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Kurzreferat 

Entzündung und die Einwanderung von Makrophagen haben große Bedeutung in der 

Entstehung und Aufrechterhaltung diverser pathophysiologischer Prozesse. Tumor-

nekrosefaktor-α (TNF-α) als proinflammatorisches Zytokin spielt eine zentrale Rolle in 

der Aktivierung des Zytokinnetzwerks. Progranulin (PGRN) ist ein anti-inflammatori-

scher Wachstumsfaktor, welcher an TNF-Rezeptoren bindet und TNF-α-abhängige 

Signalkaskaden hemmt. Das Kälteschockprotein YB-1 vermittelt Entzündungsreaktio-

nen und Organfibrose und ist bei der Entstehung von Tumorerkrankungen beteiligt.  

In dieser Arbeit wird mit der Modulation der TNFR-Bindungseigenschaft eine neue 

Funktion von extrazellulärem YB-1 demonstriert. Mittels durchflusszytometrischer 

Kompetitionsanalysen konnte eine dosisabhängige Hemmung der Bindung von TNF-

α an TNF-Rezeptoren durch YB-1 beobachtet werden. Die hierfür verantwortliche Do-

mäne des YB-1 Proteins ist die C-terminale Region und in deutlich geringerem Maße 

der N-Terminus. YB-1 zeigt eine direkte Interaktion mit PGNR. Wir konnten zeigen, 

dass extrazelluläres YB-1 in Kombination mit Progranulin TNF-α-abhängige Signal-

kaskaden hemmt. Zudem konnte eine YB-1/PGRN-abhängige Modulation TNF-α-in-

duzierter Expression mehrerer entzündungsrelevanter Gene und eine Modulation der 

TNF-α-induzierten Zytokinsekretion demonstriert werden. Zusammenfassend zeigt 

YB-1 in Kombination mit PGRN immunmodulatorische Funktionen durch Einfluss auf 

die Bindung von TNF-α an seine Rezeptoren mit Auswirkungen auf TNF-α-abhängige 

Signalkaskaden. 
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2 Abkürzungsverzeichnis 
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ATP Adenosintriphosphat 

BMDMs Bone marrow-derived macrophages; Knochenmarksmakrophagen 

BSA Bovine serum albumin: Rinderalbumin 

bzw. beziehungsweise 
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COL1A1 Collagen type I alpha 1 chain 
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CRS Cytoplasmic retention signal 

CSD Cold shock domain; Kälteschockdomäne 
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CTD C-terminale Domäne 

CXCL C-X-C motif ligand 1 
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DbpA/B DNA binding protein A/B 
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ESCRT-I Endosomal sorting complexes required for transport-I 

FACS Fluorescence-activated cell sorting 

FCS Fetal calf serum; Fetales Rinderserum 

FITC Fluorescein(isothiocyanat) 

g Gramm 

GM-CSF Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 

h Hours; Stunde(n) 

HEK-293 Human embryonic kidney cells 293 

HRP Horseradish peroxidase; Meerrettich-Peroxidase 

HK-2 Human kidney cells 2 

IL Interleukin 

Ig Immunglobulin 

KC Keratinocyte-derived chemokine 

KO Knockout 

MCP-1 Monocyte chemoattractant protein 1 

M-CSF Macrophage colony-stimulating factor (auch CSF-1) 

min Minute(n) 

MIG Monokine induced by Gamma-Interferon 

MIP1α Macrophage Inflammatory Protein-1α 
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MVB Multivesicular body 
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RANTES Regulated and normal T-cell expressed and secreted (cytokine) 

RIPA Radioimmunoprecipitation assay (lysis) buffer 

RIPK1 Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1 

RNA Ribonucleic acid; Ribonukleinsäure 

ROS Reactive oxygen species; Reaktive Sauerstoffspezies 

rpm Revolutions per minute; Umdrehungen pro Minute 

RPMI Roswell Park Memorial Institute (Zellkulturmedium) 

RT Raumtemperatur 

s Seconds; Sekunde(n) 

s.u. Siehe unten 

SDS Sodium dodecyl sulfate; Natriumdodecylsulfat 

SMAD7 SMAD family member 7 

TBS/TBST Tris-buffered saline/Tris-buffered saline with Tween 20 

TEMED Tetramethylethylendiamin 

TGF-β1 Transforming growth factor- β1 

TNF(-α) Tumor necrosis factor(-alpha) 

TRIS 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol 
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V Volt 

WT Wild type; Wildtyp 

YB-1 Y-box binding protein-1 
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3 Einleitung 

3.1 Entzündung und Immunmodulation 

Eine Entzündung ist die körperliche Reaktion auf schädliche Reize, welche physikali-

scher oder chemischer Natur sein können, wie auch pathogene Erreger, allergische 

Reaktionen oder Autoantigene [1]. Hierbei kommt es zu einer molekularen und zellu-

lären Immunantwort. Entzündungsprozesse spielen bei der Entstehung und Aufrecht-

erhaltung vieler Nierenerkrankungen eine maßgebliche Rolle [2]. Die Mechanismen 

einer akuten Entzündung sind u.a. die Freisetzung von sogenannten DAMPs (damage-

associated molecular patterns) und Zytokinen sowie eine Mobilisierung und verstärk-

tes Einwandern von Leukozyten wie Granulozyten und Monozyten [2]. Während einer-

seits eine effektive Bekämpfung von Pathogenen und die Beseitigung geschädigten 

Gewebes die Heilung ermöglicht, kann auf der anderen Seite eine überschießende 

oder protrahierte Entzündungsreaktion Gewebeschäden verursachen, Heilungspro-

zesse behindern und somit Organfunktionen beeinträchtigen [3]. Aus diesem Grund 

kommt Immunmodulatoren wie Interferonen (IFN), Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) und 

transforming growth factor-β (TGF-β) eine große Bedeutung zu. Sie steuern die Initi-

ierung, Aufrechterhaltung und Terminierung entzündlicher Reaktionen und sind somit 

an der Aufrechterhaltung des Gleichgewichts zwischen pro- und antiinflammatorischen 

Prozessen beteiligt. Ein weiteres Protein mit immunmodulatorischer Funktion ist das 

Kälteschockprotein Y-box binding protein-1. 

 

3.2 Y-box binding protein-1 

Das Y-box binding protein-1 (YB-1) ist ein Protein aus der Familie der Kälteschockpro-

teine (eng. cold shock domain proteins), welche dadurch charakterisiert sind, dass sie 

eine oder mehrere evolutionär hochkonservierte Kälteschockdomänen (CSDs) aufwei-

sen [4]. Kälteschockproteine wurden erstmals in Bakterien als eine Proteingruppe be-

schrieben, deren Expression als Reaktion auf Kältereize hochreguliert wird [5]. Inzwi-

schen wurden Kälteschockproteine sowohl in Prokaryoten als auch in eukaryotischen 

Zellen nachgewiesen, wobei die Y-box Familie die am besten untersuchte Gruppe der 

Kälteschockproteine in menschlichen Zellen darstellt [6, 7]. Der Prototyp dieser Pro-

teinfamilie ist das YB-1, auch bekannt als DNA-binding protein B (DbpB), mit seinem 
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Genlokus Ybx-1. Weitere eng verwandte Proteine dieser Familie sind das DbpA und 

DbpC/Contrin auf den Genen Ybx-3 und Ybx-2 [8, 9]. 

 

3.2.1 Der strukturelle Aufbau des YB-1 Proteins 

Die YB-1 Proteine aller Vertebraten bestehen aus drei Regionen: einer variablen N-

terminalen Domäne, der nukleinsäurebindenden CSD und einer C-terminalen Domäne 

(CTD) [10, 11]. Die N-terminale Domäne ist alanin- und prolinreich und wird aus die-

sem Grund auch A/P-Domäne genannt [4]. Sie ist, u.a. über eine Interaktion mit Aktin-

filamenten des Zytoskeletts [12], verantwortlich für die zytoplasmatische Lokalisation 

des Proteins und beeinflusst als Transaktivierungsdomäne die DNA-Transkription [12–

14]. Die N-terminale Domäne von YB-1 besteht aus den Aminosäuren (AS) 1-51 [15]. 

Die Aminosäuresequenz der zentralen CSD ist innerhalb der Familie der Y-box binding 

Proteine identisch und enthält zwei RNA-bindende Motive, RNP-1 und RNP-2 [16]. 

Diese vermitteln die Bindung von Nukleinsäuren [15], insbesondere von RNA und Ein-

zelstrang-DNA [17–19]. Die per NMR-Spektroskopie ermittelte Struktur der CSD des 

humanen YB-1 Proteins besteht aus einer 5-strängigen anti-parallelen β-Faltblattstruk-

tur, die ein β-Fass formen [15]. Die CSD von YB-1 besteht aus den AS 52-129. 

Die CTD besteht aus alternierenden Motiven aus jeweils etwa 30, abwechselnd basi-

schen oder sauren (aziden) Aminosäuren und wird aus diesem Grund auch B/A-Do-

mäne oder charged zipper genannt [18, 20, 21]. Sie vermittelt die DNA-Bindungsspe-

zifität, Protein-Protein-Interaktionen sowie eine Homodimerisierung mit anderen YB-1-

Molekülen [18, 22–24]. Zudem enthält die CTD nukleäre Lokalisationssignale (NLS-1 

aus AS 149-56, NLS-2 aus AS 185-194, NLS-3 aus AS 276-292) und eine zytoplas-

matische Retentionssequenz (CRS aus AS 247-290), welche den subzellulären Trans-

port zwischen Zytosol und Nukleus, sog. shuttling, vermitteln  [25–27]. Die CTD von 

YB-1 besteht aus den AS 130-324 [15].  

Abbildung 1. Schematische Darstellung der YB-1 Proteindomänen 
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An YB-1 finden diverse posttranskriptionale Modifikationen statt. Beschrieben sind u.a. 

Phosphorylierungen an Serin, Threonin und Tyrosin, Methylierungen an Arginin, Ace-

tylierungen und Ubiquitinierungen an Lysin sowie Modifikation und Spaltung durch Pro-

teasen [6]. 

 

3.2.2 Intrazelluläre Funktionen 

Die Erstbeschreibung des YB-1 als ein Protein, welches eine invertierte CCAAT-Box 

(Y-box) innerhalb eines Promotors des humanen MHC-II-Gens bindet, erfolgte 

1988 [28]. Seitdem wurden jedoch zahlreiche weitere Funktionen beschrieben, welche 

weit über die Transkriptionsregulation hinausgehen. Nukleär kann YB-1 eine Genex-

pression sowohl induzieren (sog. Transaktivierung) als auch hemmen (sog. Gen-Re-

pression). Hierfür sind drei Mechanismen der Interaktion mit DNA beschrieben:  

1. Direkte Bindung an eine Y-Box innerhalb der Promotorregion eines Gens. Somit 

Wirkung als Transkriptionsfaktor mit Aktivierung oder Repression der Expression. 

2. Wirkung als Koaktivator oder Korepressor durch Interaktion mit anderen Transkrip-

tionsfaktoren. 

3. Hochaffine Bindung an ssDNA und somit Verhinderung einer Doppelstrangbildung 

über Nukleinsäurepaarung [22, 29]. Dies kann sowohl eine Repression des Ziel-

gens als auch eine erleichterte Bindung von Transkriptionsfaktoren an die DNA-

Einzelstränge bewirken.  

Eine grafische Visualisierung dieser Mechanismen findet sich bei Kohno et al. [22]. Auf 

diese Weise reguliert YB-1 die Expression zahlreicher Zielgene mit Einfluss auf u.a. 

die Zellproliferation, Immunzelldifferenzierung und -infiltration, Struktur- und Matrixpro-

teine, Zellstoffwechsel sowie Expression von Zytokinen (Tabelle 1). Zudem ist YB-1 

durch nukleäre Protein-Protein-Interaktionen an der DNA-Reparatur beteiligt (siehe 

3.2.5). 

Etwa 90% des intrazellulären YB-1 befindet sich proteingebunden im Zytoplasma [30]. 

Hier kann es die Translation regulieren, indem es u.a. über eine Bindung von ssRNA 

die Doppelstrangbildung verhindert [29] und als RNA-Chaperon agiert [31]. YB-1 

wurde als Bestandteil des zytoplasmatischen Ribonuklein-Komplexes identifiziert und 

sowohl eine Maskierung der mRNA mit konzentrationskorrelierter Translationshem-

mung [32–34] als auch eine Stabilisation z.B. von Zytokin-mRNA mit gesteigerter 

Translation beobachtet [35, 36]. Studien mit komplett YB-1-defizienten homozygoten 
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Ybx1-Knockout-Mäusen zeigen Verschlussstörungen des Neuralrohrs und schwerwie-

gende embryonale Wachstumsverzögerungen, welche nicht mit dem Leben vereinbar 

sind [37].  

Tabelle 1. YB-1-abhängige Regulation entzündungsrelevanter Gene. Entzündungsrele-
vante und die Immunantwort mediierende YB-1-Zielgene mit Art der Regulation (↑ Aktivierung 
des Zielgens, ↓ Repression des Zielgens, ↑↓ zelltypabhängige Aktivierung und Repression des 
Zielgens). Auswahl unter Berücksichtigung der Relevanz für nachfolgende Ausführungen ohne 
Anspruch auf Vollständigkeit. Modifiziert nach Lindquist et al. [52]. 

 

3.2.3 Sekretion und extrazelluläre Funktionen 

Auf Basis der Beobachtung einer erhöhten Expression von YB-1 und Relokalisation 

von nukleärem YB-1 sowohl in das Zytosol als auch den Extrazellularraum bei der 

mesangioproliferativen Glomerulonephritis [49] wurde die Sekretion von YB-1 durch 

unterschiedliche Zellarten nachgewiesen. So erfolgt eine Sekretion von YB-1 u.a. 

durch Mesangialzellen und Monozyten [53], Granulozyten, T-Lymphozyten und Leber-

zellen [38]. Sie erfolgt auf einen inflammatorischen Stimulus mit Zytokinen wie TGF-β 

oder PDGF-BB über einen nichtklassischen, vom endoplasmatischen Retikulum und 

Golgi-Apparat unabhängigen Mechanismus [53, 54]. Voraussetzung für die Sekretion 

ist eine Acetylierung an den Lysinresten 301 und 304 des Protein-C-Terminus [53] 

Zielgen Zelltyp Regulation Referenz 

CCL2/MCP-1 Murine Nierenzellen ↑ [38] 

CCL3/MIP1α Murine Nierenzellen ↓ [39] 

CCL5/RANTES Humane Monozyten ↑ [38, 40] 

CCL5/RANTES Murine Makrophagen ↓↑ [40, 41] 

COL1A1 Humane Mesangialzellen ↑ [42] 

CXCL-1 Murine Neutrophile und Makrophagen ↑ [38] 

GM-CSF Humane eosinophile Granulozyten und  
embryonale Lungen-Fibroblasten 

↓ [35, 43] 

IFN-α/β Murine Fibroblasten ↑ [44, 45] 

IL-2 Humane T-Zellen ↑ [46] 

MMP-2 Murine Mesangialzellen ↑ [47] 

PDGF-β Humane umbilikale Endothelzellen  
und Nierenzellen 

↑ [48, 49] 

Smad7 Murine aktivierte hepatische Sternzellen ↑ [44] 

TGF-β1 Proximale Tubuluszellen ↑ [50] 

TLR-4  Murine Neutrophile und Makrophagen ↑ [38] 

VEGF Murine Fibroblasten ↓ [51] 
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sowie eine Ubiquitinierung [55]. Letztere dient u.a. als Interaktionsmotiv für die va-

kuoläre Proteinsortierung durch den ESCRT-I-Komplex und eine daran gekoppelte en-

dosomale Sekretion über den multivesicular body (MVB) pathway [55]. 

