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1. Einleitung

1.1. Sepsis

Die Sepsis wird der dritten internationalen Konsenuskonferenz entsprechend als
lebensbedrohliche Organdysfunktion definiert, die durch eine fehlregulierte
Immunreaktion des Korpers auf eine Infektion ausgelost wird (Singer et al. 2016). Die
Immunreaktion ist ein entscheidender Abwehrmechanismus gegen Pathogene wie
Bakterien und Viren (Kliem & Schaub 2024). Nach einer Akutphase, in der Immunzellen
wie z.B. Makrophagen, Zytokine produzieren und die Pathogene aktiv eliminieren, sollte
der Koérper in einen Zustand der Homoostase zuriickkehren (Chen et al. 2023; Du et al.
2020; Locati et al. 2020). In der Sepsis kommt es jedoch zu einer lberschieRenden,
systemischen Entziindungsreaktion, die mit einer starken Freisetzung pro-
inflammatorischer Zytokine, dem sogenannten cytokine storm, einhergeht
(Chousterman et al. 2017; Singer et al. 2016; Arora et al. 2023; Lin 2020). Der cytokine
storm, ausgelost durch Makrophagen, fihrt zu schweren pathologischen
Veranderungen, einschlieBlich, endothelialer Dysfunktion, Gerinnungsstérungen und
Multiorganversagen (Ince et al. 2016; Colbert & Schmidt 2016; Joffre et al. 2020; Iba &
Levy 2020; Jacobi 2002; Semeraro et al. 2010; Du et al. 2020). Die immunsuppressive
Phase, die oft im Anschluss an den hyperinflammatorischen Zustand der Sepsis auftritt,
ist ein wichtiger Aspekt der Pathophysiologie der Erkrankung. (Chen et al. 2023). Der
Zustand der Immunparalyse duRert sich durch die Freisetzung unreifer Immunzellen mit
z.B. beeintrachtigter Antigeneprasentationskapazitat und deregulierter Freisetzung von
anti-inflammatorischen Zytokine sowie durch verminderte Aktivierung und gesteigerte
Apoptose von T-Lymphozyten (Chen et al. 2023). Dies fiihrt dazu, dass Patienten
anfalliger fur Zweitinfektionen werden oder es zur Reaktivierung ruhender Pathogene
kommt, wahrend die Primarinfektion nicht effektiv eliminiert wird (van der Poll et al.

2017; Chen et al. 2023; Oberholzer, A. et al. 2001).

Der Sequential Organ Failure Assessement Score (SOFA) dient der Bewertung der
Organdysfunktion bei Patienten mit Sepsis (Singer et al. 2016). Eine akute Veranderung
des SOFA Scores >2 Punkte bei zugrunde liegender oder vermuteter Infektion gilt als
sicherer Indikator einer Sepsis (Singer et al. 2016). Der SOFA Score schlieRt sechs
relevante Organsysteme ein, das kardiovaskuldre, respiratorische, neurologische,
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hepatische, renale und das Gerinnungs-System (Vincent et al. 1996). Der septische
Schock, der eine schwerwiegende Komplikation der Sepsis kennzeichnet, wird durch
einen Serumlaktatspiegel von >2mmol/l mit Anzeichen einer Kreislaufinstabilitat
definiert (Singer et al. 2016). Weltweit liegt die Inzidenz der Sepsis bei 19,1 Millionen
(Fleischmann et al. 2016). Die hohe Rate der Krankenhaussterblichkeit, 5 Millionen der
19,1 Millionen erfassten Falle fihren zum Tode, verdeutlicht die dringende
Notwendigkeit einer verbesserten Diaghose und optimierter Behandlungskonzepte

(Prescott & Angus 2018).

Die Pathogenese der Sepsis ist komplex und wird von einer Vielzahl von Faktoren
beeinflusst, die sowohl von der Infektionsquelle als auch vom Patienten abhdngen
(Bracht et al. 2019). Hierzu gehort insbesondere eine Dysregulation der Genexpression,
die durch den Entziindungsprozess, zu einer inadaquaten Kontrolle der Synthese fir die
Immunreaktion relevanter Proteine z.B. von Zytokinen fiihrt (Ren Q. et al. 2020,
Hotchkiss R.S. et al. 2013, Boomer J.S. et al. 2011, Wong H. R. et al. 2013). Die Regulation
der Proteinsynthese erfolgt nicht nur auf der Ebene der durch zelluldre Signale
kontrollierten Gen-Aktivierung und Deoxyribonucleic Acid (DNA)-Transkription, als deren
Ergebnis Ribonukleinsduren (RNA) mit unterschiedlichen Funktionen, wie die Proteine
kodierende messenger Ribonucleic Acid (mRNA) synthestisert werden, sondern auch
durch post-transkriptionale RNA-Modifikationen, das Epitranskriptom (Machnicka et al.
2013; Chokkalla et al. 2020; Meyer & Jaffrey 2014; Wang & He 2014; Watson 1963;
Slobodin & Dikstein 2020). Zu den mehr als 140 derzeit bekannten RNA-Modifikationen,
die dem Epitranskriptom zugerechnet werden, ist eine spezifische Form der Adenosin-
Ribonukleotid-Methylierung, das N®-Methyladenosine (m®A) (Wiener & Schwartz 2021;
Machnicka et al. 2013). Erfolgt die m®A Modifikation in einer mRNA, kann sie, in
Abhéangigkeit von den mit dem modifizierten Adenosin interagierenden regulatorischen
Proteinen unter anderem durch Beeinflussung des pra-mRNA Splicing, den mRNA-Abbau
und die mRNA-Translation regulieren und erlaubt so eine dynamische Reaktion auf
extrazelluldre Verdanderungen (Chen et al. 2023; Zhao et al. 2017; Meyer & Jaffrey 2014;
Wang & He 2014; Mendel et al. 2021; Chokkalla et al. 2020). Die RNA m®A Modifikation
spielt eine wichtige Rolle bei der Aktivierung des angeborenen und erworbenen
Immunsystems (Chen et al. 2023). Ein besseres Verstandnis der Mechanismen, durch die

mfA Modifikationen die Entziindungsreaktion und die Zytokinexpression regulieren,



kdonnte zur Entwicklung neuer therapeutischer Ansatze zur Kontrolle der Immunreaktion
beitragen. Dies eroffnet die Moglichkeit, den Verlauf von Sepsis zu beeinflussen und die

Uberlebensrate der Patienten zu verbessern.

1.2. Funktion von Immunzellen insbesondere der Makrophagen

Die Immunreaktion ist ein komplexer Prozess, der als Antwort auf Verletzungen und das
Eindringen von Pathogenen einsetzt (Duan et al. 2022; Miyake 2007). Ziel der
Immunantwort ist es, den Kdrper zu schiitzen und Krankheitserreger zu bekampfen
(Wicherska-Pawlowska et al. 2021; Kliem & Schaub 2024). Es werden zwei Hauptarten
von Immunantworten definiert, die unspezifische, angeborene Immunantwort und die
spezifische, erworbene Immunantwort. (Netea et al. 2019; Wicherska-Pawlowska et al.

2021).

Das angeborene, unspezifische Immunsystem, bildet die primadre Reaktionsméglichkeit
des Korpers gegen Krankheitserreger (Wang & Shao 2023; Mantovani & Garlanda 2023).
Ihm werden verschiedene Zellen, Organe und Molekiile, zugeordnet, deren Interaktion
eine effektive Pathogen-Abwehr gewidhrleistet (Riera Romo et al. 2016; Chaplin 2010).
Makrophagen kommen in nahezu allen Gewebe im Korper vor und spielen eine
entscheidende Rolle in der unspezifischen Abwehr von Krankheitserregern sowie der
Regulation und Intensitdt der Immunantwort (Silva & Correia-Neves 2012; Pidwill et al.
2020; Kadomoto et al. 2021; Locati et al. 2020). Makrophagen erkennen Pathogene und
Gewebeschaden mittels Pattern Recognition Receptors (PRR) wie den Toll Like Receptor
4 (TLR4) und werden nach einer Stimulation in unterschiedliche Subtypen unterteilt, die
entweder die antimikrobielle Abwehr und Entziindungsreaktion férdern oder hemmen
(Franken et al. 2016; Murray & Wynn 2011; Locati et al. 2020). Makrophagen eliminieren
Pathogene phagozytotisch und setzen unterschiedliche pro-inflammatorische Zytokine
und Chemokine frei (Pidwill et al. 2020; Du et al. 2020). Zudem initiieren sie den cytokine
storm wahrend der Infektion (Du et al. 2020). Ihre deregulierte Aktivierung kann zu
chronischen Entziindungszustanden fiihren (Du et al. 2020; Li et al. 2018). Darliber
hinaus, fungieren Makrophagen als Antigen-prasentierende Zellen indem sie Anteile von

phagozytierten Pathogenen auf der Oberflache prasentieren und so die Aktivierung des



angeborenen Immunsystems initiieren (Pidwill et al. 2020; Gordon & Martinez 2010;

Silva & Correia-Neves 2012).

Das erworbene Immunsystem ist adaptiv und entwickelt sich im Laufe des Lebens durch
Exposition gegeniiber Antigenen (Yatim & Lakkis 2015). B-Zellen und T-Zellen
exprimieren Antigen-spezifische Oberflachenrezeptoren, durch die Erreger erkannt und
spezifische Immunantworten ausgelost werden kénnen (Medzhitov 2007; Chaplin 2010;
Bonilla & Oettgen 2010; Yatim & Lakkis 2015). Dariiber hinaus ermoglicht die Bildung
von Gedachtniszellen, die nach einer Primarreaktion auf ein Antigen erfolgt, die
Induktion einer schnellen und effektiven Reaktion bei erneuter Konfrontation mit dem
Erreger (Seifert & Kuppers 2016; Bonilla & Oettgen 2010). B-Zellen besitzen die Fahigkeit
Antikorper zu produzieren, Zytokine zu exprimieren und freizusetzen und fungieren als
spezifische Antigen-prasentierende Zellen (Kliem & Schaub 2024). T-Zellen koordinieren
die Immunantwort und tragen zur Eliminierung infizierter Zellen bei (Tenbrock & Rauen

2022).

Ziel der Immunreaktion ist es den Korper zu schiitzen, eine deregulierte Immunantwort
kann jedoch neben generalisierten neurologischen und inflammatorischen Reaktionen,
die unter anderem zur Auspragung von Alzheimer und Arteriosklerose beitragen kénnen,
auch zur Entwicklung einer Sepsis flihren (Fioranelli et al. 2018; Delano & Ward 2016;

Bettcher et al. 2021; Kliem & Schaub 2024).

1.3.LPS und TLR4-abhdngige Aktivierung des MyD88-und-TRIF- Signalweges in
Makrophagen

Die Aktivierung der Makrophagen und die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine
erfolgt durch verschiedene Rezeptoren und zugehdrige Signalwege (Zhang X. & D. M.
Mosser 2008, Atri C. et al. 2018, Liu L. et al. 2020). Ein wesentlicher
Aktivierungsmechanismus wird durch die Interaktion struktureller
Membranbestandteile gram-negativer Bakterien, den Lipopolysacchariden (LPS) mit
dem TLR4 Rezeptor ausgeldst (Li et al. 2019; Gauthier & Chen 2022; Franken et al. 2016).
Die Uber TLR4 vermittelte Immunreaktion bewirkt eine effektive Abwehrreaktion
relevanter Pathogene (Kliem & Schaub 2024; Li et al. 2019). Eine kontrollierte

Immunantwort ist fiir die Abwehr von Infektionen essentiell, jedoch kann eine
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deregulierte Aktivierung des Immunsystems durch LPS mit unkontrollierter Freisetzung
von Zytokinen eine gram-negative Sepsis auslésen (Singer et al. 2016; Chousterman et

al. 2017; Arora et al. 2023; Ciesielska et al. 2021; Kliem & Schaub 2024; Cohen 2002).

Die Aktivierung des Transmembran-Rezeptors TLR4 erfolgt vermittelt durch das
extrazelluldre LPS-bindende Protein (LBP) und das Membranprotein Cluster of
Differentiation 14 (CD14) und initiiert Gber verschiedene Signalwege die Immunreaktion
(Abb.1.1.) (Eletto et al. 2022; Medzhitov 2007; Poltorak et al. 1998; Ryu et al. 2017;
Ciesielska et al. 2021). TLR4-abhangig |6st der Myeloid Differentiation factor 2 (MD2)
Signalkaskaden aus, die zur Transkription von Genen fiihren, die pro-inflammatorische
Zytokine wie den Tumor Necrosis Faktor-alpha (TNF-a) und Interleukin (IL)-6 kodieren
(Ciesielska et al. 2021; Miyake 2007; Jang et al. 2021; Saraiva & O'Garra 2010; Tan &
Kagan 2014).

LPS besteht aus einem Oligosaccharid, einem Lipid A, und einem O-Antigen (Park et al.
2009). Multiple Acylketten und zwei Phosphatgruppen des Lipids A sind fir die
Dimerisierung des TLR4-MD2 Komplexes erforderlich, der die nachfolgende Aktivierung
des Myeloid Differentiation Primary Response Protein 88 (MyD88) und des Toll/IL-1
Receptor Domain-Containing Adaptor Protein Inducing IFN-8 (TRIF)-Signalweges bewirkt
(Park et al. 2009; Huang et al. 2022).

