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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die humane induzierbare NO-Synthase (iNOS) spielt bei zahlreichen Erkrankungen wie
Asthma, Krebs und der rheumatoiden Arthritis eine entscheidende Rolle. Durch
Fehlregulation der  INOS-Expression kommt es hdufig zu massiven
Gewebeschédigungen. Aus diesem Grund ist es wichtig die Mechanismen der
Genregulation der iINOS-Expression zu verstehen. Bei Affinitdtschromatographie-
Analysen wurde das zytosolische PolyA-bindende Protein (PABP) als direkter
Interaktionspartner der 3'UTR der humanen iNOS identifiziert. Weitere
Bindungsanalysen konnten eine spezifische Bindestelle fur PABP in der 5"UTR und
zwei Bindestellen im AU-reichen Bereich der 3"UTR der humanen iNOS nachweisen.
Eine siRNA-mediierte Herabregulation von PABP mit Hilfe der stabilen Expression
spezifischer siRNAs in DLD-1 Zellen (SiPABP Zellen) zeigte eine signifikant
verringerte Expression der humanen iINOS und damit einhergehend eine verringerte
NO-Produktion nach Zytokinstimulation. Promotoranalysen zeigten keine Veranderung
der Induzierbarkeit des humanen 16 kb iNOS-Promotors in SiPABP Zellen. RNA-
Stabilitatsanalysen zeigten einen verstarkten Abbau der INOS-mRNA in diesen Zellen,
so dass davon auszugehen ist, dass die Regulation der humanen iNOS uber die mMRNA-
Stabilitat erfolgt. Reportergen-Analysen mit Plasmiden, welche die 5 und/oder 3’UTR
Sequenzen der humanen INOS mit den identifizierten PABP-Bindestellen oder
Mutationen in diesen Bindestellen enthielten, zeigten, dass PABP die iNOS-mRNA
Uber die 5'UTR stabilisiert und anscheinend (iber die 3'UTR einen destabilisierenden
Effekt auf die mRNA ausubt. Ebenfalls scheint PABP tber die 3’'UTR dieTranslation
der iNOS mRNA zu hemmen. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass PABP, uber
seine allgemeinen Funktionen hinaus, eine spezifische Rolle in der Regulation der
Expression der humanen iNOS einnimmt.

Die rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronisch entziindliche Autoimmunerkrankung,
welche Uberwiegend die peripheren Gelenke der Hande und Fii3e betrifft. Die aktuellen
Therapiemdglichkeiten sind immer noch mit einer Vielzahl von Nebenwirkungen
behaftet und fuhren nicht zur vollstdéndigen Remission der Erkrankung, so dass die
Entwicklung neuer Medikamente unerldsslich ist. In dieser Arbeit wurden die
antiinflammatorischen Substanzen Gallielalacton (Gal) und Oxacyclododecindion (Oxa)
im Mausmodell der kollagen-induzierten Arthritis (CIA) getestet. Leider waren beide
Substanzen nicht in der Lage die Symptome der CIA zu vermindern, obwohl beide im
Modell der LPS-induzierten akuten Entziindung die Expression proinflammatorischer
Mediatoren senken konnten. Die Substanz S-Curvularin (SC) hat sich im CIA-Modell
bereits bewahrt und wurde in dieser Arbeit weiter untersucht. SC war in der Lage die
Expression knorpel- und knochendestruktiver Markergene signifikant zu verrindern.




Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden neue microRNAs identifiziert, die in der
Pathogenese der CIA eine Dysregulation zeigen. Die Expression dieser microRNAS
wurde von SC wieder auf das Normalniveau gebracht, so dass SC eine
vielversprechende Substanz in der Therapie chronisch inflammatorische Erkrangungen
sein konnte. Die neu identifizierten ClA-relevanten microRNAs kdnnten als neueRA-
Marker oder als Zielstrukturen fir neue Medikamente dienen.




Abstract

Abstract

The human inducible nitric oxide synthase (iNOS) plays an important role in multiple
human diseases like asthma, tumor development, and rheumatoide arthritis. An abberant
regulation of INOS-expression leads to a massive tissue destruction. Therefore it is
important to understand the mechanisms of iINOS-regulation. Affinity purification using
the 3'UTR of the human iNOS mRNA identified the cytosolic poly(A)-binding protein
(PABP) as a direct interacting partner of the human iNOS 3"UTR. Further binding-
analyses revealed a specific binding site of PABP in the 5"UTR and two binding sites in
the AU-rich sequence of the 3’"UTR. Downregulation of PABP expression by RNA
interference (SiPABP cells) resulted in a marked reduction of cytokine-induced iNOS
MRNA expression and thereby in a reduction of INOS-mediated NO-production.
Reporter gene analyses showed no change of the inducibility of the human 16 kb iINOS
promoter in SiPABP cells. In contrast, the degradation of INOS-mRNA was accelerated
in sSiPABP cells. These results indicate a regulation of iINOS expression on mMRNA-
stability level. Reporter gene analyses with plasmids containing the PABP binding sites
and mutations of these binding sites showed a stabilizing effect of PABP on iNOS-
mRNA by binding to the 5’"UTR. But PABP seems to have a destabilizing effect by
binding to the 3’'UTR on mRNA level as well as on translational level. These findings
show that PABP, beside its normal functions, takes an important and specific role in the
regulation of human iNOS expression.

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic inflammatory autoimmune disease
predominantly affecting the periphereal joints of hands and feet. Recent therapies are
afflicted with lots of severe side effects and cannot lead to remission. Therefore the
development of new antiinflammatory drugs is essential. In this work the
antiinflammatory compounds Gallielalactone (Gal) and Oxacyclododecindion (Oxa)
were tested in the mouse model of collagen induced arthritis (CIA). Unfortunately
neither Gal nor Oxa had the ability to reduce the symptoms of CIA although both were
able to reduce inflammatory marker genes in a mouse modell of LPS-induced acute
inflammation. The antiinflammatory compound S-Curvularin (SC) was able to reduce
CIA-symptoms in earlier work and was further examined in this work. SC decreased the
expression of markergenes involved in bone and cartilage destructionlikely by reducing
osteoclast proliferation.

Three microRNAs were newly identified to be dysregulated in the pathogenesis of CIA.
SC was found to normalize the expression of these microRNAs back to the value of
control mice. Therefore SC may serve as a promising structure for the development of
new therapeutics for the treatment of chronic inflammatory diseases like RA. Further
the newly identified microRNAs may be used as RA-marker or as targets for new
therapeutic options.
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1  Einleitung

1.1 Regulationsebenen der Genexpression

Die Regulation der Genexpression in vielzelligen Eukaryoten findet auf zahlreichen Ebenen
statt. Zundchst ist die Expression von Genen davon abhéngig, wie zuganglich der DNA-
Bereich ist, welcher transkribiert werden soll. Hierbei ist die Chromatinstruktur von
entscheidender Bedeutung. Ist die DNA fest in die Histonkomplexe verpackt, kann die
Transkriptionsmaschinerie nicht an die entsprechenden DNA-Abschnitte binden. Des
Weiteren wird die Transkription selbst durch cis- und trans-agierende Mechanismen reguliert.
Eine weitere Regulationsebene stellt die Prozessierung der pr&-mRNA zu der reifen mRNA
dar.Auch der Transport der reifen mRNA vom Kern in das Zytosol unterliegt strengen
Kontrollmechanismen. Im Zytosol hdngt die Expression von Genen wiederum von der
Lebensdauer der mRNA und der Regulation der Translation ab. Weiter kénnen Proteine auch
posttranslationellen Modifikationen unterliegen. Die Prozesse vom Transkribieren der DNA
bis zum vollstdndig funktionsfahigen Protein sind strikt reguliert und an jeder Station finden

Qualitatsprufungen statt.

1.11 Regulation der Transkription

Die Transkription bezeichnet das Umschreiben der DNA in RNA und wird von den RNA-
Polymerasen I, Il und 111 bewerkstelligt. Proteinkodierende Gene und Gene fiir microRNAs
werden Uberwiegend von der RNA-Polymerase Il transkribiert. Ribosomale RNA (rRNA)
wird von der RNA-Polymerase | gebildet und transfer-RNAs (tRNA) von der RNA-
Polymerase Ill. Die Transkription als eine Ebene der Genregulationwird durch zahlreiche
Faktoren reguliert. Die Transkription proteinkodierender Gene beginnt mit der Initialisierung
der Transkription, indem genspezifische Transkriptionsfaktoren an cis-regulierende DNA-
Sequenzen binden und so das Signal daftir geben, welches Gen transkribiert werden soll.Jedes
Gen besitzt einen basalen Promotor (meist eine TATA-Box), dessen Aktivitat durch weitere
DNA-Sequenzen wie GC-reichen Elemente, SP1-Boxen oder die CCAAT-Sequenz gesteigert
werden kann [1, 2]. Des Weiteren kann die Transkription von Enhancern oder Silencern

beeinflusst werden. Dies sind ebenfalls regulatorische DNA-Sequenzen, welche weit vor oder
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hinter dem zu transkribierenden Gen liegen kdnnen. Nachdem das Gen bestimmt ist, welches
transkribiert werden soll, wird der Préinitiationskomplex gebildet an dem neben der RNA-
Polymerase 1I(Pol 1l) zahlreiche weitere Transkriptionsfaktoren, Mediatoren und

chromatinmodifizierende und -remodulierende Faktoren beteiligt sind (Abbildung 1).

\IE:
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Transkriptionsmaschinerie von Pol Il-transkribierten Genen

TBP: Tata-Box bindendes Protein, TFIIA, B, D, E, F und H: Transkriptionsfaktoren fir die Pol 1l-
vermittelte Transkription

http://biochemie.web.med.uni-muenchen.de/biotutor _2004/Transkriptionskomplex.jpg; 22.03.2013, 09:08
Uhr

Bei den Transkriptionsfaktoren handelt es sich zum einen um generelle
Transkriptionsfaktoren (TFIIA-H), welche die Pol Il bendtigt und zum anderen um
genspezifische Transkriptionsfaktoren, die ihrerseits vor Beginn der Transkription durch
zahlreiche Signaltransduktionswege aktiviert werden. Sobald die Transkription der DNA
begonnen hat, wird bereits wahrend der Elongation das 5-Ende der RNA von einem
Capping-Enzym mit einem GMP-Rest versehen und von einer mRNA-cap-Methyltransferase
an Position 7 methyliert. Die 5°-Cap-Struktur schitzt die pra-mRNA vor dem vorzeitigem
Abbau durch RNA-abbauende Enzyme und leitet die Translation im Zytosol ein. Die so
entstandene pra-mRNA wird wahrend und nach der Transkription weiter prozessiert, bevor

diese den Zellkern verlasst.
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1.1.2 MRNA-Prozessierung

Am Ende der Transkription eines Genes wird die Vorlaufer-RNA (hnRNA) am 3’-Ende vom
CPSF-(Cleavage and polyadenylation specificity factor)-Komplex (zumeist anhand der
Sequenz AAUAAA als Polyadenylierungssignal) erkannt und der Komplex schneidet dann
etwa 10-30 Nukleotide hinter dieser Sequenz die RNA. An das entstehende freie 3’-OH-Ende
wird von der PolyA-Polymerase eine Abfolge von Adeninnukleotiden an das 3"Ende der pra-
MRNA geheftet, so dass ein PolyA-Schwanz entsteht, welcher die RNA ebenfalls vor dem
Abbau schiitzt. Noch wahrend die Polyadenylierung stattfindet, wird der PolyA-Schwanz von
nukledren PolyA-bindenden Proteinen (PABPN1) gebunden. Diese Bindung scheint die
Prozessivitat der PolyA-Polymerase zu erhdhen, so dass langere PolyA-Schwénze gebildet

werden.

Nach der Transkription enthdlt die mRNA noch Introns, welche durch einen RNA-
Proteinkomplex, das Spliceosom, aus der pr&-mRNA entfernt werden mussen. Die fertige
MRNA besteht aus einer 5°-Cap-Struktur, dem 5 untranslatierten Bereich (5"UTR) vor dem
proteinkodierenden Bereich, einer untranslatierten Region am 3"-Ende (3"UTR) und dem
PolyA-Schwanz. Die untranslatierten Regionen sind entscheidend fiir die posttranskriptionelle
Regulation der Genexpression. Sie sind am Transport der mRNA aus dem Zellkern, an der
Effektivitat der Translation sowie der Stabilitdt der mRNA beteiligt [3, 4]. Wenn die mRNA
fertig prozessiert ist, wird sie aus dem Zellkern in das Zytosol transportiert, wo dann die
Translation und posttranslationelle Modifikationen stattfinden.

1.1.3 Kern-Zytoplasmatransport

In eukaryoten Zellen muss die mRNA aus dem Zellkern in das Zytoplasma transportiert
werden, da dort die Translation der mRNA in Proteine stattfindet. Die Kernmembran ist mit
zahlreichen  Kernporen durchsetzt, welche sich aus groRen Proteinkomplexen
zusammensetzten und es nur kleinen Molekilen (9 nm oder < 20 kDa) erlauben durch die
Kernmembran zu diffundieren. Der Transport groferer Proteine oder RNAs erfolgt aktiv
durch Transportrezeptoren, den Karyopherinen. Fir den Export aus dem Zellkern sind
Exportine zustédndig, welche Kernexport Signale (NES, nuclear export signal) an den zu
transportierenden Molekulen erkennen. Der Export von RNAs aus dem Zellkern gehort
ebenfalls zu den Regulationsmechanismen der Genexpression. Die RNAs im Zellkern werden

wahrend und nach der Transkription in Proteine verpackt, so dass sie einerseits vor dem
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Abbau geschiitzt sind und andererseits ihren Bestimmungsort erreichen. Die Proteine TAP,
Nxt, Aly und UAP56 sind wichtige Schlisselkomponenten, welche die RNA nach ihrer
Prozessierung zu den Kernporen dirigieren und durch ihre NES den Export der RNA in das
Zytoplasma vermitteln [5-7]. Einige mMRNAs werden jedoch Uber einen anderen Mechanismus
aus dem Zellkern exportiert. Dazu gehoren (berwiegend mRNAs, welche AU-reiche
Elemente (ARE) in ihrer 3’"UTR enthalten. Diese werden sehr stark reguliert, da sie z. B. fir
Proteine kodieren, welche wichtige Rollen in Entziindungsprozessen einnehmen. Es konnte
bereits gezeigt werden, dass der Export iber CRM1 (Chromosome region maintenance 1) Teil
der posttranskriptionellen Regulation der Gene fir IFNa, COX2, die iNOS und HLA-A ist [8-
11].

114 MRNA-Stabilitat

Die mRNA-Stabilitdt bezeichnet die Lebensdauer von mRNAs im Zytosol. Sobald die
mMRNASs ins Zytosol transportiert wurden, unterliegen sie einem Gleichgewicht zwischen
MRNA-Translation und —Abbau. Der Abbau von mMRNAs kann auf drei verschiedenen Wegen
stattfinden: (ber die Deadenylierung des PolyA-Schwanzes (3°-5"Abbau), Uber die
Degradation in 5°-3"-Richtung, welche mit der Entfernung der 5 -Cap-Struktur beginnt und in
einigen Fallen Uber Endoribonukleasen. Der mRNA-Abbau in 3°-5"-Richtung ist der haufigste
Abbau-Mechanismus in S&ugerzellen und wird von insgesamt drei PolyA-Deadenylasen
durchgefuhrt: (i) Die Pan2-Pan3 Deadenylase ist abhangig von dem cytosolischen PolyA-
bindenden Protein (PABP) und initiiert die Deadeynlierung. (ii) Der Ccr4-Not-Komplex fiihrt
dann die Deadenylierung fort [12]. (iii) Die dritte Deadeynlase ist die PolyA-abhéngige
Exoribonuklease (PARN), welche den PolyA-Schwanz abbaut nachdem sie das 5°-Cap
gebunden hat. Ist der PolyA-Schwanz abgebaut, wird das Exosom rekrutiert und fihrt den
mRNA-Abbau zu Ende. Beim 5°-3-mRNA-Abbau wird zunéchst die 5-Cap-Struktur durch
einen Proteinkomplex aus Dcpl und Dcp2 (decapping protein) und anderen Proteinen
degradiert und die mRNA dann weiter durch Xrnl (exoribonuclease 1) abgebaut [13]. Der
MRNA-Abbau tber Endoribonukleasen wird oft von kleinen nicht kodierenden RNAs
(microRNAS) vermittelt (siehe 1.5.2).

Bei kurzlebigen mRNAs, welche z. B.bei Entziindungsprozessen eine zentrale Rolle
einnehmen, da sie fur proinflammatorische Proteine kodieren, finden sich oft AU-reiche,cis-
regulatorische Elemente in der 3’"UTR, die AREs. AREs werden in drei Klassen unterteilt:
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Klasse | und Il besitzen mehrere Kopien des Pentanukleotids AUUUA. Klasse I-AREs
kdnnen die gleichméRige Deadenylierung des PolyA-Schwanzes von mRNAs beeinflussen.
Klasse 11-AREs zeigen viele zusammenhangende oder Uberlappende AUUUA-Pentamere.
Man findet sie haufig in der mRNA von Zytokinen wie IL-2 (Interleukin-2) oder TNF-a
(Tumor Nekrose Faktor-a). Klasse I11-ARE besitzen nur U-reiche Sequenzen. Mithilfe solcher
AREs wird die Stabilitdt von vielen kurzlebigen mRNAs moduliert, indem sie von RNA-
bindenden Proteinen (RNA-BP) erkannt werden. RNA-BP sind wichtige Faktoren in der
Regulation der Genexpression.Sie sind an der mRNA-Prozessierung im Zellkern, dem
Transport der reifen mRNAs ins Zytoplasma, der Lokalisation von mRNAs im Zytosol sowie
der mRNA-Stabilitat und der Translation beteiligt (zusammengefasst in [14]). Gut untersuchte
RNA-BP sind z. B. die destabilisierenden Faktoren TTP (Tristetraprolin), KSRP (KH-type
splicing regulatory protein) und AUF1 (ARE-mRNA decay factor). Als wichtigster
stabilisierender Faktor wurde bisher HUR (Human antigen R) beschrieben. Des Weiteren
hangt die mRNA-Stabilitat von kleinen nicht proteinkodierende einzellstrangigen RNA-
Molekiilen, den microRNAs (miRNA), ab. Die Funktion von miRNAs wird in 1.5.2 ndher

beschrieben.

1.1.5 Regulation der Translation

Die Translation ist ein wesentlicher Prozess der Genexpression und erfolgt an den Ribosomen
im Zytosol. Bei der Regulation der Translation gibt es zwei Mechanismen. Zum einen wird
die Translation Uber die Lokalisation der mRNA innerhalb der Zelle gesteuert und zum
anderen Uber cis-agierende Sequenzen in der 5- oder der 3'UTR und trans-regulierende
Faktoren. Denn auch die Translation kann durch enhancer oder silencer in ihrer Aktivitat
beeinflusst werden. Die Lokalisation der mRNA innerhalb des Zytosols entscheidet dartber
ob die mRNA translatiert, abgebaut oder gelagert wird [15]. Die Regulation der Lokalisation
erfolgt sowohl tber externe Stimuli als auch Uber interne Signalwege. Die Translation selbst
wird unter anderem durch verschiedene Translationsinitiationsfaktoren und damit assoziierte
Proteine gesteuert. Die Initiation der Translation wird von den Faktoren elF-4E (eucaryotic
intiation factor 4E), elF-4G und PABP eingeleitet indem diese Faktoren die 40S-Untereinheit
des Ribosoms und die daran befindlichen Initiationsfaktoren an die 5'UTR der zu
transkribierenden mRNA rekrutieren [16]. Dieser Préinitiationskomplex scannt die mRNA bis
zum Startkodon (AUG), an welchem die Translation dann beginnt. Die Translation kann
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durch Modifikation der beteiligten Faktoren sowohl bei der Initiation, als auch bei der
Elongation und der Termination reguliert werden. Auch Uber weiter vorne gelegene
Signalwege wie z. B. den FRAP/mTOR-Signalweg (FKBP and rapamycin-associated
protein/mammalian target of rapamycin) [17] kann die Regulation der Translation erfolgen.

Um die Translation nur von Kkorrekt transkribierten und prozessierten mRNAs zu
gewahrleisten, gibt es Mechanismen, welche das Translatieren fehlerhafter mRNAS
verhindern. Der non-stop-decay (NSD) verhindert die weitere Translation von mRNAs,
welche kein Stoppcodon besitzen und flhrt diese MRNAs der Abbaumaschinerie zu. Der no-
go-decay (NGD) initiiert den Abbau der mRNA, wenn die Elongation des Proteins zum
Stocken gekommen ist. Und der nonsense-mediated decay (NMD) erkennt fruhzeitige

Stoppcodons auf der mMRNA und verhindert so die Synthese von fehlerhaften Proteinen.

1.1.6 Posttranslationelle Modifikation

Posttranslationelle Modifikationen finden amendoplasmatischen Retikulum oder im
Golgiapparat statt. Dort werden Proteine zundchst glykosyliert bevor sie die Zelle verlassen.
Proteine, welche in die Zellmembran eingelagert werden oder an ihrer Oberflache verankert

werden, werden mit Lipidresten versehen.

Die Aktivitat vieler Proteine wird ber ihren Phosphorelierungsgrad gesteuert. Dazu miissen
Kinasen schnell Phosphatgruppen anbringen oder Phosphatasen diese abspalten. Das Anfugen
oder Abspalten solcher prostehtischer Gruppen ist dafiir geeignet, schnelle Reaktionen in der
Zelle auf sich &ndernde Bedingungen zu gewéhrleisten.

Die Regulation der Genexpression auf allen bisher beschrieben Ebenen ist essentiell fur das
Uberleben und Differenzieren eines Organismus und Grundlage fiir eine angemessene
Reaktion auf chemische Reize und sich verdandernde Umweltbedingungen oder auf
Infektionen durch Viren, Bakterien oder Pilze.
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1.2 Die humane induzierbare NO-Synthase (iINOS)

1.2.1 Isoformen der NO-Synthase
NO-Synthasen haben ein Molekulargewicht Hm oo
von 130 - 160 kDa und synthetisieren Y NH
Stickstoffmonooxid (NO) indem sie in :’;i::mm - + Ao
Anwesenheit von NADPH (Nicotinamid-
Adenin-Dinukleotid-Phosphat) und O, die “~coor
Aminosdure  L-Arginin  zu  L-Citrullin L-arginine L-ciruline

. . Abbildung 2: Mechanismus der NO-Synthese
umwandeln, wobei NO abgespalten wird. Als

http://www.protein.bio.msu.ru/biokhimiya/contents

Co-Faktoren bendtigen NO-Synthasen noch s+ 6.11/63071029Fig2.gif: 07.03.2013: 14:59 Uhr

BH, (5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin) und

Calmodulin. In Sdugerzellen existieren drei Isoformen der NO-Synthasen: die endotheliale
NO-Synthase (eNOS), die neuronale NO-Synthase (nNOS) und die induzierbare NO-
Synthase (iNOS). Die Sequenzidentitat der humanen NO-Synthasen betragt weniger als 59 %,
allerdings betragt die Ubereinstimmung der Sequenzen zwischen den Spezies 80 — 90 % fiir
die einzelnen Isoformen [18]. Die nNOS wird in den Neuronen des zentralen und des
peripheren Nervensystems, in spezialisierten Epithelzellen und in Skelettmuskelzellen
exprimiert. Die endotheliale Isoform der NO-Synthasen wird tberwiegend in Endothelzellen
aber auch in glatten Muskelzellen exprimiert. Die induzierbare NO-Synthase wird in den
meisten Zellen erst nach einem Stimulus durch bakterielles LPS (Lipopolysaccharid) oder
durch Zytokine synthetisiert [19-21] und kann unabhéngig von Ca** NO produzieren [20].

1.2.2 Funktionen von NO

Lange Zeit wurde Stickstoffmonooxid (NO) als Zellgift betrachtet. Erst in den 90er Jahren
konnte gezeigt werden, dass NO auch physiologische Funktion im Kérper tbernimmt. NO ist
das Kleinste bisher bekannte Molekil mit bioaktiven Eigenschaften [22]. Als wichtiges
Signalmolekdl in Signaltransduktionswegen, wird NO in fast allen tierischen und pflanzlichen
Zellen synthetisiert [23, 24]. Das von der eNOS produzierte NO bewirkt die Vasodilatation
und hemmt die Adhasion und die Aggregation von Thrombozyten in den BlutgefaRen [25-27].
Das von der nNOS gebildete NO ist in die Transmitterfreisetzung involviert und fungiert in

einigen Zellen auch selbst als untypischer Neurotransmitter [18]. Des Weiteren beeinflusst
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das von der nNOS gebildete NO die aktivitatsabhangige Anderung der Stirke der
synaptischen Ubertragung (synaptische Plastizitdt), die Neurogenese und die neuronale
Genexpression [28-31]. Die NO-Produktion der iNOS kann bis zu 1000-fach hdher sein als
die NO-Menge, welche von der eNOS und nNOS gebildet wird. In gesunden Organismen
spielt das von der iINOS produzierte NO eine wesentliche Rolle bei der unspezifischen
Immunantwort [32-34]. Durch seine Affinitdt zu proteingebundenem Eisen kann NO
zahlreiche Proteine inaktivieren und wirkt auf diese Weise zytotoxisch [35, 36].
Stickstoffintermediate wie Peroxinitrit (NOs") oder Distickstofftrioxid (N2O3) kdnnen zu S-
Nitrosylierung von Thiolen, Nitrierung von Tyrosinresten, Desaminierung von Nukleinsduren
und zu DNA-Strangbriichen fuhren, was der Abwehr von Bakterien, Pilzen, Vieren und
Parasiten dient. Diese Eigenschaften sind auch bei der Bek&mpfung von Tumorzellen ein
entscheidender Faktor [37-39]. Neben den physiologischen Eigenschaften von NO in einem
gesunden Organismus ist es auch an vielfaltigen pathophysiologische Prozessen beteiligt. Bei
einer aberranten Uberexpression der iNOS wird so viel NO produziert, dass es kérpereigene
Zellen und Gewebe zerstort. So wird die Zerstdrung der B-Zellen des Pankreas beim Diabetes
mellitus Typ | wesentlich von NO beeinflusst [40-42]. Durch eine abnormale Regulation der
INOS bei chronischen Entziindungen wie Morbus Crohn und der Colitis ulcerosa [43, 44]
oder bei Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis (RA) [45], multipler
Sklerose (MS) [46, 47] oder systemischen Lupus erythematodes (SLE) [48] spielt NO eine
zentrale Rolle in deren Pathogenese. Auch der massive Blutdruckabfall bei einem septischen
Schock wird dem von der iNOS gebildeten NO zugeschrieben [49]. Die Rolle von NO bei der
Tumorgenese ist bisher umstritten, da sowohl pro- als auch anti-tumorgene Funktionen
beschrieben wurden [50, 51]. Die vielféltigen und widerspriichlichen Rollen von NO bei der
Tumorgenese  konnen durch die zahlreichen Ursachen und die komplexen

Signaltransduktionswege in verschiedenen Tumorgeweben erklart werden.

Die Menge von NO im Organismus wird Uberwiegend durch die Aktivitdt der INOS
bestimmt, da diese das meiste NO produzieren kann. Daher ist die Regulation der Expression
der iINOS von entscheidender Bedeutung sowohl flr das Verstandnis von inflammatorischen
Vorgangen als auch fur die Behandlung chronisch inflammatorischer Erkrankungen.
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1.2.3 Regulation der iNOS-Expression

Wie der Name bereits andeutet, wird die iINOS in einem gesunden Organismus nicht
konstitutiv exprimiert. Die Induktion der iNOS-Expression bedarf eines &uf3eren Stimulus,
wie einer Infektion, Entziindung oder Verletzung. Da die iNOS Ca’**-unabhangig NO
produziert, ist sie nach ihrer Induktion kontinuierlich aktiv und kann in ihrer Aktivitat nur
wenig beeinflusst werden [16, 28, 46, 47]. Die wenigen Beeinflussungsmoéglichkeiten auf der
Ebene der Enzymaktivitat liegen in der Verhinderung der Dimerisierung [48-50], einer
Reduktion der Argininverfugbarkeit [52, 53] oder in der Verminderung der intrazellulédren
BH;-Konzentration [54]. Um die Aktivitat der iINOS zu beeinflussen sind die einzelnen
Faktoren der zahlreichen Signaltransduktionswege, welche in die Induktion der iNOS-
Expression involviert sind, wesentlich besser geeignet. Abbildung 3 zeigt exemplarisch die
Regulation der iNOS-Expression in murinen Makrophagen nach einer Infektion mit
Bakterien. Der Zellwandbestandteil gram-negativer Bakterien LPS (Lipopolysaccharid) lost
inKombination mitIENy (Interferon-y), welches von benachbarten Zellen sekretiert wird,
einen Signalweg aus, welcher neben zahlreichen weiteren Faktoren die Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren NF-«B (Nuclear Factor-«B) [55, 56] und STAT-la (Signal
Transducer and Activator of Transcripion) [57, 58] zur Folge hat. Die Beteiligung dieser
Signaltransduktionswege an der Induktion der iINOS-Expression konnte sowohl in murinen
als auch in humanen Zellen nachgewiesen werden [59-61]. Die Aktivierung von NF-«xB [62]
und STAT-la fuhrt zur Transkription des INOS-Gens. Weiterhin spielen die
Transkriptionsfaktoren IRF1 (Interferon Response Factorl) und AP1 (Activating Proteinl)
eine wichtige Rolle. AP1 scheint, im Gegensatz zu NF-«kB und IRF1, eine hemmende
Wirkung auf die Promotoraktivitat der humanen iNOS auszuiiben [57, 63]. Analysen der
Promotorsequenzen der INOS-Promotoren von Maus, Ratte und Mensch zeigten hohe
Homologien in den ersten 1000 bp bezuglich der Lage der Transkriptionsfaktorbindestellen,
jedoch konnte das 1000 bp Promotorfragment des Menschen in humanen Zellen nicht durch
Zytokine induziert werden [61-63] im Vergleich zu den murinen 1000 bp Promotoren [64-66].
Erst bei einer L&nge von 16 kb konnte die bisher stdrkste Aktivitdt des humanen iNOS-
Promotors nach Zytokinstimulation festgestellt werden [62], welche um das 5-7-fache hdoher
ist als die basale Promotoraktivitat. In humanen Zellen konnte nach Zytokinstimulation
jedoch eine 100-fache Steigerung der Expression der INOS mRNA beobachtet werden, was
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LPS: Lipopolysaccharid; LBP: LPS-Bindeprotein; TLR4: Toll-Like-Rezeptor4; IRAK: Interleukin-1
Rezeptor-assoziierte Kinase; MyD88: Myeloid Deffertiation Primary Response Gene88; TRAF6: TNF
rezeptor-assoziierter Faktor6; TAB1: TAK-bindendes Proteinl; IKK: Inhibitor der kB Kinase; NF-kB:
Nuklear Factor-xB; IFNy: Interferon y; IFNR1/2: Interferon Rezeptor 1/2; JAK: Janus Kinase; STAT:
Signal Transducer and Activator of Transcripion; IRF1: Interferon Response Factorl; AP1: Activating
Proteinl; HMGI/Y: High Mobility Group Family; Calm: Calmodulin; GSH: Glutathione; SoxRS:
Superoxide Regulon; SOD: Suporoxide Dismutase; OxyR: Peroxide Regulon; AHP: Alkyl
Hydroperoxide Reductase; FUR: Ferric Uptake Regulatory protein;

http://saweb2.sabiosciences.com/images/iNOSsignaling680.gif, 13.03.2013, 15:29 Uhr

darauf schlieBen lasst, dass die Regulation der iINOS-Expression Uberwiegend auf
posttranskriptioneller Ebene stattfindet. Hierfiir sind die untranslatierten Regionen am 5°- und
3’-Ende der INOS mRNA essentiell. Es konnte gezeigt werden, dass die 3"UTR der humanen
INOS mRNA funf AU-reiche Elemente aufweist [64], welche wiederum fir die
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Destabilisierung von zahlreichen Zytokin- und Onkogen-mRNAs verantwortlich sind [65,
66]. Auch die 3'UTR der humanen iNOS mRNA konnte die Expression eines Reportergens
verringern [67]. Zur posttranskriptionellen Regulation gehort auch der Transport von mRNAS
aus dem Zellkern ins Zytoplasma. Die meisten mRNAs werden tber den TAP/Nxt-Komplex
exportiert. Fir viele Zytokin-induzierte mRNAs, welche noch zusétzlich AREs enthalten,
wurde ein Exportweg tUber CRMI nachgewiesen [9]. Auch fiir die iINOS mRNA konnten
Bollmann et al. einen Kernexport Uber CRMI unter Beteiligung des eukaryotischen
Translationsfaktors elF-4E nachweisen [11]. Des Weiteren wurde eine direkte Interaktion des
ELAV (embryonic lethal abnormal vision) Proteins HUR mit den ARES 4 und 5 in der iNOS-
3'UTR nachgewiesen, was zu einer Stabilisierung der iNOS mRNA fiihrte [67, 68]. Ein
stabilisierender Einfluss von HUR konnte auch fiir andere induzierbare mRNAs nachgewiesen
werden [69]. Weitere RNA-bindende Proteine wie KSRP (KH- type splicing regulatory
protein), AUF1 (ARE/poly(U)-binding/degradation factor 1) und PTB (polypyrimidine tract-
binding protein) spielen ebenfalls eine wichtige Rolle in der posttranskriptionellen Regulation
der iINOS-Expression. KSRP bindet wie HuR an die beiden hinteren AREs der iNOS 3'UTR
und konkurriert mit HUR um diese Bindestelle, wobei KSRP nach der Bindung an die ARES
das Exosom rekrutiert und die mRNA somit abgebaut wird. Nach einer Stimulation durch
Zytokine konnte allerdings eine verstarkte Bindung von HuR an die iNOS 3"UTR beobachtet
werden, was vermutlich an der Phosphorylierung und somit der Inaktivierung von KSRP liegt
[68]. AUF1 (bt ebenfalls einen destabilisierenden Effekt auf die iINOS mRNA aus, indem es
an die ersten drei AREs in der iNOS 3"UTR bindet [70], hierbei ist der genaue Mechanismus
noch ungeklért. PTB scheint die mRNA der iNOS zu stabilisieren indem es an eine UC-reiche
Region in der iINOS 3"UTR bindet [71]. Das Zink-Finger Protein Tristetraprolin (TTP) bindet
zwar nicht direkt an die INOS mRNA, ist aber tber Interaktionen mit KSRP ebenfalls an der
posttranskriptionellen Regulation der iNOS-Expression beteiligt, indem es wahrscheinlich die
Interaktion von KSRP mit der iNOS mRNA verhindert [68]. Die Beteiligung dieser
vielfaltigen Faktoren zeigt wie streng die iINOS-Expression reguliert wird und wie wichtig die
untranslatierten Bereiche der mRNA flr deren Stabilitat sind. Eine Fehlregulation der iINOS
kann zu massiven systemischen Schéaden fiihren. Eine fehlerhafte Regulation auch nur eines
Bestandteiles des Regulationsnetzes fuhrt oft zu sehr ernsthaften Erkrankungen wie dem SLE,
Diabetes mellitus Typ I, der RA oder Krebs.
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Neben LPS und IFNy gibt es weitere Induktoren der iNOS-Expression. In humanen Zellen
wird meist ein Gemisch aus TNFa (Tumor Necrosis Factor-a), IL-1f (Interleukin-1f) und
IFNy benOtigt [72]. Die Induktion der INOS-Expression kann auch durch Faktoren
herbeigefthrt werden, welche die zellulare cAMP-Konzentration erhdhen wie Forskolin, 8-
Bromo-cAMP und Dibutyryl-cAMP [73, 74]. Des Weiteren konnten auch Wachstumsfaktoren
(PDGF, FGF) [75, 76] und Proteinkinase C-Aktivatoren (TPA) [77, 78] die INOS-Expression
induzieren. Eine Inhibition der iNOS-Expression kann durch anti-inflammatorische Zytokine
wie IL-4, IL-10 oder IL-13, durch Inhibitoren von Tyrosinkinasen oder den an der
Transkription beteiligten Faktoren wie NF-xB erfolgen. Es konnte gezeigt werden, dass auch
Glukokortikoide eine hemmende Wirkung auf die iNOS-Expression haben [79-81]. Jedoch
kommt es vor, dass ein Faktor sowohl stimulierend als auch inhibierend auf die INOS-
Expression wirkt. Der Wachstumsfaktor TGF-f3 wirkt in murinen Makrophagen und glatten
Gefallmuskelzellen der Ratte hemmend auf die iNOS-Expression, wéhrend er in murinen
3T3-Fibroblasten dazu in der Lage ist die Expression der iINOS zu induzieren [75, 82, 83].

