ausblick

Die vorliegende Arbeit legt eine Regulation der humanen T-Zellantwort durch miR-21, miR-26a,
miR-29a und miR-142-3p bei der TB nahe. In zukiinftigen Studien sollen daher die den Kandidaten-
miRNAs zugrunde liegenden Regulationsmechanismen genauer charakterisiert werden. Hier-
fir werden durch Modulation Kandidaten-miRNA Expression vorhergesagte Zielgene unter-
sucht. Weiterhin legt die Korrelation der Expression der Kandidaten-miRNAs einen Einfluss
der miRNAs miR-21, miR-26a, miR-142-3p auf die IFNy Expression in T-Zellen nahe. Zur Veri-
fizierung dieser These sollen mehrere Kandidaten-miRNAs gleichzeitig herunterreguliert oder
tiberexprimiert werden. Interessant wiére ebenfalls die Charakterisierung der Expression der
Kandidaten miRNAs in weiteren polarisierten T-Zellpopulationen wie Treg und Ty2-Zellen.
Aufgrund der Streuung der miRNA Expression in T-Zellklonen mit distinktem Zytokinprofil
sollte die Anzahl der Proben fiir die Kandidaten-miRNA Analysen erhoht werden, gleiches
gilt fiir die Gruppengrofie der untersuchten Patienten. Da Makrophagen bei der Kontrolle der
Infektion mit M. tuberculosis ebenfalls eine zentrale Rolle spielen, wire die Analyse der Expres-

sion der Kandidaten-miRNAs in diesen Zellen ebenfalls interessant.
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6 Anhang

6.1 Nukleotidsequenz der pre-miR-29a

ATG ACT GAT TTC TTT TGG TGT TCA GAG TCA ATA TAA TTT TCT AGC ACC ATC TGA
AATCGGTTAT

Quelle: http:/ /www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=MIMAT0000086
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