Der MyD88-Signalweg ist entscheidend fiir die Aktivierung von Mitogen-Activated
Protein Kinase (MAPK) und Nuclear Factor-«B (NF-kB), die wiederrum zur Transkription
von Genen fiihren, die pro-inflammatorische Molekiile kodieren (Deguine & Barton

2014; Guha & Mackman 2001; Park et al. 2009; Tan & Kagan 2014).

CD14 initiiert die Endozytose von TLR4 und reguliert die Aktivierung des TRIF-Signalwegs
(Zanoni et al. 2011). Der TRIF-abhangige Signalweg fiuhrt zur Produktion von Typ |
Interferonen (IFN) sowie weiteren pro-inflammatorischen Zytokinen und tragt zur
Verstarkung der Immunantwort bei (Husebye et al. 2006; Kagan et al. 2008; Zanoni et al.

2011).

Die Endozytose und der folgende Abbau des TLR4-Rezeptors regulieren die Beendigung
der Immunantwort (Ciesielska et al. 2021; Husebye et al. 2006). Zusatzlich tragen
negative Feedback-Regulatoren dazu bei, eine U(bermafige Immunreaktion zu
verhindern (Du et al. 2020). Hierzu zahlen die Suppressor Of Cytokine Signaling proteins
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(50OCS), welche den NF-kB Signalwege unterdriicken (Duncan et al. 2020; Du et al. 2020;
Liew et al. 2005; Beutler 2004; Yoshimura et al. 2007).

raft plasma membrane

TNF-u1, IL-6
and other
cytokines

type | interferons

Abb. 1.1. Aktivierung des TLR4-Rezeptorkomplexes durch LPS

Die Aktivierung von TLR4 erfolgt vermittelt durch LBP und CD14 (Eletto et al. 2022;
Medzhitov 2007; Poltorak et al. 1998; Ryu et al. 2017). Die Aktivierung des MyD88-
Signalweges fuhrt zur Aktivierung von Genen, die pro-inflammatorische Zytokine
kodieren (Deguine & Barton 2014; Guha & Mackman 2001; Park et al. 2009; Tan & Kagan
2014). Die Endozytose des TLR4- Rezeptors bewirkt die Aktivierung des TRIF-Signalweges
mit nachfolgender Expression von Typ | Interferonen (Zanoni et al. 2011; Kagan et al.
2008; Husebye et al. 2006) (weitere Details im Text). Reprinted from: Ptdciennikowska,
A., Hromada-Judycka, A., Borzecka, K. et al. Co-operation of TLR4 and raft proteins in
LPS-induced pro-inflammatory signaling. Cell. Mol. Life Sci. 72, 557-581 (2015). Springer
Nature. PMCID: PMC4293489 https://doi.org/10.1007/s00018-014-1762-5
(Plociennikowska et al. 2015)
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1.4. Die Rolle der m®A RNA Modifikation in der Entziindung und der Sepsis

Die m®A Methylierung und die beteiligten Mediatoren (vgl. Abb.1.3.) spielen eine
komplexe Rolle bei der Regulation der Entziindungsreaktion, die sich auf die

Pathogenese der Sepsis auswirkt (Guo et al. 2022; Chen et al. 2023).

Eine LPS-Stimulation fihrt zum Beispiel im Lebergewebe von Hihnern und in
menschlichen Zahnmarkzellen zu einer erhéhten m®A Methylierung (Feng et al. 2018;
Guo et al. 2022). Dagegen wurden in murinen RAW264.7 Makrophagen eine erniedrigte
Expression des primdren, die mP®A Methylierung katalysierenden Enzyms
Methyltransferase like 3 (METTL3) und eine reduzierte m®A Modifikation beobachtet
(Caietal.2022; Jiang et al. 2021). Ein durch small interfering (si)-RNAs vermittelte knock-
down von METTL3 fiihrt durch alternatives Splicing, zur Expression einer spezifischen
MyD88-Variante (MyD88S) und resultiert in einer verminderten Zytokinexpression in
menschlichen Zahnmarkzellen (Feng et al. 2018). Im Gegensatz hierzu steigert ein knock-
down von METTL3 in murinen RAW264.7 Makrophagen und Bone Marrow-Derived
Macrophages (BMDMs) die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine wie TNF-a und
IL-6 (Cai et al. 2022). Diese Effekte werden durch eine erhéhte Stabilitdt von Nucleotide-
binding Oligomerization Domain-containing protein 1 (NOD1), einem intrazelluldren
PRR, vermittelt (Franchi et al. 2009; Cai et al. 2022). Die Ergebnisse dieser Studien zeigen
Zell-spezifische Unterschiede in der Regulation und funktionellen Wirkung der m®A

Methylierung (Guo et al. 2022; Feng et al. 2018; Cai et al. 2022).

Makrophagen sind ein wichtiger Bestandteil des angeborenen Immunsystems und
spielen eine essentielle Rolle in der Bekdmpfung von Antigenen (Du et al. 2020; Locati et
al. 2020). Zur Einddmmung der Immunreaktion und einer systemischen
Entziindungsreaktion tragt SOCS1 bei (Du et al. 2020; Yoshimura et al. 2007). In Maus-
Makrophagen senkt ein knock-down des Writers METTL14, der mit METTL3 ein
funktionales Dimer bildet, die m®A-Methylierung der Socs1 mRNA und erhoht die
Expression pro-inflammatorischer Zytokine nach LPS-Stimulation (Du et al. 2020; Jiang
et al. 2021; Liu et al. 2014). Die reduzierte m°®A Expression der Socs1 mRNA verhindert
die Bindung des m®A-Readers YTH Domain Family Proteinl (YTHDF1) und somit auch die
Socs1 mRNA Translation (Du et al. 2020; Wang et al. 2015). Die verringerte Interaktion

von YTHDF1 mit der differenziell m®A methylierten Socs1 mRNA fiihrt zu einer



gesteigerter  Aktivierung des  TLR4/NF-kB-Signalweges und fordert die

Entziindungsreaktion (Du et al. 2020).

In einer weiteren Studie wurde beobachtet, dass die m®A Expression in Kardiomyozyten
septischer Ratten nach LPS-Stimulation im Vergleich zu unbehandelten Zellen
vermindert ist (Han et al. 2021). Die Tatsache, dass 46 mRNAs eine verringerte m°®A
Methylierung aufweisen, wihrend 27 mRNAs eine erhdohte m®A Methylierung in der LPS-
Gruppe zeigen, deutet auf eine differenzielle Regulation hin (Han et al. 2021). Gene
Ontology (GO)-Term-Analysen, die die Funktionen der exprimierten Genprodukte
berlicksichtigen, zeigen, dass die mRNAs mit verringerter m®A Methylierung vorwiegend
an Prozessen beteiligt sind, die mit Entziindungs- und Immunreaktionen verbunden sind

(Han et al. 2021; Ashburner et al. 2000).

Diese gegensatzlichen Beobachtungen verdeutlichen die Bedeutung der
Kontextabhéngigkeit bei der Regulation der mPA-Methylierung und der beteiligten
Enzyme. Verschiedene Zelltypen und Gewebe kdnnen unterschiedlich auf entziindliche
Stimuli reagieren und es wirken verschiedene Mechanismen bei der Regulation der m°A-
Methylierung nach LPS-Stimulation (Guo et al. 2022; Feng et al. 2018; Zhang et al. 2019;
Han et al. 2021).

1.5. Nb-Methyladenosin

Né-Methyladenosin (m®A) ist eine der haufigsten Modifikationen eukaryotischer mRNAs
(Roundtree et al. 2017; Oerum et al. 2021). Die reversible Methylierung der mRNA
erfolgt an der N®-Position von Adenosin bevorzugt an RRACH/DRACH Sequenz-Motiven
(Abb.1.2.) im Bereich des Stop-codons, in Introns und am Ende der 3’'UTR (Dominissini
et al. 2012; Csepany et al. 1990; Wen et al. 2023). Die Buchstaben D, R und H stehen fir
unterschiedliche Basen, D= Adenosin (A), Guanin (G) oder Uracil (U), R= A oder G, H= A,
Cytosin (C) oder U (Meyer et al. 2012; Dominissini et al. 2012). Nur ein geringer Teil

dieser Motive wird durch Methyltransferasen modifiziert (Dominissini et al. 2012).



Abb. 1.2. DRACH Motiv: Nukleotidsequenz die von Adenosin-Methylierung
katalysierenden Enzymen bevorzugt modifiziert wird. méAboost wird zur Validierung
potentieller und durch RNAseq identifizierter m®A auf DRACH-Motive trainiert.

Der METTL3/14-Komplex methyliert bevorzugt das Adenosin an der 5 Position der mRNA
im DRACH Motiv (Dominissini et al. 2012; Csepany et al. 1990; Wen et al. 2023). Die
Buchstaben des Motivs stehen fiir die quantitative Verteilung unterschiedliche Basen
und ihre mogliche Anordnung (Dominissini et al. 2012; Meyer et al. 2012). Die
guantitative Verteilung der Basen, welche die Sequenz definieren wird durch die Hohe
des Buchstabens bestimmt (Schneider and Stephens 1990). Die GroRRe der Buchstaben
ist proportional zu der Frequenz und die Basen werden in der Reihenfolge ihrer
Haufigkeit angeordnet, wobei sich die hdufigste Base auf dem Stapel befindet (Schneider
& Stephens 1990). Material from: Schneider, T. D. and R. M. Stephens (1990). "Sequence
logos: a new way to display consensus sequences." Nucleic Acids Res 18(20): 6097-6100.
Oxford University Press. Doi: 10.1093/nar/18.20.6097 PMCID: PMC332411 (Schneider &
Stephens 1990); Kortel, N., et al. (2021). "Deep and accurate detection of m6A RNA
modifications using miCLIP2 and m6Aboost machine learning." Nucleic Acids Res 49(16):
€92. Oxford University Press. DOI: 10.1093/nar/gkab485 PMCID: PMC8450095 (Kortel
et al. 2021)

Drei unterschiedliche Proteinklassen sind an der m®A Methylierung beteiligt (Shi et al.
2019). Methyltransferasen katalysieren den Transfer der Methylgruppe auf die Né-
Position der mRNA (Wen et al. 2023; Liu et al. 2014; Bokar et al. 1997). Die Entfernung
der Methylgruppe erfolgt durch Demethylasen, wie Fat Mass and Obesity-Associated
Protein (FTO) (Wen et al. 2023; Jia et al. 2011; Zheng et al. 2013; Shi et al. 2019). Reader
erkennen die m®A Modifikationen spezifisch (Wen et al. 2023; Shi et al. 2019).

Die m®A Methylierung erlaubt eine dynamische Antwort auf Verdnderungen der Umwelt

und spielt bei der Regulation verschiedener zellularer Prozesse, wie der mRNA-Stabilitat,


https://doi.org/10.1093%2Fnar%2F18.20.6097
https://doi.org/10.1093/nar/gkab485
https://doi.org/10.1093/nar/gkab485
https://doi.org/10.1093/nar/gkab485
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/pmc8450095/

dem mRNA Splicing und der mRNA Translation eine wichtige Rolle (Feng et al. 2018;
Wang et al. 2019; Feng et al. 2021). Die m®A Methylierung wurde mit einer Vielzahl von
Krankheitszustanden in Verbindung gebracht, unter anderem Diabetes Typ I,
Fettleibigkeit, Infertilitdt, neurologische Erkrankungen sowie die Entstehung und
Metastasierung von Karzinomen (Wen et al. 2023; Huang et al. 2015; Zheng et al. 2013;
Angelova et al. 2018). Dariber hinaus, wurde festgestellt, dass m®A eine Rolle bei der

Regulation des angeborenen und erworbenen Immunsystems spielt (Chen et al. 2023).

1.6. Katalysatoren der m®A Modifikation und Effektorproteine

Die m®A Methylierung ist dynamisch und reversibel und wird durch Methyltransferasen
und Demethylasen reguliert (Abb.1.3.) (Shi et al. 2019). Methyltransferasen auch als
Writer bekannt, katalysieren den Transfer einer Methylgruppe von S-Adenosyl-
Methionine (SAM) auf das Adenosin-Substrat der mRNA (Wen et al. 2023; Shi et al.
2019). METTL3 bildet zusammen mit der katalytisch inaktiven METTL14 den wichtigsten
Methyltransferase-Komplex der mRNA (Wang et al. 2016; Sledz & lJinek 2016). Als
katalytisch aktive Untereinheit des Komplexes, libertragt METTL3 die Methylgruppe von
SAM auf die Né-Position von Adenosin in der RNA (Bokar et al. 1997; Poh et al. 2022).
METTL14 stabilisiert die Bindung des Komplexes an die RNA und erhoht die Affinitat der
Bindung von SAM an METTL3 (Oerum et al. 2021). Ein knock-down von METTL14 fuhrt
zu einer Reduktion der TNF-a mRNA-Expression, wahrend die Expression von /L-10

erhoht ist (Zheng et al. 2022).