Dies zeigt, dass die Regulation der iINOS-Expression spezies- und gewebespezifisch erfolgt.

1.3 PolyA-bindende Proteine (PABP)

PolyA-bindende Proteine gehdren zu einer Familie von RNA-bindenden Proteinen, welche
dazu in der Lage sind eine Abfolge von 10-12 Adenosinresten im PolyA-Schwanz von
mMRNAs zu binden [88-90]. Zytosolische PABPs sind typischerweise ca. 70 kDa gro3 und
tragen vier RNA-bindende Domanen (RRM: RNA recognition motive). Am C-terminalen
Ende befindet sich eine Carboxydoméne aus finf a-Helices, welche ber eine unstrukturierte
Prolin-reiche Region mit den RRMs verbunden ist [91, 92]. Es wird vermutet, dass die Prolin-
reiche Region die Dimerisierung von PABPs vermittelt und die Carboxydoméne fur Protein-
Protein-Wechselwirkungen wichtig ist [84, 85].
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131 Isoformen und Lokalisation von PolyA-bindenden Proteinen

In menschlichen Zellen konnten bisher funf Isoformen der PolyA-bindenden Proteine
identifiziert werden: das nukledare PABP (PABPNL1), das zytosolische PABP (PABPC1), das
induzierbare PABP (iPABP), ein PABP, welches (iberwiegend in den Testis vorkommt
(tPABP) und PABPC5, dessen Gen-Sequenz auf dem X-Chromosom von Mensch und Maus
gefunden wurde [86]. Das PABPNL ist im Nukleus lokalisiert und bindet den entstehenden
PolyA-Schwanz der pra-mRNA. Es hat im Gegensatz zu den zytosolischen Isoformen nur ein
RRM. Die carboxyterminale Domane und der Prolin-reiche Bereich fehlen. Dadurch ist
PABPN1 mit 32,8 kDa etwa um die Hélfte kleiner als die zytosolischen Isoformen. Es konnte
gezeigt werden, dass PABPN1 mal3geblich an der Elongation des PolyA-Schwanzes beteiligt
ist, indem es die Affinitat der PolyA-Polymerase zur RNA erhdht und somit ein frihzeitiges
Dissoziieren der Polymerase von der RNA verhindert (zusammengefasst in [87]).
Uberwiegend im Zytosol sind tPABP, iPABP, PABPC5 und PABPC1 lokalisiert. Man geht
davon aus, dass tPABP eine wichtige Rolle in der Spermatogenese einnimmt, da es sowohl in
der Maus als auch im Menschen nur in Hodengewebe vorkommt [88, 89]. Strukturell &hnelt
tPABP PABPC1, allerdings gibt es einige Deletionen in den RRM-Bereichen und im Prolin-
reichen Bereich, was zu einer niedrigeren Affinitdt zum PolyA-Schwanz fiihrt. Das
induzierbare PABP (iPABP) wurde erstmals in aktivierten T-Lymphozyten beschrieben. Es
hat ebenfalls eine groRe Strukturdhnlichkeit mit PABPC1, zeigt jedoch einige
Aminosduresubstitutionen in den RRM-Bereichen und betrachtliche Abweichungen in der
Prolin-reichen Region [90]. Es konnte gezeigt werden, dass iPABP ebenfalls an den PolyA-
Schwanz bindet und zuséatzlich konnte eine Bindung an eRF3 (eukaryotic release factor3)
nachgewiesen werden [91]. PABPC5 wird in vielen menschlichen Geweben auf einem sehr
niedrigen Niveau exprimiert. Eine etwas hohere Expression konnte in Ovarien nachgewiesen
werden. Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen zytosolischen PABP, fehlt PABPC5 die
Prolin-reiche Region und die corboxyterminale Domane [86]. Funktionen von PABPCS5 sind
bisher nicht beschrieben worden. Das am besten beschriebene PABP ist jedoch PABPCL (im
weiteren Verlauf nur PABP genannt).

13



Einleitung

1.3.2 Funktionen von PABP
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Durch die

gleichzeitige Bindung von PABP an den PolyA-Schwanz und an den eukaryotischen

Initiation der Translation [92].

Initiationsfaktor 4G (elFAG) wird eine geschlossene Ringstruktur gebildet, welche die
Translation initiiert und gleichzeigt die mRNA sowohl vor einem 3°-5"- als auch 5°-3"-Abbau
schitzt [93]. elF4G ist Teil eines Komplexes, welcher tber elF4E an das 5°Cap bindet. Es
konnte gezeigt werden, dass diese Protein-Protein-Interaktion die Affinitat sowohl von elF4E
an das 5°Cap, als auch die von PABP an die PolyA-Sequenz erhdht [94, 95], so dass diese
Faktoren die Untereinheiten des Ribosoms rekrutieren kénnen [96].

Die carboxyterminale Doméne von PABP st in der Lage mit eukaryotischen
Entlassungsfaktor (eRF3) zu interagieren [97]. eRF3 erhoht die Aktivitadt von eRF1, welcher
die Termination der Translation vermittelt [98]. Der eRF3/PABP-Komplex ist in der Lage
eine Reinitiation der Translation zu vermitteln, indem es das Ribosom wieder an das 5"-Ende
der mRNA dirigiert [99] oder den Abbau der mRNA indem eRF3 die Multimerisierung von
PABP-Proteinen am PolyA-Schwanz aufhebt und so eine Deadenylierung und den 3°-5"-

Abbau der mRNA begunstigt [97].

Die Stabilitdt von mRNAs wird dadurch erhéht, indem PABP zum einen den PolyA-Schwanz

durch die dichte Proteinverpackung vor dem Abbau schiitzt und zum anderen, indem PABP
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mit den Proteinen am 5°Cap interagiert und den PolyA-Schwanz so nah an die
Translationsmaschinerie bringt, dass die Deadenylasen keinen Zugang mehr zum PolyA-
Schwanz haben [97]. Weiter wird diskutiert, dass PABP in der Lage ist an die 5"-Cap-
Struktur von mRNAs zu binden sobald die Translation beendet ist und auf diese Weise den
mMRNA-Abbau, unabhé&ngig von elF4E unterbinden kann [100]. Es konnte auch ein
inhibitorischer Effekt unter physiologischen Bedingungen auf die Deadenylase PARN
nachgewiesen werden [101]. PABP reguliert die mRNA-Stabilitat aber nicht nur indem es die
mMRNA vor dem Abbau schutzt. Uchida et al. konnten zeigen, dass PABP in einem
Nukleasekomplex aus den Exoribonukleasen Pan2 und Pan3 (PABP dependent polyA
nuclease) den Abbau des PolyA-Schwanzes begiinstigt, indem es durch die Interaktion mit
Pan3 die Affinitat von Pan2 an den PolyA-Schwanz erhoht [102]. In weiteren Arbeiten konnte
gezeigt werden, dass PABP auch die miRNA-vermittelte Deadenylierung durch Bindung an
GW182, ein Hauptprotein des miRISC-Komplexes, fordert, solange es nicht an elF4G
gebunden ist [103]. Neben diesen allgemeinen Rollen in der Regulation der mRNA-Stabilitét,
konnte fir PABP auch ein spezifischer Einfluss auf die Stabilitat und Translation einiger
mRNAs Uber regulatorische AREs in der 3’-UTR nachgewiesen werden [104]. Es konnte fur
die mRNAs von B-Casein [105] und MKK2 (Mitogen-activated Protein Kinase Kinase-2)
[106] und der osk-mRNA in Drosophila Oozyten [107] eine spezifische Beteiligung von
PABP an der mRNA-Stabilitdt und Regulation der Translation gezeigt werden. Des Weiteren
wurde fir PABP auch eine Rolle bei dem nonsense-mediated decay (NMD) beschrieben.
Ivanov et al. konnten zeigen, dass PABP, abhdngig von seiner relativen Positionierung zum
Translations-Terminations Komplex, die Initiation des NMD inhibieren kann [108]. Linker et
al. haben bei Affinitats-Chromatographie-Analysen mit der 3'UTR der humanen iNOS
mRNA ohne PolyA-Schwanz ebenfalls eine direkte Bindung von PABP an die 3'UTR
nachweisen kénnen [68].

1.3.3 Regulation von PABP

PABP mRNA wird in verschiedenen Geweben unterschiedlich stark exprimiert. Besonders in
Krebsgewebe konnte eine erhdhte PABP-Expression beobachtet werden [109, 110]. Unter
normalen Bedingungen wird die Expression von PABP durch Wachstumsfaktoren reguliert
[111] und findet auf der posttranskriptionelle Ebene statt (zusammengefasst in[112]). In 3T3
Fibroblasten konnte gezeigt werden, dass die PABP mRNA nach Stimulation der Zellen
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reaktiviert und nicht neu synthetisiert wurde [111]. In der 5’"UTR der PABP mRNA befinden
sich zwei cis-regulatorische Sequenzen, welche tberwiegend fiir die Regulation der PABP-
Expression verantwortlich sind. Im vorderen Bereich der 5"UTR befindet sich die TOP-
Sequenz (terminal oligopyrimidine tract), ber welche die Wachstumsfakoren-vermittelte
Regulation stattfindet [113] und hinter dem TOP-Element folgt eine A-reiche Sequenz (ARS),
an welche PABP selbst bindet und so seine eigene Translation inhibiert [114], wenn bereits zu
viel PABP-Protein im Zytosol vorhanden ist. Des Weiteren kann PABP (ber
posttranslationelle Modifikationen wie Phosphorylierung und Methylierung reguliert werden.
In Weizenkeimzellen konnte gezeigt werden, dass die Bindung von PABP an das PolyA-

Signal und an die Initiationsfaktoren nach seiner Phosphorylierung zugenommen hat [115].

1.4 Rheumatoide Arthritis (RA)

Die rheumatoide Arthritis (RA) ist eine destruktive und systemische chronisch-
inflammatorische Autoimmunerkrankung, wobei tiberwiegend die kleinen peripheren Gelenke
der Finger und Zehen betroffen sind. Durch die chronische Entziindung im Kdérper und vor
allem in den Gelenken kommt es zu einem massiven Knochen- und Knorpelabbau. Haufig
treten Folgeerkrankungen auf, die Uberwiegend das kardiovaskuldre System betreffen.
Arteriosklerotische Veranderungen in den Blutgefaen flihren oft zum vorzeitigen Tod der
Patienten durch kardiovaskuldre Ereignisse [116, 117]. Als Ursache fur die Erkrankung
werden genetische Pradispositionen oder &ufRere Umweltfaktoren diskutiert. Allele desGens
fur das hoch polymorphe humane Leukozyten Antigen (HLA-DRB1) stehen im
Zusammenhang mit dem Ausbruch der RA [118]. Die Bildung von Autoantikbrpern gegen
citrullinierte Proteine (ACPA) oder gegen den Fc-Teil des ImmunglobulinG (IgG), auch als
Rheumafaktor (RF) bekannt, ist ein weiterer Klinischer Befund zur RA [119]. Raucher oder
Patienten mit einer pulmonalen Dysfunktion zeigen erhdhte Titer von Autoantikdrpern und
gehdren zur Risikogruppe. Der genaue Ausloser fir die Erkrankung ist allerdings bis heute
unbekannt. Ein bisher unbekanntes Autoantigen wird als initialer Faktor in der Pathogenese
der RA angesehen [120].
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141 Die Pathogenese der RA

Die Pathogenese der RA ist sehr komplex. Immunologische und inflammatorische VVorgénge
spielen dabei eine essentielle Rolle. Allgemein wird davon ausgegangen, dass ein bisher noch
unbekanntes Antigen eine Autoimmunreaktion ausldst [120]. Nach Bindung des Autoantigens
an antigenprasentierende Zellen (APC) werden durch die Antigenprésentation und
proinflammatorische Zytokine wie IL-1, IL-12, TNF-a. und IFNy T-Lymphozyten aktiviert
[121], die wiederum proliferieren und in die Gelenke einwandern. Dort werden weitere
Zytokine und Chemokine sezerniert, welche Makrophagen, Fibroblasten, Chondrozyten und
Osteoklasten aktivieren [125]. Dies fihrt zu einer abnormalen Akkumulation wvon
Immunzellen im Gelenk [125]. Die Bildung des Pannus wird durch die Proliferation und
Apoptose endothelialer Zellen bestimmt. Der Pannus lagert sich durch invasiv-destruktives
Wachstum in den Knorpel ein und ruft so Knochenerosionen hervor. Auch Angiogense spielt
in der RA eine entscheidende Rolle. Die angiogenetischen Wachstumsfaktoren VEGF, FGF-1
und FGF-2 konnten im Synovium und in der Synovialis von RA-Patienten nachgewiesen
werden [120, 121]. Abbildung 5 zeigt eine vereinfachte Darstellung der komplexen Vorgéange
in den Gelenken von RA-Patienten. Die Aktivierung der T-Zellen durch die APC fuhrt zu
einer Aktivierung von B-Lymphozyten, die weitere Autoantikdrper bilden und das
Komplementsystem aktivieren, was zu einer weiteren Infiltration von Immunzellen in die
Synovia fihrt [122]. Die Akkumulation von Immunzellen in der Synovia von RA-Patienten
fuhrt zur Synthese eines komplexen Gemisches aus Zytokinen (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-17,
IFNYy), Chemokinen, (MCP-1, MCP-4, CCL-18), Adh&sionsmolekilen (ICAM-1, VCAM-1),
Transkriptionsfaktoren (NF-xB, STATS, AP-1, NF-AT) und proinflammatorischen Enzymen
wie der iINOS oder COX-2 [123-126]. Dies wiederum aktiviert Fibroblasten, Chondrozyten
und Osteoklasten, die durch die Sekretion von Matrixmetalloproteasen (MMP), Kollagenasen
und anderen destruktiven Enzymen die Zerstérung des Knorpels und der Knochen
verursachen [127]. Die pathophysiologischen Vorgénge in einem rheumatischen Gelenk
befinden sich in sich selbst verstdrkenden Kreisldufen. Fehlregulationen der Immunzellen
fuhren zu einer massiven Dysregulation der proinflammatorischen Mediatoren des adaptiven
Immunsystems, was wiederum zur Ausschuttung von Zytokinen und Chemokinen flhrt,
Durch die andauernde Entziindung innerhalb des Gelenkes setzt bei 80 % der RA-Patienten
die Zerstorung des Knorpels und der Knochen innerhalb des ersten Jahres nach der Diagnose

ein [128, 129]. Synoviale Zytokine wie M-CSF (macrophage colony-stimulating factor) und
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Abbildung 5: Pathogenese der rheumatoiden Arthritis

Blys: B-Lymphozytenstimulator, K’: Komplement, CP: citrullinierte Peptide, KR: Komplementrezeptor, FcR:
Rezeptor flr den Fc-Anteil von 1gG, IK: Immunkomplex, IFN: Interferon, IL: Interleukin, RF: Rheumafaktor,
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Rezeptor, Thl: T-Helfer-1-Zelle, TLR: Toll-like-Rezeptor, Treg: regulatorische T-Zelle
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RANKL (receptor activator of NF-«B ligand)

Osteoklasten und deren Einwanderung in den Gelenksknorpel [130]. TNF-a, IL-1 und IL-6
unterstitzen und verstérken die Osteoklastendifferenzierung und- aktivierung [131]. In einem

induzieren die Differenzierung von
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gesunden Organismus sind Knochenaufbau und Knochenabbau im Gleichgewicht [132]. In
den Gelenken von RA-Patienten ist das Gleichgewicht zwischen Osteoblasten und
Osteoklasten zugunsten der Osteoklasten verschoben, da zytokininduzierte Mediatoren die
Differenzierung der Osteoblasten inhibieren [133].

1.4.2 Behandlung der RA

Die Behandlung der RA kann in zwei Stufen untergliedert werden: eine akute Therapie,
welche meist bei Schiiben eingesetzt wird und eine Langzeittherapie, welche die allgemeine
Symptomatik verringern und akute Schiibe nach Mdglichkeit vermeiden soll. Nicht steroidale
anti-inflammatorische Medikamente (NSAIDs: nonsteroidal antiinflammatory drugs) wie
Ibuprofen oder Diclofenac und Glukokortikoide wie Prednisolon werden meist wahrend der
akuten Phasen einer RA-Erkrankung eingesetzt. Allerdings finden Glukokortikoide auch in
der Langzeittherapie in einer viel geringeren Konzentration Anwendung. Diese Medikamente
wirken im Wesentlichen indem sie schnell die allgemeinen Entziindungsmarker inhibieren
und so zum Abschwellen der Gelenke beitragen und die Schmerzen lindern [134, 135].
Obwohl diese Substanzen sehr erfolgreich in ihrer Anwendung sind, kénnen sie oft nicht als
Langzeittherapeutika verwendet werden, weil sie massive Nebenwirkungen zeigen. NSAIDs
kdnnen die Magenschleimhaut schadigen und somit zur Ulkusbildung beitragen und wirken in
hohen Dosen nierenschédigend. Glukokortikoide regulieren physiologisch den Stoffwechsel
und fihren in zu hohen Dosen zu Stoffwechselstérungen wie dem Cushing-Syndrom. Aus
diesem Grund wird die Tageshochstdosis von Glukokortikoiden bei der Langzeittherapie mit
max. 7,5 mg/Tag Prednisolondquivalent angesetzt. Fiir die Langzeittherapie von RA-Patienten
werden krankheitsmodifizierende Medikamente (DMARDs: disease modifing anti-rheumatic
drugs) wie Methothrexat (MTX), Leflunomid und Sulfasalacin niedrigdosiert eingesetzt.
Diese Immunsuppressiva werden als Monotherapie oder in Kombination verwendet. Sie
vermindern die RA-Aktivitat und verlangsamen so deren Fortschreiten. Als Nebenwirkungen
konnen Infektionen auftreten, da diese Substanzen die Reaktionen des Immunsystems
verringern und der Korper dann nicht adaquat auf Infektionen durch Bakterien oder Viren
reagieren kann. Leber- und Nierenschadigungen wurden ebenfalls beschrieben [136, 137].

Die zunehmende Entschlusselung der molekularen Mechanismen der Pathogenese der RA
fuhrte zur Entwicklung von Therapien mit Biologicals. Diese Biologicals greifen spezifisch in

zentrale Signaltransduktionswege ein, welche relevant fur die Pathogenese der RA sind.
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Zurzeit werden TNFa-Antagonisten wie anti-TNFo AntikOrper (Adalimumab) oder
rekombinante TNFa-Rezeptoren (Etaneracept), Interleukinl-(Anakinra) und InterleukinG-
Inhibitoren (Tocilizumab) und T-Zell Kostimulationsblocker (Abatacept) eingesetzt. Die
Biologicals mussen parenteral verabreicht werden und sind zum aktuellen Zeitpunkt noch sehr
teuer. Deshalb werden sie oft nur Patienten verabreicht, welche auf die herkdmmliche
Therapie mit DMARDs nicht ansprechen. Die Wirkung dieser Medikamente ist jedoch so
stark, dass sie auch als Initialtherapie bei RA-Patienten in friihen Stadien diskutiert werden,
obwohl es immer noch Patienten gibt, die nicht auf die Therapie mit den Biologicals
reagieren. Zusatzlich zeigen neueste Studien, dass die Wirkung von Adalimumab mit der Zeit
nachlassen kann. Bei einigen Patienten wurden Antikérper gegen die verabreichten
Biologicals nachgewiesen, die die Wirkung negieren (zusammengefasst in [138]). Des
Weiteren flihrt auch die Therapie mit den Biologicals zu einem erhdhten Infektionsrisiko. So
dirfen Patienten mit einer Tuberkulose nicht mit TNF-a Antikérpern behandelt werden, da
hier das Risiko fir einen erneuten Ausbruch der Erkrankung enorm hoch ist.

Seit 2012 ist ein kleines chemisches Molekil, Tofacitinib, zur Behandlung der RA
zugelassen. Tofacitinib ist ein JAK3-Inhibitor, welcher spezifisch den JAK/STAT-Signalweg
inhibiert und so sowohl die Entziindung als auch die Schwellung der Gelenke senkt.

Auch wenn die Therapiemdglichkeiten der RA in den letzten Jahren zugenommen haben, so
gibt es immer noch keine 100 % ige Remission der Patienten unter den bisher verfligbaren
Medikamenten oder die Nebenwirkungen sind so massiv, dass man potente Medikamente
nicht lange einnehmen kann. Aus diesen Griinden ist die Erforschung neuer Substanzen zur

Behandlung der RA unumgénglich.

1.4.3 Sekundarmetabolite aus Pilzen als neue therapeutische Option

Pilze schiitzen sich vor Fressfeinden und Bakterienbefall indem sie biologisch wirksame
Sekundarmetabolite synthetisieren. Erkel et al. isolieren diese Sekundérmetabolite aus den
Pilzen und testen diese an Zellmodellen fiir chronisch inflammatorische Erkrankungen.in
vergangenen Studien hat sich gezeigt, dass die Substanzen Galiellalacton (Gal),
Oxacyclododecindion (Oxa) und S-Curvularin (SC) gezielt in pathophysiologische
Signalwege eingreifen und so die Expression proinflammatorischer, fibrotischer und
proangiogener Faktoren hemmen [139].
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Galiellalacton Oxacyclododecindion S-Curvularin
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Abbildung 6: Strukturformeln der Substanzen Galiellalacton, Oxacyclododecindion
und S-Curvularin

S-Curvularin wurde aus einer Penicillium-Art extrahiert und hemmt die Phosphorylierung und
somit die Aktivierung von JAK2 und des Transkriptionsfaktors STAT-1a. Hierdurch wird die
Expression proinflammatorischer Mediatoren wie der INOS, COX-2, IL-8 und TNF-a
inhibiert. Die Untersuchungen der Wirkung von SC wurden in vitro an C28/12 Zellen und in
vivo an einem Tiermodell der RA, der kollagen-induzierten Arthritis (CIA) in Mausen,
durchgefiihrt. Da C28/12-Zellen keinen Glukokortikoid-Rezeptor exprimieren, erfolgt die
Wirkung von SC nicht durch die klassische Transrepression des aktivierten Glukokortikoid-
Rezeptors und kdnnte bei Patienten mit einer Steroidresistenz eingesetzt werden. In der CIA
war SC in der Lage die Kklinischen Symptome und die Expression proinflammatorischer
Zytokine und Chemokine, welche fur die Induktion und Aufrechterhaltung einer chronischen
Entzindung verantwortlich, sind zu senken [140]. In weiteren Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass SC auch die Transkription von fibrose- und angiogeneseassoziierten TGF-j3
Zielgenen inhibieren kann [139].

Galiellalacton ist ein Macrolacton aus dem Pilz Galiella rufa und konnte als wirksamer
Inhibitor des IL-6-Signaltransduktionsweges identifiziert werden. Gal verhindert die Bindung
des aktiven STAT3-Komplexes an die DNA im Zellkern und inhibiert auf diese Weise die IL-
6-induzierte Proteinexpression [141]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Gal auch die
Expression TGF-p induzierter Gene wirksam herabreguliert [139]. Hausding et al. konnten

bereits eine Wirkung von Gal im Mausmodell von allergischem Asthma nachweisen [142].

Oxacyclododecindion wurde aus dem imperfekten Pilz Exsherohilum rostratum isoliert. Oxa
hat eine hohe strukturelle Ahnlichkeit zu SC, zeigt aber in Zellkultur-Experimenten eine 100-
Fach hohere Potenz. Oxa hemmt die Promotoraktivitdit STAT1/2-, STAT3- und STATG6-
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abhéngiger Gene in HepG2-Zellen und ebenso die TGF-p und HIF-1a Signaltransduktion. In
stimulierten epithelialen Lungenkarzinomzellen (A549) konnte eine Hemmung der
Expression proinflammatorischer Zytokine (IL-6, IL-27) und Chemokine (IL-8, CXCL10)
nachgewiesen werden, ebenso wie die Hemmung von Transkriptionsfaktoren wie NF-kB,
IRF1 und IRF7. Die Wirkung von Oxa auf die proinflammatorische Genexpression scheint
unabhé&ngig vom Phosporylierungsstatus der beteiligten Transkriptionsfaktoren zu sein und
legt den Schluss nahe, dass Oxa die Rekrutierung des gemeinsamen transkriptionellen Co-
Aktivators p300 inhibiert (bisher unverdffentlichte Daten der AG Erkel).

1.5 Die Rolle von microRNAs (miRNASs) in der rheumatoiden
Arthritis (RA)

MicroRNAs (miRNA) sind kleine (~ 21 Nukleotide) nicht-kodierende RNAs, welche fein-
regulierende Funktionen in der Regulation der Genexpression erfullen. Die Rolle von
miRNAs wurde bisher in der mRNA-Lokalisation, bei der Polyadenylierung, der Regulation
der mRNA-Stabilitat und bei der Translationskontrolle beschrieben [143, 144].

151 Die Biogenese von microRNAs

Gene fir miRNAs sind auf jedem Chromosom lokalisiert au3er auf dem Y-Chromosom. Sie
kommen als unabhangige Gene vor oder sind in Genklustern organisiert. Es wurden auch
Gene fur miRNAs in Introns von sowohl proteinkodierenden- als auch nicht-kodierenden
Genen gefunden. Die Transkription der miRNA-Gene erfolgt iber die RNA Polymerase 11
oder 111 [145, 146]. Das Priméartranskript (pri-miRNA) besitzt eine 5" Cap-Struktur und einen
PolyA-Schwanz und kann zwischen 200 und mehreren tausend bp lang sein. Die pri-miRNAS
zeigen eine ausgepragte Sekundérstruktur aus unvollstandig gepaarten Basenpaaren. Im Kern
werden die pri-miRNAs durch die Endonuklease Drosha und das Protein DGCR8 (DiGeorge
syndrome critical region gene 8) zu 70-100 bp langen pre-miRNAs (precursor miRNA)
gespalten. Dabei rekrutiert DGCR8 die pri-miRNA indem es die Sekundéarstruktur der pri-
miRNA erkennt und Drosha schneidet sie etwa 11 bp von den RNA-Protein-Komplex zur pre-
mIiRNA [147, 148]. Die pre-miRNA wird dann anschlieBend tber Ran-GTP und Exportin 5
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aus dem Zellkern in das Zytoplsama transportiert [149]. Dort wird die pre-miRNA dann uber
eine Helikase entwunden und von einem (A) Polycistronic (B) Intergenic  (C) Introniclexonic

Dicer-TRBP-Komplex zu  einer 21 %MMZ/ ﬁ%‘wvx I{;’W

Nukleotide  langen  Doppelstrang-RNA

geschnitten [150]. Dabei entsteht der RISC-  pri-miRNA pri-miRNA j‘i ,,/
Komplex (RNA-induced silencing complex) " PolyA  ™Gpp PolyA
mit Drosha, TRBP, PACT (protein activator E:“"‘“a D"Z’:i‘;‘& I[ « orosha.DGCRS

of PKR) und einem von vier Argonaut- 3 Nucleus

II".II Exportin-§ Cytosol
Proteinen (Agol-4) [151]. Nachdem die % C\l
\ RIS

Helikase den Doppelstrang entwunden hat, c l Dicer-TREP

entsteht die native miRNA und ein dazu 3 oy
teilweise komplementéarer Strang / ;’:‘I;g‘:f <j N

A
MiIRNA* Icher meisten -
(mi ), welche eistens abgebaut 5&,\%"3
wird. Die Entscheidung welcher der beiden Translation 46_/\%

Doppelstrange zur nativen miRNA wird, Degradation Deadenylation
liegt in den ersten Nukleotiden am 5°-Ende Abbildung 7: Biogenese von microRNAs

der RNA und ist zusétzlich davon abhéngig http://cardiovascres.oxfordjournals.org/content/79/4/553/F
welches der Ago-Proteine im RISC 1.medium.gif, 15.03.2013, 09:27 Uhr

gebunden ist [152]. Obwohl die meisten mMiRNAs* abgebaut werden, wurden auch

Funktionen oder differenzielle Regulation von ihnen beschrieben [153].

15.2 Funktion von microRNAs

Sobald die miRNA im RISC gebunden ist, wird diese zu ihrer Ziel-mRNA gebracht und kann
deren Expression beeinflussen. Die meisten Zielsequenzen der miRNAs befinden sich in der
3'UTR ihrer mRNAs. In einzelnen Fallen wurden auch Zielsequenzen in der 5"UTR und in
der kodierenden Region beschrieben. Diese scheinen aber eher die Ausnahme zu sein und
dienen der Feinregulation, da die Regulation tber diese Sequenzen weniger effektiv ist [154,
155]. Die Basensequenz, welche meistens die Spezifitdt der miRNA zu ihrer mRNA
ausmacht, befindet sich am 5°-Ende der miRNA in den Nukleotiden 2-8 und wird Seed-
Region genannt [140]. Die Art der Regulation von mRNAs durch miRNAs hangt vom Grad
der Basenpaarbindungen zwischen mRNA und miRNA ab. Liegt eine hohe Sequenzidentitat
(> 95 %) zwischen miRNA und Ziel-mRNA vor, so wird die gebundene mRNA durch eine
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Endonukleaseaktivitdt des Ago2-Proteins im Bereich der Nuleotide 9-12 der miRNA
geschnitten und anschlieBend der Abbaumaschinerie zugefuhrt [156]. Die meisten miRNAsS
zeigen allerdings keine hohe Sequenzidentitat zwischen miRNA und Ziel-mRNA. In diesen
Féllen wird die mRNA nicht abgebaut, sondern die Translation repremiert [157]. Hierbei wird
nur die Proteinmenge reduziert, nicht aber die Menge der Ziel-mRNA. Die dritte Funktion
von miRNAs ist die Vermittlung der Deadenylierung tiber GW182 und PABP (siehe oben).