Eine gesteigerte Konzentration von extrazellulärem YB-1 findet sich in den Seren von 

Patienten mit Sepsis. Auch in murinen Entzündungsmodellen in vitro und in vivo fand 

sich eine gesteigerte YB-1-Sekretion in den Urin und die Peritonealflüssigkeit nach 

peritonealer Injektion von proinflammatorischem LPS [38]. Funktional scheint extrazel-

luläres YB-1 als Entzündungsmodulator sowohl die Freisetzung von pro- und antiin-

flammatorischen Zytokinen und Wachstumsfaktoren als auch eine Rekrutierung von 

Immunzellen zu fördern. So wurde eine Induktion der Zellteilung und Zellmigration be-

obachtet [53, 55]. In Melanomzellen korreliert eine Sekretion von YB-1 mit Zellinvasion, 

Migration und ist ein negativer prognostischer Marker [54]. Diese Sekretion erfolgt bei 

einem Anstieg an intrazellulärem ATP und Ca2+. Als extrazellulärer, membranständiger 

Rezeptor für sezerniertes YB-1 wurde bisher Notch-3 identifiziert. Auf die Rezeptorsti-

mulation folgt eine intrazelluläre Signalkaskade und die Induktion der Notch-3-Rezep-

torexpression [56, 57]. Notch-3 ist u.a. bei humaner und muriner tubulointerstitieller 

Entzündung hochreguliert und moduliert die Einwanderung von Entzündungszellen, 

die Zelldifferenzierung und -proliferation, Apoptose und Organfibrosierung [58]. 

 

3.2.4 Regulation von YB-1 

Aufgrund der pleiotropen Funktionen und ambivalenten Rolle von YB-1 ist eine kom-

plexe Regulation der Expression, Aktivität und subzellulären Lokalisation des Proteins 

notwendig. Eine hohe Transkriptionsaktivität des YB-1-Gens kann u.a. in Skelettmus-

kel- und Herzmuskelzellen, Nieren, Lunge, Leber und Hoden nachgewiesen werden 

[8, 59]. In Entzündungsprozessen bewirken u.a. das proinflammatorische Prostaglan-

din E2 über p44/42, MAPK-Kaskaden und mTOR eine gesteigerte YB-1-Expression 

[60]. Eine erhöhte YB-1-mRNA-Konzentration korreliert jedoch meist nicht direkt mit 

der YB-1 Protein-Konzentration, was eine Regulation auf posttranslationaler Ebene 

nahelegt. Bemerkenswert ist hierbei ein feedback-Mechanismus, über den das YB-1 

Protein die Translation seiner eigenen mRNA hemmt und somit Autoregulation betreibt 

[4, 61–63].  

Ein weiterer Mechanismus ist ein intrazellulärer Shuttle zwischen Zytoplasma und 

Kern, welcher durch die in der CTD enthaltenen nukleären Lokalisationssignale (NLS) 
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und die zytoplasmatische Retentionssequenz (CRS) kontrolliert wird [25, 64, 65]. Eine 

vermehrte Translokation in den Zellkern wird in einer Umgebung von zellulärem Stress 

oder als Reaktion auf Entzündung beobachtet [22, 52, 66]. Monozyten von Dialysepa-

tienten mit einem systemisch-inflammatorischen Milieu enthalten erhöhte Konzentrati-

onen von nukleärem, acetyliertem YB-1, während nichtacetyliertes YB-1 reduziert ist 

[67]. Weiterhin bewirkt genotoxischer Stress eine proteasomenabhängige Abspaltung 

der CRS, welche eine nukleäre Akkumulation von YB-1 bewirkt [26]. Über subzellulä-

res Shuttling erfolgt somit ein lokalisationsabhängiger Wechsel zwischen nukleären 

(DNA-Transkription, -Replikation und -Reparatur) und zytosolischen YB-1-Funktionen 

(mRNA-Prozessierung, Translationsregulation) als Antwort auf Wachstums- oder 

Stressreize [22, 30, 68]. 

 

3.2.5 Protein-Interaktionen von YB-1 

Neben Nukleinsäure-Interaktionen sind auch zahlreiche Protein-Interaktionspartner 

von YB-1 beschrieben. Nukleär ist YB-1 über Wechselwirkungen mit DNA-Repara-

turenzymen wie XPC-HR23B und Endonuklease III an der Nukeotidexzisionsreparatur 

beteiligt [69, 70]. YB-1 interagiert nukleär und zytosolisch mit diversen Transkriptions-

faktoren [71–73], Proteinen der posttranslationalen Modifikation [74–76] und Transla-

tionregulatoren [77]. 

Auf der Suche nach bisher unbeschriebenen Interaktionspartnern von YB-1 führten die 

Arbeitsgruppe von Prof. Mertens zusätzlich ein sogenanntes Hefe-2-Hybrid-Screening 

(engl. yeast-two-hybrid-screen = Y2H-screen) durch [78]. Hierbei wurden in vivo in He-

fezellen nach Protein-Protein-Wechselwirkungen zwischen einem bait-(Köder-)Protein 

und einer Vielzahl von prey-(Beute-)Proteinen gescreent [79, 80]. Plasmide der zu 

überprüfenden Proteine wurden als Fusionsproteine mit einem Transkriptionsfaktor in 

die Zellen eingebracht, wobei erst eine bait-prey-Interaktion eine Funktionswiederher-

stellung des Transkriptionsfaktors bewirkte. Über eine Selektion von Hefezellen mit 

funktionstüchtigem Transkriptionsfaktor mithilfe spezieller Selektionsmedien bzw. über 

enzymatische Detektionsreaktionen konnten schließlich positive Interaktionen ausge-

lesen werden. In unserem Falle diente YB-1 bzw. ein C-terminal um 30 Aminosäuren 

verkürztes YB-1 (ΔYB-1) als bait-Protein. Von der C-terminal verkürzten Form ist durch 

Vorversuche bekannt, dass sie im Zellkern lokalisiert ist und somit an Interaktionen im 
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Zellkern teilnimmt [78]. Es wurde eine cDNA-Bibliothek aus menschlichen Mesangial-

zellen in das prey-Plasmid kloniert. Positive Interaktionen wurden über vier Selektions-

kriterien detektiert, namentlich Wachstum auf Histidin- und Uracil-armen Medien, 

Wachstumshemmung auf 5-Fluororotsäure-reichen Medien und enzymatischer Detek-

tionsreaktion mit x-Gal. Mithilfe des Screenings konnten insgesamt elf mit YB-1 inter-

agierende Proteine detektiert werden. Inzwischen konnte sowohl für die interagieren-

den Proteine Notch-3 (siehe 3.2.3) als auch SRp30c eine funktionelle Relevanz belegt 

werden [31, 57]. Zudem detektierten wir vielfach eine Interaktion sowohl von YB-1 als 

auch ΔYB-1 mit dem Protein Progranulin. Durch Versuchswiederholung wurde dieses 

Ergebnis verifiziert [78]. Es stellte sich nun die Frage einer funktionellen Relevanz die-

ser Interaktion. 

  

Abbildung 2. Y2H-Screening auf YB-1-Interaktionspartner. Aufzählung von Proteinen aus 
einer Mesangialzellen-cDNA-Bibliothek (prey) mit positivem Interaktionsnachweis mit YB-1/ 
ΔYB-1 (bait). 
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3.3 Progranulin 

Progranulin (PGRN), auch bekannt als Acrogranin, granulin-epithelin precursor 

(GEP) [81], Proepithelin (EPEI) [82], GP88 oder PC-cell-derived growth factor 

(PCDGF) [83], ist ein sekretierter, autokriner Wachstumsfaktor und das Granulin-

(GRN-)Vorläuferprotein. Das Glykoprotein PGRN besteht aus 593 Aminosäuren und 

beinhaltet 7,5 tandem repeats einer cysteinreichen Sequenz, sogenannte granulinähn-

liche Domänen, welche untereinander durch Disulfidbrücken verbunden sind [84, 85]. 

Die Molekülmasse von PGRN beträgt 68 kDa, obgleich durch Glykosylierung mehrere 

höhermolekulare Formen entstehen, deren häufigste ein 88 kDa Protein darstellt [86]. 

Durch unterschiedliche Proteinasen, wie etwa MMP-9, MMP-12, MMP-14, Elastase 

und Proteinase 3, wird PGRN in sieben unterschiedliche, 6 kDa große GRN-Peptide 

verdaut [87]. PGRN wird durch das GRN-Gen kodiert und ist, wie auch die Kälte-

schockproteine, evolutionär hochkonserviert. In Säugetieren erfolgt die Expression 

von PGRN u.a. in Epithelzellen, Leukozyten, Neuronen und Chondrozyten [88, 89]. 

Eine erhöhte Expression findet sich während zellulärer Umbauprozesse wie Wundhei-

lung [90], Embryogenese [91] und Entzündung [13, 92]. Weiterhin ist PGRN ein Neu-

rotrophin bzw. neuromodulatorisches Zytokin und Mutationen im GRN-Gen sind mit 

mehreren neurodegenerativen Erkrankungen assoziiert, u.a. frontotemporaler De-

menz [93, 94], Morbus Parkinson [95] und amyotropher Lateralsklerose [96]. 

Insbesondere im Zusammenhang mit der durch uns beobachteten Interaktion mit YB-1 

ist die antiinflammatorische Aktivität von PGRN relevant. PGRN hemmt die Ausschüt-

tung proinflammatorischer Zytokine wie IL-6, TNF-α und MCP-1 in LPS-stimulierten 

Makrophagen [97]. Es inhibiert die LPS- und TNF-α-induzierte Ausschüttung reaktiver 

Sauerstoffspezies (ROS), den sog. respiratory burst, in vitro und Wundinfiltration von 

neutrophilen Granulozyten in vivo [97, 98]. Anzumerken sind die gegenläufigen Funk-

tionen von PGRN zu seinen Spaltprodukten (den Granulinen): Diese zeigen antiin-

flammatorische Funktionen, wodurch der Steuerung der Spaltung von PGRN große 

entzündungsregulierende Bedeutung zukommt [92]. Insbesondere SLPI zeigt als Inhi-

bitor der Proteasen Neutrophilen-Elastase und Cathepsin G antiinflammatorische Wir-

kung und findet in der Forschung große Beachtung [92, 99].  

Eine Erklärung der entzündungshemmenden Wirkung von PGRN fand 2011 das Team 

von Tang et al.: Auch hier wurde ein Hefe-2-Hybrid-Screening durchgeführt und TNF-

Rezeptor 2 (TNFR2) als Bindungspartner identifiziert. TNF-Rezeptoren haben durch 

eine Initiierung proinflammatorischer Signalkaskaden eine enorme Bedeutung in der 
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Auslösung und Aufrechterhaltung von Entzündungen (siehe 3.4). In weiteren Versu-

chen konnte extrazelluläres PGRN als kompetitiver TNFR1- und TNFR2-Antagonist 

demonstriert werden. Hierbei zeigt PGRN eine deutlich höhere Bindungsaffinität als 

TNF-α. Eine in vitro-Hemmung der intrazellulären, TNFR-bedingten Signalkaskaden in 

murinen Knochenmarksmakrophagen (bone marrow-derived macrophages, BMDMs) 

wurde mittels Western Blots (siehe 4.2.4.4) u.a. bei NF-κB und Proteinen der MAPK-

Kaskade belegt. Auch eine in vivo-Entzündungshemmung im murinen Arthritismodell 

mit potenziellen therapeutischen Implikationen wurde beschrieben [13]. Inzwischen 

wurde die PGRN/TNFR-Interaktion mehrfach bestätigt und in weiteren Entzündungs-

modellen und Erkrankungen demonstriert, u.a. in Hypoxie-induzierter akuter Nieren-

entzündung [100], LPS-induzierter akuter Lungenentzündung [101], Dermatitis [102] 

und chemisch induzierter Colitis [103]. 

 

3.4 TNF-Rezeptor-abhängige intrazelluläre Signalkaskaden 

Tumornekrosefaktor (TNF bzw. TNF-α) und Lymphotoxin-α (TNF-β) sind neben CD95 

und TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) die wichtigsten Vertreter der 

TNF/TNFR-Superfamilie, welche in unterschiedlichen Organsystemen, jedoch insbe-

sondere in Immunzellen wie Makrophagen, dendritischen Zellen und T-Lymphozyten 

exprimiert werden [104, 105]. Dieses Zytokin-Rezeptor-System spielt eine große Rolle 

sowohl in nützlichen Entzündungsprozessen und der Immunsystemaktivierung als 

auch bei Pathologien, z.B. in Sepsis und Autoimmunerkrankungen [104]. TNF-Rezep-

tor 1 (TNFR1) wird ubiquitär exprimiert und vermittelt den Großteil der biologischen 

Funktionen von TNF-α, während TNFR2 in erster Linie in Endothelzellen und Zellen 

der Hämatopoese exprimiert wird [106, 107]. Sie teilen eine ähnliche extrazelluläre 

TNF-α-bindende Struktur, üben jedoch auf Grund unterschiedlicher intrazellulärer Do-

mänen verschiedene Funktionen aus [105]. TNFR1 ist für die TNF-α-induzierte Ent-

zündungsreaktion und den programmierten Zelltod hauptverantwortlich. TNFR1 ent-

hält die sog. death domain (DD), benannt nach seiner Fähigkeit, Apoptose zu induzie-

ren. TNFR2 wirkt wiederum eher immunomodulatorisch, stimuliert die Proliferation von 

Thymozyten und T-Zellen und ein TNFR1-unterstützendes „Anreichen“ von Liganden 

wird diskutiert [105]. TNFR2 enthält keine death domain. 
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Die durch TNFR1-Aktivierung in Gang gesetzten Signalkaskaden sind gut dokumen-

tiert. Über seine death domain aktiviert TNFR1 das Adapterprotein TRADD (TNF re-

ceptor-associated death-domain) [108]. Aktiviertes TRADD bildet mit RIPK1 (receptor 

interacting protein kinase 1) und TRAF2 (TNF receptor-associated factor 2) einen en-

zymatischen Komplex (Signalosom), welcher wiederum in der Lage ist, weitere Sig-

nalproteine zu aktivieren [105, 108, 109]. Hierzu gehören die Proteine der MAPK-(mi-

togen activated protein kinase-) Kaskade, welche durch Phosphorylierung aktiviert 

werden können und zu deren Endstrecke JNK (c-jun kinase), ERK (extracellular-signal 

regulated kinase) und p38-MAPK gehören [107]. Durch weitere aktivierende Phospho-

rylierungen sowie Translokation in den Nukleus und direkte Interaktion mit Transkrip-

tionsfaktoren werden schließlich unterschiedlichste zelluläre Reaktionen bewirkt – von 

Proliferation und Zellzyklusprogression über Differenzierung und Stressadaptation bis 

Apoptose [110, 111]. Über das durch MAPKs aktivierte IKK (IκB kinase) wird auch der 

Inhibitor der κB Proteine (IκB) phosphoryliert und proteosomal abgebaut. Der zuvor 

inaktiv im Komplex mit IκB Proteinen vorliegende Transkriptionsfaktor NF-κB (nuclear 

factor-κB) wird somit desinhibiert und kann in den Nukleus eintreten [105, 112]. NF-κB 

spielt eine wichtige Rolle in der zellulären Anpassung an Umwelteinflüsse und wird 

neben TNFR auch durch anderweitige Zytokine, Pathogene, zellulären Stress, Sauer-

stoffradikale und Strahlung aktiviert [113, 114]. Es beeinflusst als zentraler Faktor Ent-

zündung, die Stress- und Immunantwort, Differenzierung und Proliferation [115]. U.a. 

führt NF-κB-Desinhibierung zu einer gesteigerten Expression von TNF-α-mRNA sowie 

anderen Zytokinen (darunter IL-1, IL-6 und IL-8) und spielt eine Rolle in der Entstehung 

maligner Erkrankungen [115]. Zudem reguliert NF-κB den Zelltod, indem es antiapo-

ptotische transkriptionale Programme induziert, welche pro-apoptotischen Signalen 

der TNFR-Aktivierung entgegenwirken [116]. 