Der METTL3/14-Komplex bindet im Zellkern an Wilms Tumour 1 Associating Protein
(WTAP) (Ping et al. 2014). WTAP erleichtert die Bindung zwischen METTL3 und METTL14
und stabilisiert den Komplex (Ping et al. 2014; Liu et al. 2014).

Als weiterer Bestandteil des Komplexes, ist Zinc finger CCCH-Type Containing 13 Protein
(ZC3H13) an der Lokalisierung des Methyltransferase-Komplexes im Zellkern beteiligt
(Wen et al. 2018). Ein Knock-out von ZC3H13 in embryonalen Stammzellen von Mausen
reduziert die METTL3 und METTL14-Konzentrationen im Nukleus und verringert die m°®A
Methylierung (Wen et al. 2018).
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Als weitere Methyltransferase methyliert METTL16 die U6 small nuclear ribonucleid acid
(snRNA) und Methionin-Adenosyltransferase 2A (MAT2A) mRNA (Pendleton et al. 2017;
Satterwhite & Mansfield 2021). MAT2A ist an der Synthese von SAM, dem universellen
Methylgruppendonor in Zellen beteiligt (Satterwhite & Mansfield 2021; Halim et al.
1999; Cantoni & Durell 1957). Im Gegensatz zu METTL3 erfolgt die Methylierung
bevorzugt an UACAGAGAA Sequenzen (methyliertes Adenosin ist unterstrichen)
(Pendleton et al. 2017; Warda et al. 2017; Mendel et al. 2018; Shima et al. 2017).

Demethylasen auch Eraser genannt entfernen die Methylgruppe durch oxidative
Demethylierung von der mRNA (liang et al. 2021; Shi et al. 2019). Zu den Erasern
gehoren AlkB Homolog 5 Demethylase (ALKBH5) und FTO (Zheng et al. 2013; Zhang et
al. 2021; Jia et al. 2011). ALKBH5 ist vermehrt in mannlichen Geschlechtsorganen
nachweillbar und spielt eine essentielle Rolle in der Spermatogenese (Zheng et al. 2013).
Eine Inaktivierung von ALKHB5 fiihrt zu Infertilitdt in mannlichen Mausen (Zheng et al.

2013; Tang et al. 2018).

Die Funktion der m®A Modifizierung hiangt maRgeblich von spezifischen Proteinen ab,
den Readern, die mit Sequenzmotiven, die m®A modifizierte Adenosine enthalten,
interagieren (Li et al. 2014; Zhu et al. 2014; Shi et al. 2019; Jiang et al. 2021). Die
spezifisch gebundenen Reader vermitteln unterschiedliche zellulare Prozesse (Zaccara et
al. 2019; Shi et al. 2019; Jiang et al. 2021). Zu den Reader-Proteinen gehoéren YTH
Domain Containing Protein 1/2 (YTHDC1/2) und YTH Domain Family Protein 1-3 (YTHDF1-
3) (Dominissini et al. 2012). YTHDC1 Proteine sind vorwiegend im Nukleus, YTHDC2
Proteine sind sowohlim Nukleus und Zytoplasma und YTHDF Proteine sind hauptsachlich
im Zytoplasma lokalisiert (Shi et al. 2017; Hartmann et al. 1999; Wang et al. 2014; Wang
et al. 2015; Zhou et al. 2015; Wojtas et al. 2017). YTHDC1 beeinflusst unter anderem das
MRNA-SpleiBen und den Transport der mRNA ins Zytoplasma (Roundtree et al. 2017;
Xiao et al. 2016). YTHDC2 férdert durch die Rekrutierung der 5’3’ Exoribonuclease Xrn1,
den Abbau von mPA-methylierten mRNAs und reguliert die mRNA Translation (Hsu et al.
2017; Wojtas et al. 2017; Kretschmer et al. 2018). Zur YTHDF Familie gehoren die
Proteine YTHDF1-3, die eine hohe Aminosduresequenz-Homologie aufweisen und eine
annadhernd gleiche YTH Domaéne besitzen (Patil et al. Jaffrey 2018). YTHDF1 verstarkt die

Translation von mPfA modifizierten mRNAs, YTHDF2 beschleunigt den Abbau der
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veranderten mRNA und YTHDF3 besitzt beide Funktionen ( Wang et al. 2014; Shi et al.
2017; Wang et al. 2015).

Readers
. YTHDF1/2/3
YTHDC1/2
[ 2 HNRNPC/G
H 4 HNRNPA2B1
H\N/H Writ : or A
riters ok 1
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Abb. 1.3. m°A Methylierung —Katalysatoren und interagierende Proteine

Methyltransferasen wie der METTL3/14-Komplex katalysieren den Transfer einer
Methylgruppe von S-adenosil-methionine (SAM) auf die Ziel-mRNA (Shi et al. 2019; Wen
et al. 2023; Wang et al. 2016; Sledz & Jinek 2016). Die Entfernung der Methylgruppe von
der N®-Position von Adenosin erfolgt tiber Eraser wie z.B FTO (Shi et al. 2019; Zhang et
al. 2021; Jia et al. 2011). Spezifische Reader binden spezifisch an Sequenzelemente mit
mPA Methylierung (Shi et al. 2019; Jiang et al. 2021). Reprinted from: Where, when and
how: context-dependent functions of RNA methylation writer, readers, and erasers, Mol
Cell, Volume 73, Issue 4, Page number 641, Shi, Wei et al., Copyright 2019 with
permission from Elsevier doi:10.1016/j.molcel.2019.04.025 PMCID: PMC6527355 (Shi
et al. 2019).
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1.7. Zielsetzung der Arbeit

Die m®A Modifikation der mRNA ist die haufigste Modifikation im Epitranskriptom
eukaryonter Zellen und reguliert post-transkriptional die Stabilitdt, Translation und
Abbau spezifischer mRNAs (Sun et al. 2019; Feng et al. 2018; Wang et al. 2019; Feng et
al. 2021). In friheren Dot blot Experimenten der Arbeitsgruppe mit einem spezifischen
mOA-Antikérper konnte nachgewiesen werden, dass nach zwei und sechs Stunden LPS-
Stimulation von RAW264.7 Makrophagen die m®A Methylierung signifikant zunimmt

(Yannick Schumacher et al., unpublizierte Daten).

In weiteren Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Adenosin-
Methyltransferasen, Reader und Eraser in LPS-aktivierten Makrophagen eine veranderte
Expression auf mRNA und Proteinebene aufzeigen (Anja Hackman et al. 2019

Masterarbeit, Ostareck-Lederer und Ostareck, unpublizierte Daten).

Basierend auf diesen Experimenten wurde aus unbehandelten und mit LPS (10ng/ml, 2h
und 6h) behandelten RAW264.7 Makophagen die poly(A)* RNA gereinigt (Yannic
Schumacher et al. unpublizierte Daten). Aus der poly(A*) RNA wurde m®A-modifizierte
RNA nach dem miCLIP2-Protokoll (m°A individual-nucleotide resolution UV crosslinking
and immunoprecipitation) (Linder et al. 2015; Buchbender et al. 2020) in Kooperation
mit der Arbeitsgruppe von Dr. Julian Koénig, IMB Mainz isoliert und mittels RNAseq

analysiert.

Zur Detektion von m°PA Modifikationen wurde mé6Aboost machine learning genutzt (in
Kooperation mit Dr. Katharina Zarnack, Goethe-Universitat Frankfurt), das bereits fir
eine vergleichenden Analyse der mRNA m®A Modifikationen in murine embryonic stem

cells (mESC) und RAW264.7 Makrophagen entwickelt wurde (Kortel et al. 2021).
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Abb. 1.4. Verteilung m®A-modifizierter mRNAs zwischen mESCs und RAW264.7 Zellen

Durch m®Aboost wurden nach RNAseq Analyse m®A-modifizierte mRNAs identifiziert.
Dafiir wurde die sequnzierte RNA mit miCLIP2 isoliert. Diese spezifische
Immunoprazipitation erfolgte mit poly(A)* RNA, aufgereinigt aus mESCs und RAW264.7
Zellen. 46,2% der m®A-modifizierten Adenosine konnten sowohl in mESCs, als auch in
RAW264.7 Zellen detektiert werden. Reprinted from Kortel, N., et al. (2021). "Deep and
accurate detection of m6A RNA modifications using miCLIP2 and m6Aboost machine
learning." Nucleic Acids Res 49(16) (Kortel, N., et al. (2021)

DOI: 10.1093/nar/gkab485 PMCID: PMC8450095

Open Access article licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 International

License

Unsere Arbeitsgruppe identifizierte sieben mRNAs in RAW264.7 Zellen, die unter
Verwendung des oben genannten Protokolls (Kortel, N., et al.,, 2021) nach 6h LPS

Stimulation (10ng/ml) eine signifikant verdnderte m®A Methylierung aufweisen.

Ziel meiner Arbeit ist es, den Einfluss von LPS auf die mRNA- und Proteinexpression
sowie die Stabilitidt der differenziell m®A methylierter mRNAs nach LPS-Stimulation in
RAW 264.7 Makrophagen zu untersuchen. Im Rahmen der Arbeit habe ich RAW264.7
Makrophagen mit LPS aktiviert. QRT-PCR Messungen wurden durchgefihrt, um die
Expression und Stabilitit ausgewihlter mRNAs, deren m®A Methylierung durch LPS
beeinflullt war, zu bestimmen. Mit Western blots erfolgte der Nachweis spezifischer

mMRNA Translationsprodukte.
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2. Material und Methoden
2.1. Zellbiologische Methoden

2.1.1. Kultivierung der RAW 264.7 Makrophagen

Als Modellsystem wurden murine Makrophagen RAW264.7 gewahlt (RAW264.7, TIB-71,
ATCC). Die Makrophagen wurden nach dem Auftauen fiir eine Woche bei 37° und 5%
C02 in DMEM high glucose (Gibco Life Technologies), 10% hitzeinaktiviertem fetalem
Kalberserum (FCS, Biochrom) und 1% Penicillin und Streptomycin (Gibco Life
Technologies) kultiviert. Dazu wurden die Zellen mit einer Dichte von 4x10° Zellen pro
15 cm Petrischale in 20 ml Medium ausgesat und nach zwei-tagiger Kultivierung
passagiert. Fiir die Versuche wurden die Zellen mit einer Dichte von 0,16x10° Zellen pro

Well fiir die RNA Extraktion und 4x10° Zellen fir die Tryton-Lysate ausgesat.

2.1.2. Zellzahlermittlung mittels Biorad TC20 automated cell counter

Fir die Berechnung der Zellzahl wurden die Zellen in 10 ml frischem Medium abgekratzt.
20ul Zellsuspension wurden 1:1 mit Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS) verdiinnt. Die
verdiinnte Zelllosung wurde anschlieBend 1:1 mit 0,4% Tryptan-Blau vermengt und je
10ul der Zellverdiinnung wurden in die Kammern A und B des Zdhl-Slides pipettiert und
im automatisierten Zellzdhler TC20 (Biorad) gemessen. AnschlieBend wurde der

Mittelwert der lebenden Zellen errechnet.

PBS (pH 7,4):
- 137 mM Natriumchlorid

- 2,7 mM Kaliumchlorid
- 10 mM Dinatriumhydrogenphosphat
- 2 mM Kaliumdihydrogenphosphat
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2.1.3. LPS Stimulation der Makrophagen

Die Stimulation der RAW 264.7 Makrophagen mit 10 oder 100 ng/ml LPS (E.coli Serotyp
0111:B4 (Sigma, Aldrich) erfolgte im Medium fiir 0, 2 und 6 Stunden.

2.1.4. Actinomycin D Stimulation der Makrophagen

Die RAW Makrophagen wurden mit 5ug/ml Actinomycin D (Sigma #A9415) fur 1, 2, 3
und 4 Stunden stimuliert. 100pg in vitro transkribierte cap-Luc-poly(A)* mRNA wurde als

exogene Extraktionskontrolle dazugegeben.

2.1.5. Ernte der RAW Makrophagen mit Trizol

Die Zellen wurden mit 1 ml PBS gewaschen und in 750pul Trizol geerntet. Die Zellen

wurden bei -20°C gelagert.
Trizol-Reagenz:

- 0,8 M Guanidiniumthiocyanat

- 0,4 M Ammoniumthiocyanat

- 0,1 M Natriumacetat pH 5

- 5% Glycerin

- 38% wassergesattigtes Phenol (pH 4,5 - 5)

2.1.6. RNA Extraktion

Die Zellen wurden nach dem Auftauen kurz im Vibrax (Scientific Industries) bei
maximaler Geschwindigkeit fiir ungefahr 10 Sekunden geschiittelt. Jede Probe wurde mit
200ul Chloroform versehen, 15 Sekunden bei maximaler Geschwindigkeit geschiittelt
und 5 Minuten bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben bei
RT und 10.000 xg 20 Minuten zentrifugiert. Die obere klare Schicht, in der sich die RNA
befindet wurde abgenommen und 1:1 mit Chloroform-Isoamylalkohol (24:1) vermengt.