1.5.3 Die Rolle von microRNAs in der rheumatoiden Arthritis (RA)

Seit 2007 werden immer mehr miRNAs identifiziert, welche im Zusammenhang mit der
Pathogenese der rheumatoiden Arthritis stehen (zusammengefasst in [158]). Die miR-16,
miR-132, miR-146a und miR-155 sind in Patienten mit RA differenziell reguliert im
Vergleich zu Patienten mit Osteoarthritis und gesunden Kontrollpatienten [159]. Die miR-
146a wurde bisher in Synovialgewebe (ST: synovial tissue), in fibroblasten-artigen
Synovialzellen (FLS: fibroblast-like synoviocytes), in Makrophagen, B-Zellen und T-Zellen
beschrieben. Sie wird in den genannten Zellen und Geweben hochreguliert im Vergleich zu
Patienten mit Osteoarthritis und gesunden Kontrollpatienten. Ebenso im Serum und in
periphere Blutmonozyten. Auch die Expression von miR-16 und miR-155 ist spezifisch in den
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.\I’é{u & - rniF!-'I-l!B;T
s . MiR-155
}.’?§ e | { miR-z2at
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Abbildung 8: MicroRNA-Expression in Gelenken von RA-Patienten

RA-FLS: fibroblast-like synoviocytes; PBMC: periphere Blutmonozyten; DC: dendritische Zellen; NK:
natiirliche Killerzellen;

Modifiziert nach [1]
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Gelenken von RA-Patienten erh6ht. Abbildung 8 zeigt die bisher beschriebenen miRNAs in
RA-Patienten, wo sie gefunden wurden und wie sie reguliert werden. Fur die miR-146a und
die miR-155 konnte gezeigt werden, dass diese in die Entwicklung des angeborenen und
adaptiven Immunsystems involviert sind [158, 159]. Im Fall der miR-146a und der miR-16
konnte eine Korrelation zwischen der verstarkten Expression dieser miRNAs und der Schwere
der RA beobachtet werden [157].

Die Untersuchungen der Rollen von miRNAs in der RA haben gerade erst begonnen.
Spezifische miRNAs konnten als biologische Marker fiir den Verlauf der RA dienen,
anzeigen wann ein Schub bevorsteht oder aber zur Friiherkennung der Erkrankung dienen. Je
friher die Erkrankung diagnostiziert werden kann, desto eher kann eine Therapie beginnen.
MiRNAs kdnnten auch als potentielle Ziele neuer Medikamente in Betracht gezogen werden.
Obwohl bisher noch keine RA-spezifische miRNA im Plasma von RA-Patienten
nachgewiesen werden konnte, stellen miRNAs dennoch eine vielversprechende Maglichkeit
fur die Therapie und Prognose der RA dar.

1.6 Das Tiermodell der Kollagen-induzierten Arthritis (CIA)

Um die Pathogenese von Erkrankungen untersuchen zu kénnen und neue Substanzen zur
Behandlung von verschiedenen Erkrankungen zu testen, sind Tiermodelle ein geeignetes
Werkzeug. Durch die Verwendung von Inzuchtstimmen, meist nur bei kleineren S&ugern,
kdnnen genetische Einfliisse weitestgehend verhindert werden und so kann eine
standardisierte Untersuchung von nur relevanten Faktoren gewdahrleistet werden. In
Tiermodellen koénnen verschiedene Stadien einer Erkrankung untersucht werden, wobei

Menschen erst therapiert werden kénnen wenn eine Diagnose vorliegt.

Die Kollagen-induzierte Arthritis (CIA) bei Mdusen stellt ein weltweit anerkanntes Modell
der RA dar [160]. Das Kollagen Typ Il (CII) kommt natlrlicherweise in der extrazellularen
Matrix von Knochen und Knorpeln vor und wird von Chondrozyten synthetisiert [161]. CII
wird als potentielles Autoantigen fur die rheumatoide Arthritis diskutiert. Bei der CIA im
Mausmodell werden die Mé&use daher mit heterologem Kollagen Typ Il in komplettem
Freud'schen Adjuvans subkutan immunisiert und bilden daraufhin akute arthritische
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Symptome aus wie eine Rotung und Schwellung der Gelenke [162, 163]. Des Weiteren ist die
Immunantwort in der CIA wie bei der RA durch Cll-spezifische T- und B-Zellen mediiert
[163]. Auch die ausgepragte Synovitis in den Pfoten ist der Gelenkskapselentziindung bei
Patienten mit RA sehr &hnlich [164].

1.7 Lipopolysaccharid (LPS)-induziertes Inflammationsmodell in

der Maus

Die Gabe von LPS lostbei Mdusen schnelleine akute und massive Entziindungsreaktion aus
(siehe Abbildung 3, S. 10). Je nach Konzentration der LPS-Ldsung treten schon wenige
Stunden nach der Applikation die ersten Symptome auf. Dazu zdhlen Fieber, Tachykardie,
Hypotonie, Mangel an Leukozyten, eine verstarkte Blutgerinnung und spéter dann
Multiorganversagen. Mithilfe des LPS-induzierten Inflammationsmodells ist es moglich die
frihen Entziindungsreaktionen in einem Organismus zu studieren und neue anti-

inflammatorische Substanzen in vivo zu testen.
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2 Material

2.1 Gerate

Tabelle 1: Verwendete Geréate

Gerat Hersteller/Bezugsfirma
Brutschrank Hera Cell 150 Heraeus
Gleichstromquelle PowerPac 300, PowerPac HC BioRad
Homogenisator Tissue Lyser LT Quiagen

Homogenisator Ultra Turrax T25

Janke & Kunkel

Kapillarelektrophorese Experion BioRad
Kihlzentrifuge Biofuge fresco Heraeus
Mikroskop Leitz DMIL Leica
Multipette 1-20 pl Eppendorf
PCR-Gerét iCycler BioRad
PCR-Gerét MyCycler BioRad
pH-Meter @32 Beckmann
Photometer FluoStar Optima BMG
Photometer NanoDrop ND-1000 PegLab
Pipetten 1-20 ul, 10-100 ul, 100-1000 pl Brand
Prézisionswaagen 440-35 n, EW Kern
Semi-Dry-Blot Trans-Blot BioRad
Sterile Werkbank Vacusafe comfort Hera safe
Tischzentrifuge Biofuge 13 Heraeus
Vertikal-Gelelektrophoresekammer Mini Protean Il BioRad
Wasseraufbereitungsanlage Milli-Q plus Millipore
Zéhlkammer fir Zellen Neubauer Z&hlkammer Labotec
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2.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Plastikwaren und Verbrauchsmaterialien

Materialien

Beschreibung

Dialyseschlauch

PorengroRe: 12 — 14 kDa (NoeLab)

Einweg-Auslaufpipetten

1 ml,5ml, 20 ml und 25 mi

Gewebekultur-Petrischalen

Durchmesser/Wachstumsflache (cm/cm®):
14,4/145, 9,4//58 und 6,0/21

Nitrocellulose-Membran

Whatman Potran BA 83; 0,2 um (Roth)

PCR-GefaRke

96-Loch-Platte, 8-Loch Streifen,

Photomaterialien

Entwickler- und Fixierer-Lsg. (Kodak),
Réntgenfilme (Agfa)

Plastikpipettenspitzen

0,5-10 pl, 10-100 pl und 100-1000 pl

Reaktionsgefale

0,4 ml, 1,5 ml, 2,0 ml Safe-Lock, 1,5 ml mit
Schraubverschluss und Kryordhrchen

Whatman 3 mm Papier

3469 (Schleicher und Schuell)

Zellkulturflaschen, Filter Top

Kulturflasche/Volumen (cm?/ml): 75/250 und
25/50

Zellkulturplatten, 12-Loch

Kulturflache: 3,8 cm®

Zellkulturplatten, 24-Loch

Kulturflache: 1,75 cm®

Zellkulturplatten, 6-Loch

Kulturflache: 9,6 cm?

Zentrifugenréhrchen

15 und 50 ml Spitzboden, 14 ml Rundboden

Alle Plastikwaren fir die Zellkultur wurden steril von den Firmen Greiner oder BD

Biosciences bezogen.

2.3 Chemikalien

Allgemein verwendete Chemikalien wurden von den Firmen Roth, Applichem oder Sigma in

p.a.-Qualitat bezogen.

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien und deren Hersteller/Bezugsfirma

Chemikalie Hersteller/Bezugsfirma
1,4 Dithiothreitol (DTT) Biomol
Acrylamid 4K-Lsg. (30 %) 29:1 Applichem
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Agarose Roth
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Sigma
Bradford Reagenz BioRad
Bromphenolblau Sigma
Coelenteracin PJK
Coenzym A Trilithiumsalz-Dihydrat Applichem
Collagen Type Il (Hihnchen) Sigma
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma
D-Luciferin PIK
Ethanol Sigma
Glycerin Roth
Glycin Sigma
Guanidiniumisothiocyanat (GIT) Roth
Heparin Sigma
Isopropanol Sigma
Komplettes Freud'sches Adjuvans Otto Nordwald
Magermilchpulver Applichem
Natriumnitrit (NaNO,) Sigma
Nonidet P-40 (NP-40/ IGPal) Sigma
NTP’s und dNTP’s PegLab
Ponceau S Sigma
Protein A/G Agarose Santa Cruz
Rinderserum Albumin, Fraktion V Applichem
RNase Inhibitor 40 U/pl Fermentas
SDS ultra pure Roth
Streptavidin Beads Sigma
TEMED (N, N, N, N"-Tetramethylethylendiamin) Sigma
tRNA Sigma
Tween-20 Sigma
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2.4 Reagenzien und Kits

Tabelle 4: Verwendete Reagenzien und Kits und deren Hersteller/Bezugsfirma

Reagenzien und Kits

Hersteller/Bezugsfirma

Trypanblau in PBS)

Biotin RNA Labeling Mix, 10x Roche
DMEM (Dulbeco’s modified qule Medium) mit 1 Sigma
g/l Glukose, ohne L-Glutamin,mit Phenolrot
DNA-Marker Gene Ruler 50 bp DNA Ladder Fermentas
DNA-Marker A DNA/Eco 911 (117 — 20995 bp) Fermentas
Fotales Kélberse_rum (fetgl_calf serum, FCS), HyClone
hitzeinaktiviert
GenelJuice Calbiochem
Gibco TripLE Express Trypanblaulésung (0,4 % Invitrogen

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

Applied Biosystems

iProof High Fidelity DNA Polymerase Kit BioRad
L-Glutamin (100x konz., 200 mM) PAN Biotech

miRNeasy Isolation Kit Qiagen

Natrium-Pyruvat (100x konz., 100 mM) Sigma

Page Ruler, Prestained Protein Ladder

Thermo Scientific

pcDNAI x Hinfl (22 — 1058 bp)

Eigene Herstellung

Penicillin/Streptomycin (100x konz., 10000 U

bzw. 10 mg/ml) SIS
PLB (passive lysis buffer) Promega
Roth

Pyruvat (100x konz., 100 mM)

TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit

Applied Biosystems

RNeasy Kit

Qiagen/ PegLab

RT“miRNA First Strand Kit (MA-03)

SA Biosciences

RT“miRNA PCR Array Mouse Inflammation
(MAM-105A)

SA Biosciences

RT“Real-Time'" Sybr Green/Fluorescein PCR
master mix (PA-011)

SA Biosciences

Steriles PBS PAA
Streptavidin Beads Sigma
T3 RNA Polymerase Roche
Roche

T7 RNA Polymerase
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TagMan MicroRNA Assay (mumiR-16, mumiR-

34a, mumiR-93, mumiR-182) Applied Biosystems

Trypsin/EDTA-LAsung (10x konz., 5 %

Verdiinnung mit PBS) Sigma
Western Lightning, Chemilumineszens-Reagenz PerkinElmer
Zeocin InVivoGen

2.5 Ldsungen und Puffer

Alle Lésungen und Puffer wurden, wenn nicht anders angegeben, mit Aqua bidest. (Millipore)
angestezt. Puffer und Losungen fur Experimente mit RNA wurden mit DEPC-Wasser
angesetzt.

DEPC-Wasser 1 1 Aqua bidest. wurde mit 1 ml DEPC versetzt, 16 h gerthrt und 2x 60

min autoklaviert.

10x TBE-Puffer 890 mM TrisHCI, pH =8,0
890 mM Borsaure
20 mM EDTA
DNA-Probenpuffer 20 % Ficoll 500
0,1 % Bromphenolblau
0,1 % Xylencyanol
in TBE-Puffer
GIT-Puffer 4 M  Guanidiniumisothiocyanat
2 mM Natriumcitrat, pH =7,0
0,5 % Laurylsarcosin

0,1 M B-Mercaptoethanol (frisch dazugegeben)

2x Tag-Puffer 1M  Tris/HCI, pH = 8,7
1M (NH4)2SOq4
1M MgCl,
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Material

LB-Medium, pH=7,0 10g Bactotrypton (Casein)

Niedrigsalzmedium

Selektionsmedien

10g NaCl
59 Hefeextrakt

ad. 1 | Aqua bidest., 20 min autoklavieren

10g Bactotrypton (Casein)
59 NaCl
59  Hefeextrakt

ad 1 | Aqua bidest., 20 min autoklavieren

LB-Medium + 100 pg/ml  Ampicillin

Niedrigsalzmedium + 25 pg/ml Zeocin

Selektionsagarplatten Selektionsmedium + 15 g Bactoagar

Plasmid-DNAPréaparation

Maniatis |

Maniatis 11

Maniatis 111

99 g Glukose (50mM)

125 ml 1 M Tris/HCI (25mM, pH = 8,8)
10 ml  05MEDTA (10mM, pH = 8,8)
ad. 500 ml Aqua bidest.

200 pl 10 N NaOH
1ml SDS, 10%
9,3 ml Aqua bidest.
3M KAc, pH=4,38
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RIPA-Puffer 50 mM
150 mM
1%

2 mM

10 %

Material

Tris/HCl, pH=7,4
NaCl

NP-40

EDTA

Glycerin

Protease- und Phosphataseinhibitoren (Roche) werden nach Herstellerangaben frisch

zugegeben.

2x Laemmli-Puffer 125 mM
2mM
4%
20 %
0,02 %

Tris/HCI, pH = 6,8
EDTA

SDS

Glycerin

Bromphenolblau

Vor Gebrauch wird DTT in einer 40 mM Endkonzentration zugesetzt.

5x Laufpuffer 125 mM
960 mM
0,5%
Transferpuffer 25 mM
960 mM
20 %
TBS 10 mM
150 mM
TBST 10 mM
150 mM
0,01 %
Ponceau S — Farbelosung 0,5 %
1%
Coomassie Farbelosung 0,1 %
40 %
10 %

Tris/HCI, pH =8,8
Glycin

SDS

Tris/HCI, pH =8,3
Glycin

Methanol
Tris/HCI, pH=7,8
NaCl

Tris/HCI, pH=7,8
NaCl

Tween 20
Ponceau S
Eisessig
Coomassie Blue 250 G
Methanol

Essigséaure
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Entfarberlésung 5%
7%

Pull down Experimente

Bindepuffer 40 mM KClI

in DEPC-Wasser.
Bindepuffer 300 mM KCI

in DEPC-Wasser.

Elutionspuffer 2 M KClI

in DEPC-Wasser.

Methanol

Essigséaure

10 mM

3 mM

5 mM

2 mM
5%
0,5%

3 mg/ml
0,5 mg/ml
40 mM

10 mM
3mM

5 mM

2 mM
5%
0,5%

3 mg/ml
0,5 mg/ml
300 mM

10 mM
3 mM
5mM
2 mM
0,2%
2M

Material

HEPES, pH=7,9
MgCl,

EDTA, pH =8,0
DTT

Glycerin

NP-40

Heparin

t-RNA

KCI

HEPES, pH=7,9
MgCl,

EDTA, pH =8,0
DTT

Glycerin

NP-40

Heparin

t-RNA

KCI

HEPES, pH=7,9
MgCl,

EDTA, pH =8,0
DTT

Glycerin

KCI
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Losungen fur die Blutaufbereitung und CIlI-Immunisierung
EDTA-Puffer 30 mM EDTA

0,01 % NaN3
in PBS.

ACK-Puffer pH =7,3 150 mM NH,4CI

1 mM KHCO3
0,1 mM EDTA
GM-Puffer 0,5% BSA
5 mM EDTA
0,01 % NaN3
in PBS.
Cll-L6sung 100 mg Cll
25 ml 0,01 M Essigsaure
Reportegen Analysen
Renilla-Substratpuffer 25 mM Tris/HCI, pH =7,5
0,1M NaCl
1mM CaCl,
0,9 uM Coelenterazin
Luciferase-Substratpuffer 25 mM D-Luciferin
27 uM CoenzymA
100 mM ATP
30 mM Tricin, pH=7,8
0,1 mM EDTA
15 mM MgSO,
10 mM DTT
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2.6 Antikorper

Tabelle 5: Verwendete Primérantikorper fiir Western Blot Analysen

Primér- . Grole " Blockier- und
antikrper Klasse/Herkunft Firma (kDa) Verdinnung Verdiinnungspuffer
Anti AUF1

Polykional, Sigma &, 20 1:1000 | 5% Milchpulver in TBST
(HNRPD) Kaninchen 42, 45
Anti GAPDH | Monoklonal, Maus Santa Cruz 37 1:1000 5 % Milchpulver in TBST
Anti iINOS e EEIEL, R&D 125 1:1000 | 5% Milchpulver in TBST
Kaninchen
Anti PABP | Monoklonal, Maus |  AAbeam’/ 72 1:1000 | 5% Milchpulver in TBST
Immogquest
Anti p- Monoklonal, . : AV .
Tubulin Kaninchen Sigma 55 1:10000 5 % Milchpulver in TBST

Tabelle 6: Verwendete Sekundérantikorper fiir Western Blot Analysen

Sekundarantikérper Firma Verdinnung Verdinnungspuffer
Anti Kaninchen, Peroxidase-gekoppelt Sigma 1:10000 5 % Milchpulver in TBST
Anti Maus, Peroxidase-gekoppelt Sigma 1:10000 5 % Milchpulver in TBST
Tabelle 7: Verwendete Antikorper fur FACS Analysen
Antikorper Firma Verdinnung Verdinnungspuffer
Anti Maus CD4-PE L )
(L3/4)(H129.19) BD Biosciences 1:400 GM-Puffer
Anti Maus 1gG;-FITC | CALTAC Laboratories 1:200 GM-Puffer
Anti Maus 1gG,,-PE BD Biosciences 1:400 GM-Puffer
E. Schmitt, Institut fur
Anti Maus TCR-VB12 Immunologie, 1:100 GM-Puffer
Universitdtsmedizin
Mainz
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2.7 Enzyme

Tabelle 8: Verwendete Enzyme

Material

Enzym Firma Beschreibung
CIAP (calf intestinal alkaline phospatase) Roche Dephosphoryliert 5"Enden der DNA
DNasel, RNase frei Roche Doppelstrangspezifische Endonuklease
DNA-Taqg-Polymerase A.G DNA Amplifikation bei PCR-Analysen
Kleinert
Klenow-Fragment der DNA-Polymerasel | \rp Fallt 5"tiberhangende DNA Enden auf
aus E. coli
L Schneiden DNA an palindromischen Sequenzen und
Restriktionsendonukleasen des Typ II: . . > p
EcoRI, EcoRV, Hindlll, Xbal, Xhol NEB kénnen, je nach Enzym,_glatte oder Uberhangende
Enden hinterlassen
: Pyrimidinspezifische Endonuklease, die einzelstrangige
RNaseA Sigma RNA abbaut
T3 RNA Polymerase Roche DNA-abhangige RNA Polymerase spezifisch fiir den
T3-Promotor
T4 DNA Ligase NEB Ligation von DNA
T7 RNA Polymerase Roche DNA-abhangige RNA Polymerase spezifisch fiir den
T7-Promotor

2.8 Plasmide

Tabelle 9: Verwendete Plasmide fiir Reportergenanalysen

Plasmid Beschreibung Transfizierte Hersteller
Zellart
Enthélt die 5"UTR mit Intron 1 der humanen
pcDNA4/TO- iNOS ohne PABP-Bindestelle in Exon 2 : .
Ex1In1Ex2delPABP-Luc unter der Kontrolle eines CMV-Promotors R AG Kleinert
vor dem Luc-Gen
Enthalt die 5"UTR mit Intron 1 der human
PCONAA4/TO-Ex1In1Ex2- iNOSunter der Kontrolle eines CMV- DLD-1 AG Kleinert
Luc
Promotors vor dem Luc-Gen
Enthélt die 5"UTR mit Intron 1 der human
pcDNA4/TO- iNOS mit einer Mutation in der PABP- : .
Ex1In1Ex2mutPABP-Luc Bindestelle in Exon 2 unter der Kontrolle R AG Kleinert
eines CMV-Promotors vor dem Luc-Gen
Enthalt ein Luc-Gene unter der Kontrolle
pGl3control einesSV40-Promotors/Enhancers DLD-1 Promega

37




Material

Enthélt die 3"UTR der human iNOS hinter

pGl3control-3'UTR dem Luciferase-Gen DLD-1 AG Kleinert
Enthalt die 3’"UTR der human iNOS hinter
pGl3control-3’UTRmutA | dem Luc-Gen mit Mutationen in der PABP- DLD-1 AG Kleinert
Bindestelle
Gl3control- Enthélt die 3"UTR der human iNOS hinter
3’LFJ)TRmutAmutB dem Luc-Gen mit Mutationen in der PABP- DLD-1 AG Kileinert
Bindestelle und Mutationen in den AREs 1-3
Enthalt die 3’"UTR der human iNOS hinter
pGl3control-3'UTRmutB | dem Luc-Gen mit Mutationen in den AREs 1- DLD-1 AG Kleinert
3
pGl3control-Ex1Ex2-Luc Enthalt die 5'UTR der human iNOS vor dem DLD-1 AG Kileinert
Luc-Gen ohne Intron 1
Enthélt die 5"UTR der human iNOS vor dem
pGISContrssJ’ll-JlgrxéExz-Luc- Luc-Gen ohne Intron und die 3'UTR hinter DLD-1 AG Kleinert
dem Luc-Gen
nGl3control- Enthélt die 5"UTR mit Intron 1 der human
iNOS vor dem Luc-Gen mit deletiertem .
ExlInlEx?’Z,ﬁ_lr;EORF-Luc- WORF in Exon 2 und die 3" UTR hinter dem DLD-1 AG Kleinert
Luc-Gen
nGl3control- Enthalt die 5"UTR mit Intron 1 der human
Ex1In1Ex2del tORF-Luc- |NO$ vor dem Luc-G_en [nlt dele_tlertem DLD-1 AG Kleinert
3 UTRMUA HORF in Exon 2 und die 3’UTR hlnter dem
Luc-Gen mit mutierter PABP-Bindestelle
nGl3control- Enthélt die 5"UTR mit Intron 1 der human
Ex1In1Ex2delORF-Luc- | INOS vor dem Luc-Gen mit deletiertem DLD-1 AG Kleinert
3 UTRMUtB LORF in Exon 2_und d_le 3’UTR hinter dem
Luc-Gen mit mutierten AREs 1-3
pGl3control-Ex1In1Ex2- Enthélt die 5"UTR mit Intron 1 der human i .
Luc iNOS vor dem Luc-Gen DLD-1 AG Kleinert
Enthélt die 5"UTR mit Intron 1 der human
pGIsCOEJL?g%(%Q e iNOS vordem Luc-Gen und die 3'UTR hinter DLD-1 AG Kileinert
dem Luc-Gen
Enthalt die 5"UTR mit Intron 1 der human
pGl3control-Ex1In1Ex2- iNOS vor dem Luc-Gen und die 3’'UTR i .
Luc-3"UTRmutA hinter dem Luc-Gen mit Mutation in der DLD-1 AG Kleinert
PABP-Bindestelle
Enthélt die 5"UTR mit Intron 1 der human
pGl3control-Ex1In1Ex2- iNOS vor dem Luc-Gen und die 3'UTR : .
Luc-3"UTRmutB hinter dem Luc-Gen mit Mutationen in den R AG Kleinert
AREs 1-3
nGl3control- Enthalt die 5"UTR mit Intron 1der human
ExLIn1Ex2mutPABP- | 'NOS vor dem Luc-Gen mit mutierter PABP- DLD-1 AG Kleinert
Luc-3 UTR Bindestelle in Exon 2 und die 3’'UTR hinter

dem Luc-Gen
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Enthélt die 5"UTR mit Intron 1 der human
pGl3control- iNOS vor dem Luc-Gen mit mutierter PABP-
Ex1In1Ex2mutPABP- Bindestelle in Exon 2 und die 3"UTR hinter DLD-1 AG Kileinert
Luc-3"UTRmutA dem Luc-Gen mit Mutation in der PABP-
Bindestelle
Enthalt die 5"UTR mit Intron 1der human
pGl3control- iNOS vor dem Luc-Gen mit mutierter PABP-
Ex1In1Ex2mutPABP- Bindestelle in Exon 2 und die 3"UTR hinter DLD-1 AG Kleinert
Luc-3"UTRmutB dem Luc-Gen mit Mutationen in den AREs 1-
3
e Dr. T.
Enthalt einen humanen RSV Promotor, Exon Cooper
pRHCglo 1-3 und Intron 1 + 2 des humanen B-Globin DLD-1 H per,
Gens ouston,
Texas, USA
ORL-EFla Humaner EF-la_Promotor_m Renilla DLD-1 Dr. M. Bros.
Expressionsplasmid
e DLD-1-EGFP
pozase | EMLEn LueG et ontoleds | cioio. | 0. cellr
siPABPpTer
Tabelle 10: Verwendete Plasmide fiir stabile Transfektionen
Plasmid Beschreibung Transfizierte Zellart Hersteller
Expressionsplasmid fir
pTerEGFP 8113 ST EESI Vi DLD-1 Dr. E. Bockamp

GFP unter dem CMV-
Promotor

Tabelle 11: Verwendete Plasmide zur in vitro Transkription von sense RNA Sonden

Plasmid Beschreibung Lmearlsert Transk_rlblert Hersteller
mit mit
104 bp Fragment der humanen iNOS
P T~ | 3'UTR Position 329 - 432, enthalt EcoRI votrase | Kioort
Mutationen in den AREs 1-3 y
98 bp Fragment der humanen iNOS F.
pAUUXAfrag 3’UTR in pXcml kloniert (Position 234 Ncol Pol -rl;ws;rase Rodriguez
— 331, enthélt keine ARES) Y -Pascual
104 bp Fragment der humanen iNOS F.
pAUUéJ AT 3"UTR in pXcml kloniert (Position 329 EcoRlI Pol -rl;ferase Rodriguez
— 432, enthalt 3 ARES) Y -Pascual
pCR-huiNOS- pCRSkript, enthalt die 3'UTR der BamHI T7- Rod::i. Uez
3'UTR human iNOS in der HindlIl Schnittstelle Polymerase -Pascgual
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pCR-huiNOS- | pCRSkript, enthélt das Exon 1 und Exon T7- AG
Ex1ExHdNar | 2 der human iNOS 5°UTR in der HindllI Ncol -
. Polymerase Kleinert
2 Schnittstelle
s | PCRSkript, enthalt das Exon 1 und Exon
PCR-NUINOS- | 5 4o iman iNOS 5"UTR in der Hindl| T7 AG
Ex1ExHdNar . - - Ncol X
Schnittstelle mit deletierter PABP- Polymerase Kleinert
2delPABP : ;
Bindestelle in Exon 2
CR- pCRSKript, enthélt das Exon 1 und Exon
huinOSEXZm 2 der human iNOS 5°UTR in der HindllI NCol T7- AG
Schnittstelle mit mutierter PABP- Polymerase Kleinert
utPABP . .
Bindestelle in Exon 2
s i pCRSKript, enthélt das Exon 2 der i
PCR-NUINGS- | 1y2n iINOS 5°'UTR in der Hindlll Ncol 7 AG
Ex2wt - Polymerase Kleinert
Schnittstelle
98 bp Fragment der humanen iNOS
3"UTR in pCR-Skript kloniert (Position :
pCdimu(;té_?CZ 234 - 331, enthalt keine 2EhlAl Poly-;?erase Kl/gsert
ARES),Mutationen in der PABP-
Bindestelle
254 bp Fragment der humanen iNOS F.
chn;\IgTTT 3’"UTR in pXcml kloniert (Position 234 EcoRlI Pol -rl;ws;rase Rodriguez
— 479, enthalt 5 AREs) Y -Pascual
245 bp Fragment der humanen iNOS F.
pX(ErnerRoSAT 3"UTR in pXcml kloniert (Position 1 — EcoRlI Pol -rl;ﬁerase Rodriguez
245, enthalt keine ARES) Y -Pascual
2.9 Oligonukleotide

Alle verwendeten Sonden waren mit den Farbstoffen FAM und TAMRA markiert.