Aufgrund seiner pathophysiologischen Rolle in der Entstehung und Aufrechterhaltung 

von Autoimmunerkrankungen wie rheumatoider Arthritis, ankylosierender Spondylitis, 

entzündlichen Darmerkrankungen, Psoriasis und Asthma ist TNF-α das Ziel zahlrei-

cher antiinflammatorischer Antikörper-Therapeutika. Diese TNF-Inhibitoren binden 

und inaktivieren entweder direkt freies TNF-α (z.B. Infliximab [117]) oder blockieren 

kompetitiv die TNFR-TNF-α-Bindung (z.B. Etanercept [118]). Obwohl Anti-TNF-Thera-

peutika eine hohe Wirksamkeit zeigen, geht diese oft mit starken Nebenwirkungen wie 

erhöhtem Lymphomrisiko oder Infektanfälligkeit einher [119, 120].  
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3.5 Zielsetzung der Arbeit 

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit soll die immunomodulatorische Aktivität von ext-

razellulärem YB-1 weiter analysiert sowie die direkte Bindung von YB-1 an PGRN cha-

rakterisiert werden. Aufgrund des großen Stellenwerts von TNFRs bei Entzündungen 

und der Immunantwort soll insbesondere untersucht werden, ob YB-1 neben Notch-3-

Rezeptoren auch an diesen Rezeptoren eine Wirkung entfaltet. Eine intrazelluläre 

Rolle von YB-1 in den TNF-α-TNFR-Signalkaskaden ist denkbar, weshalb eine TNFR-

Aktivierung zusätzlich unter Ybx1-Knockout-Bedingungen demonstriert werden soll. 

Hierfür wird (analog zu Tang et al. [13]) ein in vitro-Zellmodell mit murinen Knochen-

marksmakrophagen gewählt und untersucht. 
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4 Material und Methoden 

4.1 Material 

4.1.1 Puffer 

 

Co-IP Lysepuffer   20 mM  HEPES (pH 7,4) 
1 %  NP-40 
5 mM  Magnesiumacetat 

 
DISC-Lysepuffer   30 mM  Tris (pH 7,4) 

120 mM NaCl 
10 %  Glycerin 
1 %   Triton X-100 

 
Erythrozyten-Lysepuffer  10 mM  KHCO3 

1,5 M   NH4Cl 
100 mM EDTA (pH8) 

 
FLAG-IP Bindepuffer   50 mM  Tris-HCl (pH 7,4) 

1 mM  EDTA 
150 mM NaCl 
1 %   Triton X-100 

 
Laufpuffer (10x) für Gelelektrophorese 30 g   Tris (pH 8,0) 
      144 g   Glycin 

10 g   SDS 
Ad 1L   Millipor 

 
Transferpuffer für Gelelektrophorese 25 mM  Tris (pH 8,0) 
      190 mM Glycin 

20 %  Methanol 
 
Ladepuffer (5x)    150 mM Tris-HCl (pH 7,4) 

30 %  Glycerol 
12 %  SDS 
24 %  ß-Mercaptoethanol 
0,05 %  Bromphenolblau 

 
PBS (20x)    2,74 M  NaCl 

53 mM  KCl 
0,2 M  Na 

 
RIPA-Lysepuffer   50 mM  Tris-HCl 

 1 %   NP-40 
 0,25 %   Natriumdesoxicholat 
 150 mM NaCl 
 1 mM  EDTA 

 
TBS (Tris-gepufferte Saline)  25 mM  Tris (pH 8,0) 

 150 mM NaCl 
 ad 1 l  Aqua dest 

 
TBST (TBS + Tween)   25 mM  Tris (pH 8,0) 

 150 mM NaCl 
 1 mL  Tween20 
 ad 1 l  Aqua dest 
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4.1.2 Reagenzien und Materialien 

Anti-FLAG M2-Affinity Gel 10 mL Sigma 

Anti-DYKDDDDK G1 Affinity Resin (L00432) GenScript 

BD Cytometric Bead Array BD Biosciences 

Β-Mercaptoethanol Applichem 

BSA Sigma-Aldrich 

BSA GE Healthcare 

Chloroquin Sigma 

cOmplete Mini Protease Inh. Cocktail  Roche/Sigma 

DMEM Life Technologies 

DPBS Thermo Fisher Scientific 

ECL Plus Thermo Fisher Scientific 

Elastase von humanen Leukozyten Sigma 

FCS Good Filtrated PAN Biotech 

FCS (Fetales Kälberserum) Life Technologies 

FLAG-Peptid Sigma 

Fluorokine® Biotinylated Human TNF-α (NFTA0) R&D Systems 

Glutathione Sepharose® 4B GE Healthcare 

H2DCFDA Invitrogen 

HEPES Carl Roth 

Isofluran Baxter 

Low RNA Input Linear Amplification Kit PLUS Agilent 

M-CSF, murin (315-02) Peprotech 

Page Ruler Plus Prestained Thermo Fisher Scientific 

PBS Life Technologies 

pcDNA3/FLAG YB-1 Invitrogen 

Penicillin/Streptomycin Life Technologies 

PGRN, human (AG-40A-0068) Adipogen  

PhosSTOP™ Roche/Sigma 

Pierce ECL Western Blotting Substrate Thermo Fisher Scientific 

RNeasy Mini Kit (250) Qiagen 

Roti®Load 1 Carl Roth 

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (K1622) Thermo Fisher Scientific 

RPMI 1640 Life Technologies 
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SLPI, recombinant human BioLegend 

TaqMan® Fast Universal PCR Master Mix Applied Biosystems 

TNF-α, recombinant murine (315-01A) Peprotech 

Trypsin-EDTA (0,5%) Life Technologies 

  

4.1.3 Geräte 

2100 Bioanalyzer Instrument Agilent 

Bio-rad Mini Trans-Blot® Bio-rad  

ChemoCam Imager INTAS 

FACS DiVA™ BD Bioscience 

FACS Canto™ II BD Bioscience 

NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer Thermo Scientific 

ThermoMixer®Comfort Eppendorf 

Zentrifuge 5417R Eppendorf 

Zentrifuge 4-16KS Sigma 

  

4.1.4 Software 

Name Version Hersteller 

7500 Fast Real-Time PCR Software 2.0.6 Applied Biosystems 

Chemostar 0.4.14.0 Intas Science Imaging Instruments  

Citavi 6.14 Swiss Academic Software 

FACS Diva 6.1.3 BD Bioscience 

Feature Extraction 10.5 Agilent 

FlowJo 7.6.4 FlowJo 

Genesis 1.7.7 Graz University of Technology 

GraphPad Prism 7.01 Graphpad Software 

ImageJ 1.45 National Institutes of Health (Bethesda, 
MD, USA 

LabImage 1D 7.1.0 Intas 

   

 

  



Material und Methoden  

 

22 

4.1.5 Chemikalien 

Acrylamid/Bis Lösung Serva 

EDTA Bio-rad 

Ethanol (absolut, 96%) Otto Fischar GmbH 

Ethidiumbromid Bio-Rad 

Glycerin Carl Roth 

HCl (37%) Carl Roth 

Isofluran Baxter 

Isopropanol Carl Roth 

KCl (Kaliumchlorid) Applichem 

KOH (Kaliumhydroxid) Merck 

Methanol Carl Roth 

Milchpulver Carl Roth 

NaCl (Natriumchlorid) Carl Roth 

NaN3 (Natriumazid) Carl Roth 

NaOH (Natriumhydroxid) Applichem 

NP-40 (Nonidet P-40) Carl Roth 

SDS (Natriumdodecylsulfat) Carl Roth 

TEMED (Tetramethylethylenediamin) Carl Roth 

TRIS(hydroxymethyl-)aminomethan Carl Roth 

Tris-HCL Applichem 

Triton X-100 Sigma-Aldrich 

Tween-20 Applichem 

  

 

4.1.6 Antikörper 

Primäre Antikörper 

Antigen Spezies Hersteller Bestell-Nr. Lot-Nr. 

Acrogranin  goat Eurogentec ED15001 SA7871 

β-Aktin mouse Sigma A5441 055k4854 

cleaved-Caspase-3  rabbit Cell Signaling 2664S 18 

FLAG® M2 mouse Sigma F3165 21K9220 

p38 MAPK rabbit Cell Signaling 9212 13 
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NF-κB (p65) mouse Cell Signaling 6956 7 

phospho-NF-κB (p-p65) rabbit Cell Signaling 3033 12 

phospho-p38  rabbit Cell Signaling 9211 21 

p44/42 (ERK) rabbit Cell Signaling 9102 20 

p-p44/42 (pERK) rabbit Cell Signaling 4370 6 

Purified rabbit IgG rabbit Eurogentec Purif 160 2041/2042 

Purified goat pAb goat Santa Cruz Sc-11667 B131 

YB-1 C-term. rabbit Sigma Y0396 052M4813V 

     

Sekundäre Antikörper 

Antigen Spezies Hersteller Bestell-Nr. Lot-Nr. 

goat (IgGTrueBlot) rabbit Rockland 88-1488-31 17953 

goat donkey Jackson 705-035-147 133871 

mouse goat Southern Biotech 1031-05 H2708-WA39B 

rabbit goat Southern Biotech 4050-05 G7807-W979 

rabbit (IgGTrueBlot) goat Rockland 88-1688-31 29977 

 

4.1.7 Gene expression assays 

Gen Hersteller Bestell-Nr. 

Actin Thermo Fisher Scientific Mm00607939_s1 

Ccl2 Thermo Fisher Scientific Mm00441242_m1 

Ccl3 Thermo Fisher Scientific Mm00441259_g1 

Ccl5 Thermo Fisher Scientific Mm01302427_m1 

Mmp9 Thermo Fisher Scientific MM00442991_m1 

Ptgs2  Thermo Fisher Scientific Mm00478374_m1 

Tgfb1 Thermo Fisher Scientific Mm01178820_m1 

Tmbim7 Thermo Fisher Scientific Mm00512517_m1 

18S Thermo Fisher Scientific Mm03928990_g1 
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4.2 Methoden 

4.2.1 Tierexperimentelle Methoden 

Es wurden Mausstämme basierend auf C57-BL/6N-Mäuse erworben, welche teilweise 

einen Ybx1-Knockout in Makrophagen/Monozyten und Granulozyten erfahren haben 

(siehe 4.2.1.1). Diese wurden ausschließlich zur Generierung von BMDMs (siehe 

4.2.2.2) verwendet. Die Genehmigung zur Durchführung von Versuchen an lebenden 

Tieren erfolgte durch die Tierschutzethikkommision des Landesverwaltungsamts 

Sachsen-Anhalt (Aktenzeichen 42502-2-1401 UniMD). Die Haltung der Tiere erfolgte 

im Zentralen Tierlabor der Medizinischen Fakultät der Otto-von-Guericke-Universität 

Magdeburg gemäß Richtlinie ETS Nr. 123, dem Anhang III der Richtlinie 2010/63/EU 

sowie den GV-SOLAS-Empfehlungen zur „Tiergerechten Haltung von Labormäusen“. 

Gehalten wurden die Tiere in festen Gruppen (3-5 Tiere) in mit Weichholzgranulat aus-

gelegten Käfigen des Euro-Typ 2 long der Firma Tecniplast. Futter und Wasser waren 

uneingeschränkt verfügbar.  

 

4.2.1.1 Ybx1 Knockout 

Ein homozygoter Knockout des YB-1-Gens Ybx1 (Ybx1LysM) in Mäusen führt zu spät-

embryonaler Wachstumsretardation, embryonalen Fehlbildungen und ist nicht mit dem 

Leben vereinbar [37]. Um dennoch primäre Zellkulturen mit YB-1-defizienten murinen 

Makrophagen zu erhalten wurde entsprechend Bernhardt et al. mittels Cre/loxP-Sys-

tem ein induzierbarer Knockout von Ybx1 durchgeführt [39]. Hierzu wurden C57BL/6N-

Ybx1flox/flox-Mäuse erstellt, bei denen Teile von Ybx1 mit sogenannten loxP sites flan-

kiert („gefloxt“) und somit markiert wurden. Diese Mäuse wurden mit C57BL/6J Wild-

typ-Mäusen (LysMCre) gekreuzt. LysMCre-Mäuse weisen ein nukleäres Cre-Recom-

binase-Gen gekoppelt an den Lysozym-2-(LysM-)Promotor auf. Cre-Recombinase er-

kennt loxP sites, schneidet dort die DNA und verbindet die freien Enden. Da LysM nur 

in Zellen der myeloiden Stammzellreihe exprimiert wird, erfolgt die Expression der Cre-

Rekombinase auch nur in diesen Zellen, namentlich Granulozyten, Monozyten und 

Makrophagen. Durch die Kreuzung von Ybx1flox/flox-Mäusen und LysMCre-Mäusen er-

hält man jeweils homozygote LysMCre Ybx1flox/flox-Mäuse (C57BL/6N/J), in deren Gra-

nulozyten, Monozyten und Makrophagen die Cre-Recombinase das Ybx1-Gen inakti-

viert. Andere Zellen und Organe der Maus sind hiervon nicht betroffen [37]. 
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Als Kontrolltiere wurden LysMCre-Mäuse (C57BL/6J, Jackson) ohne YB-1-Defizienz 

verwendet, welche im Weiteren als Wildtyp (WT) bezeichnet werden.  

 

4.2.2 Zellkultur 

4.2.2.1 Kulturbedingungen und Zelllinien 

Die Kultivierung der unten genannten Zelllinien erfolgte in T75 (75 cm3) Zellkulturfla-

schen im Brutschrank bei 37 °C in 5%iger CO2-Atmosphäre. 

HEK-293T (human embryonic kidney)-Zellen sind immortalisierte menschliche embry-

onale Nierenzellen [121]. Die Zellen wurden in DMEM-Wachstumsmedium mit 

10%FCS, 1% Penicillin/Streptomycin kultiviert. 

HK-2 (human kidney 2)-Zellen sind immortalisierte menschliche proximale tubuläre 

Zellen [122]. Die Zellen wurden in DMEM-Wachstumsmedium mit 10% FCS, 1% Pe-

nicillin/Streptomycin kultiviert. 

RAW-264.7-Zellen sind eine immortalisierte monozytische Makrophagen-Zelllinie, pri-

mär generiert aus dem Aszites eines Tumors, welcher durch intraperitoneale Injektion 

von Abelson-Leukämie-Virus induziert wurde [123]. Die Zellen wurden in DMEM-

Wachstumsmedium mit 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin kultiviert. 

RMC-Zellen sind eine immortalisierte Ratten-Mesangial-Zelllinie. Die Zellen wurden in 

RPMI-Wachstumsmedium mit 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin kultiviert. 

THP-1-Zellen sind menschliche Monozyten mit Ursprung in einem Patienten mit akuter 

monozytischer Leukämie [124]. Die Zellen sind nicht adhärent und wurden in RPMI-

Wachstumsmedium mit 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin sowie 50 µM β-Mercap-

toethanol kultiviert. 