Die Proben wurden erneut 15 Sekunden geschiittelt und weitere 5 Minuten bei RT und
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10.000 xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde in einem neuem GefiR mit 1ul Glycogen
(20pg/ul) und 350ul Isopropanol versetzt und im Vibrax (Scientific Industries)

geschiittelt. Die RNA wurde anschlieBend Giber Nacht bei -20°C gelagert.

Nach 30-minttiger Zentrifugation bei 4°C und 20.000 xg, wurde die RNA mit 500 ul 80%
Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation bei 4°C, 20.000 xg fir 5 Minuten
wurde der Uberstand verworfen. Nach wiederholtem Waschen und Zentrifugieren bei
4°C wurde der entstandene Uberstand verworfen. Das Pellet wurde kurz
runterzentrifugiert und die restliche Flussigkeit wurde entnommen. Das entstandene
RNA-Pellet wurde je nach GroRRe mit 10-20ul Nuklease-freiem Wasser versetzt und bei

bei 750 rpm und 55°C gel6st. Die RNA-Proben wurden bei -80°C gelagert.

2.1.7. Praparation von Triton-Lysaten

Die Zellen wurden zur Gewinnung von Gesamtzell-Lysaten auf Eis mit 15 ml PBS
gewaschen und anschlieBend in 10 ml PBS abgeschabt. Die Zellmischung wurde
resuspendiert und fir 5 Minuten bei 4°C und 400 xg zentrifugiert. Die Fllssigkeit wurde
entnommen und das entstandene Pellet wurde 1:1 mit 300ul Tritonpuffer resuspendiert.
Die Proben wurden im Vortexer 20 Sekunden durchmischt, 30 Minuten auf Eis inkubiert
und fiir 10 Minuten bei 4°C und 20.000 xg zentrifugiert. Der entstandene Uberstand
wurde in neues Eppi Uberfiihrt und nach Schockgefrieren mit fllissigen Stickstoff bei -

80°C gelagert.

Tritonlysepuffer:

50mM TrispH 7,4

300 mM Natriumchlorid
1 % Triton X-100

1 mM DTT

1 mM PMSF

1 pg/ml Pepstatin

2 pg/ml Leupeptin
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2.2. Molekularbiologische Methoden

2.2.1. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren mittels
Nanodrop2000-Spektrometer

Unter Berlcksichtigung des Lambert-Beer’'schen  Gesetztes erfolgte die
Konzentrationsbestimmung der RNA  Proben mit dem  Nanodrop2000-
Spektrophotometer (PEQLAB Biotechnologie GmbH) bei einer Wellenldnge von 260nm.
Der Reinheitsgrad der RNA wurde durch das Verhaltnis A260/A280 bestimmt, wobei
reine RNA Werte von ~2,0 aufweist. Signifikante Abweichungen deuten auf
Verunreinigungen durch Proteine hin, die bei 280nm absorbieren. Werte des A260/A230
Verhiltnisses liegen bei reiner RNA zwischen 1,8 und 2,2. Deutlich niedrigere Werte

weisen Verunreinigungen durch Phenol auf.

2.2.2. Agarose-Gelelektrophorese fiir RNA

Die Agarose-Gelelektrophorese dient der Kontrolle der RNA-Integritat.
1% Agarose Gel wurde mit 0,6g Ultrapure Agarose (Invitrogen) und 60ml 1x TAE in der
Mikrowelle aufgekocht und anschlieBend mit dem 8pl Farbstoff des Farbstoffes GelRed
(Biotium Inc.) versetzt. 1 pug der RNA-Proben wurde mit 8ul RNA Ladepuffer (RLA)
versetzt und bei 65°C 10 Minuten inkubiert, kurz auf Eis gelagert und bei 4°C
zentrifugiert.
Als Marker wurden 2 pl des RiboRulerHr (Thermo Fisher Scientific Inc.) mit 8 ul RLA
eingesetzt und anschlieRend ebenfalls bei 65°C fiir 10 Minuten inkubiert.
Negativ geladenen Nukleinsduren wurden abschliefend 1,5h bei 45 Volt ihrer GroRe
nach aufgetrennt.
Das Gel wurde fir 1:15 Sekunden im ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare Europe
GmbH) belichtet und anschlieBend analysiert.
TAE 50x

- 242 g Tris-Base

- 57,1 g Eisessig

- 100 ml 0,5 M EDTA
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- 1000 ml dd H20

RNA-Ladepuffer 10 ml

- 4,8 ml Formamid

1,75 ml Formaldehyd

- 400 pl 1 M MOPS (pH=7,0)
- 33 ul 3 M Natriumacetat

- 20ul0,5M EDTA

- 1 ml50% Glycin

- 0,5ml 1% Bromphenolblau
- 10 mldd H20

2.2.3. Reverse Transkription

Um die extrahierte RNA in komplementdre DNA, cDNA umzuschreiben wurde das
Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis with dsDNase benutzt ( Thermo Fisher
Scientific Inc, #K1682).

Zunachst wurden 1 pg der RNA auf 8 pl mit Nuklease-freiem Wasser aufgefiillt. Die RNA
Verdinnung wurde mit 2l DNAse mix bei 37°C fiir 2 Minuten inkubiert. AnschlieBend
erfolgte eine Inkubation mit 5 pl des random primer mix bei 65°C fir 5 Minuten.

Nach Hinzugabe von 5 pl Maxima RT und Inkubation fiir 10 Minuten bei
Raumtemperatur erfolgte eine weitere Inkubation fiir 30 Minuten bei 50°C.

Nach weiteren 5 Minuten bei 85°C wurde die cDNA 1:10 mit 180ul Wasser verdiinnt und

bei -20°C gelagert.

e DNAse Mix 2 ul:
- 1l 10X DNAse buffer
- 1 ul DNAse
e Random primer mix 5 pl:
- 3 uldd Wasser
- 1ul 100 uM R6 primer (100 pmol)
- 1 ul 10 MM dNTP Mix (0,5 mM final concentration)
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e  Enzyme mix 5 pl
- 4 ul 5x buffer
- 1 pyl Maxima RT

2.2.4. Quantitative PCR

Die gPCR im StepOnePlus System (Thermo Fisher Scientific Inc. ) dient dem Nachweis
der mRNA Expression. Die relative mRNA Expression wurde anhand der AACt-Methode
(Livak & Schmittgen, 2001) ermittelt indem die Werte des Ziel-Gens auf das Referenzgen

NADH:ubiquinone oxidoreductase core subunit V1 (Ndufv1) normalisiert wurden.

Eine Reaktion von insgesamt 10 pul enthielt:
- 4,6 ul cDNA
- 0,2l 10 uM forward primer
- 0,2 ul 10 uM reverse primer
- 5 ul SYBR 2x Mix

PowerSYBRGreen 2x Mix (Thermo Fisher Scientific inc., #4368702):
- SYBR Green Dye

AmpliTag Gold

DNA Polymerase LD
- dNTPS mit dUTO/dTTP-Mischung

Passive Reference 1

- Puffer
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Reaktionsschritt der gPCR :

Tabelle 2.1. Reaktionsschritte der qPCR

Temperatur Dauer Zyklenzahl
95°C 10 min 1x

95°C 30 sec

57°C 30 sec 45x

60°C 30 sec

95°C 30 sec 1x

60°C 30 sec 1x

95°C 15 sec 1x

2.3. Proteinchemische Methoden

2.3.1. Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Zunachst wurde 5x Roti-Quant-Reagenz ( Carl Roth GmbH) 1:5 mit Wasser verdiinnt.
Jeweils 1ul Probe wurde mit 1 ml der Roti-Quant-Verdlinnung fir 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert.

Die Absorption wurde im Biophotometer plus (Eppendorf AG) bei einer Wellenlange von
595 nm gemessen. Als Leerwert diente der verwendetet Puffer. War die Konzentration >
0,3, wurden die Proben mit dem Puffer verdiinnt.

Mit Hilfe einer Eichgraden, die auf einer Standardreihe mit BSA (Bovines Serumalbumin)

beruhte, konnte liber die Formel y= mx + b die Proteinkonzentration ermittelt werden.

2.3.2. Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Die SDS-PAGE dient der Auftrennung von Proteinen nach der Methode von U.K. Laemmli
(Brunelle & Green 2014; Matsumoto et al. 2019; Laemmli 1970). Das Gel wird unterteilt
in ein Sammelgel und ein Trenngel. Durch die Komplexierung an Natriumdodecylsulfat
(SDS) zeigen alle Proteine eine einheitliche negative Ladung auf und wandern im

elektrischen Feld zundchst durch das Sammelgel und anschlieBend durch das Trenngel
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in Richtung der Anode. Durch ein kurzes Aufkochen der Proteinproben bei 95°C kommt
es zur Denaturierung und Linearisierung der Proteine. Dies erlaubt eine Trennung der
Proteine nach GréRe welche proportional zu ihrem Molekulargewicht ist, da langere
Proteine im Gel starker zurlickgehalten werden als kiirzere. Acrylamid-Bisacrylamid
dient als Quervernetzer der Acrylamid-Ketten. Durch die Zugabe des Katalysators TEMED
(N,N,N',N'-Tetramethyl Ethylenediamine) und des Radikalstarters Ammoniumpersulfat

(APS) wird die Polymerisation gestartet.

Die Proteinproben wurden zundchst mit einen 2x SDS-Puffer versetzt und anschliefend
flr 5 Minuten bei 95°C aufgekocht. Als Proteinmarker wurden 5ul des PageRulers
(Thermo Fisher Scientific Inc. ) eingesetzt.

Die Auftrennung der Proteine erfolgte in einem 5%igem Polyacrylamid Sammelgel mit
neutralem pH sowie ein 12%iges Polyacrylamid-Trenngel mit basischem pH.
Die Gelelektrophorese erfolgte anschlieRend fiir 2 Stunden bei 150 Volt einem

Laufpuffer.

10% Laufpuffer (1 1):

188g Glycin
- 30,3 g Tris-Base

10 g SDS
1000 ml Wasser

2x SDS-Probenpuffer:

2,5 ml Tris (1 M, pH=6,9)
4 ml 10 % SDS

2 ml 100 % Glycerol

- 1 ml 2-Mercaptoethanol

200 pl 1% Bromphenolblau

300 pl Wasser

Trenngel 12% (40 ml):

- 13,2 ml Wasser
- 16 ml 30% acrylamide mix

- 10ml 1,5 M Tris (pH 8,8)
22



- 400 pl ammonium persulfate

- 16 Pl TEMED

Sammelgel 6 ml:

- 4,1 ml Wasser

- 1,0 ml 30% acrylamide mix

- 750 ul 1,0 M Tris (pH 6,8)

- 6 ul 10% ammonium persulfate

- 6 pl TEMED

2.3.3. Western-blot

Die Elektrophorese in einer Nass-Blot-Kammer (Bio-Rad Laboratories Inc.) dient dem
Transfer der Proteine auf eine PVDF-Immobilon P (Millipore Merck KGaA)
Transfermembran. Die Transfermembran wurde zundachst 2 Minuten in Methanol
aktiviert, kurz in Nuklease-freiem Wasser gewaschen und 10 Minuten zusammen mit
dem SDS-Gel bei Raumtemperatur in 1x Western Buffer dquilibriert. AnschlieBend
erfolgte der Transfer Gber Nacht bei 4°C bei 25 Volt in Western-Puffer. Um unspezifische
Bindungen zu vermeiden wurde die Membran am folgenden Tag mit 5% Milch in 1x TBS
(Tris-gepufferte Salzlésung) mit 0,05% Tween (TBST) eine Stunde geblockt. Danach
erfolgte die Inkubation mit dem Primarantikorper schittelnd bei Raumtemperatur oder
bei 4°C. Die Inkubationszeiten und Verdlinnungen unterschieden sich je nach Antikérper
und sind im Anhang aufgefiihrt. Nach dem dreifachen Waschen der Membran mit TBST
flir 5 Minuten erfolgte die Inkubation der Membran mit dem Sekundarantikdrper bei
Raumtemperatur fiir eine Stunde. Nach erneuten dreifachem Waschen mit TBST wurde
die Membran fur 1 min bei RT mit einem Substrat inkubiert, welches an die am
Sekundarantikdrper gekoppelte horseradish peroxidase bindet. Dafir wurden die
Reagenzien Super Signal Luminol Enhancer Solution und Peroxide Solution (ECL) (Thermo
Fisher Scientific Inc.) 1:1 gemischt. Je nach Antikorper wurde auch ECL prime von GE
Healthcare genutzt. Die Detektion erfolgte im ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare

Europe GmbH).