Tabelle 12: Verwendete murine Primer/Sonden-Sets fiir gRT-PCR Analysen

Primer/Sonde

Sequenz

muPol2a sense
muPol2a antisense
muPol2a Sonde
muS100A8 sense
muS100AS8 antisense
muS100A8 Sonde

ACC ACG TCC AAT GAT ATT GTG GAG

ATG TCATAG TGT CAC ACA GGA GAG
CTG GGC ATT GAG GCT GTG CGG AA
CTCCGT CTT CAAGACATCGTT TG
TCATTCTTG TAG AGG GCATGG TG
CAATGC CGT CTG AAC TGG AGA AGG CC
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muTNFa sense
muTNFa antisense
muTNFa Sonde
muiNOS sense
muiNOS antisense
muiNOS Sonde
mulL-1p sense
mulL-1Bantisense
mulL-1f Sonde
mulL-6 sense
mulL-6 antisense
mulL-6 Sonde
muMipla sense
muMipla antisense
muMipla Sonde
mulFNy sense
mulFNy antisense
mulFNy Sonde
MURANKL sense
muRANKL antisense
muRANKL Sonde
MURANK sense
MURANK antisense
mMuUuRANK Sonde
MuUTRAP sense
muTRAP antisense
muTRAP Sonde
mMuMMP3 sense
muMMP3 antisense
muMMP3 Sonde
muCXCL10 sense
muCXCL10 antisense
muCXCL10 Sonde

CAT CTT CTC AAA ATT CGA GTG ACAA
TGG GAG TAG ACA AGG TAC AAC CC
CAC GTC GTA GCA AAC CAC CAAGTG GA
CAG CTG GGC TGT ACAAACCTT

CAT TGG AAG TGA AGC GTT TCG

CTG GGC ATT GAG GCT GTG CGG AA

CAA CCA ACA AGT GAT ATT CTC CAT G
GAT CCA CAC TCT CCA GCT GCA

CTG TGT AAT GAA AGA CGG CACACCCACC
GAG GAT ACC ACT CCC AAC AGACC
AAG TGC ATC ATC GTT GTT CAT ACA
CAG AAT TGC CAT TGC ACAACT CTTTTC TCA
CTG CAACCAAGT CTT CTC AGC

CTG CCT CCAAGACTCTCAGG

ACT GCCTGC TGC TTC TCC TAC AGC C
TCA AGT GGC ATA GAT GTG GAA GAA
TGG CTC TGC AGG ATTTTC ATG
TCACCATCCTTTTGC CAGTTCCTC CAG
CCC AGC CAT TTG CAC ACC

CTT GGC CCA GCC TCG ATC

CAT CGG GTT CCC ATAAAG TCACTT TGT CCT
TGCCTACAGCATGGGCTTT

AGA GAT GAACGT GGAGTTACTGTTT
CCA GTG AAG CAGCAGCCAGCAT
CTCCCACCCTGAGATTTGTG

TCT CCT GGA ACC TCT TGT CG

TAC TTC ACT GGA GTG CAC GAT GCC A
TGG AGATGC TCACTT TGACG

ATG GAA ACG GGA CAAGTC TG

CAC TCA GCC AAG GCT GAAGCTCTGA
GTC TGA GTG GGA CTC AAG GGATC

CAC TGG CCC GTC ATC GAT AT

TCT CGC AAG GAC GGT CCG CTG
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Tabelle 13: Verwendete humane Primer/Sonden-Sets fiir qRT-PCR Analysen

Primer/Sonde Sequenz
huGAPDH sense CCC ATGTTC GTC ATG GGT GT
huGAPDH antisense TGG TCATGA GTC CTT CCACGATA

huGAPDH Sonde
huPol2a sense
huPol2a antisense
huPol2a Sonde
huiNOS sense
huiNOS antisense
huiNOS Sonde
huPABP sense
huPABP antisense
huPABP Sonde
hulL-8 sense
hulL-8 antisense
hulL-8 Sonde
huRANTES sense

huRANTES antisense

huRANTES Sonde
Ren sense

Ren antisense

Ren Sonde
RHCglo sense
RHCglo antisense
RHCglo Sonde
Ex1Luc sense
Ex1Luc antisense

Ex1Luc Sonde

CTG CACCACCAACTGCTTAGCACCC
GCA CCACGT CCAATGACAT

GTG CGGCTG CTT CCATAA

TAC CACGTC ATCTCC TTT GAT GGC TCC TAT
TGC AGA CAC GTG CGT TACTCC

GGT AGC CAG CAT AGC GGA TG

TGG CAAGCA CGACTT CCGGGT G
GCT CAG GGT GCCAGACGTC

GGA GCA GCT GGG CGG

TCC ATT CCAAAATAT GCCCGGTGC T
GCC GTGGCT CTCTTG GC

TAG CACTCCTTG GCAAAACTGC

CTT CCT GAT TTC TGC AGC TCT GTG TGA AGG
ACA CCA GTG GCA AGT GCT CC
GCACACACTTGGCGGTTCTT
ACCCAGCAGTCGTCTTTGTCACCCG
TTC GCAACG GGT TTG CG

TGT TTA CAT CTG GCC CAC CAC

AGC CAC CAT GAT CCAG
CATTCACCACATTGGTGTGC
GGAACCTACAAGATTGCTGGAG
AGCTCCGGACTCGGGATCCATCTAC
CACAGGTCTCTTCCTGGTTTG
TCTTCCAGCGGATAGAATGG
CAGCTGCAAGCCCCACAGTGAAG
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2.10

Material

Zelllinien

Tabelle 14: Verwendete Zelllinien

Zellen Beschreibung Nahrmedium Hersteller
. DMEM + 10 % FCS + 1% ATCC
DLD-1 Humane Kolon-Adenokarzinomzellen Pen./Strep. + 1% Pyruvat | (CCL-221)
Humane Kolon-Adenokarzinomzellen, stabil | DMEM + 10 % FCS + 1 %
DLD-1-EGFP transfiziert mit pcDNA4/TOGFPC1, Pen./Strep. + 1 % Pyruvat AG
C1 S - Kleinert
exprimieren GFP + 0,2 mg/ml Zeocin
DLD-1- Humane Kolon-Adenokarzinomzellen, stabil | DMEM + 10 % FCS + 1 %
EGEPpTer transfiziert mit pTer-eGFP-tetR A, exprimieren | Pen./Strep. + 1 % Pyruvat I. Casper
P GFP + 0,2 mg/ml Zeocin
DLD-1- Humane Kolon-Adenokarzinomzellen, stabil DMEM +10% FCS+1 %
siLucosiRNA transfiziert mit psiRNA-hH1-GFPzeo-siLuc, Pen./Strep. + 1 % Pyruvat I. Casper
P exprimieren eine siRNA gegen Luciferase + 0,2 mg/ml Zeocin
DLD-1- Humane Kolon-Adenokarzinomzellen, stabil | DMEM + 10 % FCS + 1 %
siLucoTer transfiziert mit pTer-EGFP-siLuc-tetR A, Pen./Strep. + 1 % Pyruvat S. Nowag
P exprimieren eine siRNA gegen Luciferase + 0,2 mg/ml Zeocin
DLD-1- Humane Kolon-Adenokarzinomzellen, stabil DMEM +10% FCS+1 %
SiPABPDTer transfiziert mit pTer-EGFP-siPABP-tetR A, Pen./Strep. + 1 % Pyruvat S. Nowag
P exprimieren eine siRNA gegen PABP + 0,2 mg/ml Zeocin
DLD-1- Humane Kolon-Adenokarzinomzellen, stabil | DMEM + 10 % FCS + 1 %
SiUPELDSIRNA transfiziert mit psiRNA-hH1-GFPzeo-siUPF1, | Pen./Strep. + 1 % Pyruvat 1. Casper
P exprimieren eine siRNA gegen Rentl + 0,2 mg/ml Zeocin
. .. DMEM+10% FCS+ 1
RAW-264.7 Murine Makmphf.g?” Leukamie Zell- % Pen./Strep. + 1 % ATCC
inie Pyruvat
2.11 Bakterien
Top 10 E. coli Stamm
DH5a E. coli Stamm
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2.12 Substanzen

Tabelle 15: Verwendete Substanzen

Material

Substanz Gewonnen aus Hersteller
Dexamethason Chemisch hergestellt Sigma
Gallielalakton Galiellarufa G. Erkel, Kaiserslautern

Lipopolysaccharid (LPS) Sigma

Escherichia coli

Oxacyclododecindion

Exserohilum rostratum

G. Erkel, Kaiserslautern

S-Curvularin

Penicillium spec.

G. Erkel, Kaiserslautern
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3  Methoden

3.1 Zellbiologische Methoden

3.11 Kultivierung eukaryoter Zellen

Um Kontaminationen mit Luftkeimen wie Pilzen und Bakterien zu vermeiden, wurden
samtliche zellbiologischen Arbeiten unter einer sterilen Werkbank mit nach auen
gerichtetem Luftfluss durchgefiihrt. Des Weiteren wurde ausschlieSlich mit sterilen
Materialien gearbeitet. Die Zellen wurden in Kulturflaschen mit Filtertop in Inkubatoren mit 5
% iger CO,-Atmosphare und geséttigter Wasserdampfatmosphére bei 37° C kultiviert. Alle 3
— 4 Tage wurden die Zellen passagiert indem diese zundchst mit PBS gewaschen und
anschlieBend mit Trypsin-PBS vom Flaschenboden abgel6st wurden. Zur Fortfihrung der
Stammkultur wurde ein 1/10 der Zellen wieder in eine Kulturflasche eingesét. Die restlichen
Zellen wurden bei Bedarf fir Experimente in Zellkulturschalen bzw. Lochplatten ausgesét,
eingefroren oder verworfen. Nach 10 — 20 Passagen wurden die Zellen verworfen und ein
neues Aliquot rekultiviert. Die Zusammensetzung der Medien fir die verschiedenen Zelllinien

ist Tabelle 14 zu entnehmen.

3.1.2 Kryokonservierung und Rekultivierung eukaryoter Zellen

Zur dauerhaften Konservierung der Zellen wurden diese nach dem Ablésen vom
Flaschenboden in 5 ml Kulturmedium resuspendiert, in 15 ml Spitzbodenréhrchen tberflhrt
und 5 min bei 1200 UpM zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren wurde der Uberstand
verworfen und das Zellpellet in FCS mit 10 % DMSO aufgenommen und in 1,5 ml
Kryorohrchen tberfiihrt. Die Zellen wurden dann (iber Nacht bei -80° C eingefroren, bevor
sie in einem stickstoffgekuihlten Aufbewahrungstank gelagert wurden.

Zur Rekultivierung wurden die Zellen schnell aufgetaut und in ein 15 ml Spitzbodenréhrchen
mit 5 ml Kulturmedium tberfuhrt. Die Zellen wurden 5 min bei 1200 UpM zentrifugiert und

anschlieRend das Zellpellet in geeignetem Kulturmedium in eine Kulturflasche eingebracht.
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3.1.3 Bestimmung der Lebendzellzahl

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl wurden 50 ul der abgelosten Zellen in 100 pl einer 0,4
% igen Trypanblauldsung eingebracht, gut gemischt und auf eine Neubauer Z&hlkammer
aufgetragen. Der Farbstoff kann eine intakte Membran nicht passieren, so dass nur tote Zellen
angefarbt werden. Um die Genauigkeit der Z&hlung zu erhdhen, wurden 3 GrolRquadrate
ausgezahlt und daraus der Mittelwert bestimmt. Die so ermittelte Zellzahl wurde mit der

Kammerkonstanen (10%) multipliziert um die Anzahl der lebenden Zellen pro ml zu erhalten.

3.14 Stimulation eukaryoter Zellen

Zur Induktion proinflammatorischer Gene, insbesondere der iNOS, wurden humane Zellen
mit einem Zytokinmix aus TNFa (50 ng/ml), IFNy (100 U/ml) und ILI-1B (50 U/ml)
stimuliert. Fir murine Zellen wurde Lipopolysaccharid (LPS) (2 pg/ml) und murines I[FNy
(100 U/ml) verwendet. Wenn die Zellen ca. 80 — 90 % konfluent waren, wurden sie auf FCS-
freies Medium gesetzt, um alle Zellen in dieselbe Phase des Zellzyklus zu bringen. Nach 16 h
in FCS-freiem Medium wurde den Zellen der Zytokinmix zugegeben. Die Stimulationsdauer

hing von der Fragestellung der Experimente ab und ist bei den jeweiligen Versuchen angeben.

3.15 Transfektion eukaryoter Zellen
Transiente Transfektion

Bei einer transienten Transfektion wird Fremd-DNA voriibergehend in eine Zielzelle
eigebracht. Hierfiir wurden ~ 2 x 10° oder 0,5 x 10° Zellen in 12-Loch oder 24-Loch Platten
ausgesat. Wenn die Zellen ca. 80 % konfluent waren, wurden die Plasmide (1,2 oder 0,6
ug/DNA) mittels Lipofektion eingebracht. Um die Transfektionseffiziens zu bestimmen
wurden Kontrollplasmid (pRHCGIlo und pRL-EFla, 0,2 ug) mit den zu untersuchenden
Plasmiden kotransfiziert. Hier wurden 3ul Geneluice pro 1 pg DNA eingesetzt. Ca. 24 h nach
der Transfektion wurden die Zellen auf FCS-freies Medium gesetzt, um alle Zellen in dieselbe
Phase des Zellzyklus zu bringen. Nach weiteren 16 h wurden die Zellen entweder mit GIT-
Puffer (RNA-Analysen) oder PLB (Reportergen-Analysen) abgestoppt oder erst mit

Zytokinen und/oder anderen Substanzen behandelt.
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Stabile Transfektion

Bei einer stabilen Transfektion wird die zu untersuchende Fremd-DNA in das Genom der
Zielzelle integriert, so dass diese DNA an Tochterzellen weitergegeben werden kann. Um die
transfizierten Zellen zu selektionieren, befindet sich zusatzlich zum gewinschten
Genkonstrukt ein Antibiotikum-Resistenzgen auf dem transfizierten Plasmid, so dass
Wildtypzellen im entsprechenden Selektionsmedium absterben. Wenn sich auf dem
eingebrachten Plasmid ein Gen flr das grin fluoreszierende Protein (GFP) befindet, kénnen
die transfizierten Zellen mittels Fluoreszenz aktiviertem Zell Sortieren (FACS) angereichert
werden. Fiir eine stabile Transfektion wurden ~ 2 x 10° Zellen in 6-Loch Platten ausgesat und
mit 5 pug DNA transfiziert, wenn die Zellen eine Konfluenz von ca. 80 % erreicht haben. 24 h
nach der Transfektion wurden die Zellen wie in 3.1.1 beschrieben abtrypsinisiert, in 10 cm
Kulturplatten Gberfihrt und mit Medium (berschichtet. Nach weiteren 24 h wurde das
normale Medium durch ein entsprechendes Selektionsmedium ersetzt. Jeden zweiten Tag
wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt um die abgestorbenen Wildtypzellen zu entfernen.
Wenn die Sterberate der Wildtypzellen stark abgenommen hat, wurden die transfizierten
Zellen in eine Kulturflasche mit Filtertop Gberfihrt und kultiviert. Mittels gRT-PCR-,
Western Blot- oder FACS-Analysen wurde Uberprift ob die Zellen das gewiinschte Gen
enthielten. Exprimierten die Zellen das gewunschte Gen, wurden mehrere Aliquots wie in

3.1.2 beschrieben kryokonserviert.

3.2 Proteinbichemische Methoden

3.2.1 Isolierung von Proteinen aus Zellen und Geweben

Fir proteinbiochemische Untersuchungen wurden Zellen in RIPA-Puffer (2.5) aufgenommen,
mit einer Spritze homogenisiert und anschlieBend fur 10 min in einem End over End (EoOE)
Schittler inkubiert. Um die Zelltrimmer und Lipide zu entfernen wurden die Proben bei 4° C
und 13000 UpM fir 5 min zentrifugiert.Zelltrimmer sammeln sich am Boden des
Reaktionsgefalies und die Lipide schwimmen als Pfropf oben auf. Die wéssrige Phase wurde
vorsichtig in ein neues Reaktionsgefal uberfiihrt. Das so gewonnene Zellextrakt wurde dann
bei -80° C aufbewahrt. Fir Reportergen-Analysen wurden die Zellen in 24-Loch Platten mit
100 pl PLB lysiert und fiir mindestens 1 h bei -20° C eingefroren. Zur Untersuchung von
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Proteinen aus Geweben, wurde ein Teil der in Stickstoff eingefrorenen Organe in RIPA-
Puffer gegeben und mit einem Ultra Turrax oder einem Tissue Lyser homogenisiert.
AnschlieRend wurden die Proben zentrifugiert um die Proteine von nicht homogenisiertem

Gewebe zu trennen. Die so gewonnen Extrakte wurden bei -80° C aufbewahrt.

3.2.2 Photometrische Quantifizierung von Gesamtprotein nach Bradford

Die Konzentrationsbestimmung der Proteinextrakte erfolgte photometrisch nach der Methode
von Marion M. Bradford [165]. Der Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G-250 bildet
Komplexe mit Proteinen und kann durch die Veranderung seines Extinktionskoeffizienten
photometrischverfolgt werden. Die ungebundene Form hat ein Absorptionsmaximum bei 470
nm. Nach der Komplexierung mit Proteinen verschiebt sich das Absorptionsmaximum hin zu
595 nm, so dass die Zunahme der Absorption bei 595 nm proportional zur
Proteinkonzentration ist. Die Proteinkonzentration wurde durch Abgleich mit einer BSA-
Kalibrierung ermittelt.

3.2.3 Anreicherung von Proteinen

Um Proteine zu konzentrieren wurde das Protokoll von Wessel und Fliigge [166] verwendet.
Hierfiir wurde die gewiinschte Extraktmenge auf 100 pl mit Wasser aufgefiillt, mit 400 pl
Methanol und 100 pl Chloroform iiberschichtet. AnschlieBend wurden 300 pl Wasser
hinzugegeben und die Proben gut durchgemischt. Zur Phasentrennung wurden die Proben 5
min bei 4° C und 13000 UpM zentrifugiert. Die Proteine werden in der Interphase
angereichert. Anschlieend wurde die obere wassrige Phase vorsichtig abgenommen und die
Proteine mit 300 pl Methanol gefillt. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (5 min, 4°
C, 13000 UpM) wurde der Uberstand vorsichtig abgeschiittet und das Pellet ein paar Minuten

luftgetrocknet. Die Resuspendierung erfolgte in einfachem Laemmli-Puffer (2.5).

3.24 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Analyse der Proteine aus den Extrakten wurde die eindimensionale SDS-Polyacrylamid
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli [167] verwendet. Hierbei werden die Proteine
in einer Polyacrylamidgelmatrix ihrer GroRe entsprechend aufgetrennt. Durch das im
Laemmli-Puffer und im Gel enthaltene SDS wird die Eigenladung der Proteine maskiert, so

dass diese nach einer vollstdndigen Denaturierung bei 95° C in einem elektrischen Feld nach
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ihrer Molekulgrofie getrennt werden. Bei der SDS-PAGE setzt sich das Polayacrylamidgel
aus zwei Phasen zusammen. Das Sammelgel dient zur Anreicherung der Proteine an der
Phasengrenze zum Trenngel, welches feinporiger ist und zur eigentlichen Trennung der
Proteine dient. Fir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente wurde das Mini-Protean-
System 3 von BioRad und 10 % ige, 1,5 mm dicke SDS-Polyacrylamidgele verwendet.

Zusammensetzung fir 2 Gele:

Sammelgel 975 ul 30:0,8 Acrylamid/Bisacrylamid
4,6 ml H,O
1875 0,5M TRIS/HCI, pH =6,8

75 ul 10 % SDS
975 ul TEMED
495 ul 10 % APS

Trenngel 5,625 ml 30:0,8 Acrylamid/Bisacrylamid
6,695 ml H,O
422 ml 1,5M TRIS/HCI, pH=6,8

168,75 ul 10 % SDS
11,25 ul TEMED
1125 ul 10 % APS

Zunéchst wurde das Trenngel in die Gelkammer gegeben und, um eine glatte, waagerechte
Trennlinie zu erhalten, mit 70 % igem EtOH tberschichtet. Wenn das Trenngel vollstéandig
polymerisiert war wurde das Sammelgel gegossen. Der Gelkamm wurde sofort nach dem
Giellen des Sammelgels eingesetzt. Wenn die Gele nicht sofort gebraucht wurden, wurden sie
in feuchtes Papier geschlagen und in einer Plastiktite im Kduhlschrank fir max. 3 Tage
aufbewahrt. Die Proteine wurden in Laemli-Puffer aufgenommen und 10 min bei 95° C
denaturiert. Wéhrend dessen wurde das Gel in die Laufkammer gespannt und diese mit
Laufpuffer (2.5) gefillt. AnschlieBend wurden die Proben auf das Gel aufgetragen und eine
Initialspannung von 85 V angelegt. Sobald die Proteine in das Trenngel eingelaufen waren,
wurde die Spannung auf 115 V erhoht. Die Spannung wurde so lange beibehalten bis die
Lauffront gerade eben herauslief. Als GréRenmarker wurde ein Proteinstandard verwendet.
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3.25 Immundetektion mittels Western Blot Analyse

Die Western Blot-Analyse dient dem Nachweis von Proteinen aus einem Proteingemisch.
Dabei werden Proteinevon einem Polyacrylamidgel elektrophoretisch auf eine
Tréagermembrantransferiert und anschlieBend mit spezifischen Antikdrpern nachgewiesen. Bei
den hier verwendeten Nitrocellulosemembranen werden die Proteine Uber ionische polare
Wechselwirkungen auf der Membran verhaftet und sind weiteren Behandlungen zuganglich.
Die Proteine werden nachgewiesen indem proteinspezifische Primérantikdrper auf die
Membran gegeben werden. Durch Markierung des Protein-Antikdrperkomplexes mit einem
Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikorper, welcher das Fc-Fragment des Primérantikdrpers
erkennt, kann das markierte Protein durch ein ECL-System (WesternLightning

Chemiluminescence Reagent Plus) auf einem Rontgenfilm sichtbar gemacht werden.

Nach der SDS-Gelelektrophorese wurde das Polyacrylamidgel 10 min in Transferpuffer (2.5)
aquilibriert und die auf GelgroRe zugeschnittene Nitrocellulosemembran 1 min ebenfalls in
Transferpuffer aktiviert. Da hier die Semi-Dry-Blot Variante angewendet wurde, wurde auch
das auf GelgrélRe zugeschnittene Whatmanpapier in Transferpuffer eingelegt, um eine leichte
Feuchtigkeit bei dem Transfer zu erhalten.Zunéchst wurden drei Blatter Whatmannpapier auf
die Anodenplatte gelegt, anschlielend folgten die Nitrocellulosemembran und das
Polyacrylamidgel und zum Schluss wieder drei Blatter Whatmannpapier. Es wurde sorgfaltig
darauf geachtet, dass sich keine Luftblasen zwischen Gel und Membran befanden bevor die
Kathodenplatte aufgelegt wurde. Der Transfer erfolgte bei 12 V. Die Transferdauer ist von der
ProteingroRe abhéngig und wurde mit % min pro kDa angesetzt. Nach dem Transfer wurde
die Membran 1 — 1,5 h in Blockierpuffer (2.5) geschwenkt um unspezifische Bindestellen
abzusattigen, bevor der Primarantikorper (Tabelle 5) auf die Membran gegeben wurde. Die
Membran wurde dann Uber Nacht bei 4° C in der Primarantikdrper-Losung geschwenkt.
Bevor der Sekundarantikorper fir 1 h auf die Membran gegeben wurde, wurde diese 3x 5 min
in TBST (2.5) gewaschen. Nach der Inkubation mit dem Sekundé&rantikdrper wurde die
Membran wieder 3x 5 min in TBST gewaschen bevor diese in TBS (2.5) bis zur Entwicklung
verwahrt wurde. Die Detektion erfolgte mit dem ECL-System von Perkin Elmer.

3.2.6 Luciferase Reportergen Analysen

Luciferase Reportergen Analysen werden zur Untersuchungen von Promotoren und anderen

regulatorisch wirkenden DNA- oder RNA-Regionen wie z.B. der 5" oder 3" untranslatierten
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Bereiche eingesetzt. Da Luciferasen in menschlichen Zellen nicht exprimiert werden, eignen
sie sich als Reporter von Regulationsexperimenten. Die Luciferase aus dem Leuchtkéfer setzt
ihr Substrat, das D-Luciferin, mithilfe von Cofaktoren wie ATP, CoenzymA und Mg2+ in
Oxyluciferin um. Die dabei emittierte Biolumineszenz kann mit einem Luminometer
quantifiziert werden. In dieser Arbeit wurde immer ein Plasmid mit einer Renilla-Luciferase
unter der Kontrolle des EF1a-Promotors als Normierung kotransfiziert. Hierbei wurde die

Umsetzung des Renillasubastrates Coelenteracin detektiert.

Fir Reportegen Analysen wurden Zellen transient transfiziert (3.1.5) und nach der
Stimulation mit Zytokinen (3.1.4) in PLB lysiert. 20 ul des Zelllysates wurden in 96-Loch
Platten vorgelegt. Die Messung im Luminometer erfolgte 5 sec nachdem 100 ul der
Substratlosung (2.5) auf das Zelllysat gegeben wurden. Es wurde zunéchst die
Luciferaseaktivitat bestimmt und anschlieBend zur Normierung die Renilla-Luciferaseaktivitét
gemessen. Zur Normierung wurden die Luciferasewerte durch die Renillawerte geteilt. Um

die Hintergrundaktivitit zu ermitteln wurden Leerwerte mit 20 ul PLB gemessen.

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 Isolierung von Ribonukleinsaren (RNA) aus Zellen und Geweben

Far alle Arbeiten mit RNA wurden sterile Pipettenspitzen und sterile Reaktionsgefale
verwendet. Alle Losungen wurden mit autoklaviertem DEPC-H,0O angesetzt. Die Isolierung
von Gesamt-RNA aus Gewebe und Zellen erfolgte nach der Methode von Chomczynski und
Sacchi [168]. Gewebeproben wurden zunéchst in GIT-Puffer (2.5) mit einem Ultra Turrax
oder mit einem Tissue lyser zerkleinert und Zellen wurden mit GIT-Puffer iberschichtet und
in 1,5 ml ReaktionsgefaRe Gberfuhrt. Falls die Extraktion nicht sofort durchgefihrt wurde,
konnten das Gewebe und die Zellen so bis zur Weiterverwertung bei -20° C gelagert werden.
Fir die Extraktion wurden 1/10 des Probenvolumens (Vol) an 2 M NaAc (pH = 4)
dazugegeben, gut durchmischt und anschliefen mit 1 Vol saurem, H,O-geséttigtem Phenol
Uberschichtet  und  wieder gut  durchgemischt.  Danach  wurde % Vol
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) dazugegeben, gut durchgemischt und 15 min auf Eis
inkubiert. Zur Phasentrennung wurden die Proben 20 min bei 4° C und 13000 UpM
zentrifugiert. Die DNA befand sich in der sauren Phenol-Phase wéhrend die Proteine sich an
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der Phasengrenze zwischen Phenol und waéssriger Phase konzentrierten. So konnte die RNA
in der wassrigen Phase vorsichtig abgenommen und in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal
uberflihrt werden. Die Féllung der RNA erfolgte mit Isopropanol fur mind. 1h bei -20° C.
Nach der Fallung wurden die Proben 20 min bei 4° C und 13000 UpM zentrifugiert um die
RNA zu pelletieren. Nachdem die RNA mit 70 % EtOH gewaschen wurde, wurde diese (ber
Kopf getrocknet und je nach PelletgroRe in 30 — 50 ul DEPC-H,0 aufgenommen.

3.3.2 Quantifizierung von Nukleinsauren

Die Quantifizierung gereinigter RNA- und DNA-Proben erfolgte mit dem NanoDrop®-ND-
1000-Spektrometer. Zur Analyse wurden 2 ul der Probe eingesetzt. Die
Konzentrationsbestimmung wurde durch das Messen eines Absorptionsspektrums bei 260 nm
vorgenommen. Eine Absorptionseinheit bei 260 nm entspricht 40 pg ssRNA oder 50 ug
dsDNA pro ml. Ein MaB fir die Reinheit der Nukleinsduren ist das Verhéltnis Azso/ Azgo. FUr
reine Nukleinséuren liegt das Verhaltnis bei 1,8 fir RNA und 2,1 bei DNA. Ein niedrigeres
Azsol Azgo Verhéltnis zeigt Verunreinigungen durch Phenol oder Proteine an.

3.3.3 Reverse Transkription
MRNA

Fir quantitative Untersuchungen der RNA-Expression mittels gRT-PCR (3.3.4) muss die
RNA zunéchst in eine komplementdre DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Hierfir wird
eine RNA-abhdngige reverse Transkriptase eingesetzt, welche mithilfe von unspezifisch
bindenden Primern eine komplementdre einzelstrdngige DNA aller RNAs synthetisiert. Fir
die reverse Transkriptionsreaktion wurde folgender Ansatz aus dem High Capacity cDNA RT

Kit verwendet:
2 ul 10x RT Puffer
08 ul 25X dNTP-Mix (100 mM)
2 ul 10x Random Primer
0,5 ul Multiscribe RT

47 o ul H,O
10 ul RNA (50 ng/ul)

Die angegebenen Volumina gelten flir einen Ansatz.
Die Transkriptionsreaktion wurde im iCycler nach folgendem Programm durchgefihrt:

10 min 25°C Oligonukleotide binden an RNA
2 h 37° C Reverse Transkription
5 sec 85°C Denaturierung der rev. Transkriptase
5 min 4°C Kihlung
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microRNA

Da microRNAs eine L&nge von nur 18 — 21 Nukleotiden haben, wird die cDNA Synthese hier
mit spezifischen Primern fiir die zu untersuchenden microRNAs durchgefiihrt. Zusétzlich
wird ein RNase-Inhibitor zugesetzt um einen Abbau dieser kurzen Nukleotide auf jeden Fall
zu verhindern. Fur die reverse Transkription von microRNAs wurde folgender Ansatz aus
dem TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit verwendet:

1,5 ul 10x RT-Puffer

0,15 ul 25x dNTPs (100 mM)

0,2 ul RNase Inhibitor

1 ul Multiscribe RT

4,15 pl H,O

5 ul RNA (10 ng/pl)

3 ul miR spezifische RT-Primer Verd. 1:5

Auch bei der Transkriptionsreaktion wurden die Zeiten der einzelnen Schritte auf die L&nge
der microRNAs angepasst. Die Transkriptionsreaktion wurde im iCycler nach folgendem

Programm durchgefuhrt:

30 min 16°C Primer binden an RNA

30 min 42° C Reverse Transkription
5 sec 85°C Denaturierung der rev. Transkriptase
5 min 8°C Kihlung

3.34 Quantitative Real Time Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) dient zur Vervielfdltigung von DNA-Fragmenten.
Hierbei wird eine DNA-Vorlage mithilfe von spezifischen Primern von einer DNA-
Polymerase amplifiziert. Bei der gRT-PCRhandelt es sich um eine visualisierte
Polymerasekettenreaktion bei der die amplifizierte DNA nach jedem Elongationsschritt
quantifiziert werden kann. Bei Untersuchungen der Genexpression ist es wichtig die Menge
eines exprimierten Gens bestimmen zu kdnnen, um Aussagen dariiber machen zu kdnnen, ob
dieses Gen reguliert wird. Bei der gRT-PCR mit dem TagMan®-System werden
genspezifische Primer synthetisiert, die in senseund in antisense-Richtung binden. Die Sonde
mit dem Fluorophor (z.B. Carboxyfluorescein (FAM)) und dem Quencher (z.B.
Carboxytetramethylrhodamin  (TAMRA)) bindet zwischen den beiden Primerpaaren.
Wahrend der Elongationsphase wird die Sonde durch die 5"3"-Exonukleaseaktivitét der Tag-

Polymerase gespalten, so dass der Abstand des Fluorophors und des Quenchers zueinander
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zunimmt und die Fluoreszenz nicht mehr geléscht wird. Dieses Fluoreszenzsignal ist
proportional zur amplifizierten DNA Menge und kann gemessen werden. Die Quantifizierung
des regulierten Gens geschieht Uber eine Normierung mit einem oder mehreren
Kontrollgenen, welche durch den Versuchsaufbau und die —Bedingungen nicht beeinflusst
werden. Fir die gRT-PCR Analysen wurden folgende Komponenten pro Ansatz pipettiert:

12,5 ul 2x Tag-Puffer

1 ul dNTP-Mix (10 mM)

2 ul sense Primer

2 ul antisense Primer

1 ul Sonde

0,5 ul DNA-Tag-Polymerase
4 ul H,O

2 ul cDNA

Die qRT-PCR wurde unter folgenden Bedingungen im iQ-Cycler durchgefiihrt.

15 min 95° C Initiale Denaturierung

15 sec 95°C Denaturierung

1 min 60° C Anealing/Elongation } 40-45x
) 4°C Kihlung

Die Fluoreszenzmessung erfolgte nach jedem Elongationszyklus.

Fir die Quantifizierung der microRNA-Expression wurde das TagMan MicroRNA Assay Kit
verwendet. Folgende Komponenten wurden pro Ansatz pipettiert und die PCR wurde unter
den oben beschriebenen Bedingungen durchgefuhrt:

10 ul 2x Tag-Puffer
1 ul dNTP-Mix (10 mM)
1 ul Real Time Mix AB miRNA
0,5 ul DNA-Taqg-Polymerase
556 ul H,O
2 ul cDNA (miRNA-spezifisch)

Alle Primer/Sonden-Sets wiesen Effizienzen von 100 % (+/- 10 %) auf. Fur die Auswertung
der relativen Genexpression wurde die 202%™ Methode verwendet [169]. Dabei wurden die
Schwellenwerte (C(T)-Werte) jeder Probe auf die C(T)-Werte der Referenzgene normiert. Als
Referenzgene fir die mRNA-Expression wurden die RNA-Polymerase Il (Pol2a) und
Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase ~ (GAPDH)  verwendet.  Fur  microRNA-
Analysenwurde die ShRNA U6, welche Bestandteil des Splicosoms ist, verwendet.
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3.35 microRNA PCR-Arrays

Fir die microRNA PCR-Array Analysen wurden microRNAs aus Gewebe verwendet. Hierflr
wurden die microRNAs mit dem miRNeasy Kit (Tabelle 4) von Qiagen nach
Herstellerangaben extrahiert und mit dem Experion mittels Kapillarelektrophorese (3.3.6) auf
ihre Integritat dberpriift. AnschlieRend wurde mit dem RT?miRNA First Strand Kit (Tabelle
4) die cDNA synthetisiert. Fir die gRT-PCR wurde der RT?Real-Time™Sybr
Green/Fluorescein PCR master mix und PCR-Platten (Tabelle 4) die schon mit spezifischen
Pimern (RT?miRNA PCR Array Mouse Inflammation) beschichtet waren verwendet. Bei
einer gRT-PCR mit Sybr Green wird die Quantitdt der amplifizierten DNA durch den
Farbstoff Sybr Green gemessen, welcher in DNA-Doppelstrange interkalliert. Diese Methode
ist unspezifisch, da Sybr Green in jede Vorhandene DNA interkalliert, so dass auch
unspezifische PCR-Produkte detektiert werden. Hierbei muss zusétzlich eine DNA-
Schmelzkurve aufgenommen werden um die Lange der PCR-Produkte zu verifizieren. Die
CDNA-Synthese und die gRT-PCR wurden nach Herstellerangaben durchgefihrt. Die

Auswertung erfolgte nach der 20*2“(M_Methode.