Ein Mediumwechsel erfolgte alle 2-3 Tage. Entsprechend der Wachstumseigenschaf-

ten der Zelllinien erfolgte die Passage in neue Zellkulturflaschen mit einer Zellzahlre-

duktion, um ein regelmäßiges Wachstum zu gewährleisten. Adhärente Zellen wurden 

nach dem Waschen mit PBS durch Zugabe von 1 ml 0,5% Trypsin-EDTA in PBS ab-

gelöst und nach 3-5 min Inkubationszeit mit 9 ml frischem Medium versetzt. Die Zell-

suspension wurde in ein Falcon überführt und die Zellen durch Auf- und Abpipettieren 

vereinzelt. Schließlich wurde eine neue T75 Zellkulturflasche im Verhältnis 1:3 bis 1:15 

(je nach Zelllinie und Konfluenz) mit Zellsuspension und frischem Zellmedium befüllt 

und die Zellmorphologie lichtmikroskopisch kontrolliert. 
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4.2.2.2 Knochenmarksmakrophagen (BMDMs) 

Knochenmarksmakrophagen, im Folgenden nur BMDMs (bone marrow-derived 

macrophages) genannt, sind primäre Makrophagen, welche aus mit Wachstumsfakto-

ren stimulierten Knochenmarkszellen differenziert werden können. Hierfür wurden WT- 

bzw. Knockout-LysM-Cre-Mäuse (siehe 4.2.1) in einer Narkoseglocke mit dem Inhala-

tionsnarkotikum Isofluran anästhesiert und anschließend durch zervikale Dislokation 

getötet. Tibia und Femur beidseits wurden präpariert, gesäubert und in PBS (4 °C) 

gewaschen. Unter einer sterilen Zellbank wurden durch beidseitiges Abtrennen der 

Epiphysen und Spülen der Knochenmarkhöhle mit eiskaltem, sterilem PBS (mithilfe 

einer 25 G Kanüle) durch ein 40 µm Zellsieb die Knochenmarkszellen isoliert und durch 

mehrmaliges Auf- und Abpipettieren in Einzelzellsuspension gebracht [125]. Durch 

Zentrifugation bei 500 g für 5 min bei 4 °C wurden die Zellen pelletiert, nach Über-

standsabnahme in 10 ml hypotonem Erythrozyten-Lysepuffer resuspendiert und für 5 

min bei Raumtemperatur inkubiert [126]. Die Zytolyse ist hierbei durch einen osmoti-

schen Flüssigkeitseinstrom entlang des Konzentrationsgradienten in die Erythrozyten 

bedingt, durch welchen diese zum Platzen gebracht werden. Erneutes Zentrifugieren 

ergab ein weißes, erythrozytenfreies Pellet. Der Überstand wurde verworfen, das Zell-

pellet in 10 ml RPMI sorgfältig resuspendiert und die Zellzahl mit Hilfe einer Neubauer 

improved-Zählkammer bestimmt. Schließlich wurden die Knochenmarkszellen mit ei-

ner Zelldichte von 2*106/ml in RPMI-Medium mit 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin 

und 10 ng/ml M-CSF (macrophage colony-stimulating factor, Peprotech) in T75-Zell-

kulturflaschen ausgesät. 

Die Zellen wurden bei 37°C und 5% CO2 über sieben Tage kultiviert, währenddessen 

alle zwei Tage mit 1 mL PBS gewaschen und ein Medienwechsel durchgeführt, 

wodurch jeweils unerwünschte Zellen von den adhärenten Makrophagen-Progenitor-

zellen getrennt wurden. Sofern nicht anders angegeben wurden die nach sieben Ta-

gen fertig differenzierten BMDMs für weitere 16 h in FCS- und M-CSF-freiem Medium 

kultiviert und schließlich im Rahmen der Versuche weiterverwendet [125]. 
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4.2.3 Proteinaufreinigung 

Im Rahmen unserer Untersuchungen wurden teilweise größere Mengen von rekombi-

nantem YB-1 verbraucht. Verwendetes YB-1 stammte aus eigener Herstellung.  

 

4.2.3.1 Transfektion mittels Kalziumphosphat-Methode 

In vier 10 cm Petrischalen wurden je 3x106 HEK293T-Zellen in 10 ml DMEM/F12-Me-

dium (+ 10 % FCS, 1 % Penicillin/Streptomycin) ausgesät. Am Folgetag, bei ca. 70 % 

Konfluenz, wurde mittels Kalzium-Phosphat-Methode transient transfiziert. Hierfür 

wurde auf 37 °C vorgewärmtes DMEM mit Chloroquin in einer Endkonzentration von 

25 µM versetzt. Chloroquin blockiert hierbei die DNAse Aktivität und inhibiert intrazel-

lulär den Abbau des transferierten Plasmids speziell in den Lysosomen. Das alte Zell-

medium wurde abgenommen und 1 h vor der Transfektion durch je 6 ml des chloro-

quinhaltigen Mediums ersetzt. Etwa 30 min vor Transfektion wird das Kalziumphos-

phat-DNA-Präzipitat hergestellt (siehe Tabelle 2). Verwendet wurde ein N-terminal 

FLAG-markiertes-YB-1-Plasmid/pcDNA3, ein Geschenk von Dr. K. Kohno [18]. Lö-

sung 1 (s.o.) wurde durch Vortexen zur Blasenbildung gebracht und Lösung 2 tropfen-

weise hinzugegeben. Hierbei erhöht die Blasenbildung die Lösungsoberfläche und er-

möglicht eine gleichmäßigere Verteilung des Präzipitats. Es folgte eine Inkubationszeit 

von 20-30 min bei RT, nach der das entstandene Präzipitat tropfenweise unter 

Schwenken der Petrischale auf die Zellen gegeben wurde. Nach 3-5 h wurde das chlo-

roquinhaltige Medium abgenommen, durch chloroquinfreies DMEM/F12 ersetzt und 

die Zellen im Inkubator bei 37 °C für 48 h inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit kann, 

im Falle einer erfolgreichen Transfektion, von einer Exprimierung des plasmidcodier-

ten Proteins durch die transfizierten Zellen ausgegangen werden.  

 

Tabelle 2. Ca-Phosphat-DNA-Präzipitat für eine 10 cm Zellkulturschale 
  

Lösung 1 Lösung 2 

20 µg Plasmid-DNA 300 µl 2x HBS-Puffer (pH 7,05) 

32 µl 2,5 M CaCl2   

Auffüllen auf 300 µl Aqua dest.  
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4.2.3.2 Zellernte und Immunpräzipitation 

Nach einer Trypsinierung der FLAG®-YB-1-transfizierten HEK293T-Zellen, Zentrifu-

gation und Waschen des Pellets mit kaltem PBS erfolgte die Zelllyse durch Zugabe 

von je 500 ml RIPA-Lysepuffer (siehe 4.1.1) (mit cOmpleteTM Mini Proteaseinhibitor 

von Roche und PhosSTOP von Roche, siehe Anhang 4.1.1). Die Lysate wurden 30 

min auf Eis inkubiert und anschließend 30 min bei 14.000 rpm und 4°C zentrifugiert. 

In der Zwischenzeit wurden 500 µl anti-DYKDDDDK G1 (anti-FLAG) affinity resin 

(Genscript) entsprechend des Herstellerprotokolls auf eine leere Affinitäts-Chromato-

graphie-Säule gegeben, mit 10 ml TBS sowie 20 ml FLAG-IP Bindepuffer (siehe An-

hang 4.1.1) gewaschen und schließlich der klare Lysat-Überstand auf die Beads ge-

geben. Als Western-Blot-Kontrolle wurden 50 µl Vollysat gesondert auf eine eigene 

Säule inklusive gewaschener Beads gegeben und der Durchfluss aufgefangen. Die 

Säule wurde mit 10 ml TBS gewaschen und anschließend 2,5 ml einer FLAG-Peptid-

Lösung (Sigma, 100 µg/ml in TBS) hinzugegeben. Bei geschlossener Säule und 30 

min bei 4°C auf dem Schüttler erfolgte somit eine Elution Bead-gebundenen Proteins, 

welches im Durchfluss gesammelt werden konnte. Der Elutionsvorgang wurde drei 

weitere Male wiederholt. 

Die Menge des aufgereinigten Proteins wurde via Lowry-Assay bestimmt (siehe 

4.2.4.1). Durch SDS-Page des Eluats und der Kontrollen wurde im Western Blot und 

Abbildung 3. YB-1 Aufreinigung mit Proteinnachweis. Links: Western Blot entwickelt mit 
Anti-YB-1 Antikörper. Rechts: Coomassie-Färbung. Aufgetragen sind unpräzipitiertes Zellly-
sat, Durchfluss-Kontrolle, Waschlösung und das dialysierte Protein. 
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in der Coomassie-Färbung YB-1 nachgewiesen sowie dessen Reinheit überprüft 

(4.2.4.2). Hierfür wurden geblottete Membranen entsprechend 4.2.4.2 sowohl mit anti-

FLAG-M2-Antikörpern (Sigma) sowie anti-YB-1 C-term-Antikörpern (Sigma) inkubiert. 

Die Aktivität des hergestellten YB-1 wurde mittels scratch assay entsprechend Frye et 

al. überprüft [53]. Aufgereinigtes Protein wurde bis zur Verwendung bei -80 °C aufbe-

wahrt. 

4.2.3.3 Herstellung von GST-getaggten YB-1-Deletionsmutanten 

Um die minimale, für eine Interaktion von YB-1 und TNFR benötigte, Aminosäure-Se-

quenzlänge von YB-1 zu bestimmen wurden GST-getaggte YB-1-Deletionsmutanten 

verwendet, welche großzügigerweise von Dr. K. Kohno bereitgestellt wurden [22]. Ne-

ben GST-markiertem vollängen-YB-1 wurden die folgende Deletionsmutanten verwen-

det (Abbildung 4A): GST-YB-1Δ1 fehlt die N-terminale Sequenz von Aminosäure 1 bis 

56, GST-YB-1Δ3 fehlt die N-terminale Sequenz (AS 1-56) sowie die Kälteschockdo-

mäne (CSD, AS 56-129), GST-YB-1Δ4 fehlt die C-terminale Sequenz (AS 129-324)  

Abbildung 4. Herstellung von GST-getaggten YB-1 Deletionsmutanten. (A) Schemati-
sche Darstellung der GST-getaggten Deletionsmutanten in Relation zum GST-getaggten voll-
längen-YB-1 Protein unter Angabe der Länge der Aminosäuresequenz.  (B) Repräsentativer 
Western Blot der aufgereinigten GST-YB-1-Konstrukte (N=2). Bandenzuordnung 1: GST-vol-
längen-YB-1; 2: GST-YB-1 Δ1; 3: GST-YB-1 Δ3; 4: GST-YB-1 Δ4; 5: GST-YB-1 Δ5; 6: GST-
Tag. 
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und GST-YB-1Δ5 besteht lediglich aus der CSD (AS 56-129) [73]. Als Kontrolle diente 

ein GST-Tag ohne YB-1-Sequenz. 

Die GST-getaggten YB-1 Deletionsmutanten wurden in E.coli exprimiert und durch die 

Zugabe von IPTG induziert [127]. Die Bakterien wurden lysiert, die Proteine mittels 

Glutathion-Sepharose 4B (GE Healthcare) aufgereinigt, gebundenes Protein mit glu-

tationhaltigem Bindepuffer eluiert und im Eluat enthaltenes Glutathion durch Dialyse 

entfernt. Es folgte eine Analyse der Proteinreinheit durch SDS-PAGE und Western Blot 

(Abbildung 4B), in der sich die Proteinbanden analog zu Ise et al [127] darstellten. Die 

aufgereinigten Proteine wurden bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert. 

 

4.2.4 Proteinanalyse 

4.2.4.1 Proteinbestimmung nach Lowry 

Die Proteinbestimmung nach Lowry ist ein photometrisches Verfahren zur Ermittlung 

der Proteinkonzentration in einer Lösung, beispielsweise um ein Angleichen der Pro-

teinmenge zwischen mehreren Proben zu ermöglichen. Bei alkalischem pH entstehen 

in einer sog. Biuretreaktion blau-violette Komplexe zwischen Peptidbindungen und 

Kupfer(II)-Ionen. Diese reduzieren daraufhin das hinzugegebene Folin-Ciocalteu-Re-

agenz, welches dadurch eine charakteristisch blau-violette Farbe mit einer maximalen 

Absorption bei 750 nm annimmt und eine photometrisch-quantitative Extinktionsmes-

sung ermöglicht. 

Für die Proteinbestimmung wird eine Standardreihe aus Verdünnungen von BSA 

(Sigma) in Aqua dest. (mit den Konzentrationen 0,1 µg/µl, 0,25 µg/µl, 0,5 µg/µl, 1 µg/µl, 

1,5 µg/µl, 2 µg/µl, 3 µg/µl sowie eine leere Kontrolle mit 0µg/µl) angesetzt und das 

BioRad DC Protein Assay-Kit entsprechend dem zugehörigen Datenblatt verwendet. 

Pro Well einer 95-Well-Platte wird auf 5 µl der zu untersuchenden Probe bzw. des 

Proteinstandards 25 µl einer 1:50-Mischung aus Reagenz S und Reagenz A gegeben, 

wobei jede Probe bzw. jeder Standard als Doppelbestimmung aufgetragen wird. 

Schließlich werden je 200 µl Reagenz B (Folin-Ciocalteu-Reagenz) hinzugegeben und 

die 95-Well-Platte 15 min im Dunkeln bei RT inkubiert. Es folgt die Absorptionsmes-

sung bei 595 nm mithilfe eines Mikrotiterplatten-Lesegeräts (TECAN Infinite M200) so-

wie das Erstellen einer Standardkurve anhand der Messwerte der Standardreihe. 

Diese Standardkurve wird letztendlich zur Umrechnung der Probenabsorptionen in 

Proteinkonzentrationen verwendet. 
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4.2.4.2 Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Eine weitverbreitete Methode zur Detektion und Analyse von Proteinen in einer Probe 

ist die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) mit darauffolgendem Wes-

tern Blot oder einer Coomassie-Färbung. Bei der SDS-PAGE werden Proteine in ei-

nem Natriumdodecylsulfat(SDS)-haltigen Gel aus vernetzten Polyacrylamidketten erst 

denaturiert und anschließend in einem, senkrecht zum Gel angelegten, elektrischen 

Feld der Molekülmasse nach aufgetrennt, wobei größere Proteine mit einer größeren 

Masse langsamer laufen als kleinere, leichtere Proteine. Die Trennung des Gels in ein 

oberes Sammel- und ein unteres Trenngel ermöglicht hierbei eine schnelle Proben-

Aufkonzentrierung an der Gelphasengrenze vor Beginn der tatsächlichen Auftrennung. 

 

 

 

 

 

Die SDS-PAGE wurde in einem BioRad Gelelektrophorese-System durchgeführt. 

Glasplatten mit 1,5 mm Abstandshalter wurden erst mit 70% Ethanollösung gesäubert 

und anschließend in die Gussvorrichtung eingespannt. Das Trenngel wurde entspre-

chend den Angaben aus Tabelle 3 angesetzt, bis etwa 1,5 cm unterhalb des oberen 

Plattenrandes eingefüllt und mit wenigen Tropfen Isopropanol überschichtet, um einen 

gleichmäßigen Geloberrand zu erzielen. Nach 15-30 min Polymerationszeit wurde un-

verdampftes Isopropanol abgegossen, das Sammelgel angesetzt und eingegossen 

und ein 10- bzw. 15-Taschen-Probenkamm eingesetzt. Nach weiteren 15-30 min Po-

lymerisation wurde das Gel über Nacht bei 4 °C gelagert. 

Vor dem Beladen der Geltaschen wurde das Gel in die Gelelektrophorese-Apparatur 

eingespannt und in eine Elektrophoresekammer eingesetzt. Die Geltaschen wurden 

Gel Trenngel Sammelgel 

H2O 9,6 ml 16 ml 

Resolvingbuffer - 10 ml 

Stackingbuffer 4 ml - 

SDS 10% 160 µl 400 µl 

Acryl-/Bisacrylamid 30% 2080 µl 13,6 ml 

TEMED 20 µl 40 µl 

APS 10% 
200 µl 

400 µl 

Tabelle 3. Rezept für vier 10%ige SDS-Polyacrylamidgele  
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mit Laufpuffer gespült und die Elektrophoresekammer mit Laufpuffer gefüllt. Nun wur-

den die Taschen mit Ladepuffer-versetzten Proben beladen und anschließend an das 

Gel eine Spannung von 80V angesetzt. Sobald die blaue Ladepufferfront das Trenngel 

erreichte und bis das Gel vollständig durchlaufen war, wurde die Spannung auf 120 V 

erhöht. Anschließend wurde das Gel durch Unterspülen mit Transferpuffer von der 

Glasplatte gelöst. Nach 3 x 15 min Waschen in Transferpuffer konnte es schließlich für 

eine Coomassiefärbung oder einen Western Blot weiterverwendet werden. 