23



10x Western-Puffer (1 1):

- 30,3 g Tris-Base
- 144 g Glycin
- ad 1000 H20

1x Western-Puffer:

- 300 ml 10x Western-Puffer
- 2700 ml kaltes dd Wasser

10x TBS (1 1):

- 500 ml Tris (1 M, pH=7,4)
- 300 ml Natriumchlorid (5 M)
- 200 mlH20

2.4. Gerateliste

Tabelle 2.2.: Gerateliste

Zentrifuge 5424

Zentrifuge 5417 R

Zentrifuge 5810 R

Vibrax VXR basic

Vibrax Genie 2

RT-PCR Maschine

Wasserbad

Zellkulturbank HERASafe KS
C02-Brutschrank

Biophotometer plus

Automatischer Zellzahler TC20
Zell-Zahl Slides

Genpulser Xcell

Nass-Blot-Kammer

PVDF- Immobilon P Transfermembran
ImageQuant LAS 4000-Gerat
Nanodrop2000- Spektrophotometer
Mikrowelle

Elektrophoresekammer fur Agarosegele
M100

Elektrophoresekammer fir SDS Page
V150

Mikroskop

Eppendorf

Eppendorf

Eppendorf

IKA-Werke

Scientific Industries

Thermo Fisher Scientific Inc.
Memmert

Thermo Fisher Scientific Inc.
Sanyo

Eppendorf AG

Bio-Rad Laboratories Inc.
Bio-Rad Laboratories Inc.
Bio-Rad Laboratories Inc
Bio-Rad Laboratories Inc.
Millipore Merck KGaA

GE Healthcare Europe
PEQLAB Biotechnologie GmbH
Bosch

European Molecular Biology Laboratory
European Molecular Biology Laboratory
Olympus EP50

Heidolph

Biometra
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Rihrgerat MR 3001 800W
95 °C TB2 Thermoblock
Spannunsgeber
Thermomixer comfort
Waage

2.5. Chemikalienliste

Tabelle 2.3.: Chemikalienliste

PBS

DMEM

10% fetales Kdlberserum
1% Penicillin/ Streptomycin
Chloroform

Isopropanol

100% Ethanol

Glycogen

Isoamylalkohol

Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis

Kit

PowerSYBRGreen 2xMix
5x Roti-Quant-Reagenz
TEMED

PageRulers

ECL

ECL Prime

30% acrylamide mix
GelRed
Magermilchpulver
Ultrapure Agarose
RiboRulerHr
Tryptan-Blau
Paraformaldehydlésung 4% in PBS (PFA)
Methanol

LPS

Actinomycin D
Vinculin-AK, V9131
CD-14-AK, 60253-1-Ig
CAPG-AK, GTX114301
c-SCR-AK, a7950-1
Pa-1-AK, sc-393387
Pick1-AK, 10983-2-AP
Kaninchen-HRP-AK, NA934V

Biometra Standard Power Pack 25
Eppendorf

Gibco Life Technologies
Gibco Life Technologies
Gibco Life Technologies
Thermo Fisher Technologies
AppliChem Gmbh.
AppliChem Gmbh.

Otto Fischar Gmbh.

Roche Diagnostics Gmbh.
Applichem ITW Companies
Thermo Fisher Scientific Inc.

Thermo Fisher Scientific Inc.
Carl Roth Gmbh.
AppliChem Gmbh.

Thermo Fisher Scientific Inc.
Thermo Fisher Scientific Inc.
GE Healthcare

Carl Roth Gmbh.

Biotium Inc.

Sucofin

Invitrogen by life technologies
Thermo Fisher Scientific Inc.
Sigma-Aldrich Gmbh.
Thermo Fisher Scientific Inc.
VWS International S.A.S
Sigma-Aldrich Gmbh.
Sigma-Aldrich Gmbh.
Sigma-Aldrich Gmbh.
Proteintech

Genetex

Abcam

Santa Cruz Biotechnology
Proteintech

GE Healthcare
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Maus-HRP-AK, NA931V
TWEEN

Glycin

Tris-Base

1% (v/v) Triton X-100
50mM Tris-HCI

ImM DTT

ImM PMSF

1ug/ml Pepstatin
2ug/ml Leupeptin
Natriumchlorid
Guanidiniumthiocyanat
Ammoniumthiocyanat
Natriumacetat
Glycerin

Agua-Phenol

EDTA

Eisessig

Formamid
Formaldehyd

1 M MOPS (pH=7,0)
1% Bromphenolblau
SDS
2-Mercaptoethanol
APS

GE Healthcare
Merck KGaA

Roti Quant Gmbh.
Carl Roth Gmbh.
Merck KGaA

Sigma Aldrich Gmbh
Gerbu

Carl Roth Gmbh
AppliChem
AppliChem

Carl Roth Gmbh.
Carl Roth Gmbh.
Carl Roth Gmbh.
AppliChem Gmbh.
Roti Quant Gmbh.
Carl Roth Gmbh.
Merck Gmbh.

Carl Roth Gmbh
AppliChem Gmbh.
SigmaAldrich Gmbh.
AppliChem Gmbh.
ICN Biomedical Gmbh.

SERVA Electrophoresis Gmbh.

SigmaAldrich Gmbh.
SigmaAldrich Gmbh.
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3. Ergebnisse

3.1. mRNA-Expression m®A-modifierter mRNAs in RAW-264.7 Makrophagen
nach LPS Stimulation

Die Zielsetzung der Arbeit bestand zunachst darin die mRNA- und Proteinexpression
sowie die Stabilitat spezifischer mRNAs in einem LPS-induziertem Entziindungsmodell in
RAW264.7 Makrophagen zu untersuchen. Unsere Arbeitsgruppe identifizierte sieben
MRNAs in RAW264.7 Zellen, die unter Verwendung des oben beschriebenen Protokolls
(Kortel, N., et al., 2021) nach 6h LPS Stimulation (10ng/ml) eine signifikant verdanderte
m®A Methylierung aufweisen (Tabelle 3.1.). In meiner Arbeit untersuchte ich die
Expression der differentiell methylierten mRNAs nach LPS-Stimulation, um festzustellen
wie sich die m®A Methylierung in einem durch LPS-induzierten Entziindungsmodell auf
die Genexpression auswirkt. Darlber hinaus, wurde die Stabilitdit dieser mRNAs
bestimmt, um zu analysieren, ob die m®A Modifikation die mRNA-Stabilitit beeinflussen

kdnnte und so moglicherweise die Halbwertzeit reguliert.

alternative expressed
mRANA| MGI ENSEMBL Gene ENSEMBL Transcript transeript product NCBI Chromosame [GRCm38.p6]
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Tabelle 3.1. Differenziell m®A methylierte mRNAs nach LPS-Stimulation

mRNAs, fir die nach 6 Stunden LPS Stimulation durch RNAseq eine signifikante
differentielle m®A Methylierung ermittelt wurde und deren methylation-sites durch
m6Aboost validiert werden konnten. Znfx1, Evi2b, CapG und Pickl mRNA zeigen eine
erhéhte mPA Methylierung, die m®A Methylierung der Cd14, Rnf8 und Pa-1 mRNA ist
dagegen reduziert.

Um die Rolle der ausgewdhlten mRNA-Targets in der LPS-stimulierten
Entziindungsreaktion von RAW264.7 Makrophagen zu untersuchen, analysierten wir
zunachst deren Expression in Makrophagen, die zu den gegebenen Zeiten (0Oh, 2h und
6h) mit 10 ng/ml LPS stimuliert wurden. Nach Extraktion der Gesamt-RNA, folgte die

Uberpriifung der RNA-Reinheit und der Integritit mittels Nanodrop und RNA-Agarose-

27




Gelelektrophorese (Anhang 1). Die verschiedenen Primer fiir die gPCR der

Zielstrukturen sind im Anhang 2 aufgefihrt.

Zur Bestimmung der relativen mRNA-Expression wurde die AACt-Methode (Livak &
Schmittgen 2001) angewandt und die ermittelten Werte auf die mRNA des Referenzgens
Ndufvl normalisiert. Als Kontrolle fiir eine erfolgreiche Stimulation mit LPS, wurde die
Expression der Tnfa mRNA bestimmt. Die Tnfa mRNA-Expression steigt nach
zweistlindiger LPS-Stimulation auf das ca. 60-fache an und sinkt nach 6 Stunden wieder
auf das ca. 15-fache des Ausgangswertes ab (Abb.3.1.A). Dagegen zeigt die mRNA-
Expression von Actb kaum eine Anderung nach LPS-Behandlung, nach zweistiindiger
Stimulation steigt die Expression auf das ca. 1,5-fache, nach sechsstiindiger Exposition

auf das ca. 2-fache an (Abb.3.1.A).

Fir die mRNAs, welche die Proteine Zinc Finger NFX1-Type Containing 1 (Znfx1),
Ecotropic Viral Integration Site 2B (Evi2b), Gelsolin-like capping actin protein (Capg) und
Protein Interacting With PRKCA 1 (Pick 1) kodieren, wurde eine erhdéhte m®A
Methylierung nach LPS Stimulation ermittelt.

Nach zweistlindiger LPS Stimulation ist die relative mRNA-Expression von Znfx1
unverandert und steigt nach 6 Stunden auf das ca. 6-fache an (Abb.3.1.B). Die relative
Evi2b mRNA-Expression zeigt einen zeitabhangigen Anstieg nach zwei und sechs
Stunden. Nach zwei Stunden steigt die Evi2b-mRNA Menge auf das ca. 1,2-fache, nach
sechs Stunden auf das ca. 1,5-fache an (Abb.3.1.B). Auch die Werte der Capg-mRNA
gPCR zeigen einen Anstieg. Nach zwei Stunden steigt die Expression von Capg auf das
ca. 1,2-fache und nach sechs Stunden auf das ca. 1,4-fache an (Abb.3.1.B). Die
Konzentration der mRNA von Pick1 fallt nach zwei Stunden auf das ca. 0,8-fache ab und
steigt nach sechs Stunden wieder ungefihr auf das Ausgangsniveau an (Abb.3.1.B).

Die mRNAs Human monocyte differentiation antigen (Cd-14), PAXIP1 Associated
Glutamate Rich Protein 1 (Pa-1) und Ring Finger Protein 8 (Rnf8) zeigen eine verminderte
m8A Methylierung nach Stimulation mit LPS auf. Die relativen mRNA-Werte von Cd14
zeigen einen zeitabhangigen Anstieg nach zwei und sechs-stiindiger Stimulation auf das
ungefdahr zwei und 4,5-fache des Ausgangswertes (Abb.3.1.C). Die relative mRNA-
Konzentration von Rnf8 sinkt nach LPS-Stimulation der Zellen. Nach zwei Stunden sinkt

die Rnf8 Expression auf das 0,7 fache ab und steigt nach sechs Stunden wieder auf das
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0,8-fache des Ausgangswertes an (Abb.3.1.C). Auch die mRNA-Expression von Pa-1 sinkt
nach einer Stimulation mit LPS. Nach zweistindiger Induktion, fallt die mRNA-Expression

auf das 0,6-fache und steigt nach sechs Stunden wieder ca. auf den Ausgangswert an

(Abb.3.1.C).
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Abb.3.1: Zeitangingige Expression differentiell m®A-modifizierter mRNAs in
RAW264.7 Makrophagen nach LPS-Stimulation

Effekt der LPS Stimulation mit 10ng/ml fur Oh, 2h und 6h auf die Expression
ausgewahlter mRNAs in RAW264.7 Makrophagen. Die mRNA-Expression von Tnfa, Actb,
Znfx1, Evi2b, Capg, Pickl, Cd14, Pa-1 und Rnf8 wurden mittels qPCR bestimmt. Ndufvl
wurde als Normalisierungskontrolle verwendet. (A) Die mRNA-Expression von Tnfa und
Actb dient als Kontrolle fir eine erfolgreiche LPS-Stimulation. (B) Expression der Znfx1,
Evi2b, Capg und Pickl mRNAs, die eine erhéhte m®A Methylierung nach LPS Stimulation
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zeigten. (C) Expression der Cd14, Rnf8 und Pa-1 mRNAs, die eine verringerte m°A
Methylierung nach LPS Stimulation zeigten.

3.2.Expression der durch differenziell m®A methylierte mRNAs kodierte
Proteine

In weiterfihrenden Experimenten wurde mit spezifischen Antikérpern, die nur fir die
Proteine CAPG, Pickl, PA-1 und CD14 verfligbar waren, im Western Blot untersucht, wie
sich eine LPS-induzierte Entziindungsreaktion auf die Proteinexpression von CAPG,
PICK1, PA-1 und CD14 auswirkt. CAPG und PICK1 zeigen auf mRNA-Ebene nach LPS-
Stimulation eine erhéhte m®A Methylierung auf. PA-1 und CD14 hingegen zeigen nach

LPS-Induktion auf der Ebene der mRNA eine erniedrigte m®A Methylierung auf.