3.3.6 Kontrolle der RNA-Integritat

Die Integritat der isolierten microRNA fur die microRNA PCR-Array Analysen wurde mit
dem Experion (BioRad) ermittelt. Hierbei wird das Prinzip der Kapillarelektrophorese
angewendet. Mit dem Experion ist eine Qualitdtsbestimmung von zehn RNA-Proben
gleichzeitig moglich. Die einzelnen Fraktionen der rRNA (5S, 18S, 28S), die mRNA sowie
bereits degradierte RNAs werden der GroBe nach aufgetrennt und in einem
Elektropherogramm sowie als virtuelles Gelbild dargestellt. Das Experion Programm
berechnet das Verhiltnis zwischen 28S/18S rRNA und generiert den RNA Quality Index
(RQI), mit dessen Hilfe die RNA — Integritat bestimmt werden kann. Ein Wert von 10 zeigt
eine intakte, nicht degradierte und nicht fragmentierte RNA von sehr hoher Qualitat an und 1
steht fur komplett degradierte und fragmentierte RNA mit geringster Qualitét.In dieser Arbeit
wurden die Experion RNA StdSens Chips und das dazugehdrige RNA StdSens Kit (BioRad)
verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte nach Herstellerangaben.
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3.3.7 In vitro Transkription zur Herstellung biotinylierter RNA-Sonden

Bei einer in vitro Transkription handelt es sich um eine zellfreie Transkription wobei eine
gereinigte DNA-Vorlage verwendet wird. Die Plasmide aus Tabelle 11 wurden mit den
angegebenen Restriktionsenzymen linearisiert. Anschlielend wurde 1 ug linearisierte DNA in
Anwesenheit von BiotinUTP in vitro transkribiert. Der Reaktionsansatz enthielt folgende

Bestandteile:

1 ug DNA

2 ul 10x RNA Biotin Labeling Mix
2 ul Transkriptionspuffer

2 ul T7/T3-RNA-Polymerase

ad 18 ul H,O. Der Transkriptionsansatz wurde fir 2 h bei 37° C inkubiert. Anschlie3en
wurden 2 pl RNase-freie DNaseA hinzugegeben und flr weitere 15 min bei 37° C inkubiert.
Die Reaktion wurde mit 1 pl 0,5 M EDTA abgestoppt. Zur Aufbewahrung wurde der
Reaktionsansatz mit 1 V' Isopropanol vermischt und bei -20° C eigefroren.

3.3.8 Streptavidin-Biotin gekoppelte RNA-Affinitatschromatographie — Pull

down Experimente

Um Interaktionen zwischen RNA und Proteinen nachweisen zu konnen wurde eine
Streptavidin-Biotin gekoppelte RNA-Affinitdtschromatographie [170] angewendet. Hierfir
wurde biotingekoppelte RNA an Streptavidin Agarose gebunden und anschlieend mit
Proteinextrakten inkubiert. Auf diese Weise kdnnen RNA-Protein-Interaktionen untersucht

werden.

Zunéchst wurden Zellextrakte hergestellt indem DLD-1 Zellen in 14 cm @ Kulturschalen fir
3 — 4 Tage kultiviert wurden. Sobald die Zellen konfluent waren, wurden sie in 1 ml RIPA-
Puffer aufgenommen, mit einer Spritze homogenisiert, fur 10 min im EoE-Schdttler lysiert
und fir 5 min bei 4° C und 13000 UpM zentrifugiert um Zelltrimmer zu entfernen.
Anschlielend wurde eine Konzentrationsbestimmung nach Bradford (3.2.2) durchgefiihrt. Um
die Proteinextrakt vorzuklaren, wurden diese auf 50 pl Streptavidinagarose gegeben und 2 h
bei 4° C im EOE-Schittler vermischt, so dass unspezifische Proteinbindungen an die
Streptavidinagarose abgeséttigt wurden. Nach dem Vorklaren wurden die Proben fir 5 min
bei 4° C und 13000 UpM zentrifugiert und das Zellextrakt dann vorsichtig in ein neues
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Reaktionsgefall uberfihrt. Wenn die Proteine nicht sofort verwendet wurden, wurden sie bei
-80° C gelagert. Die biotinylierte RNA (3.3.7) wurde nach Zugabe von 1/10 Vol 2 M NaAc
pelletiert, mit 70 % EtOH gewaschen und in 20 ul DEPC-H,0O aufgenommen. 100 ul der
Streptavidinagarose wurden zundchst mit 100 ul DEPC-H,O gewaschen bevor die RNA und
100 ul Bindepuffer (40 mM KCIl) (2.5) dazugegeben wurden. Die Proben wurden 6 h bei 4° C
im EoE-Schuttler inkubiert. Nach 6 h wurden die RNA-Beads 5 min bei 4° C und 13000 UpM
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. AnschlieRend wurde das Zellextrakt (5 mg/ml
Gesamtprotein) im Verhéltnis 1:1 mit Bindepuffer (40 mM KCL) auf die RNA-gekoppelte
Streptavidinagarose gegeben und (lber Nacht bei 4° C im EoE-Schittler inkubiert. Am
nachsten Tag wurde die Streptavidinagarose gewaschen. Die Proben wurden zentrifugiert (5
min bei 4° C und 13000 UpM) und die Uberstande in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefaR
uberfuhrt. Nach dem neuer Bindepuffer darauf gegeben wurde, wurden die Proben zunéchst 5
min bei 4° C im EoE-Schiittler gewaschen und anschlieRend wieder zentrifugiert. Es wurde
insgesamt 3x mit je 100 ul Bindepuffer (40 mM KCI) und 2X mit je 100 pl Bindepuffer (300
mM KCI) (2.5) gewaschen, bevor mit 100 pl 2 M KCI Elutionspuffer (2.5) eluiert wurde (30
min, 4° C, EoE-Schttler). Samtliche Uberstande aus den Waschschritten wurden aufgehoben
und nach Wessel und Fligge angereichert (3.2.3). Die gebundenen Proteine wurden mittels
Western Blot (3.2.5) nachgewiesen.

3.3.9 Klonierung von DNA Fragmenten

Die Klonierung dient zur Vervielfaltigung von DNA, welche man ndher untersuchen mdchte.
Dazu wird das gewiinschte DNA-Fragment (z.B. ein Gen oder regulatorische Bereiche eines
Gens) in einen Vektor integriert, welcher dann in geeigneten Bakterien oder eukaryoten
Zellen vervielfaltigt werden kann. Bei Klonierungen wurde die DNA nach jedem Schritt

mittels Phenol-Chloroform Extraktion gereinigt.
Restriktion von DNA

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, welche palindromische DNA-Sequenzen von 4 — 8
Basenpaaren (bp) erkennen und doppelstrangige DNA an diesen Stellen restringieren und
dabei glatte oder lberhdngende Enden hinterlassen. Nattrlicherweise kommen die meisten
Endonukleasen in Bakterien vor und dienen dort zur Phagenabwehr. In der Molekularbiologie
werden Endonukleasen eingesetzt um DNA an definierten Stellen zu restringieren. Fur einen

analytischen Ansatz wurden 1 pg DNA und 3 U Enzym mit 2 pul des vom Hersteller
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angegebenen Puffers und je nach Bedarf mit oder ohne BSA verwendet. Fur einen
praparativen Ansatz wurden 20 — 40 ug DNA eingesetzt und die Mengen der anderen
Komponenten entsprechend angepasst. Die Restriktionsansétze wurden 3 — 16 h bei 37° C
(wenn nicht anders angegeben) inkubiert. Mittels Agarose-Gelelektrophorese (siehe unten)

wurde die Restriktion Uberprift.
Phenol-Chloroform Extraktion von Nukleinsauren

Um Salze und Proteine aus dem Restriktionsansatz zu entfernen, wurden 1/10 Vol 3 M NaAc
zu dem Restriktionsansatz gegeben. AnschlieRend wurde mit 1 Vol Tris gesattigtem Phenol-
Chloroform (1:1) Uberschichtet, gut gemischt und 5 min bei 4° C und 13000 UpM
zentrifugiert. Die DNA wurde mit der wéssrigen Phase in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefald
uberfihrt und mit 1 Vol Chloroform vermengt, wieder 5 min bei 4° C und 1300 UpM
zentrifugiert und die wassrige Phase in ein weiteres 1,5 ml Reaktionsgefal3 tberfuhrt. Zur
Féallung der DNA wurden 2 Vol EtOH (100 %) hinzugegeben und fur mind. 1h bei -20° C
inkubiert. Um die DNA zu pelletieren wurde diese fur 20 min bei 4° C und 13000 UpM
zentrifugiert und anschlieBend mit 70 % EtOH gewaschen. Nach dem Trocknen wurde die
DNA je nach Pelletgréfiie in 30 — 50 ul sterilem H,O aufgenommen.

Auffillen Gberhangender 5°-Enden

Wenn Vektor und Fragment nicht mit demselben Enzym geschnitten werden konnten,
mussten die Uberhdngenden Enden aufgefiullt werden, damit Vektor und Fragment ligiert
werden konnten. Hierfir wurde das Klenow-Fragment der DNA-Polymmerasel aus E. coli
verwendet. Durch seine 5™ - 3"-Polymerasefunktion wurden 5 iberhdngende Enden aufgefillt,
wodurch glatte Enden generiert werden konnten. Fir einen Ansatz wurde die gereinigte DNA
in sterilem H,O aufgenommen und 1 mM dNTPs, 10 ul Klenow-Puffer und 3 U Klenow
dazugegeben. Die Reaktion wurde auf 100 pl mit sterilem H,O aufgefullt und 2 h bei 37° C
inkubiert.

5 Dephosphorylierung

Damit die Vektor-DNA wéhrend der Ligation nicht religieren kann, wurde diese mit der
alkalischen Phosphatase (CIAP) an dem 5°-Ende dephosphoryliert. Hierfir wurde die
gereinigte DNA in 87 ul sterilem H,O aufgenommen und mit 10 pl CIAP-Puffer und 3 U
CIAP versetzt und fir 2 h bei 37° C inkubiert.
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Agarose-Gelelektrophorese

Um Restriktionen zu Uberprifen und gewinschte DNA-Fragmente zu isolieren, wurde die
Agarose-Gelelektrophorese angewendet. Der Gehalt an Agarose richtete sich nach der Grofie
der zu untersuchenden DNA. Fir grole DNA-Fragmente wurden 0,8 % Agarose in TAE-
Puffer (2.5) und fir kleine Fragmente ab 100 bp wurden 2 % Agarose in TAE-Puffer
verwendet. Dafur wurde die Agarose in TAE-Puffer gegeben und in einer Mikrowelle so
lange erhitzt bis diese sich gelost hat. Nachdem die Agarose unter Rihren auf
Raumtemperatur abgekiihlt war, wurde sie in eine horizontale Gelkammer gegossen und zum
Polymerisieren stehen gelassen. AnschlieBend wurde das Gel in eine waagerechte
Elektrophoresekammer eingebracht und mit den zu analysierenden Proben beladen. Es wurde
eine Initialspannung von 85 V angelegt. Sobald die Proben vollstandig in das eingelaufen
waren, wurde die Spannung auf 110 V erhoht. Die Spannung wurde solange beibehalten bis
die erste Lauffront den unteren Gelbereich erreicht hat. Die Detektion der DNA erfolgte
mittels Fluoreszenz in einem UV-Transluminator. Wenn mit der restringierten DNA weiter
gearbeitet wurde, wurden die Banden mit den gewiinschten Fragmenten ausgeschnitten und in
einen Dialyseschlauch mit 600 pl TAE-Puffer verbracht. Der Dialyseschlauch wurde
luftblasenfrei verschlossen und die DNA 1 h bei 100 V eluiert. AnschlieBend wurde der
DNA-enthaltende TAE-Puffer aus dem Dialyseschlauch in ein Reaktionsgefal} tberfihrt und
die DNA mittels Phenol/Chloroform Extraktiongereinigt.

Ligation von Fragment und Vektor

Die Verknupfung kompatibler DNA-Enden wird als Ligation bezeichnet. Hierfir wurden
Vektor und Fragment im Verhéltnis 1:3 mit 10 pl Ligase-Puffer und 1 U T4-DNA-Ligase
vermengt und auf 20 ul Gesamtvolumen mit sterilem H,O aufgefiillt. Der Ligationsansatz
wurde dann flr ca. 16 — 18 h bei 18° C inkubiert. Als Kontrolle wurde der gleiche Ansatz

ohne Insertionsfragment pipettiert.
Transformation von kompetenten Bakterien mit DNA

Bei einer Transformation wird Fremd-DNA in kompetente Bakterien eingebracht und dort
vervielfaltigt. Hierfiir wurden 10 pl des Ligationsansatzes mit 100 pl einer Bakterienlosung
fur mind. 30 min bei 0° C inkubiert, um eine Anlagerung der DNA an die Bakterien zu
ermoglichen. AnschlieBend wurden die Bakterien einem Hitzeschock (45 s 42° C)
unterzogen, damit die Zellwand fur die DNA durchléssig wird. Nach weiteren 2 min bei 0° C
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wurde den Bakterien 400 upl LB-Medium zugesetzt und zur Ausprdgung der
Antibiotikaresistenz, welche der Selektion dient, wurden diese fur 1h bei 37° C geschuttelt.
100 ul der Bakterienlosung wurden auf Selektions-Agar-Platten ausgestrichen und tiber Nacht
bei 37° C inkubiert. Es wuchsen nur die Bakterien, welche mit dem Plasmid auch ein

Resistenzgen aufgenommen haben.
Praparation von Plasmid-DNA

Um die Vervielfaltigte Plasmid-DNA aus den Bakterien zu isolieren wurde die Methode der
Alkalischen Lyse [171] angewendet. Zur Uberpriifung der Plasmide durch geeignete
Restriktion wurde zundchst eine Minipréparation durchgefuhrt, bevor in einer
Midipraparation mit einem Préparationskit saubere DNA fur die Sequenzierung und fur
weitere Analysen extrahiert wurde. Bei der alkalischen Lyse werden die Bakterien mit SDS
lysiert und die chromosomale DNA mit NaOH denaturiert. Nach einer Neutralisation mit
NaAc fallen die SDS-Proteinkomplexe und die chromosomale DNA aus und kénnen durch
Zentrifugation von der Plasmid-DNA getrennt werden.

Fir eine Minipréparation wurden die Gber Nacht gewachsenen Kolonien mit einem sterilen
Zahnstocher in 3 ml LB-Selektionsmedium Uberfuhrt und Uber Nacht bei 37° C geschiittelt
um die Bakterien anzureichern. Am néchsten Tag wurde 1 ml der Bakterienldsung in ein
Reaktionsgefall uberfihrt und und fur 1 min bei Raumtemperatur (RT) und 1300 UpM
zentrifugiert um die Bakterien zu pelletieren. In 100 pl Maniatis 1 (2.5) wurde das Pellet
resuspendiert und 5 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben mit 200 pl
Maniatis Il (2.5) vorsichtig vermischt und 5 min bei 0° C inkubiert. Nach der Inkubation
wurden 150 ul Maniatis I1I (2.5) hinzugegeben und fur weitere 5 min bei 0° C inkubiert. Zur
Entfernung der chromosomalen DNA und der Proteine wurden die Proben 15 min bei RT und
13000 UpM zentrifugiert und der Uberstand mit der Plasmid-DNA in ein neues 1,5 ml
Reaktionsgefal tberfihrt. Die Fallung der Plasmid-DNA erfolgte mit 400 ul EtOH (95 %) 2
min bei Raumtemperatur. Zum Pelletieren wurde die Plasmid-DNA fir 15 min bei 4° C und
13000 UpM zentrifugiert und mit 70 % EtOH gewaschen. Nach dem Trocknen wurde die
Plasmid-DNA in 50 ul sterilem H,O aufgenommen.

Fir die Praparation gréfierer DNA-Mengen wurden die Bakterien mit dem gewdiinschten
Plasmid in 100 ml LB-Selektionsmedium angereichert und mit einem Plasmid-Préparationskit
die DNA nach Anleitung des Herstellers extrahiert.
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3.4 Tierversuche

Far die Tierversuche wurden C57BL/6- und TCR-VB12-tg Méuse verwendet. Die TCR-
VB12-tg Mé&use wurden in der ZVTE gehalten und gezichtet. Die C57BL/6-Mduse wurden
von der ZVTE bezogen. Die Haltung der Tiere erfolgte unter kontrolliert pathogenfreien
Bedingungen mit einem 12 h Tag/Nacht-Zyklus. Die Tiere hatten stdndigen Zugang zu
Wasser und Futter.

34.1 Typisierung von Mausen

Die Typisierung der TCR-VB12-tg Mause erfolgte durch indirekteoder direkte
Doppelfluoreszenzfarbung der Oberflachenmolekile V12 und CD4 mittels FACS-Analysen.
Hierfur wurden den Mé&usen 3 — 4 Tropfen Blut aus der Schwanzvene entnommen und in 1 ml
EDTA-Puffer (2.5) aufgefangen um eine Gerinnung des Blutes zu verhindern. Das EDTA-
Blut wurde 5 min bei 4° C und 2500 UpM zentrifugiert um die zelluldren Blutbestandteile
vom Plasma zu trennen. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet wurde in 5 ml kaltem
ACK-Puffer (2.5) resuspendiert und fir 15 min bei 0° C inkubiert. Dabei wurden die
Erythrozyten durch Aufplatzen entfernt, so dass nach einem weiteren Zentrifugationsschritt
(10 min, 4° C und 2500 UpM) und dem Verwerfen des Uberstandes nur noch periphere
mononukledre Blutzellen tibrig waren. Diese Zellen wurden dann nach folgendem Schema

gefarbt:

Tabelle 16: Férbeschema fiir VB-12 Typisierung

VB-12tg-pos. 1. Féarbeschritt 2. Farbeschritt 3. Farbeschritt

Kontrollmause

Isotopenkontrolle GM-Puffer 19gG;-FITC 19G,,-PE
-/

Negativkontrolle aVvp-12 IgG;-FITC 19G,,-PE
+/-

Negativkontrolle - GM-Puffer 19gG;-FITC aCD4-PE
[+

Positivkontrolle aVvp-12 19G;-FITC aCD4-PE
+/+

Testmause+/+ aVvp-12 IgG,-FITC aCD4-PE

Die Zellen wurden in folgender Reihenfolge mit den Antikdrpern inkubiert: aVB-12, 1gG;-
FITC, PE-Konjugate. Die Inkubationszeit betrug 20 min bei 4° C. Zwischen jedem
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Féarbeschritt wurde 2x mit GM-Puffer (2.5) gewaschen. Nach den Farbeschritten wurden die
gefarbten Zellen mit 400 pl GM-Puffer in sterile FACS-Rohrchen tberflihrt und im FACS
gemessen. Die Isotopenkontrolle (IgGz,) diente hierbei der Einstellung des
Durchflusszytometers und der Bestimmung der Hintergrundfluoreszenz.Bei der FACS-
Messung wurden die Fluoreszenzfarbstoffe mit einem Argon-Strahl (488 nm) angeregt und
die dabei entstandene Emission gemessen. Detektiert wurde die Starke der Ablenkung der
Zellen im elektrischen Feld, welche proportional zu den gebundenen Fluoreszenzfarbstoffen
ist und somit zur Dichte des zu detektierenden Antigens.

3.4.2 Das Modell der kollagen-induzierten Arthritis (CIA)

Das Kollagen Typll (CIl) kommt nattrlicherweise in der extrazelluldaren Matrix von Knochen
und Knorpeln vor und wird von Chondrozyten synthetisiert. CII wird als potentielles
Autoantigen fur die rheumatoide Arthritis diskutiert. Die TCR-VB12-tg Mé&use exprimieren
eine transgene [-Kette eines T-Zell-Rezeptors auf Kollagen Typ Il (Cll)-spezifischen,
arthritogenen T-Zellen und sind dadurch sehr empfindlich gegenuber einer Immunisierung

mit heterologem Kollagen Typ 11 (ClI) [172].

VB12-tg Méuse wurden an Tag 1 mit einer Emulsion aus gleichen Teilen einer wassrigen ClI-
Losung (4 mg/ml in 0,01 % Essigsdure) und komplettem Freud’schen Adjuvans (CFA,
Miniraldlfraktion und hitzeinaktivierte Mycobakterien) immunisiert, indem 200 pg CII
appliziert wurden. Je 50 ul der CII-L6sung wurden subkutan hinter die beiden Ohrmuscheln
und 100 pl wurden subkutan an die Schwanzbasis injiziert. An den Tagen 11 und 21 nach der
Immunisierung wurden den Mausen weitere 100 pg CII in CFA subkutan an die
Schwanzbasis appliziert. Als Negativkontrolle wurden Maduse mit PBS gespritzt. Schon nach
der zweiten Folgeapplikation konnten pathologische Verdnderungen bei den ClI-M&usen
beobachtet werden. Die Schwere der Arthritis wurde am Grad der Pfotenschwellung beurteilt

und in Indices eingeteilt:

Tabelle 17: Bestimmung des Arthritisindex

Index Merkmale
0 Keine Schwellung an Zehen oder Gelenken
1 Schwellung an einem Zeh
2 Schwellung von 2 — 3 Zehen oder nur des Kndchelbereiches
3 Schwellung des Kndéchelbereichs und des Metatarsus/-carpus
4 Schwellung aller Zehen, des Metatarsus und des Knéchelbereiches
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Die Indices jeder Pfote wurden pro Maus addiert, so dass eine Maus einen maximalen
Gesamtindex von 16 erreichen konnte. Der Arthritisindex fir jede Versuchsgruppe wurde

durch Bildung der Mittelwerte aller Tiere jeder Versuchsgruppe bestimmt.

3.4.3 Behandlung der kollagen-induzierten Arthritis (CIA)

Zur klinischen Behandlung der CIA wurden Sekundarmetabolite aus Pilzen eingesetzt, welche
zuvor in  Zellkultur-Experimenten eine anti-inflammatorische Wirkung zeigten. Als
Positivkontrolle wurde Dexamethason appliziert und als Negativkontrolle das Losungsmittel

verabreicht.

Substanz Verabreichte Konzentration[ug/g Korpergewicht] Lésungsmittel
Dexamethason 0,5 10 % EtOH in PBS
Galiellalacton 1 10 % EtOH in PBS

Oxacyclododecindion 0,1 10 % EtOH in PBS
S-Curvularin 0,1 10 % EtOH in PBS

Behandlungsbeginn war der erste Tag nach der zweiten Folgeapplikation von CIl (Tag 22
nach Immunisierung). Die Tiere wurden, je nach applizierter Substanz, jeden oder jeden
zweiten Tag interperitoneal gespritzt. Der Arthritis Index wurde an jedem Behandlungstag bis
zur Organentnahme festgestellt. Nach verschiedenen Zeitintervallen wurden Tiere aus jeder

Versuchsgruppe getotet und die Organe zu weiteren Untersuchungen entnommen.

3.4.4 Lipopolysaccharid (LPS)-induziertes Inflammationsmodell

Lipopolysaccharide (LPS) sind Zellbestandteile gramnegativer Bakterien und wirken in
Saugerzellen als endogene Pyrogene. Zur Auslosung einer akuten Inflammationsreaktion
wurde den Tieren 5 ng/g Korpergewicht LPS interperitoneal verabreicht. Als Kontrollgruppe
dienten Tiere, welchen 0,9 % ige NaCl-L6ésung appliziert wurde. Zur Behandlung der LPS-
induzierten Inflammation wurden die in 3.4.3 beschrieben Substanzen 2 — 48 h vor LPS-Gabe

appliziert. Nach 6 h LPS-Inkubation wurden die Tiere zur Organentnahme getotet.

3.5 Statistik

Alle statistischen Auswertungen wurden mit dem Programm GraphPad Prism 5.0d

durchgefiihrt. Wenn zwei Gruppen miteinander verglichen wurden, wurde der studentische T-
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Test angewendet. Bei einem Vergleich von mehr als zwei Gruppen wurde ein faktorieller
ANOVA (analysis of variance) angewendet. Wurden mehrere Gruppen mit einer
Kontrollgruppe verglichen, wurde der ,,Dunnett’s multiple comparison test” durchgefiihrt. Bei
einem Vergleich aller Versuchsgruppen untereinander wurde der , Tukey’s multiple
comparison test* angewendet. Dabei wurden p-Werte < 0,05 als signifikant bewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 Regulation der proinflammatorischen Genexpression durch das
zytosolische PolyA-bindende Protein (PABP)

Die zytosolische Isoform des PolyA-bindenden Proteins (PABP) ist in zahlreiche
posttranskriptionelle Mechanismen der Regulation der Expression proinflammatorischer Gene
involviert [87, 173]. Bei biotingekoppelten Affinitdtschromatographie-Analysen konnte eine
direkte Bindung von PABP an die 3"UTR der humanen iNOS nachgewiesen werden [68]. Um
den Einfluss von PABP auf die proinflammatorische Genexpression am Beispiel der humanen
induzierbaren NO-Synthase (iNOS) zu untersuchen, wurden stabil transfizierte Zellen
generiert, in welchen siRNAs gegen PABP gebildet werden, wodurch die Expression von
PABP gehemmt ist. Des Weiteren wurden Reportergen-Analysen mit verschiedenen
Konstrukten der 5°- und 3"UTR der humanen iNOS durchgefiihrt, um die Funktion von PABP
bei der posttranskriptionellen Regulation stark regulierter Gene wie der iINOS verstehen zu

kdnnen.

41.1 Herabregulation von PABP in DLD-1 Zellen

DLD-1 Zellen wurden mit dem Plasmid pTER-EGFP-shPABP (DLD-1-siPABP) stabil
transfiziert. Dieses Plasmid kodiert fir eine shRNA (short hairpin RNA) gegen die PABP
mRNA und verringerte so die Expression von PABP in transfizierten Zellen. Als Kontrolle
fur den Mechanismus siRNA-mediierter Herabregulation der Genexpression wurden DLD-1
Zellen mit dem Plasmid pTER-EGFP-siLuc (DLD-1-siLuc) stabil transfiziert. Abbildung 9
zeigt die Herabregulation von PABP in DLD-1-siPABP Zellen sowohl auf mRNA (A)- als
auch Proteinebene (B). Auf mRNA-Ebene konnte eine zytokinunabhéngige Herabregulation
von PABP um 50 % in siPABP Zellen im Vergleich zu siLuc Zellen erreicht werden. Auf
Proteinebene zeigten Western Blot-Analysen ebenfalls eine deutliche Abnahmevon PABP in
SIPABP Zellen im Vergleich zu siLuc Zellen. Auch hierwar die Herabregulation von PABP

zytokinunabhangig.
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Abbildung 9:Herabregulation von PABP in DLD-1-siPABP Zellen.

DLD-1 Zellen wurden mit dem Plasmid pTER-EGFP-shPABP stabil transfiziert und in Selektionsmedium
mit 0,2 mg/ml Zeocin kultiviert. Die DLD-1-siPABP Zellen exprimierten eine siRNA gegen PABP, so
dass die Expression von PABP in diesen Zellen gehemmt war. Als Kontrolle wurden DLD-1 Zellen mit
einer siRNA gegen Luciferase (siLuc) verwendet.

A: PABP mRNA-Expression in DLD-1-siPABP Zellen. DLD-1-siLuc und —siPABP Zellen wurden fiir 6 h
mit (CM) und ohne (CO) Zytokinmix inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen in GIT-Puffer lysiert, die
RNA isoliert und gRT-PCR - Analysen durchgefilhrt. Dargestellt sind die Mittelwerte und die
Standardfehler aus 3 Zellkulturexperimenten mit jeweils n = 3. **: p < 0,01 im Bezug zu CO siLuc Zellen;
*:p <0,05im Bezug zu CM siLuc Zellen

B: Western Blotzur Analyse der PABP- und B-Tubulin-Expression. DLD-1-siLuc und —siPABP Zellen
wurden flr 6 h mit (CM) und ohne (CO) Zytokinmix inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen in RIPA-
Puffer lysiert und eine Immundetektion mittels Western Blot - Analyse durchgefiihrt. Die Proteine PABP
und B-Tubulin wurden mit spezifischen Antikérpern detektiert. Der Western Blot ist exemplarisch fur drei
weitere Western Blots.

Diese Daten wurden von S. Nowag zur Verflgung gestellt.

Durch die Generierung von Zellen, welche weniger PABP exprimieren, konnte nun der

Einfluss von PABP auf die proinflammatorische Genexpression untersucht werden.

4.1.2 Wirkung der Herabregulation von PABP auf proinflammatorische
Mediatoren

Um zu Gberpriifen, ob die Bindung von PABP an die humane iNOS mRNAdie iNOS-
Expression beeinflusst, wurde die iNOS mRNA- und die Protein-Expression in DLD-1-
SIPABP und DLD-1-siLuc Zellen untersucht. Abbildung 10 zeigt die mMRNA-Expression (A)
der INOS in DLD-1-siPABP und -siLuc Zellen unter Kontrollbedingungen (CO) und nach

Zytokinmixinkubation (CM) sowie eine von insgesamt drei Western Blot-Analysen (B) von
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CO- und CM-behandelten DLD-siPABP und -siLuc Zellen. Die iNOS-Expression war

sowohl auf mMRNA- als auch Proteinebene stark reduziert.
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Abbildung 10: HerabregulationderiNOS in DLD-1-siPABP Zellen.

DLD-1 Zellen wurden mit dem Plasmid pTER-EGFP-shPABP stabil transfiziert und in Selektionsmedium
mit 0,2 mg/ml Zeocin kultiviert. Die DLD-1-siPABP Zellen exprimierten eine siRNA gegen PABP, so
dass die Expression von PABP in diesen Zellen gehemmt war. Als Kontrolle wurden DLD-1 Zellen mit
einer siRNA gegen Luciferase verwendet. In den siPABP Zellen war die iNOS weniger stark expremiert.

A: iINOS mRNA-Expression in DLD-1-siPABP Zellen. DLD-1-siLuc und —siPABP Zellen wurden fiir 6 h
mit (CM) und ohne (CO) Zytokinmix inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen in GIT-Puffer lysiert,
die RNA isoliert und gRT-PCR - Analysen durchgeflihrt. Dargestellt sind die Mittelwerte und die
Standardfehler aus 3 Zellkulturexperimenten mit jeweils n = 3. **: p < 0,01; ***: p < 0,001 im Bezug zu
CM siLuc Zellen

B: Western Blot gegen iNOS und B-Tubulin. DLD-1-siLuc und —siPABP Zellen wurden fiir 8 h mit (CM)
und ohne (CO) Zytokinmix inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen in RIPA-Puffer lysiert und eine
Immundetektion mittels Western Blot - Analyse durchgefiihrt. Die Proteine iNOS und B-Tubulin wurden
mit spezifischen Antikorpern detektiert. Der Western Blot ist exemplarisch fiir drei weitere Western Blots.

Diese Daten wurden von S. Nowag zur Verflgung gestellt.

Die INOS war nur in CM-behandelten Zellen induziert. In siPABP Zellen sank die iINOS
MRNA-Expression auf unter 50 % im Vergleich zu siLuc Zellen. Auch auf Proteinebene ist
zu erkennen, dass die Expression des Proteins in SiPABP Zellen im Vergleich zu siLuc Zellen
stark abgenommen hatte. Dieser Befund legt den Schluss nahe, dass PABP einen positiven
Effekt auf die INOS-Expression ausibt.

Auch das von der iINOS produzierte NO war in siPABP Zellen stark reduziert im Vergleich zu
siLuc Zellen. Abbildung 11 zeigt die NO-Produktion in stimulierten (CM) und unstimulierten
(CO) siPABP und siLuc Zellen. Die unter CM-Bedingungen stark erhfhte NO-Menge in

siLuc Zellen war in siPABP Zellen signifikant geringer.

67



Ergebnisse

150+ Hl siLuc
*okk Il siPABP

1004

al
o
1

NO-Produktion
[% von CM si Luc Zellen]

o
1

X >
Abbildung 11:Reduzierte NO-Produktion in DLD-1-siPABP Zellen.

DLD-1 Zellen wurden mit dem Plasmid pTER-EGFP-shPABP stabil transfiziert und in
Selektionsmedium mit 0,2 mg/ml Zeocin kultiviert. Die DLD-1-siPABP Zellen exprimierten eine
siRNA gegen PABP, so dass die Expression von PABP in diesen Zellen gehemmt war. Als Kontrolle
wurden DLD-1 Zellen mit einer siRNA gegen Luciferase verwendet. DLD-1-siLuc und —siPABP Zellen
wurden fiir 24 Stunden h mit (CM) und ohne (CO) Zytokinmix inkubiert. Der Uberstand der Zellen
wurde anschlieBend mit Hilfe des Sievers NO-Analyzer untersucht und die jeweils entstandenen
Mengen an NO bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwert und Standardfehler aus 6 NO-Analysen. ***;
p< 0.001 im Bezug zu CM siLuc Zellen; ns: nicht signifikant.

Diese Daten wurden von S. Nowag zur Verflgung gestellt.

Untersuchungen weiterer proinflammatorischer Gene zeigten, dass die Herabregulation von

PABP auch Auswirkungen auf weitere stark regulierte Gene zeigte. In Abbildung 12 ist zu
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Abbildung 12: Herabregulation der mRNA-Expression von RANTES, 11-8 und COX2 in siPABP Zellen.