 

4.2.4.3 Coomassie-Färbung 

Eine Gelfärbung mit Coomassie-Blau wird zur Sichtbarmachung der Gesamtheit der 

im SDS-PAGE aufgetrennten Proteine durchgeführt. Sie dient zur semi-quantitativen 

Proteinbestimmung bzw. zur Reinheitsbestimmung einer Proteinprobe nach Aufreini-

gung. Hierzu wurde das Gel über Nacht bei Raumtemperatur in Coomassie-Färbelö-

sung eingelegt. Am Folgetag wurde es in destain-Lösung entfärbt, wobei Letztere etwa 

jede Stunde gewechselt wurde, bis der Gel-Hintergrund größtenteils klar und ein deut-

licher Kontrast zu den blauen Proteinbanden entstanden war. 

 

4.2.4.4 Western Blot 

Der sogenannte Western Blot ist eine weitverbreitete Methode zur immunologischen 

Analyse von Proteinproben. Hierbei werden durch denaturierende Gelelektrophorese, 

Abbildung 5. Aufbau eines Western Blots. Schematischer Aufbau einer Western-Blot-
Kammer. Links Anode (-), rechts Kathode (+), rote Pfeile entsprechen der Übertragung 
der Proteinbanden vom SDS-Gel auf die Nitrozellulosemembran. 
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wie z.B. durch SDS-PAGE, aufgetrennte Proteine auf eine Membran transferiert, auf 

der sie anschließend über antikörperassoziierte Fluoreszenz detektiert werden kön-

nen. Nach der PAGE wurden die Polyacrylamid-Gele 3x10 Minuten in kaltem Western-

Blot-Transferpuffer gewaschen [128]. Gleichzeitig wird je Gel eine beschriftete Nitro-

zellulosemembran für 5 min in Aqua dest. eingeweicht, in Transferpuffer geschwenkt 

und anschließend das „Gelsandwich“ für den Proteintransfer entsprechend Abbildung 

5 zusammengesetzt. Auf die Anodenseite der Transferkassette wurde ein transferpuf-

fergetränkter Schwamm gelegt. Es folgten zwei Filterpapiere, das Gel, die Nitrozellu-

lose-Membran, zwei Filterpapiere sowie ein weiterer getränkter Schwamm. Die Kas-

sette wurde verschlossen und in eine eisgekühlte Transferkammer gespannt, 1 Liter 

kalter Transferpuffer hinzugegeben und für 2 h und 10 min bei 200 mA die elektropho-

retisch aufgetrennten Proteine auf die Membran transferiert.  

 

4.2.4.5 Blocken von Western-Blot-Membranen 

Western Blot-Membranen haben eine hohe Kapazität für die Bindung von Proteinen 

und somit auch Antikörpern. Das Blocken der Membran mit fettarmer Milch oder BSA 

(GE Healthcare) verringert die unspezifische Bindung der primären und sekundären 

Antikörper und reduziert somit den Membranhintergrund nach Entwicklung. Eine Emp-

fehlung für die Wahl der Blockreagenzien wird meist von den Antikörperherstellern 

herausgegeben. Für eine 5% Milch/BSA-Lösung wurden je 2,5 g Protein in 50 ml 

TBST-Puffer gelöst. Eine Inkubation in Blocklösung erfolgte über eine Stunde bei RT. 

Je nach Antikörperverdünnung wurde die Membran anschließend 2x5 min in TBST 

gewaschen. 

 

4.2.4.6 Blotentwicklung 

Der primäre Antikörper wurde in der Blocklösung oder TBST verdünnt (meist 1:1000, 

siehe Tabelle) und über Nacht bei 4°C mit der Membran inkubiert. Nach dreimaligem 

Waschen mit TBST erfolgte die Inkubation mit einem Meerrettig-Peroxidase(HRP, hor-

seradish peroxidase)-gekoppelten Sekundärantikörper/-reagenz in Blocklösung für 2 

h bei Raumtemperatur. Gebundene HRP-gekoppelte Sekundärantikörper emittieren 

Licht mit ca. 428 nm Wellenlänge, welches durch die Reaktion mit einem ECL (enhan-

ced chemoluminescence)-Reagenz (Pierce ECL Western Blotting Substrate, Thermo 

Fisher Scientific) verstärkt werden kann und mit einer Kamera (INTAS ChemoCam 

Imager) detektiert werden kann.  
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Die entwickelten Proteinbanden wurden in die INTAS Lab Image 1D Software einge-

lesen, Hintergrundsignal subtrahiert und quantifiziert. Anschließend wurden die berei-

nigten Signale gegen ein housekeeping Protein normalisiert. Housekeeper sind Prote-

ine, welche im Gegensatz zu stärker regulierten Proteinen unabhängig vom Zelltyp, 

Zellstadium oder Aktivierungsstatus der Zelle relativ gleichmäßig und stimulationsun-

abhängig exprimiert werden. Durch Normalisierung auf einen housekeeper können 

Störfaktoren, wie Variationen in der Zelldichte, Fehler im Beladen der Gele oder an-

dere Pipettierfehler, ausgeglichen werden [129]. Schließlich wurden die Bandeninten-

sitäten durch Subtraktion des Hintergrundsignals der unstimulierten Negativkontrolle 

bereinigt, welches die stimulationsunabhängige Basalkonzentration der untersuchten 

Proteine darstellt. 

 

Primäre Antikörper 

Antigen Spezies Verdünnung Hersteller 

β-Aktin mouse  1:10.000 in 5 % Milch/TBST Sigma 

cleaved-Caspase-3 rabbit  1:1000 in 5 % Milch/TBST Cell Signaling 

p38 rabbit  1:1000 in 5 % BSA/TBST Cell Signaling 

phospho-p38 rabbit  1:1000 in 5 % BSA/TBST Cell Signaling 

p44/42 (ERK) rabbit  1:1000 in 5 % BSA/TBST Cell Signaling 

p-p44/42 (pERK) rabbit  1:2000 in 5 % BSA/TBST Cell Signaling 

NFκB (p65) mouse  1:1000 in 5 % BSA/ TBST Cell Signaling 

phospho-NFκB (p-p65) rabbit  1:1000 in 5 % BSA/ TBST Cell Signaling 

FLAG M2 mouse  1:5000 in 3 % Milch/TBST Sigma 

    

Sekundäre Antikörper 

Antikörper Spezies Verdünnung Hersteller 

anti-mouse goat 1:5000 Southern Biotech 

anti-rabbit goat 1:5000 Southern Biotech 

anti-goat donkey 1:5000 Jackson 

Tabelle 4. Verwendete WB-Antikörper mit Blocklösung und Verdünnung. Bestell-Nr. und 
Lot-Nr. siehe 4.1.6.  
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4.2.5 Bindungsexperimente mit FLAG-YB-1 und TNF-α 

Um eine mögliche Bindung von YB-1 an TNFRs auf Raw264.7-Zellen bzw. eine Inter-

aktion mit der Bindung von TNF-α an seine Rezeptoren zu untersuchen, wurden 

Raw264.7-Zellen kultiviert, abgekratzt, durch dreimaliges Zentrifugieren bei 500*g bei 

4 °C und Aufschwemmen in 10 ml PBS gewaschen und in 2ml PBS gezählt. Je 2x105 

Zellen pro Probe wurden auf 20.000 Zellen/µl in 200 µl PBS verdünnt. Es folgte eine 

Probenbehandlung entsprechend Tabelle 5: Vorinkubation für 30 min bei 4 °C mit 15 

µg FLAG-YB-1 (aus eigener Aufreinigung, siehe 4.2.3). Im Anschluss Inkubation mit 

50 ng biotinyliertem TNF-α (Bt-TNF-α, R&D Systems) für 30 min bei 4 °C und dreima-

liges Waschen mit je 1 ml eiskaltem PBS, um nicht an die Zellen gebundenes Protein 

zu entfernen. Die Zellen wurden schließlich lysiert, in 20 µl Ladepuffer aufgenommen 

und die Zellysate per Western-Blot auf YB-1 und TNF-α analysiert. 

 

1 Unbehandelt 

2 Bt-TNF-α (50 ng) 

3 FLAG-YB-1 (15 µg) 

4 Bt-TNF-α (50 ng) 

5 Bt-TNF-α (50 ng) und FLAG-YB-1 (15 µg) 

Tabelle 5. YB-1/TNF-α Bindungsexperimente. Inkubation von je 2x105 RAW-264.7-Makro-
phagen in 100 µl PBS.  

 

4.2.6 Durchflusszytometrische TNF-α-Kompetitionsassays 

Mithilfe durchflusszytometrischer Verfahren wurde versucht, eine potenzielle Hem-

mung der TNF-TNFR-Interaktion durch YB-1 und PGRN auf unterschiedlichen Zellli-

nien zu untersuchen sowie die interagierende YB-1-Region festzustellen. Hierfür wur-

den RAW-264.7-Makrophagen, Ratten-Mesangialzellen und THP-1-Zellen in Einzel-

zellsuspension gebracht, zweifach mit PBS gewaschen und nach einer Zellzählung 

jeweils 1x105 Zellen in 100 µl PBS in ein FACS-Röhrchen gegeben. Es wurden vier 

Einzelexperimente konzipiert: 

Im ersten Ansatz wurden FACS-Röhrchen mit RAW-264.7-Zellen entsprechend Ta-

belle 6 für 30 min bei 4 °C mit steigenden Konzentrationen FLAG-YB-1 (aus eigener 

Herstellung, siehe 4.2.3) inkubiert. Es folgte eine Inkubation mit 10 nM BT-TNF-α bzw. 

5 µg/ml negativ-Kontrollreagenz (biotinylierter Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor, R&D) für 

30 min bei 4 °C. Schließlich erfolgte die Färbung durch Hinzugabe von je 20 µl Avidin-
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FITC-Reagenz für 30 min bei 4°C in Dunkelheit (entsprechend der Herstellerangaben, 

Fluorokine Biotinylated Human TNF-α Kit, R&D Systems). Nach zweimaligem Wa-

schen folgte die durchflusszytometrische Auslesung mittels FACS Canto™ II (BD) ent-

sprechend der Herstellerangaben. Die Messwerte wurden mit der FlowJo™-Software 

(BD) ausgewertet. 

 

1 Ungefärbt 

2 Negativ-Kontrollreagenz (Biotin) 

3 Bt-TNF-α (10 nM) 

4 Bt-TNF-α (10 nM) + FLAG-YB-1 (0,14 µM) 

5 Bt-TNF-α (10 nM) + FLAG-YB-1 (0,7 µM) 

6 Bt-TNF-α (10 nM) + FLAG-YB-1 (1,4 µM) 

7 Bt-TNF-α (10 nM) + FLAG-YB-1 (3,5 µM) 

Tabelle 6. TNF-α-Bindungsassay 1. Inkubationsansätze von je 1x105 RAW-264.7-Makropha-
gen in 100 µl PBS in FACS-Röhrchen.  

 

Im zweiten Ansatz wurden RMC- und THP-1-Zellen entsprechend Tabelle 7 für 30 min 

bei 4 °C erst mit 2 µM FLAG-YB-1 und anschließend für 30 min mit 10 nM Bt-TNF-α 

stimuliert. Die Färbung und Auswertung erfolgten wie oben.  

 

1 Ungefärbt 

2 Negativ-Kontrollreagenz (Biotin) 

3 Bt-TNF-α (1 nM) 

4 Bt-TNF-α (0,1 µM) + FLAG-YB-1 (2 µM) 

Tabelle 7. TNF-α-Bindungsassay 2. Inkubationsansätze für RMC und THP1-Zellen identisch: 
Je 2x105 Zellen in 100 µl PBS in FACS-Röhrchen.  

 

Im dritten Ansatz wurden RAW264.7-Zellen entsprechend Tabelle 8 für 30 min bei 4 °C 

mit 2 µM der GST-YB-1-Deletionsmutanten von Dr. K. Kohno [22] (siehe auch 4.2.3.3) 

und anschließend für 30 min mit 10 nM Bt-TNF-α stimuliert. Zusätzlich wurde für jede 

YB-1-Mutante als Negativkontrolle eine Stimulation mit für 10 min bei 95°C hitzeinak-

tiviertem bzw. denaturiertem Protein durchgeführt. Die Färbung und Auswertung er-

folgten wie oben. 
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1 Ungefärbt 

2 Negativ-Kontrollreagenz (Biotin) 

3 Bt-TNF-α (10 nM) 

4 Bt-TNF-α (10 nM) + GST-YB-1 WT (2 µM) 

5 Bt-TNF-α (10 nM) + denat. GST-YB-1 WT (2 µM) 

6 Bt-TNF-α (10 nM) + GST-YB-1 Δ1(2 µM) 

7 Bt-TNF-α (10 nM) + denat. GST-YB-1 Δ1(2 µM) 

8 Bt-TNF-α (10 nM) + GST-YB-1 Δ2(2 µM) 

9 Bt-TNF-α (10 nM) + denat. GST-YB-1 Δ2(2 µM) 

10 Bt-TNF-α (10 nM) + GST-YB-1 Δ3(2 µM) 

11 Bt-TNF-α (10 nM) + denat. GST-YB-1 Δ3(2 µM) 

Tabelle 8. TNF-α-Bindungsassay 3. Inkubationsansätze von je 1x105 RAW-264.7-Makropha-
gen in 100 µl PBS in FACS-Röhrchen.  

 

Im vierten Ansatz wurden RAW264.7-Zellen entsprechend Tabelle 9 für 30 min bei 

4 °C mit 2 µM FLAG-YB-1, 2 µM Progranulin (Adipogen) oder einer Kombination aus 

FLAG-YB-1 und Progranulin inkubiert. Anschließend erfolgte eine Inkubation mit 10 

nM Bt-TNF-α für 30 min. Zusätzlich wurde als Negativkontrolle für jede Proteinkombi-

nation eine Stimulation mit je 2 µM denaturiertem Protein durchgeführt (10 min bei 

95°C). Die Färbung und Auswertung erfolgten wie oben. 

 

1 Ungefärbt 

2 Negativ-Kontrollreagenz (Biotin) 

3 Bt-TNF-α (10 nM) 

4 Bt-TNF-α (10 nM) + PGRN (2 µM) 

5 Bt-TNF-α (10 nM) + FLAG-YB-1 (2 µM) 

6 Bt-TNF-α (10 nM) + PGRN (2 µM) + 1µg FLAG-YB-1 (2 µM) 

7 Bt-TNF-α (10 nM) + denaturiertes PGRN (2µM) 

8 Bt-TNF-α (10 nM) + denaturiertes YB-1 (2 µM) 

Tabelle 9. TNF-α-Bindungsassay 4. Inkubationsansätze von je 1x105 RAW-264.7-Makropha-
gen in 100 µl PBS in FACS-Röhrchen.  
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4.2.7 Knochenmarksmakrophagen-Stimulationen 

Um die Wirkung von extrazellulärem YB-1 und Progranulin auf die intrazellulären Sig-

nalkaskaden der TNF-Rezeptoren zu untersuchen, wurden in Anlehnung an Tang et 

al. Stimulationsversuche an Knochenmarksmakrophagen durchgeführt [13]. Das se-

rumfreie Medium wurde mit FLAG-YB-1 (1 µg/ml, aus eigener Aufreinigung, siehe 

4.2.3) und/oder PGRN (300 ng/ml, Adipogen) versetzt. Als Negativkontrolle dienten 

mit gleichen Volumina PBS versetzte Zellen. Diese Vorinkubation erfolgte bei 37 °C 

für 30 min im Brutschrank. Anschließend wurde, entsprechend den Stimulationssche-

mata in Abschnitt 5.4, murines TNF-α (10 ng/ml, PAN Biotech) hinzugegeben. Es folgte 

eine Inkubationszeit von 10 min im Brutschrank, nach der das Medium verworfen und 

Medienreste durch einmaliges Spülen mit PBS entfernt wurden. Anschließend wurden 

die Zellen mit je 100 µl RIPA-Lysepuffer (plus Protease-Inhibitoren, Roche/Sigma) und 

PhosSTOP (Roche/Sigma) versetzt (bei 12-Well-Platten, 200 µl RIPA-Lysepuffer bei 

6-Well-Platten). Gelöste Zellen wurden abgeschabt, 30 min auf Eis lysiert und Zellreste 

durch Zentrifugation mit 14.000 rpm bei 4 °C pelletiert. Die Überstände wurden durch 

Zugabe von Roti®Load 1-Ladepuffer (Roth) und Erhitzen auf 95°C für 5 min denatu-

riert, wobei die Sekundär- und Tertiärstruktur der Proteine aufgelöst wurden. Dies ist 

essentiell für die darauffolgende gelelektrophoretische Auftrennung im SDS-

Page/Western Blot (s.o.).  