RAW264.7 Zellen wurden Oh, 2h und 6h mit 10ng/ml LPS stimuliert, anschlieBend
wurden die Gesamtzell-Lysate prapariert. Als Ladekontrolle wurde VINCULIN, welches
nach LPS-Stimulation keine Veranderung in der Expression aufweist, genutzt. Als
Kontrolle fir eine erfolgreiche LPS-Induktion wurde die cSRC Proteinexpression
analysiert (Liepelt et al. 2014) (Abb.3.2.A). Auf Protein-Ebene zeigen CD14, PA-1 und
PICK1 einen zeitabhangigen signifikanten Anstieg nach zwei und sechs Stunden
(Abb.3.2.B). CAPG weist keine signifikante Veranderung nach LPS-Stimulation des
Protein-Levels auf (Abb.3.2.B).
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Abb.3.2.: Zeitabhingige Analyse der Protein-Expression von m®A-methylierten mRNA
in LPS-stimulierten Makrophagen

Der Effekt einer LPS-induzierten Entziindungsreaktion auf die Proteinexpression der
ausgewahlten mRNAs Capg, Pickl, Pa-1, Cdi4 wurde in Abhangigkeit von der
Verfligbarkeit geeigneter Antikorper mittels Western-blots bestimmt. RAW264.7
Makrophagen wurden fiir Oh, 2h und 6h mit 10 ng/ml LPS induziert. (A) VINCULIN diente
als interne Kontrolle. Das Protein SRC diente dem Nachweis der erfolgreichen LPS
Induktion der Makrophagen (Liepelt et al. 2014). (B) Expressionslevel der Proteine
CAPG, PICK1, PA-1 und CD14 nach LPS Stimulation. VINCULIN dient als interne
Expressionskontrolle. Fir CD14 wurden 5ug, fir CAPG 5-10ug, fir PA-1 50ug und fur
PICK1 20-40ug Tritonlysat auf das Gel geladen.

3.3.Einfluss der differenziellen mPA Methylierung auf die Stabilitit der
modifizierten mRNAs

In weiterfihrenden Experimenten wurde die Stabilitat der mRNAs nach LPS-Stimulation
untersucht. RAW264.7 Zellen wurden fir Oh, 2h und 6h mit LPS aktiviert und
anschliefend fir die angegeben Zeiten (Oh, 1h, 2h, 3h und 4h) mit Actinomycin D,
welches die mRNA-Transkription inhibiert (Lai et al. 2019) behandelt.

Die Stabilitat der Actb mRNA, die als Kontrolle dient, wird nicht beeinflusst (Abb.3.3.A).
Fir die mRNAs, die eine verstarkte m®A Methylierung nach LPS-Induktion aufweisen,

31



zeigt sich, dass die LPS-Stimulation von 264.7 Zellen die Stabilitat der Znfx1, Evi2b und
Pick1 mRNA signifikant erhoht (Abb.3.3.B), wahrend die Stabilitat der Capg mRNA nicht
durch eine LPS-Induktion beeinflusst wird (Abb.3.3.B). Die Stabilitat der Evi2b und Znfx1
MRNA zeigt eine signifikante zeitabhangige Erhohung nach zwei -und sechsstiindiger
LPS-Stimulation, wahrend die Stabilitat der Pick mRNA einen geringeren zeitabhangigen
Effekt nach LPS-Stimulation aufweist. Die Stabilitat der Pick mRNA nach sechs Stunden
LPS-Stimulation ist nur geringfligig hoher als nach zwei Stunden, wahrend die Stabilitat
der mRNA von Evi2b und Znfx1 nach sechs Stunden signifikant hoher ist als nach zwei

Stunden Stimulation (Abb.3.3.B).

Ein unterschiedliches Bild ergibt sich auch fiir die mRNAs mit verminderter m®A
Methylierung. Die Stimulation der Makrophagen mit LPS Uber sechs Stunden fiihrt zu
einer Erhohung der Stabilitat der Cd14 mRNA. Eine Stimulation Uber zwei Stunden
hingegen hat noch keinen signifikanten Effekt auf die Stabilitat der Cd14 mRNA
(Abb.3.3.C). Die Stabilitat der Pa-1 mRNA ist nach zwei Stunden LPS-Stimulation
signifikant reduziert, wahrend eine Stimulation Gber sechs Stunden zu einer leichter
Erhohung der Stabilitat fahrt (Abb.3.3.C). Die Stabilitdit der Rnf8 mRNA ist nach
zweistindiger Stimulation leicht und nach sechs Stunden LPS-Stimulation signifikant

erhéht (Abb.3.3.C).
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Abb. 3.3.: Stabilitit der m®A-methylierter mRNAs in LPS stimulierten Makrophagen
Effekt einer LPS Stimulation auf die Stabilitdt der mRNA von Actb, Znfx1, Evi2b, CapG,
Pick1, Cd14, Pa-1 und Rnf8. RAW 264.7 Makrophagen wurden Oh, 2h und 6h mit LPS
stimuliert. Actinomycin D wurde hinzugefligt um die mRNA Transkription zu inhibieren
(Lai et al. 2019). Zur Normalisierung diente die exogen hinzugefligte Luc mRNA (A) Als
Kontrolle diente die Actb mRNA. (B) Stabilitit der mRNAs mit erhdhter m®A
Methylierung nach LPS-Stimulation. (C) Stabilitit der mRNAs mit verminderter m®A
Methylierung nach LPS-Induktion.
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4. Diskussion

4.1. Expression differentiell m®A modifizierter mRNAs in RAW264.7

Makrophagen nach LPS-Stimulation

Zu Beginn der Arbeit wurde untersucht, wie sich die wahrend der Aktivierung von
Makrophagen mit LPS verdnderte m®A Methylierung spezifischer mRNAs, Evi2b, Znfx1,
Capg, Pickl, Cd14, Rnf8 und Pa-1, auf deren Stabilitat und die Expression der durch sie
kodierten Proteine auswirkt. Da die m®A Methylierung die Stabilitit, Translation und
Funktion der mRNA beeinflussen kann, kénnte eine veranderte m®A Methylierung nach
LPS-Stimulation méglicherweise die Immunantwort auf Pathogene regulieren (Feng et

al. 2018; Wang et al. 2019; Feng et al. 2021).

Die Expression der Evi2b und Capg mRNAs ist nach zwei und sechs Stunden LPS-
Stimulation erhoht (Abb.3.1.B). Die Znfx1 mRNA-Expression nimmt nach zweistiindiger
LPS-Stimulation zundchst leicht ab und steigt nach sechs Stunden signifikant an
(Abb.3.1.B). Fiir die Pickl mRNA deutet sich eine Reduktion der Expression nach zwei
Stunden Stimulation mit LPS an, nach sechs Stunden erreicht sie wieder das
Ausgangsniveau (Abb. 3.1.B). Die erh6hte m®A Methylierung der Evi2b, Znfx1, Capg und
Pick1 mRNA deutet darauf hin, dass diese Modifikation des Epitranskriptoms eine

immunregulatorische Wirkung haben kénnte.

PICK1 besitzt entziindungshemmende Fahigkeiten und tragt dazu bei, die Aktivierung
von NF-kB zu hemmen und die M1-Makrophagenpolarisierung, welche die Produktion
pro-inflammatorischer Zytokine auslost, zu unterdriicken (Xie et al. 2016; Kadomoto et
al. 2021; Bashir et al. 2016). Unsere Ergebnisse legen nahe, dass eine Stimulation mit LPS
flir zwei Stunden zu einer Reduktion der mRNA-Expression fihrt (Abb.3.1.B). Die
Reduktion seiner Expression nach LPS-Stimulation kdnnte dazu fiihren, dass diese
hemmenden Mechanismen weniger effektiv sind und zu einer verstarkten Produktion

pro-inflammatorischer Zytokine fiihren, um die Entziindungsreaktion zu verstarken.

CAPG, ein Aktin-bindendes Protein, ist an der Regulation der Aktin-Dynamik beteiligt und
spielt eine wichtige Rolle bei der Zellmigration und Zelladhasion (Yun et al. 2018; Witke
et al. 2001; Fu et al. 2022). Die Beteiligung von CAPG an der Progression der akuten

myeloischen Leukdmie und der Aktivierung des NF-kB-Signalwegs, deuten darauf hin,
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dass CAPG moglicherweise eine wichtige Funktion bei der Kontrolle der Immunreaktion
hat (Ma et al. 2023). Eine Ausschaltung von CAPG fiihrt zu einer Reduktion der
Expression, von NF-kB nachgeschalteten Genen (Ma et al. 2023). Die nachgewiesene
Erhéhung der Capg mRNA-Expression nach LPS-Stimulation, deutet darauf hin, dass
Capg direkt durch immunstimulierende Signale beeinflusst wird und moglicherweise an
grundlegenden zelluldren Prozessen der Immunantwort beteiligt ist (Abb.3.1.B). Weitere
Untersuchungen sind erforderlich, um die funktionelle Bedeutung von CAPG in der

Immunantwort und dem NF-kB-Signalweg zu klaren.

Die Znfx1 mRNA zeigt eine dynamische Reaktion auf die LPS Stimulation (Abb.3.1.B).
ZNFX1 ist moglicherweise in der friihen Immunantwort auf LPS von Bedeutung und seine
Expression wird im Laufe der Zeit moduliert. ZNFX1, ein RNA bindendes Protein gehort
zur Familie der zinc finger proteins, die eine breite Palette von Funktionen in der
Regulation der Genexpression und der Zelldifferenzierung haben (Liu et al. 2024; Laity et
al. Wright 2001; Cassandri et al. 2017). Studien legen nahe, dass ZNFX1 an der Regulation
von Autophagie, Reaktionen auf Virusinfektionen und der Pathogenese infektioser
Erkrankungen, einschlieBlich der Tuberkulose, beteiligt ist (Laity et al. Wright 2001;
Cassandri et al. 2017; Liu et al. 2024; Vavassori et al. 2021). ZNFX1 reguliert die Reaktion
auf Virusinfektionen und ein Mangel pradisponiert fir schwere Infektionen sowie
entzindliche Multisystemerkrankungen (Vavassori et al. 2021). Unsere Resultate legen
nahe, dass ZNFX1 nach Stimulation mit LPS verstarkt exprimiert wird und die

Immunantwort moduliert.

EVI2B spielt eine wichtige Rolle bei der myeloischen Differenzierung und der Funktion
hamatopoetischer Vorlauferzellen (Zjablovskaja et al. 2017). Die Expression von EVI2b
ist in reifen neutrophilen Granulozyten und Monozyten, die Schliisselkomponenten des
Immunsystems sind, am hochsten (Dai et al. 2023; Zjablovskaja et al. 2017). Die
Beobachtung einer erhdhten Evi2b mRNA-Expression von nach LPS-Stimulation legt
nahe, dass dieses Gen auch eine Rolle in der LPS-Antwort spielen kdnnte (Abb.3.1.B). Da
neutrophile Granulozyten und Monozyten als Komponenten des Immunsystems an der
Antigen-Eliminierung beteiligt sind, konnte die Regulation von EVI2B deren Funktionen

wahrend der Immunantwort modulieren (Mayadas et al. Lowell 2014).

Die m®A Methylierung der Cd14, Pa-1 und Rnf8 mRNAs ist nach LPS-Stimulation

reduziert, was auf eine Modulation der Expression dieser Gene durch differentielle
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MRNA mPA Methylierung im Zusammenhang mit LPS-induzierter Immunantwort
hinweist. Dies legt nahe, dass die Methylierung dieser Gene durch die Immunstimulation
beeinflusst wird und die Regulation und die Expression der Gene in der Immunantwort

verandern.

Cd14, zeigt eine zeitabhangige Erhohung der mRNA-Expression nach LPS-Stimulation
(Abb.3.1.C). CD14 ist ein wichtiger Rezeptor des angeborenen Immunsystems, der eine
entscheidende Rolle bei der Aktivierung des TLR4/MD2-Komplexes durch LPS spielt
(Beutler & Rietschel 2003; Anas et al. 2010; Ciesielska et al. 2021; Borzecka et al. 2013).
Die Bindung von CD14 an LPS fihrt zur TLR4-abhangigen Aktivierung des MyD88- und
TRIF-Signalweges (Kim & Kim 2017; Huber-Lang et al. 2014; Ciesielska et al. 2021). Die
beobachtete zeitabhangige Erhohung der Cd14 mRNA-Expression nach LPS-Stimulation
zeigt, dass Makrophagen mit erhdhter CD14-Expression auf die Immunstimulation
reagieren (Abb.3.1.C). Eine Reduktion der Cd14 mRNA-m®A Methylierung kdnnte zu
einer verstarkten Expression des Rezeptors flihren und so dazu beitragen die Aktivierung
der MyD88- und TRIF-Signalwege zu initileren, um eine schnellere und effektivere

Antwort auf die LPS Stimulation zu gewahrleisten.

RNF8 ist eine E3 Ligase, die wichtige Funktionen bei RNA-Reparaturvorgangen hat und
zudem die NF-kB-induzierte Entziindungsreaktion moduliert (Gao et al. 2017; Mailand
et al. 2007). RNF8 wurde als negativer Regulator des TNFa-induzierten NF-kB-Signalweg
identifiziert (Gao et al. 2017). Der Transkriptionsfaktor NF-kB spielt eine zentrale Rolle
bei der Regulation der Immunantwort und reguliert die Expression von mehreren
immunologisch bedeutenden Genen wie Zytokinen (Gao et al. 2017; Lawrence 2009).
Die Ergebnisse der qPCR, zeigen, dass die mRNA-Expression von Rnf8 nach LPS
Stimulation reduziert ist (Abb.3.1.C). Dies kdnnte darauf hindeuten, dass die negative
Kontrolle des NF-kB-Signalwegs mit dem Beginn der durch LPS-induzierten
Entziindungsreaktion aufgehoben wird. Durch die Reduktion der Rnf8 mRNA-Expression

kdnnte der NF-kB-Signalweg und damit die Entziindungsreaktion verstarkt werden.