DLD-1 Zellen wurden mit dem Plasmid pTER-EGFP-shPABP stabil transfiziert und in
Selektionsmedium mit 0,2 mg/ml Zeocin kultiviert. Die DLD-1-siPABP Zellen exprimierten eine siRNA
gegen PABP, so dass die Expression von PABP in diesen Zellen gehemmt war. Als Kontrolle wurden
DLD-1 Zellen mit einer siRNA gegen Luciferase verwendet. Fir die Untersuchungen der mRNA-
Expression von RANTES und 1I-8 wurden DLD-1-siLuc und —siPABP Zellen flir 6 h mit (CM) und ohne
(CO) zytokinmix inkubiert. Fir die Analyse der mRNA-Expression von COX2 wurden DLD-1-siL.uc
und —siPABP Zellen flr 2 h mit (CM) und ohne (CO) Zytokinmix inkubiert Anschliefend wurden die
Zellen in GIT-Puffer lysiert, die RNA isoliert und gRT-PCR - Analysen durchgefiihrt. Dargestellt sind
die Mittelwerte und die Standardfehler aus 3 Zellkulturexperimenten mit jeweils n = 3. ***: p < 0,001 im
Bezug zu CM siLuc Zellen
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erkennen, dass die Expression von RANTES, IL-8 und COX2 in zytokinstimulierten siLuc
Zellen stark erhoht war und im Gegensatz dazu in zytokinstimulierten SiPABP Zellen
abnahm. RANTES, IL-8 und COX2 nehmen wichtige Schlisselrollen im
Entzindungsgeschehen ein. Die Herabregulation dieser Gene in siPABP Zellen legt den
Schluss nahe, dass PABP eine wichtige Funktion in der Regulation inflammatorischer stark
regulierter Gene innehat.

4.1.3 Wirkung der Herabregulation der PABP-Expression auf die
Promotoraktivitat des humanen iNOS-Promotrs

Eines der Ziele dieser Arbeit war es, den Regulationsmechanismus néher zu untersuchen, tber
den PABP Einfluss auf die Regulation der Genexpression nimmt. Ein wichtiger
Regulationsmechanismus ist die Steuerung der Promotoraktivitdt von Genen und somit die
Transkriptionsrate der betroffenen Gene. Um zu (berpriifen, ob die Herabregulierung von
PABP die Promotoraktivitat des humanen iNOS-Promotors beeinflusst, wurden Reportergen-
Analysen durchgefuhrt. Da die siLuc Zellen bei diesen Experimenten nicht genutzt werden
konnten, wurden DLD-1 Zellen mit dem Plasmid pTER-EGFP ohne shRNA stabil transfiziert
und mit DLD-1-EGFP bezeichnet. Fir die Promotor-Analysen wurden DLD-1-siPABP und
DLD-1-EGFP Zellen mit den Plasmiden pXP2-16kb und pRL-EF1a transient kotransfiziert.
Das Plasmid pXP2-16kb enthielt ein 16 kb Fragment des humanen iNOS Promotors vor
einem Luciferasegen, so dass die Luciferaseexpression unter dessen Kontrolle stand. 48 h
nachdem die Zellen transfiziert wurden, wurden diese in PLB lysiert und der Uberstand fiir
die Reportergenanalysen verwendet. Abbildung 13 zeigt, dass der iNOS-Promotor nach
Zytokinstimulation (CM) sowohl in EGFP, als auch in siPABP Zellen 5-fach induziert war.
Somit unterschied sich die Induzierbarkeit des humanen iINOS-Promotors in SiPABP Zellen
nicht von der in EGFP Zellen. Dies bedeutet, dass die Regulation der iNOS-Expression durch
PABP nicht Gber die Promotoraktivitat stattfindet. Da die Expression der iNOS in siPABP
Zellen aber deutlich reduziert ist, wurde im Folgenden die mRNA-Stabilitat der INOS-mRNA

in den siPABP Zellen untersucht.
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Induzierbarkeit des iINOS-Promotors
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Abbildung 13: Die Induzierbarkeit des 16 kb-iNOS-Promotors war in DLD-1-siPABP Zellen
unverandert.

Fur die Untersuchungen der Promotoraktivitat des human 16 kb-iNOS-Prpmotors wurden DLD-1-EGFP
und —siPABP Zellen mit dem Plasmid pXP2-16kb transient transfiziert und nach 48 h fiir 6 h mit (CM)
und ohne (CO) Zytokinmix inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen in PLB lysiert und Luciferase-
Reportergenanalysen durchgeflihrt. Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardfehler aus 5
Zellkulturexperimenten mit jeweils n = 3. ***: p < 0,001 im Bezug auf CO-behandelte Zellen; ns: nicht
signifikant verschieden von DLD-1-EGFP Zellen.

4.1.4 Einfluss von PABP auf die mRNA-Stabilitat

Sowohl die Expression proinflammatorischer Gene wie der iINOS, RANTES, IL-8 und COX2
als auch das von der iINOS produzierte NO waren in DLD-1-siPABP Zellen deutlich
reduziert, wahrend die Promotoraktivitdat des humanen iNOS-Promotors in DLD-1-siPABP
Zellen nicht veréndert war. Um die Rolle von PABP fir die Genexpression weiter zu
untersuchen, wurde der mRNA-Abbau in DLD-1-siPABP und in DLD-1-siLuc Zellen
untersucht. Abbildung 14 zeigt, dass der Abbau der INOS mMRNA in siPABP Zellen
wesentlich schneller abl&uft als in den Kontrollzellen. Bereits nach 4 h war die Hélfte der
INOS mRNA in siPABP Zellen abgebaut, wohingegen in den Kontrollzellen noch tiber 65 %
der INOS mRNA vorhanden war. Dieses Ergebnis zeigt, dass PABP an der
posttranskriptionellen Regulation der INOS-Genexpression beteiligt ist.
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Abbildung 14: Der Abbau der iNOS mRNA war in DLD-1-siPABP Zellen beschleunigt.

DLD-1-siLuc und —siPABP Zellen wurden flr 4 h mit einem Zytokinmix inkubiert. Danach wurden 25
pg/ul DRB hinzugegeben und die Zellen nach 2 h, 4 h und 6 hin GIT-Puffer lysiert, die RNA isoliert und
gRT-PCR-Analysen durchgefiihrt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler der relativen
iNOS mRNA-Mengen in Bezug auf die iINOS mRNA-Menge nach 0 h DRB-Inkubation. *: p< 0.05; **: p
< 0,01

Diese Daten wurden von S. Nowag zur Verflgung gestellt.

415 Bindung von PABP an die 5 - und 3'UTR der humanen iNOS

Wie sich in Affinitatschromatographie-Analysen der AG Kleinert [68] zeigte, konnte PABP
als eines der Proteine identifiziert werden, welche direkt an die iNOS 3"UTR binden. Um die
genauen Bindestellen von PABP an die iNOS mRNA zu lokalisieren, wurden UV-crosslink-
und RNA-Pull-down-Analysen durchgefihrt. Dazu wurden verschiedene Fragmente der iNOS
MRNA in Plasmide kloniert, die durch in-vitro Transkription die Herstellung von RNA-
Sonden mit dem jeweiligen RNA-Abschnitt erlaubten. Ebenso wurden Reportergen-
Konstrukte hergestellt, die die gleichen Fragmente der iNOS mRNA, vor oder hinter das
Luciferase-Reportergen kloniert, enthielten. Mit diesen Konstrukten wurden dann transiente
Transfektionen in DLD-1-Zellnen durchgefiihrt.

Die 3'UTR der iNOS wurde zunéchst in zwei Bereiche unterteilt: einen Bereich mit AU-
reichen Elementen (ARE) und einen Bereich ohne AU-reiche Elemente. Der Bereich mit den
AU-reichen Elementen wurde weiter in drei Subfragmente unterteil. Der mit FragA
bezeichnete Bereich enthilt eine Sequenz, welche eine Sequenzahnlichkeitzu der PABP-
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Bindestelle in der 5 UTR der humanen PABP mRNA aufweist (5-
AAAAAATCCAAAAAAAATCTAAAAAAATCTTTTAAAAAACCCCAAAAAAA-
TTTACAAAAA-3112]). FragB enthielt die ersten drei AU-reichen Elemente des 3'UTR der
INOS mRNA und FragC enthielt die AU-reichen Elemente 4 und 5. Ebenso wurde die 5"UTR
der humanen iNOS in ein Fragment mit dem Exon 1 und ein Fragment mit dem Exon 2
unterteilt. Das Exon 2 der iINOS 5°UTR enthélt ebenfalls einen Bereich, der eine
Sequenzahnlichkeitzu der PABP-Bindestelle in der 5’UTR der PABP mRNA aufweist.
GleichermalRen wurde ein Konstrukt erzeugt, dass nur den kodierenden Bereich (cds) der
humanen iINOS mRNA enthalt.

Abbildung 15 zeigt eine schematische Darstellung der iINOS mRNA mit der 5’"UTR, dem
kodierenden Bereich, der 3'UTR und dem PolyA-Schwanz. Des Weiteren sind die PABP-
Bindestellen und die Bereiche mit den AU-reichen Elementen angezeigt. Diese Bereiche
wurden in geeignete Plasmide kloniert und flr Bindungsexperimente und Reportergen-
Analysen verwendet.
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< " AAAAAAA
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€ Putative PABP-Bindestelle SED
V¥V AU-reiche Elemente A B C

Abbildung 15: Schematische Darstellung der mRNA der humanen iNOS.

Dargestellt sind die 5'und 3’"UTR sowie der kodierende Bereich der humanen iNOS mRNA. Im 5°UTR
sind die Exons 1 und 2 und die PABP-Bindestelle angezeigt. Die 3"UTR ist zunéchst in einen Bereich
ohne AU-reiche Elemente (nonAU) und einen Bereich mit Au-reichen Elementen (AU) unterteilt. Weiter
wird der AU-reiche Bereich in das Fragmente A mit der PABP-Bindestelle, das Fragment B mit den AU-
reichen Elementen 1-3 und das Fragment C mit den AU-reichen Elementen 4-5 gegliedert.
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UV-Crosslink-Experimente

Um zu tberprifen an welche Bereiche der iNOS mRNA PABP bindet, wurden von Sebastian
Nowag und Dr. Thomas Hubrich UV-Crosslink-Experimente durchgefuhrt. Durch in vitro
Transkription mit *’P-markiertem UTP wurden RNA-Sonden hergestellt, welche mit
isoliertem GST-PABP und GST als Kontrolle inkubiert und anschlieBend mit UV-Licht
bestrahlt wurden. Nach einem darauffolgenden RNase-Verdau blieb nur die durch UV-Licht
irreversibel an das Protein gebundene RNA (brig. Diese RNA-Protein-Komplexe wurden
dann mittels SDS-Gelelektrphorese aufgetrennt und konnten so durch die Belichtung eines
Rontgenfilmes detektiert werden kann. Wo eine Schwarzung des Filmes auftrat, befand sich
der RNA-Protein Komplex. Zundchst wurden die Plasmide pCR-NOSII-5’'UTR (5°-UTR),
pCR-huiNOS-cds (cds) und pCR-huiNOS-3"UTR (3"UTR) in vitro transkribiert um RNA-
Sonden mit der 5’"UTR, der kodierenden Region und der 3’"UTR der humanen iNOS zu
erhalten. Abbildung 16 A zeigt eine deutliche Bindung von GST-PABP an die 5 - und die
3'UTR, nicht aber an den kodierenden Bereich der iNOS mRNA. Die Kontrolle mit GST
alleine zeigte weder eine Bindung an die 5"- noch an die 3'UTR von GST und auch nicht an
den kodierenden Bereich (Daten nicht gezeigt). Flir Untersuchungen der genauen Bindestelle
in der 5UTR wurden die Plasmide pCR-5"UTR-Ex1 und pCR-5'UTR-Ex2 in vitro
transkribiert und so RNA-Sonden mit dem ersten Exon (Ex1) und dem zweiten Exon (Ex2)
der 5"'UTR der humanen iNOS hergestellt. In Abbildung 16 B ist zu erkennen, dass GST-
PABP nur an das Exon 2 der humanen iNOS, nicht aber an das Exon 1 gebunden hatte. Die
GST-Kontrolle zeigte weder eine Bindung an Exonl noch an Exon 2. Abbildung 16 C und D
zeigen, dass GST-PABP im Bereich der humanen iNOS 3"UTR an den Bereich mit den AU-
reichen Elementen (AU) aber nicht an den Bereich ohne AREs (nonAU) gebunden hatte. Im
Bereich mit den AU-reichen Elementen zeigte GST-PABP eine Bindung an das FragA mit der
putativen Bindestelle fir PABP und das FragB mit den ersten drei AREs aber nicht an das
FragC mit den AREs 4 und 5. Die GST-Kontrolle zeigte keine Bindung an die eingesetzten
RNAs mit den Sequenzen der 3"UTR der humanen iNOS.
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Abbildung 16: UV-Crosslink Analysen mit GST-PABP zeigten eine Bindung von PABP an Bereiche
der 5 und der 3'UTR der humanen iNOS.

32
Dargestellt sind Autoradiogramme von reprasentativen Gelen von UV-Crosslink-Experimenten.  P-

markierte RNA-Transkripte wurden mit GST-PABP, sowie als Negativkontrolle mit GST inkubiert. Die
Positionen der RNA-Protein-Komplexe sind angezeigt.

A:Die PlasmidepCR-NOSII-5’"UTR, pCR-huiNOS-cds und pCR-huiNOS-3'UTR  wurden in
Anwesenheit von P in vitro transkribiert, um RNA-Sonden mit dem 5'UTR, der kodierenden Region
(cds) und dem 3"UTR der humanen iNOS zu erhalten.

B:Die Plasmide pCR-5UTR-Ex1 und pCR-5UTR-Ex2 wurden in Anwesenheit von *P in vitro
transkribiert, um RNA-Sonden mit dem Exon 1 (Ex1) und dem Exon 2 (Ex2) der 5"UTR der humanen
iNOS zu erhalten

C:Die Plasmide pXcmI-ATTTA und pXcml-nonATTTA wurden in Anwesenheit von **P in vitro
transkribiert, um RNA-Sonden mit dem ARE-enthaltenden Bereich (AU)und einem Bereich ohne
AREs(nonAU) im Bereich der 3"UTR der humanen iNOS zu erhalten

D:Die Plasmide pAUUUA-FragA, pAUUUA-FragB und pAUUUA-FragC wurden in Anwesenheit von
32P in vitro transkribiert, um RNA-Sonden mit den Fragmenten A, B und C aus dem ARE-haltigen
Bereich der 3"UTR der humanen iNOS zu erhalten.

Diese Abbildungen wurden von Dr. T. Hubrich und S. Nowag zur Verfiligung gestellt.
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Pull down-Experimente

Um die UV-crosslink-Experimente zu verifizieren und zu tberprifen ob von DLD-1 Zellen
gebildetes PABP die gleichen Bindungseigenschaften an die iNOS mRNA hat wie bakteriell
exprimiertes PABP, wurden Biotin-Streptavidin Affinitdtschromatographie-Experimente (Pull
down-Experimente) durchgefihrt. Da in Bakterien exprimierte Proteine nicht den gleichen
posttranslationellen Modifikationen unterliegen wie in eukaryoten Zellen, wurden fur die Pull
down-Experimente Proteinextrakte aus DLD-1 Zellen verwendet, so dass die Bindung von
endogen exprimiertem PABP untersucht werden konnte. Zur weiteren Uberprifung der
Bindung von PABP, wurden die identifizierten Bindesequenzen mutiert oder deletiert. Die
Mutationen wurden mit dem QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit nach
Herstellerangaben generiert. Es wurden die in Abbildung 17 dargestellten Mutationen und

Deletionen verwendet.

SUTR-EX2

PABP-Bindesequenz

& S
< >

Wt AGCCCCACAGTGAAGAACATCTGAGCTCAAATCCAGATAAGTGACATAAGTGACCTGCTTTGTAAAGCCATAGCCATGG
ERERNR RN RN RN RIY (NEERERERR N RN NAT EERRN RN RN RTRINY
MUtPABP AGCCCCACAGTGAAGAACACAGTGATGAAAATCCAGATAAGTGACATGCCGGCTTGAATTTGTAAAGCCATAGCCATGG
ERERNR RN RN RN RIY TEERR RN RN AR RTRIAT

delPABP  AGCCCCACAGTGAAGAACA » » » » x v s s s s s s s s s s s s nnnnnnnnns TTTGTAAAGCCATAGCCATGG

3 UTR — FragA
PABP-

wt GGCAAGTGGGTaAAAGATGGAACTTGCTGCTGAGTGCACCACTTCAAGTGACCACCAGGAGGTGCTATTGCACEACTGTGTATTT
THRRRneenennnnnl Tennernennnnnnnnnnn TRRnnnnnnnenennnnnnnnnnnennnl
F ragAm ut GGCAAGTGGGTGAAAGCCTAGGACCGCTGCTGAGTGCACCACTTCGCCGGCTTGAAAGGAGGTGCTATTGCACCACTGTGTATTT

3'UTR — FragB
ARE ARE ARE
<> <> <>
Wt GCACCACTGTGTATTTAACTGCCTTGTGTACAGTTATTTATGCCTCTGTATTTAAAAAACTAACACCCAGTCTGTTCCCCATGGCC

THernnnnnnnl TLrrennnnneennnn ennn TRRRnnnnnnnnnnnnnennnnnnnnnnnnnl
FragBmut GCACCACTGTGTCGGGCACTGCCTTGTGTACAGTTCGGGCTGCCTCTGTCGGGCAAAAACTAACACCCAGTCTGTTCCCCATGGCC

Abbildung 17: Eingefihrte Mutationen und Deletionen der PABP-Bindestellen

Dargestellt sind die Wildtyp-Sequenzen der PABP-Bindestellen im Exon 2 der 5’'UTR, im FragmentA und
den AREs 1-3 in der 3"UTR der humanen iNOS, ebenso wie die eingebrachten Mutationen und Deletionen.

Abbildung 18 zeigt Western Blot-Analysen von Pull down-Experimenten mit der 5° und
3'UTR der humanen iNOS mRNA. Folgende Plasmide wurden fur die Pull down-
Experimente zur Herstellung der RNA-Sonden verwendet: pXcmInonATTTA (nonAU),
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B
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Abbildung 18: Streptavidin-Biotin gekoppelte RNA-Affinitatschromatographie mit Zellextrakten aus
DLD-1 Zellen.

1 pg der Plasmide pXcmInonATTTA (nonAU), pCR-huiNOS-3'UTR(3'UTR), pCR-huiNOS-
Ex1ExHdNar2(Ex1Ex2),pCR-huiNOS-Ex1ExHdNar2delPABP(ExX1Ex2delPABP), pAUUUAfragA
(FragA), pPCRmutAqc2delHdST(FragAmut), pAUUUAfragB (FragB) und pAUUUA B _mutARE1-3
(FragBmut) wurden in Anwesenheit von biotinyliertem UTP in vitro transkribiert und die so
entstandenen RNA-Sonden wurden flir 6 h mit Streptavidin Agarose inkubiert. Anschlieend wurden
10 mg vorgeklértes Zellextrakt aus DLD-1 Zellen auf die RNA-Streptavidin Agarose gegeben und tiber
Nacht inkubiert. Nach einigen Waschschritten wurde dann das an die RNA-Sonde gebundene Protein
eluiert und mittels SDS-PAGE und Western Blot-Analyse detektiert.

A: Dargestellt ist die Western blot-Analyse des Eluates aus einem Pull down-Experiment mit DLD-1
Extrakten und der 5’"UTR der humanen iNOS. Als Negativkontrolle wurde der Bereich ohne AREs aus
dem 3’"UTR der iNOS verwendet.

B: Dargestellt ist die Western blot-Analyse des Eluates aus einem Pull down-Experiment mit DLD-1
Extrakten und der 3'UTR der humanen iNOS. Als Negativkontrolle wurde der Bereich ochne AREs aus
dem 3"UTR der iNOS verwendet.

C: Dargestellt ist die Western blot-Analyse des Eluates aus einem Pull down-Experiment mit DLD-1
Extrakten und der 5"UTR der humanen iNOS und der 5"UTR ohne die PABP-Bindestelle im Exon 2.

D: Dargestellt ist die Western blot-Analyse des Eluates aus einem Pull down-Experiment mit DLD-1
Extrakten und dem Fragment A aus der 3"UTR der humanen iNOS mit der Bindestelle fiir PABP und
einer Mutation der PABP-Bindestelle.

E: Dargestellt ist die Western blot-Analyse des Eluates aus einem Pull down-Experiment mit DLD-1
Extrakten und dem Fragment Baus der 3'UTR der humanen iNOS mit den AREs 1-3 und einer
Mutation aller drei AREs.

pCR-huiNOS-3'UTR (3'UTR), pCR-huiNOS-Ex1ExHdNar2 (Ex1Ex2), pCR-huiNOS-
Ex1ExHdNar2delPABP (Ex1Ex2delPABP), pAUUUATfragA (FragA),
pCRmutAqc2delHdST (FragAmut), pAUUUAfragB (FragB) und pAUUUA B_mutARE1-3
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(FragBmut). Die Pull down-Experimente mit der 5°- und der 3’'UTR der humanen iNOS
bestatigten die UV-Crosslink-Analysen von S. Nowag und Dr. T. Hubrich. Es war eine
Bindung von endogenem PABP sowohl an die 5- als auch an die 3'UTR der iNOS zu
erkennen nicht aber an den Bereich ohne AREs in der 3’"UTR (Abbildung 18 A + B). Nach
der Deletion der PABP-Bindestelle im Exon 2 der 5"UTR fand keine Bindung von PABP
mehr statt (Abbildung 18 C).Mutierte man die Bindestellen fir PABP im Fragmenten A und
die AREs 1-3 im Fragment B war ebenfalls keine Bindung mehr von PABP an diese
Fragmente zu erkennen (Abbildung 18 D + E).

Die gezeigten Effekte der Herabregulation der PABP-Expression auf die iNOS-Expression in
intakten DLD-1-Zellen, sowie die nachgewiesene Bindung von PABP an die Bindestellen in
der INOS mRNA lassen vermuten, dass PABP neben seinen allgemeinen Funktionen auf die
generelle Translation und mMRNA-Stabilitdt auch eine spezifische Rolle in der
posttranskriptionellen Regulation der Genexpression der humanen iNOS einnimmt. Wie diese
Regulation durch PABP aussieht sollte in Reportergen-Analysen mit den verschiedenen 5°-
und 3"UTR-Konstrukten geklart werden.

4.1.6 Reportergen-Analysen mit Konstrukten der 5°- und 3’'UTR der humanen
INOS mRNA

Wie in friheren Arbeiten gezeigt werden konnte [67], hat schon die 3"UTR der humanen
INOS alleine einen destabilisierenden Effekt auf die mRNA. In den folgenden Experimenten
wurden verschiedene Konstrukte der 5- und der 3"UTR der humanen iNOS vor bzw. hinter
eine Luciferase kloniert und Reportengen-Analysen durchgefiihrt. Des Weiteren wurden gRT-
PCR Analysen durchgefuhrt, um die Expression der mRNA dieser Konstrukte zu untersuchen.
Hierfur wurden Primer entworfen, welche spezifisch an Exon-Exon Grenzen binden um eine

Detektion der transfizierten DNA zu vermeiden.

Fir diese Experimente wurden DLD-1 Zellen in 24-Loch Platten ausgesat und mit den in
Tabelle 9 beschriebenen Plasmiden transient transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurde
Medium ohne FCS auf die Zellen gegeben um denselben Zellzyklus der Zellen zu
gewahrleisten. Nach 16 h in FCS-freiem Medium wurde eine Hélfte der Zellen mit einem
Zytokingemisch (CM) aus TNF-a, IL-1pB und IFNy fur 6 h inkubiert und die andere Hélfte zur
Kontrolle (CO) in FCS-freiem Medium belassen. AnschlieBend wurden die Zellen fiir
Reportergen-Analysen in PLB und fur mRNA-Analysen in GIT-Puffer lysiert. Hier wurden
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die gleichen Mutanten verwendet wie bereits in den UV-Crosslink-Analysen und den Pull
down-Experimenten, die keine Bindung von PABP an die entsprechenden Mutanten zeigten.

Reportergen-Analysen mit Konstrukten der Wildtyp-5"UTR der humanen iNOS und
Konstrukten mit einer Mutation oder Deletion der PABP-Bindestelle in der 5UTR
(Abbildung 19) zeigten eine signifikant verringerte Luciferaseaktivitat in den Zellen, welche
die Konstrukte mit der mutierten oder deletierten PABP-Bindestelle enthielten.
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Abbildung 19: Reportergen-Analysen mit der 5- und 3"UTRwt und mutierter bzw. deletierter PABP-
Bindestelle im Exon 2 der 5"UTR der humanen iNOS

DLD-1 Zellen wurden mit der 5°- und 3"UTRwt und mit Konstrukten der 5"UTR der humanen iNOS
transient transfiziert, welche eine Mutation (mutPABP) oder Deletion (delPABP) der PABP-Bindestelle
im Exon 2 der 5’"UTR enthielten. Als Transfektionskontrolle und zur Normierung wurde der Plasmid
pPRL-EF1la kotransfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit (CM) und ohne (CO)
Zytokine fur 6 h inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen in PLB lysiert und der Uberstand fiir
Reportergen Analysen verwendet. Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardfehler aus 3
unabhéngigen Zellkulturexperimenten mit jeweils n = 3. ns* nicht signifikant verschieden von CO
pGl3control; ns#: nicht signifikant verschieden von CM pGl3control; ***: p < 0,001 zu CO Ex1Ex2-Luc;
###. p < 0,001 zu CM Ex1Ex2-Luc.

Dabei hatte im Vergleich zum Ausgangsplasmid (pGl3control) die Wildtyp 5"UTR-Sequenz
(Ex1Ex2), im Gegensatz zu der Wildtyp 3"UTR-Sequenz (siehe auch Abbildung 21), keinen
signifikanten Effekt auf die Luciferaseaktivitdt in den transfizierten Zellen. Sowohl die
Mutation (mutPABP), als auch die Deletion (delPABP) der PABP-Bindestelle im Exon 2
reduzierte die Aktivitat der Luciferase signifikant im Vergleich zu der Wildtyp 5"UTR.
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Abbildung 20 zeigt Reportergen-Analysen mit dem Luciferase-Expressions Plasmid pGI3-
control, mit der 3"UTR der humanen iNOS hinter der Luciferase und mit Mutationen in der
PABP-Bindestelle (mutA) und in den AREs 1-3 (mutB). Wie bereits erwéhnt, hat die 3'UTR
der humanen iNOS einen negativen Effekt auf die Luciferase-Expression, da die Stabilitat der
Luciferase mRNA reduziert wird. Die Mutation der PABP-Bindestelle im Fragment A
(mutA) hob den destabilisierenden Effekt der 3"UTR auf. Die Mutation der AREs 1-3 hatte
keinen signifikanten Effekt auf die Luciferaseaktivitdt im Vergleich zu der 3’'UTR ohne

Mutationen.
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Abbildung 20: Reportergen Analysen mit der human iNOS-3"UTR und mit Mutationen in der PABP-
Bindestelle (mutA) und in den AREs 1-3 (mutB).

DLD-1 Zellen wurden mit den Plasmiden pGl3control, pGl3control-3"UTR, pGl3control-3"UTRmutA
und pGl3control-3"UTRmutB transient transfiziert. Als Transfektionskontrolle und zur Normierung
wurde der Plasmid pRL-EF1a kotransfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit (CM)
und ohne (CO) Zytokinen fir 6 h inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen in PLB lysiert und der
Uberstand fiir Reportergen-Analysen verwendet. Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardfehler
aus 3-6 unabhéangigen Zellkulturexperimenten mit jeweils n = 3. ***: p < 0,001; ns*: nicht signifikant
verschieden von mit pGl3control-3"UTR transfizierten CO-Zellen. ###: p < 0,001; ns#: nicht signifikant
verschieden von mit pGl3control-3"UTR transfizierten und CM-stimulierten Zellen

Es ist Giberraschend, dass die Mutation der PABP-Bindestelle im FragmentA (mutA) nicht zu
einer geringeren Luciferaseaktivitat fihrt, da die Experimente mit DLD-1-siPABP Zellen
gezeigt hatten, dass PABP die INOS mRNA stabilisiert. Somit sollte die Luciferaseaktivitat in
den mit pGl3control-3"UTRmutA transfizierten Zellen abnehmen. Die Mutation der AREs1-3
(mutB) sollte die Luciferaseaktivitdt erhdhen im Vergleich zu pGl3control-3’"UTR
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transfizierten Zellen, da die AREs1-3 auch wichtige Bindestellen fir das destabilisierende
Protein AUFL1 sind [70]. Eine mdgliche Erklarung fiir die unerwarteten Ergebnisse kénnte das
Fehlen der 5"UTR sein. Deshalb wurden DLD-1 Zellen mit Konstrukten transfiziert, welche
in den Zellen zu der Expression von Luziferase-mRNAs flihren sollten, die sowohl die 5°- als
auch die 3’"UTR der humanen iNOS enthalten. Hierbei wurden Konstrukte benutzt, die neben
dem Exon 1 und dem Exon 2 (bis zum ATG) auch das Intron 1 des humanen iNOS Gens
enthalten (Ex1-In1-Ex2).
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Abbildung 21: Reportergen Analysen mit der 5"- und 3"UTR der human iNOS

DLD-1 Zellen wurden mit Plasmiden transfiziert, die die Ex1In1Ex2- und 3"UTR-Sequenz der humanen
iNOS einzeln und in Kombination enthalten. Als Transfektionskontrolle und zur Normierung wurde der
Plasmid pRL-EFla kotransfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit (CM) und ohne
(CO) Zytokine fur 6 h inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen in PLB lysiert und der Uberstand fiir
Reportergen Analysen verwendet. Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardfehler aus 3-6
unabhéngigen Zellkulturexperimenten mit jeweils n = 3. *** p < 0,001; ** p < 0,01; ns*:
nichtsignifikant verschieden von CO-Zellen. ###: p < 0,001: ##: p < 0,01; #: p < 0,05. +++: p< 0,001 im
Vergleich zu einander; °°°: p < 0,001 im Vergleich zu einander; ns°: nicht signifikant verschieden
voneinander. Die statistische Auswertung wurde mit dem ,Tukey’s multiple comparison test*
durchgefihrt.

Diese Konstrukte erlauben bei der Analyse der mRNA-Expression mittels gRT-PCR die
Unterscheidung von transfizierter DNA und in den Zellen gebildeter mRNA. Damit Einfliisse
des Expressionsplasmids ausgeschlossen werden konnten, wurden diese Experimente sowohl
mit dem pGI3-control- als auch mit dem pcDNA4/TO-Luc-Plasmid durchgefihrt. In
Abbildung 21 ist zu erkennen, dass die Integration des Intron 1 in die 5’-UTR-Sequenz, wie
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erwartet [174], einen stark erhdohenden Effekt auf die Luciferaseexpression austibte. Auch in
diesen Konstrukten fihrte die 3’-UTR-Sequenz zu einer signifikanten Abnahme der
Luciferaseexpression. Auch die Effekte der Mutationen in den Fragmenten A und B wurden
in Anwesenheit der Ex1In1Ex2-Sequenz analysiert. Zusétzlich wurde die Mutation in der
PABP-Bindestelle im Exon 2 untersucht und die Auswirkungen von gleichzeitigen
Mutationen in der 5°- und 3'UTR. Abbildung 22 zeigt fir die Mutation im Fragment A
(mutA) eine Erhdhung der Luciferaseaktivitat wie zuvor bereits beschrieben (Abbildung 20).
Jedoch zeigte hier die Mutation der AREs 1-3 im Fragment B (mutB) in Anwesenheit der
Wildtyp 5°"UTR wie erwartet [70] eine erhdhte Luciferaseaktivitat im Vergleich zu dem
Wildtyp der 3’"UTR im Gegensatz zu dem Ergebnis ohne 5"UTR (Abbildung 20).
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Abbildung 22: Reportergen Analysen mit Mutationen in der 5°- und 3"UTR der human iNOS

DLD-1 Zellen wurden mit Konstrukten der 5- und 3'UTR der humanen iNOS transfiziert, welche
Mutationen in den PABP-Bindestellen (mutA und Ex1In1Ex2mutPABP) und in den AREs 1-3 (mutB)
enthalten und mit Doppelmutanten, welche Mutationen in den PABP-Bindestellen sowohl in der 5'- als
auch in der 3'UTR (Ex1InlEx2mutPABP-3"UTRmutA) und mit der mutierten PABP-Bindestelle in der
5UTR wund den mutierten AREs 1-3 (Ex1In1Ex2mutPABP-3'UTRmutB) enthielten. Als
Transfektionskontrolle und zur Normierung wurde der Plasmid pRL-EF1a kotransfiziert. 48 h nach der
Transfektion wurden die Zellen mit (CM) und ohne (CO) Zytokine fir 6 h inkubiert. AnschlieRend
wurden die Zellen in PLB lysiert und der Uberstand fiir Reportergen Analysen verwendet. Dargestellt
sind die Mittelwerte und die Standardfehler aus 3 unabh&ngigen Zellkulturexperimenten mit jeweils n =
3. ***: p < 0,001; **: p < 0,01 im Vergleich zu CO Ex1lInlEx2wt-3'"UTRwt. ###: p < 0,001 zu CM
Ex1In1Ex2wt-3"UTRwt
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Die Mutation der PABP-Bindestelle im Exon 2 der 5’"UTR senkte die Luciferaseaktivitat im
Vergleich zu dem Wildtyp-Plasmid. Die Doppelmutation der PABP-Bindestellen sowohl in
der 5°- als auch in der 3’"UTR zeigte eine Verringerung der Luciferaseaktivitat im Vergleich
zu den Zellen, welche mit dem Wildtyp-Plasmid transfiziert wurden und eine leichte
Erhohung im Vergleich zu den mit dem Ex1In1Ex2mutPABP-3"UTRwt transfizierten Zellen.
Die Luciferaseaktivitat in den Zellen mit dem Ex1In1Ex2mutPABP-3"UTRmutARE1-3 —
Konstrukt war dhnlich der mit mutPABP transfizierten Zellen und damit deutlich geringer als
in den Zellen mit dem Wildtyp-Plasmid und den Zellen, welche nur das mutARE1-3-

Konstrukt enthielten.