 

4.2.8 Zytokinmessung mittels Multiplex Immunoassay 

Wir nutzten einen zytometrischen Multiplex Immunoassay (cytometric bead array, CBA 

von BD) entsprechend der Herstellerangaben und wie von Bernhardt et al. beschrie-

ben [39], um Zytokinkonzentrationen in den Medien stimulierter BMDMs zu bestim-

men. Der CBA detektiert gelöste Proteine über antikörperbesetzte Polysterol-Beads, 

wobei die sog. capture-Beads proteinspezifisch binden. Anschließend wird über ein 

Detektionsreagenz durchflusszytometrisch ein Fluoreszenzsignal detektiert, dessen 

Wellenlänge Bead-spezifisch ist und dessen Intensität mit der Menge des gebundenen 

Proteins korreliert. Aus diesem Grund können die Konzentrationen unterschiedlicher 

Proteine in einer Probe gleichzeitig gemessen werden. Detektiert werden Konzentra-

tionen zwischen 274 fg/ml und 200 pg/ml. Untersucht wurden die Zytokine 

MIG/CXCL9, MIP1α/CCL3, KC/IL-8, RANTES/CCL5 und MCP-1/CCL2 in den Medien 

stimulierter BMDMs. 
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Es wurden BMDM-Stimulationen mit YB-1 (1 µg/ml), PGRN (300 ng/ml) und mTNF-α 

(10 ng/ml) entsprechend 4.2.7 durchgeführt. Nach 24 h Inkubation wurden die Zell-

medien abgenommen, Zellreste durch Zentrifugation (5 min bei 500 g und 4°C) pelle-

tiert, der Überstand mit flüssigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert. Im 

Anschluss wurden die Proben den Herstellerangaben entsprechend mit dem capture-

Bead-Mix und Detektionsreagenzien versetzt, 1 h im Dunkeln bei RT inkubiert, die Be-

ads gewaschen und im FACS Canto II™ (BD) durchflusszytometrisch analysiert. 

Schließlich wurden die Datensätze wurden mittels FlowJo®-Software ausgewertet. 

 

4.2.9 RNA-Expressionsscreening mittels Gene Array 

Zusätzlich zu den intrazellulären Signalkaskaden und der Proteinexpression wurde in 

Kooperation mit dem Helmholtz-Zentrum für Infektionsforschung (HZI) und der TU 

Graz die Regulation entzündungsrelevanter Gene nach Stimulation mit TNF-α, YB-1 

und PGRN anhand spezifischer RNA-Expression untersucht. 

BMDMs wurden wie in 4.2.2.2 gewonnen und wie in 4.2.8 für 24 h mit mTNF-α 

(10 ng/ml), YB-1 (1 µg/ml) und PGRN (300 ng/ml) stimuliert, lysiert, die Lysate homo-

genisiert, mit Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert. Gleichzeitig wurden Stimu-

lationen wie in 4.2.7 durchgeführt und im Western Blot auf ERK- und p38-Aktivierung 

sowie Aktin untersucht, um vor dem weiteren Vorgehen als Kontrolle die Güte der Sti-

mulation zu gewährleisten. Im Anschluss wurde unter Verwendung des Quiagen-

RNeasy Kits entsprechend der Herstellerangaben RNA aus den Zellysaten isoliert. 

Nach Übersendung an das HZI wurde die RNA mittels NanoDrop-1000 Spectrophoto-

meter quantifiziert und deren Reinheit im Agilent 2100 Bioanalyzer überprüft. 

Das RNA-Expressionsscreening wurde mittels RNA-Microarray durchgeführt (analog 

zum von Bernhardt et al. verwendeten Protokoll [39]). Hierfür wurde aus 0,5 μg Cyanin-

3(Cy3)-markierter cRNA mit dem One-Color Low RNA Input Linear Amplification PLUS 

kit (Agilent) nach Herstelleranleitung hergestellt. Im Anschluss wurde die cRNA über 

RNeasy-Säulen (Quiagen) aufgereinigt und die Ausbeute im NanoDrop ND-1000 

Spectrophotometer (Thermo Fischer) überprüft. Es folgte eine Fragmentierung von 

1,5 µg Cy3-markierten cRNA bei 60 °C über 30 min in 250 Reaktionsvolumen aus 

1x fragmentation buffer und 2x blocking agent (Agilent). Durch die Hinzugabe von 

Agilent hybridization buffer wurde mit Agilent Whole Human Genome Oligomicroarrays 
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für 17 h bei 65 °C in einem rotierenden Hybridisierungsofen (Agilent) hybridisiert. An-

schließend wurden die Microarrays entsprechend den Herstellerangaben gewaschen 

und durch Zentrifugation getrocknet. 

Die gescannten Arrays wurden mit der Feature Extraction-Software (Agilent) analy-

siert, wobei Standardparameter verwendet wurden, um hintergrundsubtrahierte und 

räumlich trendbereinigte Signalintensitäten zu gewinnen. Die Daten wurden log2-trans-

formiert und die Quantile normalisiert. Um differenzielle Genexpression zu testen, wur-

den die normalisierten Datensätze nach Genen mit Expressionswerten >log2(20) in 

mehr als zwei Proben gefiltert. Schließlich wurden alle Gene ausgewählt, welche in 

Relation zu unstimulierten Zellen als Negativkontrolle eine über 1,5-fache differenzielle 

Expression aufwiesen und zusätzlich ein Vergleich der Genexpression zwischen 

mTNF-α-stimulierten und mTNF-α-, YB-1- und PGRN-stimulierten Zellen durchgeführt. 

 

4.2.10 Quantitative PCR 

Die differenzielle Expression der im Gene Array auffälligen Gene nach der Stimulation 

mit TNF-α, YB-1 und PGRN wurde durch quantitative PCR überprüft. Wie in 4.2.9 iso-

lierte mRNA wurde hierfür als Matritze mit dem RevertAid First Strand cDNA Synthesis 

Kit (Thermo Fischer Scientific) in komplementäre cDNA transkribiert. Analog zu Bern- 

Tabelle 10. Genexpressionsassay 

 

    

Gen Protein Assay ID  

Tmbim7 Transmembrane BAX inhibitor motif containing 7 Mm00512517_m1  

Nos2 Nitric oxide synthase 2 Mm00440502_m1  

Ptgs2 Prostaglandin endoperoxidsynthase 2 Mm00478374_m1  

Ccl2 C-C motif chemokine ligand 2 Mm00441242_m1  

Ccl3 C-C motif chemokine ligand 3 Mm00441259_g1  

Ccl5 C-C motif chemokine ligand 5 Mm01302427_m1  

Actin Actin Mm00607939_s1  

18S 18S ribosomal RNA Mm03928990_g1  

Mmp9 Matrix metalloprotease 9 Mm00442991_m1  
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hard et al. [39] wurde mittels des TaqMan® Universal PCR Master Mix, des in Tabelle 

10 angegebenen Genexpressionsassays von Thermo Fisher Scientific und dem 7500 

Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) die synthetisierte cDNA amplifi-

ziert, um ein Zytokin-Expressionsprofil der unterschiedlichen Stimulationen zu erstel-

len. Mit der vergleichenden CT-Methode (2-ΔΔ CT) wurde schließlich eine relative Quan-

tifizierung der ausgelesenen Werte gegen Actin als Kontrolle durchgeführt [39, 130]. 

 

4.2.11 Ergebnisauswertung 

Zur Untersuchung des Einflusses von YB-1 auf die TNF-α-TNF-Rezeptor-Bindung und 

TNF-Signalwege wurde bewusst eine Vielfalt an experimentellen Methoden einge-

setzt, um die immunologischen Mechanismen ganzheitlicher zu erfassen. Ziel war hier-

bei, die übergreifende Fragestellung methodisch unterschiedlich und auf intra- und 

extrazellulärer Ebene zu beleuchten, um Trends in den beobachteten Ergebnissen zu 

erkennen. Aufgrund des Pilotcharakters dieser Untersuchungen wurde jedoch auf eine 

statistische Analyse verzichtet und wurden die Ergebnisse deskriptiv ausgewertet. So-

mit lag der Schwerpunkt dieser Arbeit auf der ersten Erfassung und Beschreibung re-

levanter Zusammenhänge, um Grundlagen für zukünftige, systematischere Analysen 

zu schaffen.  
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5 Ergebnisse 

5.1 YB-1 hemmt konzentrationsabhängig die Bindung von TNF-α an 

TNFRs 

Wir inkubierten RAW 264.7-Makrophagen mit rekombinantem YB-1 und/oder biotiny-

liertem TNF-α (Bt-TNF-α), entfernten im Anschluss ungebundenes Protein durch Wa-

schen und analysierten die Zellysate im Western Blot (Abbildung 6). Der Versuch 

wurde drei Mal wiederholt. In den Lysaten der mit rekombinantem YB-1 inkubierten 

Zellen ließ sich dieses im Western Blot nachweisen, was auf eine Bindung an die 

RAW264.7-Zellen hinweist. Zugleich detektierten wir in den Lysaten wie erwartet Bt-

TNF-α im Rahmen der Bindung an seine Oberflächenrezeptoren (z.B. TNFR1/2). Die 

Koinkubation mit YB-1 und Bt-TNF-α ergab ein abgeschwächtes TNF-α-Signal, wäh-

rend das YB-1-Signal nicht abnahm. Dies deutet auf eine Hemmung der TNF-α-Zell-

bindung durch YB-1 bei uneingeschränkter YB-1-Bindung hin. 

Im Anschluss wurde versucht, dieses Ergebnis durchflusszytometrisch mithilfe eines 

kommerziellen TNF-α-Bindungsassays zu validieren (Abbildung 7). Hierzu inkubierten 

wir RAW 264.7-Makrophagen mit biotinyliertem TNF-α bei steigenden Konzentratio-

nen von rekombinantem humanem YB-1, wie in 4.2.6 beschrieben. Als Negativkontrol-

len dienten ungefärbte Zellen ohne FITC-Signal, als Positivkontrollen dienten mit Bt-

TNF-α inkubierte Zellen. Die Positivkontrollen ergaben ein starkes FITC-Signal, wel-

ches der regulären Bindung des Bt-TNF-α an die Zelloberfläche entsprach. Eine Koin-

kubation mit unspezifischem Protein (biotinyliertem Soyabohnen-Trypsin-Inhibitor) 

hemmte die Bt-TNF-α-Bindung nicht. Das Hinzufügen von unbiotinyliertem TNF-α 

ergab wie erwartet im Rahmen der Kompetition um die Rezeptorbindung mit Bt-TNF-α 

eine Reduktion des FITC-Signals. Durch eine Vorinkubation mit YB-1 zeigte sich eine  

 

Abbildung 6. Bindung von YB-1 und TNF-α an RAW264.7-Makrophagen. RAW 264.7-
Makrophagen wurden mit 15 µg YB-1 und 50 ng/mL Bt-TNFα inkubiert, gewaschen, lysiert 
und im Western Blot auf YB-1, TNF-α und GAPDH untersucht. Repräsentatives Einzelexperi-
ment. N=4. 
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Reduktion des FITC-Signals und somit eine verringerte Bindung des Bt-TNF-α an die 

Zelloberfläche. Die Stärke dieses Effekts korrelierte mit der verwendeten Konzentra-

tion von YB-1, angegeben in molarer Relation (Abbildung 8). 

Anschließend führten wir ähnliche Versuche mit Ratten-Mesangialzellen und THP-1-

Zellen durch, welche denselben Effekt zeigten: Das von den Zellen ausgehende FITC-

Signal nach Inkubation mit Bt-TNF-α fiel deutlich geringer aus, wenn zuvor eine Vorin-

kubation mit rekombinantem YB-1 erfolgt war. 

  

Abbildung 7. Einfluss von YB-1 auf die Bindung von Bt-TNF-α. RAW-264.7-Makrophagen, 
Ratten-Mesangialzellen und THP-1-Zellen wurden mit Bt-TNF-α und YB-1 inkubiert. Zellge-
bundenes Bt-TNF-α wurde mit Streptavidin-FITC markiert und durchflusszytometrisch ausge-
wertet. Repräsentative Einzelexperimente, N=4 (RAW-264.8) bzw. N=1 (THP-1/RMC). 
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5.2 Bestimmung der Rezeptor-Interaktionsdomäne von YB-1 

Nach der Detektion einer Hemmung der TNF-TNFR-Bindung durch eine Interaktion 

von YB-1 mit TNFRs stellte sich nun die Frage, welche Region oder Regionen der YB-

1-Aminosäuresequenz für die Interaktion zuständig ist bzw. sind. Hierfür nutzten wir 

GST-getaggte YB-1-Deletionsmutanten (siehe 4.2.3.3), markierte YB-1 Varianten, de-

nen bestimmte Teile der Aminosäuresequenz fehlen. Diese ermöglichten es uns, die 

kürzeste notwendige Sequenz zu bestimmen, welche noch eine YB-1-TNFR-Interak-

tion vermittelt. Erneut wurden RAW.264.7-Makrophagen verwendet, um durchflusszy-

tometrisch die Bindung von Bt-TNF-α an TNFRs zu untersuchen. Analog zu 5.1 wur-

den Positiv- und Negativkontrollen durchgeführt.  

Die Durchflusszytometrie zeigte erneut eine Hemmung der TNF-α-TNFR-Bindung 

durch Volllängen-GST-YB-1. Die Deletion des N-Terminus in GST-YB-1Δ1 bewirkte 

keine wesentliche Reduktion der Bindungshemmung (Abbildung 9). Dasselbe galt für 

GST-YB-1Δ3, welches eine Deletion des N-Terminus und der CSD aufweist. Eine De-

letion des C-Terminus in GST-YB-1Δ4 reduzierte maßgeblich die TNF-α-Bindungs-

hemmung, während die Fähigkeit zur Hemmung der TNF-α-Bindung bei der nur aus 

der CSD bestehenden GST-YB-1Δ5 komplett aufgehoben war. Eine Denaturierung al-

ler Deletionsmutanten im Rahmen einer Spezifitätsprüfung hob die hemmende Wir-

kung auf die TNF-α-TNFR-Bindungen im Wesentlichen auf. Diese Ergebnisse legen 

den Schluss nahe, dass hauptsächlich die C-terminale Region von YB-1 für die 

TNFR-Bindung verantwortlich ist, während ein geringer Effekt auch über den N-Termi-

nus nachweisbar ist. Die CSD scheint nicht zur Rezeptorinteraktion beizutragen. 