PA-1, ist ein Protein, das an der Regulation der zelluldren Antwort auf DNA-Schaden und
DNA-Reparatur beteiligt ist (Gong et al. 2009). Unsere Ergebnisse legen nahe, dass eine
LPS-Stimulation zundchst zu einer Reduktion und anschlieBend einem erneuten Anstieg

der mRNA-Expression auf Ausgangsniveau fiihrt (Abb.3.1.C). Dies konnte darauf
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hindeuten, dass PA-1, Teil eines Regulationsmechanismus ist, der die Expression von
Genen, die an der Immunantwort beteiligt sind, koordiniert. Dies kdnnte bedeuten, dass
die Zellen auf die anfangliche LPS-Stimulation reagieren, indem sie die Transkription von
Pa-1 voriibergehend herunterregulieren, um die Immunantwort zu modulieren und
dann die Expression wieder normalisieren, wenn die akute Antwort auf den Stimulus
nachlasst. Die voribergehende Reduktion und der sich anschlieBende Anstieg der Pa-1
mMRNA-Expression konnten wichtige Schritte sein, um die Immunantwort zeitlich zu
koordinieren und das Gleichgewicht zwischen Entziindung und Immunregulation

aufrechtzuerhalten.

Weitere Untersuchungen sind notig, um die funktionelle Rolle der m®A Methylierung bei
der Regulation der mRNA-Expression wahrend der LPS-induzierten Entziindungsreaktion
zu verstehen. Die mPA Methylierung beeinflusst die mRNA-Stabilitdt und Translation,
eine Verdnderung nach LPS-Stimulation kdnnte also eine direkte Auswirkung auf die
MRNA Expression haben (Feng et al. 2021; Feng et al. 2018; Wang et al. 2019). Die
Verwendung eines METTL3-Inhibitors, welcher gezielt die m®A Methylierung hemmt,
und die anschlieBende Untersuchung der Expression der differentiell méA methylierten
mRNAs nach LPS-Stimulation kdnnte wichtige Einblicke in die Mechanismen liefern,
durch die die m®A Methylierung die Immunantwort moduliert. Dies kénnte zu einem
besseren Verstandnis der Immunantwort und potenziell zur Identifizierung neuer

therapeutisch relevanter mRNA Modifikationen flihren.

4.2.Expression der durch differenziell m®A methylierte mRNAs kodierten

Proteine

Fiir CAPG, PICK1, PA-1 und CD14 wurde nicht nur die relative mRNA-Expression, sondern
auch die Proteinsynthese nach LPS-Induktion mittels Western blot analysiert. CD14, PA-
1 und PICK1 zeigen auf Proteinebene nach LPS-Stimulation einen zeitabhangigen Anstieg
(Abb3.2.B). CAPG zeigt nach LPS Stimulation keine Verdnderung der Protein-Expression
(Abb3.2.B).

Der Transmembranrezeptor CD14, spielt eine entscheidende Rolle bei der Erkennung

von LPS und der nachfolgenden Aktivierung des TRIF und MyD88-Signalweges (Ciesielska
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et al. 2021; Gangloff et al. 2005; Zanoni et al. 2011; Borzecka et al. 2013). Der
zeitabhdngige Anstieg von CD14 auf mRNA- und Proteinebene deutet darauf hin, dass
die Zellen auf die LPS-Stimulation reagieren, indem sie die Produktion von CD14
erhéhen, umso moglicherweise die Immunantwort zu verstarken (Abb.3.1.C, Abb3.2.B).
Die Regulation von CD14 erfolgt also nicht nur auf transkriptionaler Ebene, sondern auch

post-transkriptional.

PICK1 besitzt moglicherweise entziindungshemmende Eigenschaften (Xie et al. 2016).
Auf mRNA-Ebene zeigte sich nach einer Stimulation mit LPS eine Abnahme der
Expression (Abb3.1.B). Dagegen wurde eine erhohte PICK1-Proteinsynthese in
Gegenwart von LPS detektiert (Abb.3.2.B). Der beobachtete zeitabhédngige Anstieg der
PICK1 Proteinexpression ist moglicherweise auf eine post-transkriptionale Regulation,
die eine effizientere mRNA Translation bewirkt, zurlickzufihren. Dies kénnte durch
verschiedene Mechanismen geschehen, wie z. B. eine verstdrkte Initiation der mRNA-
Translation. Die moglichen entziindungshemmenden Funktionen von PICK1 (Xie et al.
2016) kénnten dadurch verstarkt werden. Dies unterstreicht eine auf verschiedenen

Ebenen regulierte mogliche Funktion von PICK1 bei der Modulation der Immunreaktion.

PA-1 ist als Gen-spezifischer Transkriptionsregulator beschrieben, der mit dem
MLL3/MLL4-haltigem Histon-H3K4-Melthyltransferase-Komplex assoziiert ist (Cho et al.
2007). Der Verlauf der PA-1-Expression zeigt einen Anstieg der Proteinsynthese nach LPS-
Stimulation (Abb.3.2.B). Die unterschiedliche Regulation auf mRNA- und Proteinebene
weist auf komplexe Kontrollmechanismen hin, die eine dynamisches PA-1-Regulation
ermoglichen. Um die zugrunde liegenden Mechanismen dieser Regulation zu verstehen,

sind weitere Untersuchungen notig.

CAPG zeigt auf Proteinebene keine signifikante Verdnderung nach LPS-Induktion
(Abb.3.2.B), obwohl das mit NF-kB assoziierte CAPG moglicherweise eine bedeutende
Rolle in der Immunantwort spielt (Ma et al. 2023). Wir konnten keine Abhéngigkeit der
CAPG Expression von der LPS-Stimulation nachweisen, eine mogliche Regulation zu
einem spateren Zeitpunkt konnte durch eine verlangerte Untersuchungszeit analysiert

werden.
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Weiterfiihrende Untersuchungen zu den Auswirkungen der mRNA m®A Methylierung auf
die Expression spezifischer Proteine nach LPS-Induktion werden dazu beitragen, die
Funktion der m®A Methylierung im Rahmen der Kontrolle und Modulation von bakteriell
verursachten Entziindungsprozessen besser zu verstehen. Die Bestimmung der
Proteinexpression nach Reduktion der m®A Methylierung mit einem METTL3-Inhibitor
wird dazu eine geeignete Methode sein. Der Abgleich der Proteindaten mit den
Ergebnissen der mRNA-Expression wird Aufschluss iber Korrelationen der veranderten
Proteinsynthese mit der mRNA-Expression geben und zum Verstandnis der Funktion der

mPA Methylierung bei der Regulation der mRNA Translation beitragen.

4.3. Einfluss der differenziellen m®A Methylierung auf die Stabilitit der

modifizierten mRNAs

In Experimenten in denen RAW264.7 Makrophagen mit Actinomcycin D behandelt
wurden, welches die Transkription der mRNA inhibiert (Lai et al. 2019), wurde
untersucht, ob die unter LPS-Stimulation veranderte m®A Methylierung die Stabilitat der
modifizierten mRNAs beeinflusst. N® Methyladenosin beeinflusst unter anderem mRNA
Splicing, Transport und Abbau (Liu & Gregory 2019; Shi et al. 2019). Eine verdnderte m°®A
Methylierung nach LPS-Stimulation kénnte daher regulatorisch in der Immunantwort
wirken, wenn (iber eine veranderte mRNA-Stabilitdt die Synthese der Proteine in der

Entziindungsreaktion zeitlich koordiniert wird.

Evi2b und Znfx1 mRNA weisen eine erhdhte m®A Methylierung auf. Die Stabilitat beider
MRNAs ist nach LPS-Aktivierung der Makrophagen signifikant erhoht (Abb.3.3.B). Der
Anstieg der mRNA-Expression (Abb.3.1.B) und die gleichzeitige Zunahme der Stabilitat
der Evi2b und Znfx1 mRNA nach LPS-Stimulation konnten Teil eines komplexen
Regulationsnetzwerkes sein, das darauf abzielt, die Expression dieser Gene zeitlich zu
koordinieren und an die Anforderungen der Immunantwort anzupassen. Die erhdhte
mP8A Methylierung kann dazu beitragen, sowohl die mMRNA Expression, als auch die mRNA

Stabilitat zu erhohen.

Die Beobachtung, dass die Stabilitdt der CapG mRNA durch eine LPS-Induktion nicht

verdandert wurde (Abb.3.3.B), zeigt, dass die CapG mRNA-Stabilitdt kein regulatorischer
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Angriffspunkt wahrend der Immunantwort ist. Die Zunahme der Capg mRNA-Expression
(Abb.3.1.B) ohne Verdnderung der mRNA-Stabilitat (Abb.3.3.B) weist darauf hin, dass die
Regulation von CAPG hauptsachlich auf transkriptionaler Ebene erfolgt. Die Transkription
des Gens kann gesteigert werden, um die Anforderungen der Immunantwort zu erfillen.

Die erh6hte m®A Methylierung scheint dies nicht zu beeinflussen.

Die Stabilitat der Pickl mRNA ist nach LPS-Stimulation erhoht (Abb.3.3.B.), das korreliert
mit einer gesteigerten m®A Methylierung, die dazu beitragen kann, das die Stabilitat der
Pick1 mRNA wahrend der Immunantwort aufrechterhalten wird. Die dynamische
Regulation der Pickl mRNA-Expression (Abb.3.1.B) und die erhohte Stabilitat, weisen auf

eine Funktion von PICK1 in der Immunantwort hin.

Dass eine sechs-stiindige LPS-Stimulation zu einer erhdhten Stabilitat der Cd14 mRNA
flhrt, wahrend eine Stimulation iber zwei Stunden keinen signifikanten Einfluss hat, ist
ein Hinweis darauf, dass nach Immunstimulierung eine zeitabhangige Regulation der
Cd14 mRNA-Stabilitdt erfolgt (Abb.3.3.C). Eine erhohte Stabilitait der mRNA, stellt
moglicherweise sicher, dass zur Aufrechterhaltung der Immunantwort mehr CD14
synthetisiert werden kann. Durch die Reduktion der m®A Methylierung der Cd14 mRNA
nach LPS Stimulation wird moglicherweise die Interaktion mit m®A Readern vermittelt,
die wiederum die mRNA Stabilisierung und die Translationsrate beeinflussen kénnten.
Der Anstieg der CD14 Synthese unterstiitzt dann die Aktivierung von Immunzellen und

verstarkt die Entziindungsreaktion.

Die Stabilitdt der Rnf8 mRNA ist erst nach sechs Stunden LPS-Stimulation signifikant
erhoht (Abb.3.3.C). Der langsame Anstieg der Rnf8 mRNA Stabilitdt kann flir den Aufbau
einer langanhaltenden und effektiven Immunantwort der Makrophagen erforderlich
sein. Die reduzierte m®A Methylierung kann zu einer erhdhten mRNA Stabilitit nach der
Aktivierung durch LPS beitragen und damit zur Sicherung einer angemessenen

Immunantwort.

Die Beobachtung, dass eine zweistlindige Stimulation mit LPS zu einer Reduktion der
Stabilitdt der Pa-1 mRNA flihrt, wahrend eine sechsstiindige Stimulation zu einer
leichten Erhohung der Stabilitdt fuhrt, deutet darauf hin, dass PA-1 wahrend der
Immunantwort dynamisch reguliert wird (Abb.3.3.C) . Eine kurzfristige Exposition

gegenliber LPS kdnnte eine schnelle Immunantwort auslosen die zu einer Verringerung
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der Stabilitdt der Pa-1 mRNA fiihrt. Die Erhéhung der Stabilitdt der Pa-1 mRNA nach
sechsstiindiger Stimulation, deutet auf eine Modulation der PA-1 Expression im Verlauf
der LPS-abhangigen Immunreaktion hin. Eine langere LPS-Exposition bewirkt dann eine
Anpassung der mRNA Stabilitat. Dies ware ein durch LPS induziertes zellulares Programm
zur Adaption der PA-1 Synthese (iber einen ldngeren Zeitraum, um die Immunantwort

aufrechtzuerhalten oder zu verstarken.

Weitere Untersuchungen sind zum Verstdndnis dafiir notwendig, wie die m°A-
Methylierung die Stabilitat der untersuchten mRNAs wahrend der Immunantwort auf
LPS beeinflusst. Durch eine Analyse der RNA Abbaukinetik konnte ein moglicher Einfluss
der m®A Methylierung auf den Abbau der mRNA nach LPS Stimulation aufgeklart

werden.
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5. Zusammenfassung

Eine Auswertung von RNAseq Daten mit dem auf maschinellem Lernen beruhenden
Algorithmus m6Aboost ermdglichte die Identifizierung von sieben mRNAs, die nach LPS-
Stimulation signifikante Verdnderungen in ihren post-transkriptionalen m°®A
Modifikationen aufweisen. Die in DRACH-Motiven lokalisierten m®A modifizierten
Adenosine waren nach LPS-Stimulation in einem signifikant gréReren Anteil der Znfx1,
Evi2b, Capg und Pickl mRNAs detektierbar, wahrend die m®A Methylierung der

spezifischen Adenosine in den mRNAs Cd14, Pa-1 und Rnf8 vermindert war.