Dies bestétigte die Ergebnisse mit den siPABP Zellen und legt den Schluss nahe, dass die
PABP-Bindestelle in der 5"UTR der iNOS eine groRere Bedeutung fir die Regulation der
iINOS hat als die Bindestellen in der 3'UTR.

Untersuchungen der mRNA-Expression der transfizierten Zellen bestétigten die Ergebnisse
aus den Reportergen-Analysen fur die 5’"UTR der humanen iNOS (Abbildung 19).

Abbildung 23 zeigt qRT-PCR-Analysen von transfizierten Zellen mit Mutationen der
Bindestellen fir PABP im Exon 2 der 5’UTR und im FragA der 3’"UTR und mit Mutationen
der AREs 1-3 im Fragment B der humanen iNOS mRNA. Die Mutationen in der 3'UTR
zeigten im Gegensatz zu den Ergebnissen aus den Reportergen-Analysen keine verénderte
Expression der mRNA weder mit (CM) Zytokinstimulation noch ohne (CO). Wohingegen die
Mutation der PABP-Bindestelle im Exon 2 der 5UTR die mRNA-Expression der
Luciferaseunter Zytokinstimulation (CM) signifikant verringerte. Unter CO-Bedingungen
konnte eine tendenzielle Abnahme der Luciferase mRNA-Expression beobachtet werden. Die
Doppelmutante der PABP-Bindestellen in der 5°- und der 3"UTR erhdhte unerwarteter Weise
die Luciferase mRNA-Expression was den Schluss nahelegt, dass die Sequenz im FragmentA
der INOS 3'UTR fur die Bindung anderer, destabilisierend wirkender Proteine von Bedeutung

sein konnte.
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Abbildung 23: gRT-PCR Analysen mit Mutationen in der 5"- und der 3’UTR der human iNOS

DLD-1 Zellen wurden mit Konstrukten der 5- und 3"UTR der humanen iNOS transient transfiziert,
welche Mutationen in den PABP-Bindestellen in der 3'UTR (mutA) und in der 5UTR (mutPABP) und
in den AREs 1-3 (mutB) enthalten. Als Transfektionskontrolle und zur Normierung wurde das Plasmide
pPRL-EF1la kotransfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit (CM) und ohne (CO)
Zytokine fiir 6 h inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen in GIT-Puffer lysiert und gRT-PCR Analysen
durchgeflihrt. Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardfehler aus 3-4 unabhdngigen
Zellkulturexperimenten mit jeweils n = 4. ***: p < 0,001; ns*: nicht signifikant verschieden von CO
Ex1InlEx2-3'UTR; ##: p < 0,01; #: p < 0,05; ns#: nicht signifikant verschieden von CM Ex1In1Ex2-
3'UTR

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Reduktion der PABP-Expression in DLD-1-
SIPABP Zellen die iNOS-Expression sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene
signifikant verringerte. Die Induzierbarkeit des humanen 16 kb-iNOS Promotors war durch
die Herabregulation von PABP nicht beeinflusst, jedoch erfolgte der Abbau der INOS-mRNA
in siPABP Zellen schneller als in Kontrollzellen. Bindeexperimente mittels UV-Crosslink-
Analysen und Pull down-Experimenten konnten zeigen, dass PABP direkt mit der iNOS-
mMRNA interagierte und diese Interaktion nach Mutation oder Deletion der PABP-Bindestellen
nicht mehr vorhanden war. In Reportergen-Analysen konnte gezeigt werden, dass Mutationen
oder Deletionen in den PABP-Bindestellen einen Einfluss auf die Luciferaseaktivitat in
transfizierten Zellen hatten. Die gezeigten Ergebnisse lassen vermuten, dass PABP neben
seinen allgemeinen Funktionen auf die generelle Translation und mRNA-Stabilitat auch eine
spezifische Rolle in der posttranskriptionellen Regulation der Genexpression der humanen

iNOS einnimmt.
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4.2 Regulation proinflammatorischer Mediatoren im Modell der
kollagen-induzierten Arthritis (CIA)

Die rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronisch-inflammatorische Autoimmunerkrankung
in deren Pathogenese die Dysregulation von proinflammatorischen Mediatoren wie der iNOS,
TNF-a oder IL-1p eine zentrale Rolle einnimmt [121]. Durch die chronische Entzlindung in
den peripheren Gelenken kommt es zu einem zunehmenden Abbau von Knochen- und
Knorpelgewebe und somit zu einer Destruktion der betroffenen Gelenke [127]. Die
kollageninduzierte Arthritis (CIA) bei Mdusen zeigt &hnliche Symptome wie die humane RA.
Auch die CIA verlauft schubweise und zeigt eine Erhohung der typischen RA-Marker. Aus
diesem Grund ist die CIA ein geeignetes Modell um neue anti-inflammatorische Substanzen
in vivo zu testen. In dieser Arbeit wurden die Pilzsekundarmetabolite Galiellalacton (Gal) und
Oxacyclododecindion (Oxa) nach ihrer erfolgreichen Testung in Zellkultur-Experimenten
erstmalig in einem Tiermodell der RA eingesetzt. Der Sekundarmetabolit S-Curvularin (SC)
hatte sich bereits in vorangegangenen Studien als eine potente Substanz zur Behandlung der
CIA herausgestellt [140]. In dieser Arbeit wurde die Wirkung von SC auch auf die Expression
von knochen- und knorpeldestruktiven Markergenen und auf die Expression immunologisch
relevante microRNAs (miRNA) weiter untersucht.

421 Wirkung von Sekundarmetaboliten aus Pilzen im LPS-induzierten

Entziindungsmodell

Lipopolysaccharide (LPS) sind Zellbestandteile gramnegativer Bakterien und wirken in
Séugerzellen als endogene Pyrogene. Sie losen eine akute Entziindungsreaktion mit Fieber,
Durchfall und allgemeinem Unwohlseinaus. Bevor ein aufwendiger Tierversuch zur Testung
der Substanzen in der CIA durchgefihrt wurde, wurden die Substanzen zundchst an wenigen
(n = 4/Gruppe) Tieren im LPS-Modell getestet, um zu Uberprifen, ob sich neben der
erfolgreichen anti-inflammatorischen Wirkung in vitro auch eine Wirkung auf allgemeine

Entziindungsmarker in vivo im Tier feststellen lasst.
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Galiellalacton (Gal)

Galiellalacton (Gal) ist ein Sekundarmetabolit aus dem Pilz
Galiella rufa, welcher den Pilz vor Fressfeinden wie z. B.
Nematoden schiitzt. In Zellkultur-Experimenten mit HepG2
Zellen konnte gezeigt werden, dass Gal den IL-6-Signalweg
inhibiert.  Um zu Gberpriifen ob Gal allgemeine

Entziindungsmarker  herabreguliert und in  welchen

Zeitabschnitten dieses verabreicht werden soll, wurden

C57BL/6-Méuse 2, 24 und 48 h vor der LPS-Applikation mit g\ttr)Ltj)li(ltS:Jfrc])?mel 5;1“1 Ga“glfl‘:{:(ijgse
10 pg/g Korpergewicht Gal behandelt. Als Positivkontrolle

einer anti-inflammatorisch gut wirksamen Substanz wurde den Mausen 5 pg/g Dexamethason
(Dex) und als Negativkontrolle 0,9 % NaCl in H,O verabreicht. LPS wurde in einer
Konzentration von 5 pg/g Korpergewicht appliziert. 6 h nach der LPS-Gabe wurden den
Mausen Blut und Organe entnommen. Das Blut wurde wie in 3.4.1 beschrieben aufbereitet.
Die Organe wurden bis zur Weiterverwertung in flissigem Sticktoff eingefroren und bei -80°
C gelagert. Es wurde die mRNA aus PBMCs und der Milz untersucht. Abbildung 25 zeigt
die mRNA-Expression von TNF-a, IL-1pB, iNOS und S100AS8 in PBMCs und der Milz nach 2,
24 und 48 h Gal-Behandlung. Fast alle untersuchten Marker waren im Vergleich zu NaCl-
behandelten Tieren in LPS-behandelten Tieren signifikant erhtht. Auch die mRNA-
Expression von S100A8 war tendenziell erhdht, dies war aufgrund der grof3en Standardfehler
jedoch nicht signifikant. Die Behandlung mit Gal bzw. Dex senkte tendenziell die Expression
aller untersuchten Marker, wobei die Wirkung von Gal nach 24 h am starksten war. In den
PBMCs zeigte die Behandlung mit Gal nach 24 h sogar eine hohere Wirkung auf die
Expression von TNF-o und IL-1f als die Behandlung mit Dex.

Aufgrund der hohen Wirksamkeit der Gal-Behandlung flr 24 h, wurde in den spéater
beschriebenen CIA-Versuchen ein Applikationszeitraum fur Gal von 24 h gewahit.
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Abbildung 25:Expression proinflammatorischer Gene in PBMC und in der Milz im LPS-induzierten
Entztindungsmodell nach Behandlung mit Gallielalackton (Gal).

C57/BL6 Mé&usen wurden 2, 24 und 48 h vor LPS-Gabe 10 pg/g Galiellalactone (Gal) interperitoneal
(IP) verabreicht. Als Positivkontrolle wurde den Mausen 24 und 48 h vor LPS-Gabe 5 pg/g
Dexamethason (Dex) injiziert. AnschlieBend wurde den Mausen 5 ug/g LPS IP appliziert. Nach 6h LPS-
Inkubation wurden die Organe entnommen und die RNA isoliert. Mittels gRT-PCR Analyse wurde die
Expression verschiedener proinflammatorischer Gene untersucht.*: p <<0,05; ***: p < 0,001 ns: nicht
signifikant verschieden von LPS-behandelten Tieren.
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Oxacyclododecindion (Oxa)

o o Oxacyclododecindion ist ein Sekunddrmetabolit aus dem Pilz
CHg

cl Ho | ch, Exserohilum rostratum. In Zellkultur-Experimenten konnte gezeigt

HO CH, werden, dass Oxa den TGF-B- und IL-4-Signalweg inhibiert. Auch
A Oxa wurde vor der Anwendung in einem CIA-Versuch zunéchst

HO 4 im LPS-Modell getestet. Da die Loslichkeit des chemisch

verwandten S-Curvularin in PBS sehr schlecht ist, wurde Oxa

Abbildung 26: Chemische o . . . . ..
Strukturformel von Zusatzlich zu PBS auch in nativem Olivendl gelGst. Es sollte

Oxacyclododecindion getestet werden ob die Wirkung von Oxa in Ol im Vergleich zu
PBS durch die bessere Loslichkeit erhoht werden konnte. Hierfir wurde der gleiche
Versuchsaufbau wie oben gewdhlt. Die Vorbehandlung mit Oxa [1 pg/g] wurde fir 2 h
festgesetzt. Abbildung 27 zeigt die Expression proinflammatorischer Gene in den PBMCs, in
der Leber und in der Milz. Es wurde die mRNA-Expression von S100A8, IL-1p, TNF-a und
INOS untersucht. Die Expression fast aller untersuchten Markergene waren im Vergleich zu
NaCl-behandelten Tieren in LPS-behandelten Tieren erhoht. Eine signifikante
Herabregulation der proinflammatorischen Gene konnte nur fir die iNOS in der Milz in
Oxa/PBS-behandelten Tieren (A) nachgewiesen werden und fir TNF-o in der Milz und
S100AS8 in der Leber von Oxa/Ol-behandelten Tieren (B). Tendenziell waren fast alle Gene in
den Oxa/Ol-behandelten Tieren geringer exprimiert als in den LPS/Ol-behandelten Tieren
(B). In den Oxa/PBS-behandelten Tieren waren im Gegensatz dazu nur wenige Gene
tendenziell geringer exprimiert als in LPS/PBS-behandelten Tieren (A).
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Abbildung 27: Expression proinflammatorischer Gene in peripheren Blutmonocyten (PBMC), in der
Leber und in der Milz im LPS-induzierten Entziindungsmodell nach Behandlung in
Oxacyclododecindion (Oxa).

C57/BL6 Mausen wurden 2 h vor LPS-Gabe 1 ug/g Oxacyclododecindion (Oxa) in PBS/EtOH gelost
(A) oder in nativem Olivendl geldst (B) interperitoneal (IP) verabreicht. AnschlieRend wurde den
Méusen 5 ug/g LPS IP appliziert. Nach 6h LPS-Inkubation wurden die Organe entnommen und die
RNA isoliert. Mittels qRT-PCR Analyse wurde die Expression verschiedener proinflammatorischer
Gene untersucht. *: p <<0,05; **: p <<0,01; ***: p < 0,001; ns: nicht signifikant verschieden von LPS-
behandelten Tieren; n = 4 Tiere/Gruppe

Da Oxa in Ol gelost eine héhere Wirkung auf die allgemeinen Inflammationsmarker zu haben
schien als Oxa in PBS gel6st, wurde fiir den nachfolgend beschriebenen CIA-Versuch das in

Ol geloste Oxa verwendet.

4.2.2 Wirkung von Sekundarmetaboliten aus Pilzen in der kollagen-induzierten
Arthritis (CIA)

Fir die Versuche der kollageninduzierten Arthritis (CIA) wurden TCR-VB12-tg Mduse mit
200 pg heterologem Kollagen Typ II (CII) in komplettem Freud'schen Adjuvans (CFA)
immunisiert. Zur Verstarkung der Immunantwort wurden den M&usen an den Tagen 11 und
21 nach der Immunisierung weitere 100 pg CII in CFA appliziert. Die Behandlung der Mduse
und die Dokumentation des Arthritis Index erfolgten ab Tag 22 im 1 - 2-Tages-Rhythmus. Die
Bestimmung des Arthritis Index erfolgte nach dem in Abbildung 28 dargestellten Schema.
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Index 0 - Normale Pfote
Index 1 - Schwellung von 1 Zeh
Index 2 - Schwellung von 2 — 3 Zehen
Index 3 - Schwellung von Zehen
und des Ballens
Index 4 - Schwellung der gesamten Pfote

Abbildung 28:Bestimmung des Arthritis Index

Dargestellt sind die verschiedenen Schwellungsgrade einer arthritischen Pfote mit dem entsprechenden
Index

Diese Aufnahmen wurden von Dr. N. Schmidt zur Verfligung gestellt.

Eine normale Pfote hatte den Index 0, eine Pfote mit nur einem geschwollenen Zeh hatte den
Index 1, fiir die Schwellung von 2 -3 Zehen wurde der Index 2 vergeben, die Schwellung von
einigen Zehen und des Ballens wurde mit Index 3 bewertet und die Schwellung der gesamten
Pfote hatte den Index 4. Die Indizes jeder Pfote wurden fur jede Maus addiert, so dass fir ein

Tier maximal der Index 16 vergeben werden konnte.

Galiellalacton (Gal)

Far den ClA-Versuch mit Galiellalacton (Gal) wurde ein Applikationsrythmus von 24 h und
eine Endkonzentration von 10 png/g Koérpergewicht gewdhlt, da Vorversuche (Abbildung 25)
gezeigt hatten, dass Gal nach 24 h eine hohere Wirkung zeigte als nach 48 h. Als
Positivkontrolle fir eine erfolgreiche Behandlung wurde Dexamethason [2,5 pg/g] (Dex)
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verwendet, als Negativkontrolle wurde ClI-behandelten Tieren PBS/EtOH (10:1) injiziert.
Um die Schwere der Erkrankung von CII-Tieren beurteilen zu kénnen, wurden Tiere mit PBS
zur Immunisierung und PBS/EtOH zur Therapie behandelt. Die Organentnahme erfolgte an
den Tagen 25, 29 und 33 nach der Immunisierung. Abbildung 29 zeigt den mittleren Arthritis

Arthritis Index

Arthritis Index

Tag
-- ClII Cll + Dex =#= CIl + Gal

Abbildung 29: Mittlerer Arthritis Index von Cll-, ClI+Dex- und CIl + Gal-behandelten Tieren.

DBA/1-V12 transgene Méuse wurden mit 200 pg CII in CFA immunisiert An den Tagen 11 und 21
erfolgte eine Folgeapplikation mit 100 pg CII in CFA. Ab Tag 22 wurden die Mause mit PBS, Dex und
Gal behandelt. Die Applikation von PBS, Dex [2,5 pg/g] und Gal [10 pg/g] erfolgte im 24 h Rhythmus.
An Tag 25, 29 und 33 nach Immunisierung wurden den Mé&usen die Organe enthommen und der Arthritis
Index festgehalten. ***: p < 0,001 im Bezug zu Cll-behandelten Tieren; ns: nicht signifikant verschieden
von Cll-behandelten Tieren; n = 5-8 Tiere/Gruppe

Index von ClI-, CIl + Dex- und CIl + Gal-behandelten Tieren. Der Arthritis Index in CllI-
immunisierten Tieren ohne Behandlung stieg exponentiell an und endete in einem Plateau. Es
ist zu erkennen, dass bei Dex-behandelten Tieren der Arthritis Index nach Behandlungsbeginn
wieder abnahm. Der Arthritis Index von Gal-behandelten Tieren zeigte hingegen keinen

signifikanten Unterschied zu CII-Tieren.

Die Analyse der mRNA-Expression proinflammatorischer Mediatoren wie S100A8, Mip-1a.,
TNF-a und IL-1B in den peripheren Blutmonozyten (PBMCs) zeigt keine Wirkung von Gal
auf deren mRNA-Expression (Abbildung 30). Uberraschenderweise zeigte nur SI00A8 eine
erhdhte Expression in CllI-immunisierten Tieren im Vergleich zu PBS-immunisierten Tieren.

Des Weiteren zeigten an Tag 25 die mit PBS immunisierten Mause eine starke Erhéhung von
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Mip-1a und an Tag 33 eine signifikante Erhéhung von TNF-o im Vergleich zu CllI-
immunisierten Mausen. An Tag 29 war die Expression von S100A8 in Gal-behandelten

Mausen tendenziell geringer als in ClI-Mdusen.
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Abbildung 30: Expression proinflammatorischer Gene in peripheren Blutmonocyten (PBMC) von PBS-,
Cll- und CII + Gal-behandelten Tieren.

DBA/1-V12 transgene Méuse wurden mit 200 pg CII in CFA immunisiert An den Tagen 11 und 21
erfolgte eine Folgeapplikation mit 100 ug CII in CFA.Ab Tag 22 wurden die Mause mit PBS und Gal
behandelt. Die Applikation von PBS und Gal [10 pg/g] erfolgte im 24 h Rhythmus. An Tag 25, 29 und
33 nach Immunisierung wurden den Mé&usen die Organe entnommen und gRT-PCR-Analysen
durchgefihrt. *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001; ns: nicht signifikant verschieden von CIlI-
behandelten Tieren; n = 5-8 Tiere/Gruppe

Die rheumatoide Arthritis (RA) ist eine systemische Erkrankung. Allerdings sind die Gelenke
der Extremitdten am starksten betroffen. Deswegen wurde bei den Analysen der
proinflammatorischen Genexpression in der CIA auch ein verstarktes Augenmerk auf das
Krankheitsgeschehen in den Pfoten gelegt. Durch die chronische Entziindung in den Pfoten
kommt es zu einer Destruktion von Knochen- und Knorpelgewebe. Typische Marker fur den
Knochen- und Knorpelabbau sind RANK, RANKL und TRAP, welche in die Prozesse der
Enstehung und des Einwanderns von Osteoklasten involviert sind, und MMP3, welches direkt
am Abbau des Gewebes beteiligt ist. Neben den typischen Entziindungsmarkern wurde auch
die Expression dieser Destruktionsmarker in den Pfoten analysiert. Abbildung 31 zeigt die

Expression proinflammatorischer und knochen- und knorpeldestruktiver Gene in den
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Vorderpfoten von PBS-, CII- und CIl + Gal-behandelten Tieren. An Tag 25 nach der
Immunsierung waren alle untersuchten Gene in Cll-immunisierten Tieren signifikant oder
tendenziell erhéht im Vergleich zu PBS-immunisierten Tieren. Auch an den Tagen 29 und 33
waren die meisten untersuchten Gene in ClI-Tieren induziert. Eine Herabregulation dieser
Gene in den Gal-behandelten Tieren war allerdings nur an Tag 25 zu erkennen. Zu spéteren
Zeitpunkten war keine Wirkung von Gal auf die Expression der untersuchten Marker zu

erkennen.
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Abbildung 31: Expression proinflammatorischer und knorpel- und knochendestruktiver Gene in
Vorderpfoten von PBS-, Cll- und Cll+Gal-behandelten Tieren.

DBA/1-V12 transgene Méuse wurden mit 200 pg CII in CFA immunisiert An den Tagen 11 und 21
erfolgte eine Folgeapplikation mit 100 ug CII in CFA. Ab Tag 22 wurden die Mause mit PBS, Dex und
Gal behandelt. Die Applikation von PBS und Gal [10 pg/g] erfolgte im 24 h Rhythmus. An Tag 25, 29
und 33 nach Immunisierung wurden den Mdusen die Organe entnommen, die RNA isoliert und gRT-
PCR-Analysen durchgefiihrt. *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001; ns: nicht signifikant verschieden
von Cll-behandelten Tieren; n = 5-8 Tiere/Gruppe

Wegen der mangelnden Wirkung von Gal auf die Genexpression proinflammatorischer und
knochen- und knorpeldestruktiver Marker wurde auf weitere Analysen verzichtet.

Oxacyclododecindion (Oxa)

Fir den CIA-Versuch mit Oxacyclododecindion (Oxa) wurde Oxa [Endkonz. 1 ug/g] in
nativem Olivendl gelost, da Vorversuche gezeigt hatten, dass die Wirkung von Oxa in Ol
tendenziell héher ist als die Wirkung von Oxa in PBS. Es wurde ein Applikationsrythmus von
48 h gewahlt. Um die GruppengrofRe in einem statistisch auswertbaren Bereich zu halten,
wurde in diesem Versuch auf die Positivkontrolle mit Dexamethason (Dex) verzichtet.
Abbildung 32 zeigt den mittleren Arthritis Index von ClI- und CIl + Oxa/Ol-behandelten
Tieren. Es gab keinen Unterschied zwischen CllI- und Cll + Oxa/Ol-behandelten Tieren.
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Abbildung 32: Mittlerer Arthritis Index von Cll- und CI1+Oxa(Ol)-behandelten Tieren.

DBAJ/1-VB12 transgene Méuse wurden mit 200 pug CII in CFA immunisiert An den Tagen 11 und 21
erfolgte eine Folgeapplikation mit 100 ug CII in CFA.Ab Tag 22 wurden die Miuse mit Ol und Oxa(Ol)
behandelt. Die Applikation von und Oxa [1 pg/g] erfolgte im 48 h Rhythmus. An Tag 29 und 39 nach
Immunisierung wurden den Mausen die Organe entnommen und der Arthritis Index festgehalten. ns:
nicht signifikant verschieden von Cll-behandelten Tieren; n = 5-6 Tiere/Gruppe

Die Analyse der proinflammatorischen Genexpression in den PBMCs (Abbildung 33) zeigte,
dass Oxa die mRNA-Expression von S100A8 und TNF-a nicht herabregulierte aber auch,
dass die proinflammatorischen Marker in Cll-immunisierten Tieren im Vergleich zu PBS-

immunisierten Tieren nicht induziert waren.
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Abbildung 33: Expression proinflammatorischer Gene in PBMC von PBS-, Cll- und CIl + Oxa-
behandelten Tieren.

DBA/1-Vf12 transgene Méuse wurden mit 200 pg CII in CFA immunisiert An den Tagen 11 und 21
erfolgte eine Folgeapplikation mit 100 ug CII in CFA.Ab Tag 22 wurden die Miuse mit Ol und Oxa(Ol)
behandelt. Die Applikation von und Oxa [1 pg/g] erfolgte im 48 h Rhythmus. An Tag 29 und 39 nach
Immunisierung wurden den Mé&usen die Organe entnommen, die RNA isoliert und gRT-PCR-Analysen
durchgefihrt. ns: nicht signifikant verschieden von Cll-behandelten Tieren; n = 5-6 Tiere/Gruppe

Ein Vergleich zwischen PBS-immunisierten Tieren aus dem CIA-Versuch mit Gal, welche
PBS/EtOH erhielten und den mit Ol gespritzten PBS-immunisierten Tieren aus dem aktuellen
Versuch zeigte, dass die Expression proinflammatorischer Gene in den Tieren, welche mit Ol

behandelt wurden, deutlich erhéht war im Vergleich zu den Tieren, welche PBS/EtOH
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Abbildung 34: Auswirkungen von Olapplikationen auf die proinflammatorische Genexpression.

Dargestellt ist die Expression von S100A8 und TNFa in PBS- und Ol-behandelten Méusen. *: p < 0,05;
ns: nicht signifikant verschieden von PBS-Behandelten Mausen.
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erhielten (Abbildung 34). Aus den vorangegangenen Experimenten geht hervor, dass Ol als

Losungsmittel fur die Behandlung der CIA ungeeignet ist.

In einem weiteren CIA-Versuch mit Oxa wurde diesmal als Losungsmittel fir Oxa PBS/EtOH
verwendet. Abbildung 35 zeigt den mittleren Arthritis Index von CIlI- und CIl + Oxa-
behandelten Tieren. Der Index in Cll-immunisierten Tieren stieg exponentiell an und hatte an
den Tagen 29 und 33, an denen die Organentnahme stattfand noch nicht sein Plateau erreicht.
Wohingegen der Arthritis Index in Oxa-beghandelten Tieren zum Ende des Versuches hin
sein Plateau bereits erreicht hatte. Der Unterschied zwischen ClI- und ClI + Oxa-behandelten
Tieren war zwar nicht signifikant, jedoch war eine Tendenz zur Verringerung des Index

erkennbar
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Abbildung 35: Mittlerer Arthritisindex von Cll- und Cll1+Oxa-behandelten Tieren.

DBA/1-V12 transgene Méuse wurden mit 200 pg CII in CFA immunisiert An den Tagen 11 und 21
erfolgte eine Folgeapplikation mit 100 pg CII in CFA.Ab Tag 22 wurden die Mause mit PBS und Oxa
behandelt. Die Applikation von und Oxa [1 pg/g] erfolgte im 48 h Rhythmus. An Tag 29 und 37 nach
Immunisierung wurden den M&usen die Organe entnommen und der Arthritisindex festgehalten. ns: nicht
signifikant verschieden von Cll-behandelten Tieren; n = 5-6 Tiere/Gruppe

Die Analyse der proinflammatorischen Genexpression in PBMCs und in der Milz zeigte keine
Wirkung von Oxa auf die mRNA-Expression der untersuchten proinflammatorischen
Mediatoren (Abbildung 36). Sowohl in den PBMCs als auch in der Milz war nur die

Expression von S100A8 in Cll-immunisierten M&usen signifikant erhoht im Vergleich zu
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PBS-immunisierten Mausen. Die anderen untersuchten Gene waren nur tendenziell oder gar
nicht verstarkt exprimiert in Cll-immunisierten M&usen. In den PBMCs war die Expression
von TNF-a, IL-6, und Mip-la an Tag 29 und S100A8 und IL-6 an Tag 37 nach Oxa-

Behandlung nur leicht reduziert.
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Abbildung 36: Expression proinflammatorischer Gene in peripheren Blutmonocyten (PBMC) und in der
Milz von PBS-, CIl- und CII + Oxa-behandelten Tieren.

DBA/1-V12 transgene Méduse wurden mit 200 pg CII in CFA immunisiert An den Tagen 11 und 21
erfolgte eine Folgeapplikation mit 100 pg CII in CFA.Ab Tag 22 wurden die Méuse mit PBS und Oxa
behandelt. Die Applikation von PBS und Oxa [1 pg/g] erfolgte im 48 h Rhythmus. An Tag 29 und 37
nach Immunisierung wurden den Mausen die Organe entnommen, die RNA isoliert und qRT-PCR-
Analysen durchgefiihrt. *: p < 0,05; **: p < 0,01; ns: nicht signifikant verschieden von Cll-behandelten
Tieren; n = 5-6 Tiere/Gruppe
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In der Milz wurde die Expression von S100A8, TNF-a und IL-6 durch Oxa sogar noch

verstarkt.

Die Analyse der Genexpression in den Hinterpfoten (Abbildung 37) zeigte eine erhohte

Hinterpfoten - Inflammation
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Abbildung 37: Expression proinflammatorischer und knorpel- und knochendestruktiver Gene in
Hinterpfoten von PBS-, CllI- und ClI+Oxa-behandelten Tieren.

DBA/1-V12 transgene Méuse wurden mit 200 ug CII in CFA immunisiert An den Tagen 11 und 21
erfolgte eine Folgeapplikation mit 100 pg CII in CFA.Ab Tag 22 wurden die Mause mit PBS und Oxa
behandelt. Die Applikation von PBS und Oxa [1 pg/g] erfolgte im 48 h Rhythmus. An Tag 29 und 37
nach Immunisierung wurden den Madusen die Organe entnommen, die RNA isoliert und gRT-PCR-
Analysen durchgefithrt. ***: p < 0,001; ns: nicht signifikant verschieden von Cll-behandelten Tieren; n =
5-6 Tiere/Gruppe

98



Ergebnisse

Expression der untersuchten proinflammatorischen Marker in Cll-immunisierten Tieren im
Vergleich zu PBS-immunisierten Tieren. Auch die knochen- und knorpeldestruktiven Marker
waren bis auf RANK in den Cll-immunisierten erhoht. Die Behandlung mit Oxa zeigte keinen
Effekt auf die Expression der untersuchten Gene. In einigen Fallen (IL-1pB und IL-6) wurde

deren Expression sogar noch erhoht.
Somit scheint Oxa ebenfalls nicht fur eine erfolgreiche Therapie der CIA geeignet zu sein.

Da beide, bisher untersuchten Substanzen keine Wirkung in der CIA gezeigt haben, wurden
weiterflihrende Untersuchungen zur Beeinflussung der Expression von knochen- und
knorpeldestruktiven Markergenen und immunologisch relevanten miRNAs im CIA-Modell
mit S-Curvularin (SC), einer bereits erprobten Substanz, durchgefihrt.

S-Curvularin (SC)

Die CIA-Versuche mit S-Curvularin (SC) wurden von Dr. N. Schmidt durchgefiihrt. Die
Versuche wurden wie oben beschrieben gestaltet. Es wurde eine Endkonzentration von 10
ng/g Korpergewicht SC und 5 pg/g Dex eingesetzt. Die Applikation erfolgte im 48 h
Rhythmus. Fir die Analyse der knochen- und knorpeldestruktiven Marker und der
proinflammatorischen Mediatoren IFNy und IP10 wurde die RNA aus den bei -80° C
gelagerten Organen isoliert. In Abbildung 38 ist zu erkennen, dass die untersuchten knochen-
und knorpeldestruktiven Marker und IP10 in Cll-immunisierten Mé&usen induziert waren.
IFNy war nicht induziert und deren Expression wurde von SC und Dex sogar noch verstarkt.
An Tag 25 wurde die Expression der untersuchten Marker nach SC- bzw. Dex-Behandlung
tendenziell herabreguliert. An Tag 29 waren alle Destruktionsmarker signifikant erhoht,
jedoch war, mit Ausnahme von RANK, keine Herabregulation nach SC-Gabe zu erkennen.
Dagegen zeigte die Dex-Behandlung bei allen untersuchten Markergenen eine signifikatne
Herabregulation der Expression. An Tag 33 waren die Destruktionsmarker bis auf RANK
ebenfalls noch stark erhoht, wurden zu diesem Zeitpunkt sowohl von Dex wie von SC
signifikant herabreguliert. Hier war die hemmende Wirkung von SC auf die Genexpression
der knochen- und knorpeldestruktiven Marker sogar stérker als dieWirkung von Dex. Wie
Schmidt et al bereits zeigen konnte, ist SC auch in der Lage die Expression der allgemeinen
proinflammatorischen Marker herab zu regulieren [140]. Um die Wirkung von SC weiter zu
untersuchen, wurden microRNA-Analysen durchgefihrt.
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Abbildung 38: Expression proinflammatorischer und knorpel- und knochendestruktiver Gene in
Hinterpfoten von PBS-, Cll-, Cll+ Dex- und Cll+ SC -behandelten Tieren.