Abbildung 8. Quantifizierung der durchflusszytometrischen Daten aus Abbildung 7. 
Quantifizierung der RAW-264.7-Inkubationen aus Abbildung 7 (N=1). Darstellung der relati-
ven Hemmung der Bt-TNF-α-Zellbindung in Relation zur alleinigen Inkubation mit Bt-TNF-α 
in % unter Angabe der molaren Relation Bt-TNF-α zu YB-1. 
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Abbildung 9. Rezeptorinteraktion der YB-1-GST-Deletionsmutanten. (A) RAW-264.7-
Makrophagen wurden nach Vorinkubation mit GST-YB-1-Deletionsmutanten mit Bt-TNF-α 
inkubiert. Zellgebundenes Bt-TNF-α wurde mit Streptavidin-FITC markiert und durchflusszy-
tometrisch ausgewertet. N=1. (B) Quantifizierung des FITC-Signals aus 5A. Werte in % in 
Relation zur Bt-TNF-α-Bindung bei alleiniger Inkubation mit Bt-TNF-α. 
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5.3 YB-1/PGRN hemmen in Kombination die Bindung von TNF-α an 

TNFRs 

Nachdem wir, wie in 5.1 dargestellt, einen inhibitorischen Effekt von YB-1 auf die Bin-

dung von TNF-α an die Oberflächen TNFRs von Makrophagen zeigen konnten, wurde 

ein ähnlicher Versuch unter Koinkubation mit PGRN konzipiert. Um die Spezifität der 

Bindung zu überprüfen, wurde zusätzlich mit hitzedenaturiertem PGRN und YB-1 in-

kubiert. Wie zuvor konnte durch die Vorinkubation mit YB-1 eine Hemmung der Bin-

dung von Bt-TNF-α an TNFRs beobachtet werden (Abbildung 10). Ebenso zeigte eine 

Inkubation mit PGRN eine Bt-TNF-α-TNFR-Bindungshemmung, entsprechend der von 

Tang et al. vorbeschriebenen Kompetition von PGRN mit TNF-α [13]. Eine Denaturie-

rung von YB-1 setzte den hemmenden Effekt außer Kraft und war somit hinweisend 

auf eine Spezifität der Interaktion, während denaturiertes PGRN eine stärkere Hem-

mung der TNF-α-Bindung bewirkte (siehe Diskussion). Eine Inkubation der Makropha-

gen mit einer Kombination aus PGRN und YB-1 vor einer Hinzugabe von Bt-TNF-α 

zeigte die stärkste Hemmung der Bt-TNF-α-TNFR-Bindung.  

 

 

Abbildung 10. Einfluss von YB-1 und PGRN auf die Bindung von Bt-TNF-α. (A) RAW-
264.7-Makrophagen wurden mit Bt-TNF-α und PGRN und/oder YB-1 bzw. denaturiertem 
PGRN und denaturiertem YB-1 inkubiert. Zellgebundenes Bt-TNF-α wurde mit Streptavidin-
FTIC markiert und durchflusszytometrisch ausgewertet. Repräsentatives Einzelexperiment, 
N=4. (B) Quantifizierung der Hemmung der Bt-TNF-α-Bindung in Relation zur alleinigen In-
kubation mit Bt-TNF-α in % des Positivsignals. 
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5.4 YB-1/PGRN hemmen TNF-α-aktivierte Signalkaskaden 

Um die Wirkung einer möglichen Interaktion von YB-1 und Progranulin auf die TNFR-

abhängigen intrazellulären Signalkaskaden in vitro zu untersuchen, wurden differen-

zierte BMDMs von Wildtyp-Mäusen (siehe 4.2.2.2) entsprechend Tabelle 11 mit 

TNF-α, YB-1 und PGRN stimuliert. Hierbei diente die alleinige Stimulation mit TNF-α 

als Positivkontrolle und eine Stimulation mit 0,1% BSA in TBS als Negativkontrolle. 

Western Blots der Proben wurden mithilfe spezifischer Antikörper auf zentrale Signal-

proteine der TNFR-aktivierten Kaskaden untersucht (Abbildung 11). Alle Stimulationen 

wurden mehrfach wiederholt, um die Ergebnisse zu validieren.  

Wie erwartet induzierte eine Stimulation mit mTNF-α eine Phosphorylierung von ERK, 

p38 und NF-кB. Ähnliche Phosphorylierungsaktivität zeigte sich auch nach Stimulatio-

nen mit Kombinationen aus mTNF-α und YB-1 oder PGRN. Stimulationen mit YB-1 

oder/und PGRN ohne mTNF-α bewirkten keine Phosphorylierung von ERK oder p38 

und lediglich eine geringfügige Phosphorylierung von NF-кB. Eine Dreierkombination 

aus mTNF-α und Vorinkubation mit YB-1 und PGRN (letzte Spalte) hemmte hingegen 

die Aktivierung sowohl von ERK und p38 als auch von NF-кB gegenüber einer alleini-

gen mTNF-α-Stimulation. Für eine Spezifität der Ergebnisse sprechen hierbei die aus-

bleibende Aktivierung bei den Negativkontrollen (erste Spalte), eine gleiche Verteilung 

von unphosphoryliertem ERK und p38 sowie ein konstantes Aktin-Signal als house-

keeper. 

 

 1 2 3 4 5 6 7 8 

mTNF-α - + - - + + - + 

YB-1 - - + - + - + + 

PGRN - - - + - + + + 

0,1% BSA in PBS + - - - - - - - 

Tabelle 11. Schema der BMDM-Stimulationen. Inkubation mit mTNF-α, YB-1 und PGRN. 
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Abbildung 11. Western-Blots der Stimulationen von WT-BMDMs. BMDMs wurden 10 min 
mit rekombinantem mTNF-α (625 pM), YB-1 (28 pM) und PGRN (5 nM) stimuliert. Die Zellen 
wurden lysiert, die Proteine geblottet und auf Expression von pERK, pp38, pNF-кB sowie to-
tales NF-кB, ERK, p38, YB-1 und Aktin als Ladekontrolle analysiert. Bandenintensitäten wur-
den quantifiziert und auf Aktin normalisiert, angegeben mit Werten relativ zu einer alleinigen 
mTNF-α-Stimulation (=100%). Repräsentatives Einzelexperiment, N=2. 

 

Aufgrund der Tatsache, dass Tang et al. in ihren vorausgehenden Stimulationen eine 

signifikante Hemmung der TNF-α-induzierten TNFR-Signalkaskaden durch PGRN zei-

gen konnten [13], welche wir erst nach Hinzugabe von YB-1 reproduzieren konnten, 

verglichen wir erneut die angewendete Methodik. Hierbei fiel ein Unterschied in den 

Stimulationsbedingungen auf, da wir vor Stimulationsbeginn das Zellmedium mit se-

rumfreiem RPMI ersetzten (ohne FCS), um Kontamination durch im Serum erhaltene 
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Proteine zu reduzieren. Da bereits hinreichend belegt ist, dass sekretiertes YB-1 ext-

razellulär in Seren unterschiedlicher Spezies vorhanden ist [131], überprüften wir FCS-

Proben unterschiedlicher Hersteller (Sigma/PAN) sowie von uns als Negativkontrolle 

genutztes BSA (Sigma/GE Healthcare) auf das Vorhandensein von YB-1. Hierbei 

konnten wir in beiden FCS-, nicht jedoch in den BSA-Proben, YB-1-Oligomere nach-

weisen, wodurch im Serum enthaltenes YB-1 als ausschlaggebender Faktor denkbar 

ist.  

 

5.5 NF-кB-Signalgebung ist in Ybx1-Knockout-Zellen gehemmt 

Eine Sekretion von YB-1 kann als Antwort auf verschiedene Stimuli erfolgen [38, 53, 

54]. Um einen Beitrag von zelleigenem, sekretierem YB-1 für den in 5.4 beobachteten 

Effekt von Kombinationen aus extrazellulärem YB-1 und PGRN auf TNF-Signalkaska-

den auszuschließen, wurden YB-1-defiziente (Ybx1-Knockout-)BMDMs (siehe 4.2.1.1) 

wie in 5.4 kultiviert und stimuliert. In den YB-1-defizienten BMDMs war unabhängig 

von der stimulierenden Kombination extrazellulärer Proteine die Aktivierung von 

pNF-кB unterdrückt. Auf die Phosphorylierung von ERK in den TNF-α-TNFR-Signal-

kaskaden hatte das Fehlen zelleigenen YB-1s keinen Effekt. Die Hemmung der TNF-α-

abhängigen TNFR-Aktivierung durch eine Kombination aus YB-1 und PGRN konnte 

weiterhin, wenn auch in geringerem Maße, beobachtet werden. 

Abbildung 12. Testung von BSA und FCS auf YB-1. Je 25 µg BSA/FCS wurden im SDS-
PAGE aufgetrennt, geblottet und mit Anti-YB-1-C-term-Antikörpern (Eurogentec) entwickelt. 
Eine Entwicklung mit Sekundärantikörper allein (Kontrolle) zeigt die Spezifität der Banden. 
N=1. 
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Abbildung 13. Western-Blots der Stimulationen von Ybx1-Knockout-Makrophagen. 
BMDMs wurden 10 min mit rekombinantem mTNF-α (10 ng/ml), YB-1 (1 µg/ml) und PGRN 
(300 ng/ml) stimuliert. Die Zellen wurden lysiert, die Proteine geblottet und auf Expression von 
pERK, pNF-кB und YB-1 analysiert. GAPDH diente als Ladekontrolle. Repräsentatives Einzel-
experiment, N=2. 
 
 

5.6 YB-1/PGRN beeinflussen die TNF-α-induzierte Genexpression 

Um den Einfluss der Stimulationen auf die Genexpression zu untersuchen, führten wir 

mit der in den Stimulationen aus 5.7 gewonnenen BMDM-RNA ein RNA-Expressions-

screening durch. Verglichen wurden Stimulationen mit TNF-α, YB-1/PGRN, TNF-α/YB-

1/PGRN sowie eine unstimulierte Negativkontrolle. Ein Vergleich der mit TNF-α-stimu-

lierten Zellen mit unstimulierten Zellen ergab über 1124 Gene mit mindestens 1,5-fach 

differenzieller Expression, inclusive 26 Gene mit bekannter Regulation durch TNF-α. 

Ein Vergleich der Dreifachstimulation (TNF-α, YB-1 und PGRN) mit der Stimulation mit 

TNF-α allein ergab 46 Gene mit divergierender Genexpression (cut-off >1,5-fach), wel-

che in einer heatmap dargestellt wurden (Abbildung 14A). Um den Einfluss der Drei-

fachstimlation auf die Genexpression weiterführend zu validieren wählten wir sechs 

entzündungsrelevante Gene aus (Ccl2/MCP-1, Ccl3/MIP1α, Ccl5/RANTES, Mmp9, 

Ptgs2 und Tgfb1), reinigten erneut die RNA stimulierter BMDMs auf, translatierten 

diese in cDNA und führten TaqMan™ quantitative PCR durch, um eine Regulation der 
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Genexpression zu validieren. Die differenzielle Genexpression wurde in Abbildung 14B 

als Induktion relativ zur alleinigen Stimulation mit TNF-α dargestellt. In der qPCR 

konnte für alle untersuchten Gene, mit Ausnahme von Tgfb1, eine gesteigerte Expres-

sion nach Stimulation mit TNFα nachgewiesen werden. Dies entspricht den Erwartun-

gen, da für die untersuchten Gene eine Regulation durch TNF-α gut dokumentiert ist. 

Als Beispiel sei hier Mmp9 (Matrix-metalloproteinase 9) genannt, ein bekanntes Ziel-

gen sowohl für TNFRs als auch für YB-1 [72, 132]. Für Mmp9 zeigte sich im Vergleich 

zur alleinigen TNF-α-Stimulation ein Trend zu einer gesteigerten Expression nach 

Dreifachstimulation mit TNF-α, YB-1 und PGRN. Die Induktion von Ccl2/MCP-1, 

Abbildung 14. Gen-Expressionsscreening. BMDMs wurden für 24 h mit TNFα (10 ng/mL), 
YB-1 (1 µg/mL) und PGRN (300 ng/mL) stimuliert, lysiert und die RNA isoliert. (A) Die Gen-
expression der einzelnen Stimulationen wurde mit einem Microarray analysiert, in Relation 
zur Negativkontrolle (unstimulierte Zellen) gesetzt und in einer Heatmap dargestellt (Spalten 
1-3). Spalte 4 zeigt zusätzlich die Genexpression nach Stimulation mit TNFα, YB-1 und PGRN 
in Relation zur alleinigen Stimulation mit TNFα. Selektiert wurden Gene mit >1.5-facher Re-
gulation. (B) Aufgereinigte RNA stimulierter BMDMs wurde in cDNA transkribiert und eine 
TaqMan -quantitative-PCR durchgeführt. Die Genexpression nach Stimulation ist für N=2 
Stimulationsversuche als relative Induktion im Vergleich zur Negativkontrolle (unstimulierte 
Zellen, =1) dargestellt (lediglich für Tgfb1 war nur ein Versuch verwertbar). 
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Ccl3/MIP1α und Ccl5/RANTES konnte nach alleiniger Stimulation mit TNF-α und ähn-

lich auch nach Dreifachstimulation beobachtet werden. Eine alleinige Kostimulation mit 

YB-1/PGRN zeigte hier keine gesteigerte Expression, trotz einer vorbeschriebenen In-

duktion durch YB-1 in der Literatur [72, 133]. Eine mögliche Erklärung für diese Be-

obachtung ist die überwiegend intrazelluläre Regulation der RNA durch YB-1 auf 

Translationsebene gegenüber den hier durchgeführten extrazellulären Stimulationen 

[6]. Eine Translationsinduktion und -hemmung unterschiedlicher Chemokin-RNA in 

Abhängigkeit von der zellulären Lokalisation ist hinreichend belegt [39–41, 50, 134]. 

Für Ptgs2 zeigte sich sowohl im Microarray als auch in der qPCR eine reduzierte Ex-

pressionssteigerung unter Dreifachstimulation im Vergleich zur alleinigen Stimulation 

mit TNF-α.  

 

5.7 YB-1/PGRN beeinflussen die TNF-α-induzierte Expression von Zyto-

kinen 

Nachdem wir eine modulatorische Wirkung von YB-1 und PGRN auf TNF-α-induzier-

tes intrazelluläres Signaling zeigen konnten, stellte sich nun die Frage, inwiefern die-

ses übergeordnete Funktionen der Zelle beeinflusst. Da TNF-α als wichtiges proin-

flammatorisches Zytokin u.a. über eine Aktivierung von Makrophagen mit lokaler Che-

mokin-/Zytokinausschüttung eine Immunantwort fördert [135], wurde die extrazelluläre 

Abbildung 15. Zytokinexpression nach Stimulation mit TNFα, YB-1 und PGRN. Zytokin-
messung durch Multiplex-CBA in Medien stimulierter BMDMs. Stimulation mit mTNFα (10 
ng/mL), YB-1 (1 g/mL) und PGRN (300 ng/mL). Darstellung der Induktion von MIG/CXCL9, 
MIP1α/CCL3, KC/IL-8, RANTES/CCL5 und MCP-1/CCL2 als Vielfaches der Expression unter 
Stimulation mit mTNF-α, welche 1 gesetzt wurde (N=1). 
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Konzentration von Chemokinen nach BMDM-Stimulation als Untersuchungsobjekt 

ausgewählt. Die Zytokininduktion relativ zur Induktion durch alleinige Stimulation mit 

mTNF-α ist in Abbildung 15 dargestellt. 24 h nach Stimulation mit mTNF-α konnten 

messbare Konzentrationen der proinflammatorischen Chemokine MIG/CXCL9, 

MIP1α/CCL3, KC/IL-8, RANTES/CCL5 und MCP-1/CCL2 in den Zellüberständen 

nachgewiesen werden. Alleinige Stimulation mit YB-1 oder PGRN sowie Kostimulation 

mit YB-1 und PGRN bewirkten keine Induktion der Zytokinsekretion. Die Kombinatio-

nen TNF-α/YB-1 und TNF-α/PGRN zeigten geringfügige Änderungen der TNF-α-ab-

hängigen Zytokinsekretion: So hemmte die Kostimulation mit TNF-α und YB-1 u.a. die 

Sekretion von MIG und MCP-1 und induzierte eine Konzentrationserhöhung von 

MIP1α. Eine Kostimulation mit PGRN zeigte u.a. eine Hemmung der Sekretion von 

MIG und MIP1α. Die stärkste Modulation der TNF-α-induzierten Zytokinsekretion 

zeigte sich jedoch bei einer Kombination aus TNF-α, YB-1 und PGRN, unter welcher 

sich die Konzentrationen von MIP1α und KC sich mehr als verdoppelten, während die 

RANTES-Sekretion, in Analogie zur untersuchten Genexpression in 5.6, supprimiert 

wurde. 
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6 Diskussion 

Chemokine und die durch sie bewirkte Chemotaxis sind essenziell für die Rekrutierung 

von Immunzellen wie Makrophagen und Monozyten. Diese können wiederum Entzün-

dung evozieren und zur Wundheilung und einer Wiederherstellung der Gewebshomö-

ostase beitragen. Vorausgehende Studien konnten in jedem dieser Stadien wichtige 

Einflüsse von YB-1 demonstrieren [39, 67, 136–139]. Nun gilt es, diese sowohl intra- 

als auch extrazellulären Wirkmechanismen näher zu definieren. Die Sekretion von ext-

razellulärem YB-1 wird durch verschiedene proinflammatorische Stimuli wie PDGF, 

TGF-β, LPS und intrazelluläres ATP and Ca2+ induziert [38, 49, 53, 54, 57]. Zudem 

bindet YB-1 an Oberflächenrezeptoren wie Notch-3, was zu der Annahme einer auto-

regulatorischen Schleife führte [63]. 