Ziel der Arbeit ist es, die mRNA- und Proteinexpression sowie die Stabilitdt der
differenziell m®A methylierten mRNAs in einem LPS-induziertem Entziindungsmodell zu

untersuchen.

Die Znfx1 mRNA Expression zeigt nach LPS-Stimulation eine komplexe zeitabhangige
Regulation mit einer anfanglichen leichten Reduktion, gefolgt von einem signifikanten
Anstieg nach sechs Stunden. Die erhohte Stabilitat der Znfx1I mRNA nach LPS-Stimulation
kdnnte dazu beitragen, eine gesteigerte ZNFX1 Proteinsynthese zu unterstltzen, deren

Nachweis, hier jedoch aufgrund nicht verfiigbarer Antikorper nicht moglich war.

Die Evi2b mRNA weist nach LPS-Stimulation einen zeitabhdngigen Anstieg auf, der mit
einer erhohten Stabilitat der mRNA einhergeht. Dies deutet darauf hin, dass die
gesteigerte Evi2b mRNA Synthese wdhrend der Immunantwort durch eine erhéhte

Stabilitat der mRNA unterstitzt wird.

Die Expression der Capg mRNA wird durch LPS-Stimulation erhdht, die mRNA Stabilitat

und die Synthese des Proteins CAPG bleiben jedoch unbeeinflusst.

Fiir die Pickl mRNA wurde eine zweiphasige Regulation mit einer anfanglichen Abnahme
und anschlieBenden Riickkehr auf das Ausgangsniveau ermittelt. Die Stabilitat der Pick1
MRNA ist nach LPS-Stimulation erhoht. Die unter LPS leicht erhéhte PICK1-Synthese,

deutet auf eine immunologisch relevante Funktion hin.

Die Synthese der Cd14 mRNA wird durch LPS verstarkt, auch die mRNA Stabilitat ist
erhoht. Diese Effekte resultieren in einem gut detektierbaren Anstieg der CD14
Proteinsynthese. Dies kann durch die Rolle von CD14 bei der Aktivierung des TLR4-

Rezeptors bedingt sein und hebt seine LPS-abhdngig regulierte Funktion hervor.
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Pa-1 mRNA zeigt, nach zwei Stunden eine Abnahme, gefolgt von einer Rickkehr auf
Ausgangsniveau, ahnlich der Pickl mRNA. Die Stabilitat der Pa-1 mRNA ist nach zwei
Stunden vermindert, nimmt danach jedoch wieder zu. Auf Proteinebene ist eine

geringfligige zeitabhdngige Zunahme nachweisbar.

Flr die Expression der Rnf8 mRNA ist nach zwei und sechs Stunden eine leichte Abnahme
zu verzeichnen. Nach sechs Stunden ist die Rnf8 mRNA Stabilitat jedoch erhéht, was
darauf hindeutet, dass die mRNA Stabilitdt zu einem Anstieg der RNF8 Proteinsynthese
beitragen kann, der hier jedoch in Ermangelung geeigneter Antikdrper nicht

nachgewiesen werden konnte.
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6. Ausblick

Um zu analysieren, welche Funktion die Methyltransferase 3 fiir die Expression der
differenziell m®A methylierten mRNAs hat, sollte in weiterfihrenden Experimenten der
METTL3-Inhibitor STM2457 (Yankova et al. 2021) in Kombination mit LPS-Stimulation
eingesetzt werden. Die Ergebnisse kdnnten wichtige Einblicke in den Mechanismus der
Regulation der Expression spezifischer mRNAs geben, die moglicherweise die

Makrophagen-Aktivitat kontrollieren.

Die Identifizierung und Charakterisierung spezifischer m®A Methylierungsstellen hilft,
die funktionelle Bedeutung dieser Modifikationen zu verstehen. Dazu kdnnten select
gPCR (Xiao et al. 2018) Experimente mit dem Ziel spezifisch m®A methylierte Adenosine
im Kontext von DRACH Motiven zu identifizieren, durchgefiihrt werden. Reporter
mRNAs mit der Wildtyp-Sequenz und solche, in denen die m®A methylierten Adenosine
durch spezifische primer ausgetauscht wurden, kdnnen hinsichtlich ihrer Funktion fir
das mRNA Splicing, die mRNA Stabilitat oder mRNA Translation in vitro und in vivo

analysiert werden.
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Abb. 6.1. Genomische Information der im Detail untersuchten Cd14 mRNA.

(A) Dargestellt sind die zwei Exons und das Intron des Cd14 Gens auf dem Minus Strang
von Chromosom 18, sowie die Position potenzieller Signale bei Oh, 2h und 6h LPS
Behandlung. Im vergrolRerten Bereich befinden sich die signifikant differenziell
methylierten Adenosine (A sites), welche nur im Intron vorhanden sind. (B) IGV
Screenshot der Intronsequenz mit angrenzendem Exon 1 und 2. Hervorgehoben sind die
fir das Splicing des Introns relevanten 5 (5’ss) und 3‘ (3’ss) splice site sowie der branch
point. Die beiden mPA sites befinden sich in der Ndhe der 5’ss, eine Beeinflussung des
Splicing durch differenzielle Methylierung ist daher méglich. Fir die Analyse wurde der
Integrative Genomics Viewer (IGV) verwendet https://igv.org/doc/desktop/ ( Robinson
J.T. et al. 2011)

Die Charakterisierung der zellularen Funktion dieser spezifischen mRNAs und der durch
sie kodierten Proteine kann basierend auf Literaturrecherchen mit verschiedenen
Assays erfolgen, um das Verstandnis ihrer Rolle in der Entziindungsreaktion zu vertiefen
und so moglicherweise neue Therapieansatze zu etablieren. Da es sich bei den
RAW264.7 Zellen um Maus-Makrophagen handelt, sollte des Weiteren untersucht
werden, ob die Ergebnisse auf die homologen humanen mRNAs Ubertragbar sind, um

gegebenenfalls auch Patientenproben in die zukiinftigen Analysen einzubeziehen.
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Anhang:

Anhang 1: Qualitatskontrolle der extrahierten RNA
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Abb. Anhang 1.: Agarose Gelelektrophorese-ein exemplarisches Beispiel

Die Zellen wurden fiir 0, 2 und 6 Stunden mit LPS 10 ng/ml stimuliert. Um die Kontrolle
der RNA Integritat zu Gberpriifen, wurde die RNA zunachst in einem 1% igen Agarosegel
aufgetrennt. Die beiden deutlich abgetrennten 18 S und 28 S rRNA gelten als Beleg fir
eine intakte DNA.

Anhang 2: Verwendete Primer fiir die PCR

Tabelle A2: verwendete Primer fiir die PCR

Name Sequenz ProduktgroRe Quelle

Tnf- a_For TCCCCAAAGGGATGAGAAG 217 Liepelt et al.
2014

Tnf -a_Rev GCACCACTAGTTGGTTGTC 217 Liepelt et al.
2014

Nduvfl_For GCCTCCAATTTCGAGGTAGCTAT 103 Su et al., 2007

Nduvfl_Rev CACGCACCACAAACACATCA 103 Su et al., 2007

Actb_For CTCTAGACTTCGAGCAGGAGATGG 163 Borkham-
Kamphorst et
al.2013

Actb_Rev ATGCCACAGGATTCCATACCCAAGA 163 Borkham-
Kamphorst et
al.2013

gFF-Luc2 For CCTTCCGCATAGAACTGCCT 244 Liepelt et al
2014

gFF-Luc2 Rev GGTTGGTACTAGCAACGCAC 244 Liepelt et al.
2014

Evi2b_4 For AGAAGTTCACAGGAGAAAACATCTG | Evi2b-201: 1858

Evi2b_4_Rev GAGTGATTTGGGCAGGTGATG Evi2b-201: 1858

Evi2b_8_For GAAAGAAGTTCACAGGAGAAAACAT | Evi2b-201: 1858

Evi2b_8_ Rev CAGCTGGTGTTGCTTGTTCAG Evi2b-201: 1858

Pagrla_6_For GAGACGGACACCAGGAAGC Pagrla-202:

1430
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Pagrla_6_Rev TCCTGAGGATCGGAGTGGAG Pagrla-202:
1430
Pagrla_3 For TAGCTCCAGGTTTGTACCGC Pagrla-202:
1430
Pagrla_3_Rev TCTCGCTTTCACATCGCCTT Pagrla-202:
1430
CapG_1_For CCCCGAGGAAGACATTACAG CapG201: 1247
CapG_1_Rev AGCAGTTCAGAGGCAAAAG CapG201: 1247
CapG_2_For AGGAGCCAGCCGAGATGATT CapG201: 1247
CapG_2_Rev TTAGCTTTTCTCCCCTTCCAGATC CapG201: 1247
CD14_8 For TCTACCGACCATGGAGCGTG CD14-201: 1641
CD14_8 Rev GAAGGTATTCCAGGCTGCGG CD14-201: 1641
CD14_2_For TCTACCGACCATGGAGCGTC CD14-201: 1641
CD14_2_Rev TGAAAGCGCTGGACCAATCT CD14-201: 1641
Rnf8_3_For GCAGGAGCATCAGGCTCTAA Rnf8-201: 5404
Rnf8-206: 2042
Rnf8-210: 1780
Rnf8_3_Rev CTCGTTCTCCAGCAAGTCGT Rnf8-201: 5404
Rnf8-206: 2042
Rnf8-210: 1780
Rnf8_4_For CTCGGAAGGGGAGCTAAAG Rnf8-201: 5404
Rnf8-206: 2042
Rnf8-210: 1780
Rnf8_4_Rev TTAGAGCCTGATGCTCCTGC Rnf8-201: 5404
Rnf8-206: 2042
Rnf8-210: 1780
Pick1_5_For AGCTGTACAAAGGGATGACGGA Pick1-203: 2054
Pickl_5_Rev TAGCCGAATGCCGAACTTCTC Pick1-203: 2054
Pickl_6_For GGTAGAGGTGGCGAAGATGAT Pick1-203:2054
Pickl_6_Rev GCTTTACCAAGCCATCGTTAC Pick1-203: 2054
Znfx1_1_For GAACTTCAACCTTGAGGTGTCCC Znfx1-2021:
7218
Znfx1-205: 2751
Znfx1_1_Rev GGAGACACCCTTAATCTGCTA Znfx1-2021:
7218
Znfx1-205: 2751
Znfx1_7_For TGGCAGAATTCCAAGCGACT Znfx1-2021:
7218
Znfx1-205: 2751
Znfx1_7_Rev GGCTGTTGTCTCCACCATGA Znfx1-2021:
7218

Znfx1-205: 2751

Die zur Analysen der differentiell m®A methylierten mRNAs verwendeten primer sind

hervorgehoben.
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Anhang 3.: Verwendete Primarantikérper fir den Western blot

Tabelle A3: Verwendete Primarantikorper

AK Blocken | Verdiinnung | Spezies Inkubationszeit | ECL und Firma/Katalognummer
Belichtung
o-CD-14 5% 1:2000 Maus 1 Std. bei RT ECL, 10 sek. Proteintech, 60253-1-
Milch in lg
TBST
a-CAPG 5% 1:1000 Kaninchen | 1Std. bei RT ECL prime, 10 G x, GTX114301
(N3C3) Milch in sek,
TBST
a-c-SCR 5% 1:500 Kaninchen | 1 Std. bei RT ECL prime, 30 Abcam, ab7950-1
Milch in sec
TBST
a- 5% 1:3000 Maus| 1 Std. bei RT ECL, 10 sec Sigma-Aldrich, V9131
VINCULIN Milch in
(Klon TBST
hVIN-1)
a-PA-1 5% 1:500 Maus Uber Nacht bei | ECL prime, 30 Santa Cruz, sc-393387
Milch in 4°C sec
TBST
a-Pickl 5% 1:1000 Kaninchen | 1,5 Std. bei RT | ECL prime, 30 | Proteintech, 10983-2-
lot: Milch sec AP
00081075 | in TBST

Anhang 4: Verwendete Sekundarantikérper fir den Western blot

Tabelle A4: Verwendete Sekundarantikérper

Sekundéarantikorper | Blocken | Verdiinnung | Spezies | Inkubationszeit | Firma/Katalognummer
a-Kaninchen-HRP 5% 1:5000 Esel 1 Std. GE Healthcare, NA934V
lot: 381236 Milch in

TBST
a-Maus-HRP 5% 1:5000 Schaf 1 Std. GE Healthcare, NA931V
lot: 372943 Milch in

TBST

Die Verdiinnung der Sekundar- und Primarantikorper erfolgte im gleichen Medium wie

geblockt wurde.
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Anhang 5.: Verwendete Lysatmenge fir den Western blot

Tabelle A5: Verwendete Lysatmenge in Western blots

Antikorper Lysatmenge in ug
a-CD-14 5

a-CAPG 5-10

a-c-SCR 20

a-VINCULIN 5

a-PA-1 50

a-PICK1 20-40
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