In dieser Arbeit wird eine neue Funktion von extrazellulärem YB-1 demonstriert, na-

mentlich eine Modulation der TNFR-Aktivität. Die durchgeführten Kompetitionsassays 

liefern einen Hinweis darauf, dass YB-1 die Bindung von extrazellulärem TNF-α an 

oberflächengebundene TNFRs hemmt. Diese Interaktion konnte für unterschiedliche 

Zelltypen, namentlich Makrophagen, Monozyten und Mesangialzellen, beobachtet 

werden und ist dosisabhängig. Weiterhin wurde die hierfür verantwortliche Domäne 

des YB-1 als die C-terminale Region identifiziert, während in geringerem Maße ein 

über den N-Terminus vermittelter Effekt beobachtet wurde. Lösliches TNF-α aktiviert 

u.a. TNFR1 [140]. Jüngst wurde gezeigt, dass eine TNFR1-Oligomerisierung Voraus-

setzung für die Induktion der Signalkaskade ist und dies eine Prädimerisierung der 

Rezeptorketten sowohl über ligandenunabhängige preligand binding assembly do-

mains (PLAD) als auch eine Ligandenbindung erfordert [141]. Als Modus der TNF-α-

TNFR-Bindungshemmung kommt somit, neben einer direkten Kompetition, auch eine 

Interferenz mit der Bildung von TNFR1-Oligomeren infrage. Aktuell ist zudem nicht 

geklärt, ob bei der Hemmung eine extrazelluläre Bindung von YB-1 an TNF-α oder an 

TNF-Rezeptoren ausschlaggebend ist. Die in 5.1 beobachtete Bindung von YB-1 an 

die Zelloberfläche legt zwar eine TNF-Rezeptorbindung nahe, jedoch muss hierbei 

auch die Bindung an andere Rezeptoren (z.B. Notch-3) berücksichtigt werden. Eine 

Klärung dieser Frage sollte Gegenstand weiterer Forschung sein.  
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Vormals wurde in unsere Arbeitsgruppe eine direkte Protein-Protein-Interaktion zwi-

schen YB-1 und PGRN gezeigt [131]. In dieser Arbeit konnten wir demonstrieren, dass 

eine Kombination aus extrazellulärem YB-1 und PGRN in physiologischen Konzentra-

tionen nicht nur die TNF-α-TNFR-Bindung hemmt, sondern diese auch stärker hemmt, 

als es jeweils YB-1 oder PGRN allein vermögen. Auf intrazellulärer Ebene konnten wir 

im Anschluss mittels Stimulationen von BMDMs eine übereinstimmende Inhibition von 

TNFR-abhängigem ERK, p38 und NF-κB p65 beobachten. Die Hemmung der NF-κB-

Abbildung 16. Schematische Darstellung der TNFR1-Signalkaskaden und der Rolle von 
extrazellulärem YB-1. TNF-α bindet an TNFR1. Daraufhin bildet dieser einen Komplex mit 
TRADD (TNFR1-associated death domain), TRAF2 (TNF receptor-associated factor 2) und 
RIPK1 (Receptor-interacting protein kinase 1), auch Komplex 1 genannt. Eine TRADD-vermit-
telte Aktivierung von Caspase 8 initiiert über eine Protease-Kaskade die Apoptose. Komplex 
1 aktiviert u.a. über die MAPK (Mitogen-aktivierte Proteinkinase/n)-Kaskade den IκB-Kinase-
Komplex (IKK), welcher eine Enthemmung/Aktivierung von NF-κB vermittelt. Aktiviertes NF-
κB transloziert in den Zellkern, um als Transkriptionsfaktor zu wirken. NF-κB wirkt antiapopto-
tisch. Die MAPK-Kaskade aktiviert durch Phosphorylierung zusätzlich Kinasen wie p38 (p38-
mitogenaktivierte Proteinkinase) und ERK (extracellular-signal regulated kinases). Letztere 
vermitteln zusammen mit NF-κB zelluläres Überleben, Proliferation und Immunantwort/Ent-
zündung. Extrazelluläres YB-1 interagiert mit Progranulin (PGRN). Zusammen hemmen sie 
die Bindung von TNF-α an TNFR1 und somit TNF-α-vermittelte Signalkaskaden (u.a. Hem-
mung TNFR-vermittelter Zytokinexpression). 
(Adaptiert nach Shah et al. 2021 [126] und Chen et al. 2002 [126]) 
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Expression wurde seitdem in unserem Labor mittels eines NF-κB Reporter-Assays va-

lidiert  [131]. In Übereinstimmung mit den obigen Ergebnissen übertraf die Hemmung 

des NF-κB-Signals durch eine Kombination aus YB-1 und PGRN die Signalhemmung 

durch YB-1 oder PGRN allein. 

Für die Kompetitionsassays (5.3) führten wir Denaturierungen der stimulierenden Pro-

teine als Negativkontrolle durch. Hierdurch konnte der hemmende Effekt von YB-1 auf 

TNF-α-TNFR-Bindung außer Kraft gesetzt werden, hinweisend auf eine Spezifität der 

Interaktion. Nach der Denaturierung zeigte PGRN jedoch eine verstärkte Hemmung 

der TNF-α-Bindung. Dieser paradoxe Effekt könnte durch eine Konfirmationsänderung 

des PGRN begründet sein. Analog zu einem von Tang et al. entwickelten, rekombi-

nanten Protein aus den PGRN-Regionen Granulin A, C und F könnte durch eine Än-

derung der interagierenden PGRN-Regionen ein verstärktes Bindungsverhalten resul-

tieren [13]. Interessanterweise konnten wir in den Stimulationsversuchen die durch 

Autoren wie Tang et al. beobachtete direkte Hemmung der TNF-α-induzierten 

TNFR1/2-Signalkaskaden durch PGRN allein nicht reproduzieren. Anderen For-

schungsgruppen erging es ähnlich [142–144] und sie führten dies u.a. auf die Notwen-

digkeit weiterer Faktoren oder Modifikatoren zurück, welche eine Bindung von PGRN 

an TNFRs erst ermöglichen. Als möglichen Faktor konnten wir das Vorhandensein von 

extrazellulärem YB-1 in mehreren, jedoch nicht allen, untersuchten, für die Zellkultur 

üblichen Serum-Proben identifizieren. Ob dies in anderen Forschungsgruppen tat-

sächlich ausschlaggebend für die unterschiedlichen Stimulationsergebnisse ist, bleibt 

jedoch unklar. Um einen relevanten Beitrag von intrazellulärem bzw. als Antwort auf 

die Stimulationsbedingungen sekretiertem YB-1 auszuschließen, wiederholten wir die 

Stimulationen mit YB-1, PGRN und TNF-α mit BMDMs von YB-1-defizienten Knock-

out-Mäusen. Hier zeigte sich weiterhin eine Hemmung der TNF-α-abhängigen TNFR-

Aktivierung durch eine Kombination aus YB-1 und PGRN. In Übereinstimmung mit ak-

tuellen Publikationen, welche eine Abhängigkeit der NF-кB-Aktivierung von YB-1 be-

schreiben, war in den YB-1-defizienten BMDMs die Aktivierung von pNF-кB jedoch 

unterdrückt [145, 146]. Zwischenzeitlich wurde diese Abhängigkeit auch in humanen 

Monozyten bestätigt [147]. 

TNF-α gilt als einer der Hauptregulatoren von Entzündungsprozessen, u.a. über die 

Induktion von Entzündungsmediatoren und Proteasen sowie des Zelltods [148, 149]. 

Auch TNF-α besitzt autoregulatorische Schleifen, etwa durch die Aktivierung von 
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NF-κB und die hierdurch vermehrte Expression von TNF-α-mRNA [115]. Neue Veröf-

fentlichungen aus unserer Arbeitsgruppe identifizierten YB-1 als eine essenzielle Kom-

ponente der NF-κB-aktivierenden TNFR-Signalkaskade [147]. Hierbei konnte gezeigt 

werden, dass die NF-κB-Aktivierung durch eine TNF-α-Stimulation in YB-1-defizienten 

Zellen ausblieb. Der gleiche Effekt wurde bereits sowohl für insulin-like growth factor 

1 (IGF-1) als auch IL-1β beschrieben [145, 150]. Eine fehlende „Aktivierung“ von YB-

1 und hierdurch von NF-κB hat einen negativen Einfluss auf das Überleben von Mo-

nozyten, Makrophagen und T-Zellen [147, 151, 152]. 

Ein weiterer denkbarer Wirkmechanismus ist eine Regulation der TNF-α-mRNA durch 

YB-1. TNF-α-mRNA besitzt die gleichen regulatorischen Sequenzen (AU-reiche Ele-

mente der Klasse II), welche auch in GM-CSF-mRNA als Ziel der Regulation durch 

YB-1 identifiziert wurden [35, 43, 153, 154]. Weiterhin reguliert YB-1 die Bildung von 

Stressgranula, in denen u.a. bekannte Regulatoren von TNF-α-mRNA wie TIA-1, TIAR 

und HuR enthalten sind [155–157]. 

Neben einer gesteigerten Expression von TNF-α-mRNA induziert NF-κB auch die Ex-

pression von TRAF2 [119]. TRAF2 ist ein wichtiger Bestandteil der TNFR1- und 

TNFR2-Signalkaskaden und vermittelt zwischen einer Aktivierung der canonischen 

und nicht-canonischen NF-κB-Aktivierung sowie zwischen Überlebens- und Zelltod-

Signalwegen [112]. Eine Induktion von TRAF2 vermittelt eine verstärkte Aktivierung 

des canonischen Signalwegs (p50/p65) und ist essenziell für die p65-Aktivierung. YB-

1 muss somit zwischen TRAF2 und NF-κB agieren. Die Phosphorylierung von TRAF2 

durch Proteinkinase C ermöglicht eine Rekrutierung und Aktivierung von IKK-β, welche 

wiederum IκBα phosphoryliert und damit eine Ubiquitinylierung und den proteasoma-

len Abbau einleitet. Das vormals inhibierte NF-κB (p50/p65) wird somit aktiviert [112, 

158]. Weiterhin wurde ein Einfluss von TRAF2 auf die Rekrutierung von Ubiquitin-Liga-

sen an den TNFR1-Komplex 1 beschrieben, wodurch eine NF-κB-Aktivierung gefördert 

wird [159]. Für YB-1 konnte eine direkte Interaktion mit p65 (RelA) und eine Aktivität 

als transkriptioneller Koaktivator nachgewiesen werden [160]. Mehrere Kinasen (RSK, 

AKT, ERK, PKC, CKII) phosphorylieren YB-1 an der Kälteschockdomäne und induzie-

ren somit eine Translokation in den Zellkern [161, 162]. Somit ergibt sich, dass aus der 

ligandeninduzierten TNF-Rezeptor-Oligomerisierung eine Rekrutierung und Oligome-

risierung von Bindungspartnern wie TRAF2 resultiert, welche wiederum Kinasen und 

Ubiquitin-Ligasen rekrutieren, die sowohl NF-κB als auch seinen Transaktivator YB-1 

aktivieren. 



Diskussion  

 

58 

In 5.6 und 5.7 konnten wir eine YB-1/PGRN-abhängige Modulation der TNF-α-indu-

zierten Expression mehrerer entzündungsrelevanter Gene und der TNF-α-induzierten 

Zytokinsekretion in murinen BMDMs demonstrieren. Als Ausblick gilt es nun zu über-

prüfen, ob dieses Verhalten auch in weiteren Zelltypen beobachtet werden kann oder 

eine BMDM-spezifische Antwort darstellt. 

Weitere Forschung wird zeigen, inwiefern YB-1/PGRN die Aktivität membrangebun-

dender Liganden beeinfusst. So konnte in Neuronen bereits eine Aktivierung von 

Notch-Signalkaskaden durch PGRN beobachtet werden [163]. YB-1 wird in Neuronen 

exprimiert und ist ein Ligand des Notch-3-Rezeptors [57, 164]. Da TNF-α-TNFR-Inter-

aktionen auch eine Rolle bei neuronalem Wachstum spielen, könnten Einschränkun-

gen dieser Interaktion zu den schweren neurologischen Pathologien beitragen, welche 

bei Patienten mit PGRN-Mutationen auftreten [93, 165]. 

Während die Untersuchung der Interaktionen zwischen YB-1/PGRN, TNF-α und TNF-

Rezeptoren auf biochemischer Ebene zum Verständnis von Entzündungsprozessen 

beiträgt, sollte deren Relevanz auf zellulärer Ebene und in Krankheitsprozessen durch 

weitere funktionelle Assays charakterisiert werden. TNF-α spielt als Entzündungsme-

diator eine wichtige Rolle in der Entstehung und Progression von chronischen Nie-

renerkrankungen. In Mäusen mit toxischer interstitieller Nephritis bewirkte eine Hem-

mung von TNF-α durch den TNF-α-Antagonisten Etanercept eine signifikante Reduk-

tion von fibrotischen Nierenveränderungen, Albuminurie und inhibiert die Expression 

proinflammatorischer Zytokine wie IL-1β [166]. Analog zeigt PGRN im murinen Arthri-

tismodell einen antiinflammatorischen Effekt durch die Hemmung von TNF-α-TNFR-

Signalkaskaden [13]. Insbesondere aufgrund des ausgeprägten Nebenwirkungsprofils 

aktueller global wirkender TNF-α-Blocker verspricht die selektive TNFR-Antagonisie-

rung ein großes therapeutisches Potenzial [139]. Auf Basis ähnlicher funktioneller Un-

tersuchungen der Interaktion zwischen YB-1/PGRN und TNF-α und ihrer Wirkung auf 

TNFR-Bindung könnten somit neue Ansatzpunkte für künftige anti-TNF-α-Therapien 

offenbart werden. 
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7 Zusammenfassung 

In dieser Arbeit wird mit der Modulation der TNFR-Bindungseigenschaften eine neue 

Funktion von extrazellulärem YB-1 demonstriert. Mittels durchflusszytometrischer 

Kompetitionsanalysen konnte eine dosisabhängige Hemmung der Bindung von TNF-

α an TNF-Rezeptoren durch YB-1 beobachtet werden. Diese Interaktion konnte für 

unterschiedliche Zelltypen, namentlich Makrophagen, Monozyten und Mesangialzel-

len, beobachtet werden. Die hierfür verantwortliche Domäne des YB-1 ist die C-termi-

nale Region und in deutlich geringerem Maße der N-Terminus. YB-1 zeigt eine direkte 

Interaktion mit PGNR, einem bekannten Modulator von TNF-Rezeptoren und TNF-α-

abhängigen Signalkaskaden. Wir konnten zeigen, dass extrazelluläres YB-1 in Kom-

bination mit Progranulin TNF-α-abhängige Signalkaskaden hemmt. Zudem konnte 

eine YB-1/PGRN-abhängige Modulation TNF-α-induzierter Expression mehrerer ent-

zündungsrelevanter Gene und eine Modulation der TNF-α-induzierten Zytokinsekre-

tion demonstriert werden. Zusammenfassend zeigt YB-1 in Kombination mit PGRN 

immunmodulatorische Funktionen durch einen Einfluss auf die Bindung von TNF-α an 

seine Rezeptoren mit Auswirkungen auf TNF-α-abhängige Signalkaskaden. 
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