DBA/1-V12 transgene Méuse wurden mit 200 pg CII in CFA immunisiert An den Tagen 11 und 21
erfolgte eine Folgeapplikation mit 100 pg CII in CFA.Ab Tag 22 wurden die Mause mit PBS, Dex und
SC behandelt. Die Applikation von PBS, Dex [5 png/g] und SC [10 pg/g] erfolgte im 48 h Rhythmus. An
Tag 25, 29 und 33 nach Immunisierung wurden den Mé&usen die Organe entnommen, die RNA isoliert
und gRT-PCR-Analysen durchgefihrt. *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001; ns: nicht signifikant
verschieden von Cll-behandelten Tieren; n = 5-6 Tiere/Gruppe

100



Ergebnisse

4.2.3 Regulation von microRNAs in der kollagen-induzierten Arthritis (CI1A)

Entzlindliche Prozesse unterliegen strengen und sehr vielfaltigen Kontrollen. Die Regulation
proinflammatorischer Mediatoren findet meist auf unterschiedlichen Ebenen statt, um eine
schnelle und effektive Wirkung zu gewdhrleisten. In den letzten Jahren konnte gezeigt
werden, dass mMIRNAs eine essentielle Rolle in der Regulation des molekularen
Krankheitsgeschehens vieler Erkrankungen einnehmen. Es sind bereits zahlreiche miRNAs
bekannt, welche in den Krankheitsverlauf der rheumatoiden Arthritis (RA) involviert sind.
Ein Ziel dieser Arbeit war es, neue miRNAs zu identifizieren, die in Cll-immunisierten
Mausen im Vergleich zu gesunden Kontrollmdusen differentiell reguliert sind. Fir diese
Untersuchungen wurden miRNAs aus Pfoten von PBS- und Cll-behandelter Tiere isoliert.
Um einen moglichst umfangreichen Uberblick zu erhalten, wurden die miRNAs aus den
Pfoten einer Versuchsgruppe gepoolt und damit miRNA-PCR-Array-Analysen durchgefiihrt.
Abbildung 39 zeigt miRNAs, welche in ClI-Tieren verschieden von PBS-Tieren reguliert

wurden.
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Abbildung 39: Expression immunologisch relevanter microRNAs in Cll-behandelten Tieren.

DBA/1-V12 transgene Méuse wurden mit 200 pug CII in CFA immunisiert An den Tagen 11 und 21
erfolgte eine Folgeapplikation mit 100 pg CII in CFA. Fir die microRNA PCR-Arrays wurden
microRNAs aus Pfoten von PBS- und Cll-Mausen verwendet.
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Aus den diesen PCR-Array-Analysen wurden die miR-16 und die miR-182 ausgewéhlt, um
deren Expression in gRT-PCR-Analysen zu verifizieren und um zu uberprufen, ob SC eine
Wirkung auf deren Expression zeigt. Die miR-16 wurde in der Literatur schon oft im
Zusammenhang mit der rheumatoiden Arthritis beschrieben [158]. Die miR-182 war die
einzige miRNA, welche in Cll-behandelten Tieren herabreguliert wurde. Des Weiteren wurde
die Expression der miR-34a untersucht, da Zellkulturexperimente in humanen Zellen gezeigt
hatten, dass die miR-34a-Expression bei Entziindungsprozessen herabreguliert wird und durch
SC wieder auf Normalniveau ansteigt (bisher unvertffentlichte Daten der AG Erkel).
Abbildung 40 zeigt, dass die miR-34a und miR-182 wie erwartet in ClI-Tieren herabreguliert
wurden und durch die Behandlung mit SC wieder das Expressionsprofil von PBS-behandelten
Tieren erreichte. Die verstarkte Expression der miR-16 in Cll-Tieren konnte nicht bestéatigt

werden. Allerdings zeigte die Behandlung mit SC einen Anstieg der miR-16.
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Abbildung 40: Expression von microRNAs in Pfoten von PBS-, Cll- und ClI+ SC -behandelten Tieren.

DBA/1-V12 transgene Méuse wurden mit 200 pg CII in CFA immunisiert An den Tagen 11 und 21
erfolgte eine Folgeapplikation mit 100 pg CII in CFA.Ab Tag 22 wurden die Mduse mit PBS und SC
behandelt. Die Applikation von PBS und SC [10 pg/g] erfolgte im 48 h Rhythmus. An Tag 29 nach
Immunisierung wurden den Mdusen die Organe entnommen, die RNA isoliert und gRT-PCR-Analysen
durchgefihrt. *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001; ns: nicht signifikant verschieden von CII-
behandelten Tieren; #: p < 0,05; ns#: nicht signifikant verschieden von PBS-Tieren; n = 5-6
Tiere/Gruppe

Fir die microRNA-Analysen wurde die RNA aus der gesamten Pfote verwendet. Da die

Expression von microRNAs jedoch tberwiegend zellspezifisch ist und um ein mdgliches
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zelluldres Modell zu erkunden, wurden murine Makrophagen (RAW-264.7) auf ihre
microRNA-Expression hin untersucht.

4.2.4 Regualtion vin microRNAs in murinen Makrophagen

Leider war es nicht méglich einzelne Zellarten aus den Pfoten zu isolieren um die microRNA-
Expression zellspezifisch untersuchen zu koénnen. Da Makrophagen maligeblich an der
Pathogenese der RA beteiligt sind und auch schon in den in vitro-Studien verwendet wurden,
lag der Schluss nahe, die miRNA-Expression in RAWSs zu untersuchen. Fir diese Analysen
wurden RAWSs zundchst fir 1 h mit SC vorbehandelt und anschlieBen mit einem Mix aus LPS
und murinem IFNy stimuliert. In gqRT-PCR-Analysen wurde die Expression der miR-16, miR-
34a und der miR-182 untersucht.
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Abbildung 41: Expression von microRNAs in murinen Makrophagen (RAW-264.7)

RAWSs wurden in 6-Loch-Platten ausgesét und wenn sie konvluent waren auf FCS-freies Medium gesetzt
damit alle Zellen im gleichen Zellzyklus sind. Nach 16 h auf FCS-freiem Medium wurden die Zellen fiir 1
h mit SC vorbehandelt bevor diese mit LPS und murinem IFNy fir 2 und 6 h stimuliert wurden.
Anschliefend wurden die Zellen in GIT-Puffer lysiert, die RNA isoliert und qRT-PCR-Analysen
durchgefthrt. *: p < 0,05; ***: p < 0,001; ns: nicht signifikant verschieden von LPS/IFNy-behandelten
Zellen; n =4,

Abbildung 41 zeigt, dass weder nach 2 noch nach 6 h LPS/IFNy-Stimulation die Expression
der untersuchten miRNAs verandert war. Uberraschenderweise zeigt die miR-182 eine
Regulation durch SC obwohl keine Induktion der Expression in stimulierten Zellen zu

erkennenwar.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Sekundarmetabolite Galiellalacton (Gal) und
Oxacyclododecindion (Oxa) die Genexpression proinflammatorischer Marker in einem
akuten, LPS-induzierten Entziindungsmodel herabregulierten. Die Expression von
proinflammatorischen und knochen- und knorpeldestruktiven Genen wurde hingegen in der
CIA weder von Gal noch Oxa beeinflusst. S-Curvularin (SC) war in der Lage neben seiner,
bereits beschriebenen, anti-inflammatorischen Wirkung auch die Expression von Genen herab
zu regulieren, welche maRgeblich am Abbau von Knorpel- und Knochengeweben beteiligt
sind. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die miR-34a und die miR-182 in der CIA
differenziell reguliert wurden und dass SC auch einen positiven Einfluss auf deren Expression
zeigte. Weiter konnte gezeigt werden, dass RAWSs als Zellmodel flr in vitro-Studien flr die

miR-16, miR-34a und die miR-182 ungeeignet waren.
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5 Diskussion

51 Einfluss des zytosolischen PolyA-bindenen Proteins (PABP) auf
die Genexpression der humanen induzierbaren NO-Synthase
(INOS)

Die humane induzierbare NO-Synthase (iNOS) ist an zahlreichen physiologischen und
pathophysiologischen Prozessen beteiligt [175, 176]. Eine fehlerhafte Regulation der
Expression der iNOS kann zu massiven Gewebeschdden fihren [42, 45]. Einer der
wichtigsten Mechanismen in der Regulation der Genexpression ist die Regulation der mRNA-
Stabilitat. Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine Vielzahl von RNA-bindenden Proteinen

an der Regulation der iINOS-Expression beteiligt sind [68, 70].

In Affinitats-Chromatographie-Analysen wurde das zytosolische PolyA-bindende Protein
(PABP) als eines der Proteine identifiziert, welche direkt mit der 3'UTR der humanen iNOS
interagieren [68].

Um den Einfluss von PABP auf die iINOS-Expression untersuchen zu kdnnen, generierte S.
Nowag wahrend seiner Doktorarbeit DLD-1 Zellen, welche mittels sSiRNA die Expression von
PABP zytokinunabhangig herabregulierten (Abbildung 9, S. 66). In diesen DLD-1-siPABP
Zellen war die INOS-Expression im Vergleich zu DLD-1-siLuc Zellennach Zytokininduktion
sowohl auf mRNA-Ebene als auch auf Proteinebene stark reduziert (Abbildung 10, S. 67).
Untersuchungen der mRNA-Expression von Pol2a und f2M zeigten keine Verdnderung der
MRNA- oder der Proteinexpression in sSiPABP Zellen im Vergleich zu siLuc Zellen
(Doktorarbeit von S. Nowag, [177]). Diese Befunde zeigen, dass die Wirkung der
Herabregulation von PABP auf die iINOS-Expression nicht einer generellen Repression der
Translation zugrunde gelegt werden kann. Des Weiteren konnte S. Nowag zeigen, dass auch
die iINOS-abhangige Produktion von NO in zytokinstimulierten siPABP Zellen signifikant
abnahm (Abbildung 11, S. 68). Eine unverdnderte Expression der Transkriptionsfaktoren
STAT-1o und NF-xB (Doktorarbeit S. Nowag) und die Tatsache, dass die Induzierbarkeit des
16 kb iNOS Promotors in siPABP Zellen unverandert blieb (Abbildung 13, S. 70), legen den
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Schluss nahe, dass der Einfluss von PABP auf die iINOS-Expression auf posttranskriptioneller
Eben stattfindet.

Versuche mit 5,6-Dichlor-1-D-ribofuranosyl-benzimidazol (DRB), welches die RNA-
Polymerase 11 inhibiert, und somit die Transkription stoppt, konnten zeigen, dass die mMRNA
der iINOS in siPABP Zellen wesentlich schneller abgebaut wird als in siLuc Zellen
(Abbildung 14, S. 71). Im Gegensatz dazu blieb der Abbau der mRNAs der Pol2a und von
B2M in siPABP Zellen unverandert. Diese Experimente zeigen, dass die Regulation der
INOS-Expression durch PABP Uber die Stabilitat der INOS mRNA erfolgt. Da die Stabilitat
anderer mRNAs durch die Herabregulation von PABP unbeeinflusst blieb, ist davon
auszugehen, dass PABP, neben seinen zahlreichen anderen Funktionen, spezifisch in die

Regulation der iNOS-Expression involviert ist.

Neben der Herabregulation der iNOS in zytokinstimulierten siPABP Zellen wurden auch die
proinflammatorischen Mediatoren COX2, IL-8 und RANTES in zytokinstimulierten siPABP
Zellen geringer exprimiert als in zytokinstimulierten siLuc Zellen (Abbildung 12, S. 68). Die
COX2 gehort zur Familie der induzierbaren Oxygenasen und oxidiert Arachidonsdure zu
Prostaglandin H2. Die COX2 wird natlrlicherweise bei Verletzungen und Entziindungen
durch Zytokine und Mitogene induziert. In der 3'UTR der COX2-mRNA befinden sich
ebenfalls mehrere AREs, welche fiir eine stringente Regulation der COX2-Expression sorgen,
und ein Bereich, der ebenfalls eine hohe Sequenzidentitit zur PABP-Bindestelle in der PABP
MRNA aufweist. Des Weiteren wurde aber auch beschrieben, dass von der iNOS produziertes
NO maRgeblich an der Regulation der COX2-Expression beteiligt ist [178]. Die verringerte
Expression der COX2 in den siPABP Zellen kdnnte neben der Regulation durch PABP auch
auf die geringere NO-Menge zurtickgefiihrt werden. IL-8 ist ein Chemokin, welches
neutrophile Granulozyten in entziindetes Gewebe rekrutiert. In der 3'UTR von IL-8 befinden
sich 10 AREs und sowohl in der 5°- als auch in der 3"UTR konnten Bereiche mit einer hohen
Sequenzidentitat zur PABP-Bindestelle in der PABP mRNA identifiziert werden. Auch bei
RANTES (Regulated on Activation, Normal T cell Expressed and Secreted), ebenfalls ein
Chemokin, welches T-Zellen, Eosiniphile und Basophile bei Entziindungsreaktionen
rekrutiert, konnten Bereiche mit ahnlicher Sequenzidentitat zur PABP-Bindestelle der PABP
mRNA gefunden werden, jedoch besitzt die 3'UTR der RANTES mRNA keine AREs. Die
Herabregulation der COX2-, IL-8- und RANTES-Expression in stimulierten siPABP Zellen

im Vergleich zu siLuc Zellen liefert einen Hinweis darauf, dass PABP auch in die Regulation
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dieser Mediatoren involviert sein konnte. Um dies zu bestatigen mussen jedoch noch weitere
Untersuchungen zur spezifischen Bindung von PABP an diese mRNAs sowie Reportegen-

Analysen erfolgen.

Die Vermutung, dass PABP spezifisch die iNOS-Expression reguliert, konnte durch UV-
Crosslink-Experimente mit rekombinantem GST-PABP von S. Nowag und durch in der
vorliegenden Arbeit durchgefiihrte Pull down-Analysen mit endogen exprimiertem PABP aus
DLD-1 Zelllysaten untermauert werden. Es konnte eine Bindung von PABP sowohl an die 5°-
als auch an die 3’'UTR der humanen iNOS-mRNA gezeigt werden (Abbildung 16 A + B, S.
74). In der 5°UTR bindet PABP an eine Sequenz im Exon 2, welche eine hohe
Sequenzidentitat zur PABP-Bindesequenz in der 5"UTR der PABP mRNA aufweist. Nach der
Deletion dieser Sequenz (Abbildung 17C, S. 75) erfolgte keine PABP-Bindung mehr an die
5°UTR der iNOS (Abbildung 18, S. 76). Und obwohl die 5’"UTR der iNOS in Reportergen-
Analysen keine Wirkung auf die Expression des Reportergens zeigte, wurde die Reportergen-
Expression zytokinunabhé&ngig sowohl durch die Mutation, als auch durch die Deletion der
PABP-Bindestelle verringert (Abbildung 19, S. 78). Durch die zahlreichen Funktionen von
PABP in der Translation [92, 97, 99] konnte dieser Effekt auf eine verringerte
Translationsrate zurtickgefiihrt werden. Jedoch zeigten Analysen der mRNA-Expression des
Reportergens ebenfalls eine geringere Menge an mRNA in den Zellen, welche mit
Konstrukten der mutierten PABP-Bindestelle transfiziert worden waren (Abbildung 23, S.
83). Dies legt den Schluss nahe, dass PABP uber die Bindung in der 5’"UTR der humanen
INOS mRNA eine spezifische Rolle in der mRNA-Stabilitat inne hat. Es wurde bereits
beschrieben, dass PABP unabhéngig von elF-4E an das 5°Cap von polyadenylierten mRNAS
binden kann und diese vor dem Decapping-Enzym Dcp2 schiitzt und somit die Lebensdauer
der mRNA verléngert [100]. Obwohl bei Khanna et al. keine Bindung an eine RNA-Sequenz
vorliegt so wére es denkbar, dass PABP in diesem Fall Gber die raumliche N&ahe der
Bindestelle im 5"UTR der iNOS mRNA zum 5 Capdurch seine Fahigkeit das 5"Cap und die
RNA gleichzeitig zu binden die mMRNA vor dem 5”- 3"-Abbau schutzt.

Die Bindung von PABP an die 3'UTR der humanen iNOS mRNA konnte von S. Nowag auf
einen AU-reichen Bereich, und innerhalb des AU-reich Bereiches auf die Fragmente A und B
eingeschrankt werden (Abbildung 16 C + D, S. 74). Im Fragment A liegt ebenfalls eine
Sequenz, welche eine hohe Homologie zu der PABP-Bindesequenz in der PABP mRNA

aufweist und im Fragment B befinden sich die ersten drei von insgesamt funf AREs
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(Abbildung 15, S. 72). Mutationen sowohl im Fragment A, als auch im Fragment B
(Abbildung 17, S. 75) fuhrten zur Aufhebung der Bindung von PABP an diese Bereiche.
Dies deutet, wie auch schon die Bindung in der 5"UTR, auf einen spezifischen Effekt von
PABP auf die INOS-Expression hin.

Reportergen-Analysen mit der 3’'UTR der humanen iNOS und mit Konstrukten, welche
Mutationen im Fragment A oder Fragment B enthielten, zeigten Uberraschende Ergebnisse.
Die geringere Luciferaseaktivitat in mit der 3"UTR transfizierten Zellen im Vergleich zu den
Zellen, welche nur mit dem Reporterplasmid transfiziert wurden, wurde bereits in friiheren
Arbeiten gezeigt [67]. Sollte PABP die iINOS mRNA uber die Bindung an Bereiche der
3'UTR stabilisieren, wirde die Luciferaseaktivitat in den Zellen, welche mit den Mutanten
(mutA und mutB) transfiziert wurden, abnehmen im Vergleich zu den Zellen mit der Wildtyp
3'UTR. Die Ergebnisse zeigen allerdings eine erhdhte Luciferaseaktivitat in Zellen mit dem
mutA-Konstrukt und keine Veranderung mit dem mutB-Konstrukt im Vergleich zu den Zellen
mit der Wildtyp 3'UTR (Abbildung 20, S. 79). Der Befund, dass die Luciferaseaktivitat in
den Zellen mit dem mutA-Konstrukt eine hohere Luciferaseaktivitat aufweist als die Zellen
mit der Wildtyp 3"UTR, obwohl die PABP-Bindestelle mutiert ist und somit keine Bindung
von PABP mehr stattfindet, konnte bedeuten, dass die stabilisierende Wirkung anderer RNA-
BP wie HuR einen stdarkeren Effekt auf die iNOS-Expression, und somit auf die hier
untersuchte Luciferaseaktivitat, haben als die fehlende Bindung von PABP. Die AREs 1-3 in
der INOS 3"UTR werden auBer von PABP auch von AUF1 gebunden, was die Stabilitat der
mRNA verringert [70]. Die unverdnderte Luciferaseaktivitat in den Zellen mit dem mutB-
Konstrukt kdnnte damit erklart werden, dass der stabilisierende Einfluss von PABP und der
destabilisierende Effekt von AUF1 sich gegenseitig aufheben und es somit zu keiner

veranderten Luciferaseaktivitat kommt.

Naturlicherweise kommen die 5- und die 3"UTR aber nicht voneinander getrennt vor. Eine
weitere Erklarung fir die unerwarteten Ergebnisse aus Abbildung 20 kénnte also das Fehlen
der 5"UTR sein. Daher wurden Reporterplasmide generiert, welche sowohl die 5°- als auch
die 3"UTR der humanen iNOS enthalten. Zusatzlich wurde auch das erste Intron in der 5UTR
verwendet, damit bei QRT-PCR-Analysen die mRNA von der transfizierten DNA
unterschieden werden konnte. Reportergenanlysen mit zwei verschiedenen Reporterplasmiden
(pGl3control und pcDNA4/TO) zeigten, wie erwartet, den destabilisierenden Effekt der

3'UTR und die Erhéhung der Luciferaseaktivitat durch die Integration des Intron 1 in die
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5°'UTR. Auch in Kombination mit der Ex1In1Ex2-Sequenz der 5"UTR zeigt die 3'UTR eine
Verringerung der Luciferaseaktivitat (Abbildung 21, S. 80). Aus diesen Experimenten geht
hervor, dass die Reporterplasmide sich wie erwartet verhalten und fir die Analyse der
Mutationen in den PABP-Bindestellen in Kombination mit der Ex1In1Ex2-Sequenz geeignet
sind.

Die Transfektion von DLD-1 Zellen mit dem Konstrukt Ex1In1Ex2wt-3"UTRmutA zeigte
wieder eine hohere Luciferaseaktivitat in diesen Zellen als fir die Zellen mit den Wildtyp-
UTR, so dass hier zumindest kein dominanter stabilisierender Effekt der PABP-Bindestelle
im Fragment A der iNOS 3'UTR vorliegt. Zellen, welche mit dem Ex1In1Ex2mutPABP-
3’'UTRmutA-Konstrukt  transfiziert wurden, zeigten hingegen eine  geringere
Luciferaseaktivitat als Zellen mit den Wildtyp-UTR und auch als Zellen mit dem mutA-
Konstrukt, jedoch eine etwas hohere Luciferaseaktivitit als Zellen, welche nur mit dem
Konstrukt mit einer singularen Mutation der PABP-Bindestelle in der 5’UTR transfiziert
wurden (Abbildung 22, S. 81). Dies bedeutet, dass die Expressionsrate der Luciferase durch
die fehlende Bindung von PABP an die 5"UTR massiv abnimmt, aber durch eine zusétzliche
fehlende PABP-Bindung im Fragment A der 3'UTR wieder etwas zunimmt. Dieser Befund
spricht daflr, dass die Bindung von PABP an die Stelle im Fragment A einen
destabilisierenden Effekt auf die INOS mRNA ausiibt. Dies wird durch die mRNA-Daten aus
Abbildung 22 (S. 81) untermauert, da hier die mMRNA-Menge nach der zusétzlichen Mutation
der Bindestelle im Fragment A zunimmt. Im Umkehrschluss bedeutet es, dass die
stabilisierende Wirkung von PABP in der 5’"UTR durch eine destabilisierende Wirkung im
Fragment A zumindest teilweise aufgehoben wird.

Reportergen-Analysen mit den mutierten AREs 1-3 (mutB) in Kombination mit der Wildtyp
5'UTR zeigten eine stark erhdhte Luciferaseaktivitdat im Vergleich zu dem Wildtyp-UTR-
Konstrukt. Wohingegen die Doppelmutante (Ex1In1Ex2mutPABP-3"UTRmutB) zu einer
viel geringeren Luciferaseaktivitat fihrte als in den mit den Wildtyp-UTR transfizierten
Zellen (Abbildung 22, S. 81). Die Regulation der iNOS-Expression durch PABP scheint ein
komplexes Zusammenspiel von Stabilisierung und Destabilisierung zu sein. Wobei die
singuléren Mutationen der PABP-Bindestellen in der 3'UTR (mutA und mutB) nicht an der
MRNA-Stabilitat beteiligt zu sein scheinen, da die mRNA-Expression, in den mit diesen
Konstrukten transfizierten Zellen, sich nicht verdnderte (Abbildung 23, S. 83). Die PABP-
Bindestelle in der 5"UTR scheint jedoch bei der Stabilisierung der mMRNA eine wichtige Rolle
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zu spielen, da sich die Mutation in dieser Bindestelle auch auf die mRNA-Expression
auswirkt und nicht nur auf die Protein-Expression beschrankt ist (Abbildung 23, S. 83).
Dieser Effekt wird allerdings durch die zusatzliche Mutation im Fragment A nicht nur
aufgehoben, sondern die mMRNA sogar noch weiter stabilisiert.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass PABP, durch seine spezifische Bindung an
Bereiche der 5"- und der 3'UTR der humanen iNOS mRNA und die beobachteten Effekt auf
die iINOS-Expression und die damit verbundene, geringere NO-Produktion in siPABP Zellen,
maRgeblich an der posttranskriptionellen Regulation der iINOS-Expression beteiligt ist. Aus
den Transfektionsexperimenten geht hervor, dass zumindest die separaten Bindestellen in der
3'UTR keinen Einfluss auf die mRNA-Stabilitdt ausiben, sondern eher an der
Translationskontrolle beteiligt sind. Mutiert man hingegen die Bindestelle in der 5’"UTR, so
ist ein Effekt sowohl auf der mRNA- als auch auf der Proteineben zu beobachten, was dafir
spricht, dass diese PABP-Bindung eher fur eine Stabilisierung der iNOS mRNA sorgt und
somit auch mit den Ergebnissen aus den siPABP Zellen im Einklang steht.

Die PABP-Bindestelle im Fragment A der iINOS 3'UTR scheint eher eine destabilisierende
Funktionen einzunehmen, aber nur in Kombination mit der PABP-Bindestelle in der 5’UTR.
Die Mutation dieser Bindestelle alleine zeigt lediglich eine Erh6hung in der
Luciferaseaktivitat nicht aber in der mRNA-Menge, und nur in Kombination mit einer
Mutation in der 5"UTR PABP-Bindestelle auch eine Erhohung der mRNA-Expression.

Fir die Bindestelle im Fragment B kann hier nur gesagt werden, dass die singuldre Mutation
die Luciferaseaktivitat erhoht, was auf die fehlende Bindung von AUF1 zurtickgefuhrt werden
konnte [70]. Allerdings stehen die mRNA-Daten aus Abbildung 23 (S. 83) im Gegensatz
dazu, da hier keine signifikante Erhdhung der mMRNA-Menge beobachtet werden konnte wie
von Pautz et al. postuliert. Auch hier scheint die PABP-Bindung in der 5"UTR, zumindest auf
Proteinebene, eine dominantere Rolle zu spielen als die Bindung an die AREs 1-3, da die
zusatzliche Mutation der Bindestelle in der 5'UTR zu einer signifikant geringeren
Luciferaseaktivitat fuhrte im Vergleich zu den Wildtyp-UTR und auch im Vergleich zu der
singularen Mutation im Fragment B (Abbildung 22, S. 81).

Der genaue Mechanismus wie PABP die Expression der humanen iNOS beeinflusst, muss
noch geklart werden. Fest steht, dass die hier diskutierten Befunde bisher einzigartig sind in

der aktuellen Literatur und die Rollen von PABP bei der Regulation der Genexpression noch
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lange nicht vollstandig untersucht sind. Ein denkbarer Mechanismus kdnnte darin bestehen,
dass die PABP-Bindestelle in der 5'UTR der humanen iNOS essentiell ist fur eine
Ringstruktur der mRNA unabhéngig von elF4e und elF4G ist und auf diese Weise die
Stabilitdt der INOS mRNA auch nach der Initiation der Translation aufrecht erhalten werden
kann. Eine weitere Moglichkeit wére die Regulation der mRNA-Stabilitat durch Inhibierung
des NMD. Ivanov et al. konnten zeigen, dass PolyA-gebundenes PABP in der Lage ist den
NMD zu inhibieren [108]. Da die INOS mRNA einen, dem eigentlichen Transkriptionsstart
vorgelagerten, offenen Leserahmen (LORF) aufweist, wire die iNOS mRNA auch ein
mogliches Substrat fir den NMD [179]. Seit einiger Zeit wird dem NMD (ber seine
natlrliche Funktion hinaus auch eine regulatorische Funktion zugewiesen [180]. Wie diese

jedoch aussieht und welche Rolle PABP dabei spielt muss noch geklart werden.
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5.2 Wirkung von Sekundarmetaboliten aus Pilzen auf

proinflammatorische Mediatoren

Pilze schiitzen sich vor Fressfeinden und Bakterienbefall indem sie biologisch wirksame
Sekundarmetabolite synthetisieren. Erkel et al. zeigten, dass die Substanzen Galiellalacton
(Gal) und Oxacyclododecindion (Oxa) gezielt in pathophysiologische Signalwege eingreifen,
indem sie die Bindung wichtiger Transkriptionsfaktoren an die DNA verhindern (siehe 1.4.3)
und so in der Lage sind die Expression proinflammatorischer Faktoren zu hemmen [139]. In
dieser Arbeit wurden diese Sekunddrmetabolite im Hinblick auf ihre antiinflammatorische
Wirkung in der kollagen-induzierten Arthritis bei Mausen untersucht. Hierfur wurdenTCR-
VB12-tg Mduse verwendet, welche die B-Kette eines T-Zellrezeptors aus einem arthritogenen
T-Zellklon exprimieren und so viel anfalliger auf heterologes ClI reagieren [172]. Nach einer
Immunisierung mit heterologem CIl in komplettem Freud’schen Adjuvans und zwei
Folgeapplikationen entwickelten diese M&use eine massive Arthritis, deren Schwere tber den
Arthritisindex bestimmt wurde (Abbildung 28, S. 89). Des Weiteren wurden die Chemokine
Mip-1a und IP-10 (CXCL10) und die Zytokine TNF-a, IL-1pB, IL-6 und IFN-y untersucht, da
diese Mediatoren bei der systemischen Entziindung wahrend der RA und der CIA eine grofRe
Rolle spielen. Mip-1a wird von Makrophagen synthetisiert und spielt eine wesentliche Rolle
bei der Aktivierung von Granulozyten und bei der Freisetzung von TNF-a und IL-1 aus
Fibroblasten und Makrophagen. Eine erhéhte Mip-1a-Expression wurde in der synovialen
Flussigkeit von RA-Patienten nachgewiesen wo es zur Entziindung des Gelenkes beitrug
[181]. IP-10 (IFN-y induced protein 10) wird von Monozyten, endothelialen Zellen und
Fibroblasten nach einem Stimulus mit IFN-y sekretiert und ist beteiligt an der Rekrutierung
von Makrophagen und T-Zellen [182]. AuBerdem wurde es in der synovialen Flissigkeit und
in der synovialen Membran von RA-Patienten beschrieben [183, 184]. TNF-a, IL-1B, IL-6
und IFN-y sind Hauptmediatoren in der Pathogenese der RA und nehmen wichtige
Schlisselpositionen in der Entstehung und Aufrechterhaltung der entzindlichen und
destruktiven Prozesse im Gelenk ein [123-126]. Zusatzlich wurden Marker untersucht, welche
den Grad der Zerstérung von Knorpel und Knochen anzeigen. RANK und RANKL spielen
eine wichtige Rolle im Knochenstoffwechsel. RANK wird an der Oberflache wvon
Osteoklasten-Vorlauferzellen exprimiert und induziert nach der Bindung seines Liganden
(RANKL) die Differenzierung zu Osteoklasten, welche dann Knochen und Knorpel abbauen.
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In gesunden Organismen sind der Knochenaufbau und —abbau im Gleichgewicht. Bei RA-
Patienten wird RANKL vermehrt exprimiert, sodass das Gleichgewicht zugunsten der
Osteoklasten verschoben ist und es somit zu vermehrtem Knochen- und Knorpelabbau
kommt, aber der Knorpel- und Knochenaufbau unterdriickt wird [185]. Die Tartrat resistente
alkalische Phosphatase (TRAP) kommt nur in ausdifferenzierten Osteoklasten vor und dient
als Marker fir die Osteoklastenbildung. Matrixmetalloproteasen (MMP) gehéren zu den
Hauptenzymen, welche den Knochen- und Knorpelabbau bewerkstelligen. Sie sind in den
Gelenken von RA-Patienten ebenfalls stark erhoht [186]. Des Weiteren wurde das
kalziumbindende Protein S100A8 untersucht, welches ebenfalls in entziindliche Prozesse
involviert ist indem es nach einer Stimulation durch Zytokine weitere Immunzellen in die
Gelenke von RA-Patienten rekrutiert und somit die Entziindung noch weiter verstarkt [187,
188]. Fir seine Funktionen bildet S100A8 mit S100A9 ein Heterodimer aus. Dieses
Heterodimer wurde bereits in Seren von RA-Patienten nachgewiesen und wird als mdglicher
Biomarker diskutiert, da die Menge an S100A8/A9 mit der Krankheitsaktivitat korreliert
[189].

521 Wirkung von Gallielalacton (Gal) im LPS-induzierten Entziindungsmodell
und in der kollagen-induzierten Arthritis (CIA)

Bevor die Wirkung von Galiellalacton (Gal) in einem aufwendigen ClA-Versuch untersucht
werden konnten, wurde dessen antiinflammatorisches Potential im LPS-induzierten
Entzindungsmodell an einer kleinen Versuchsgruppe untersucht. Gal erwies sich bereits in
Zellkulturexperimenten und in einem Mausmodell fur allergisches Asthma als eine wirksame
Substanz zur Senkung der proinflammatorischen Genexpression tber die Inhibierung der IL-
6-induzierten Proteinexpression [141, 142] indem es die Bindung des Transkriptionsfaktors
STAT3 an die DNA verhindert. Um den Applikationsrythmus fir die Gal-Gabe
herauszufinden wurde C57BL/6-Mé&usen 10 pg/g Gal in PBS/EtOH 2, 24 und 48 h vor der
LPS-Applikation IP verabreicht. Es wurde die mRNA-Expression in den PBMCs und in der
Milz untersucht. Die untersuchten proinflammatorischen Gene TNF-a, IL-1B, iNOS und
S100A8 waren in allen LPS-behandelten Tieren induziert. Gal zeigte bei der Vorbehandlung
fur 24 h die grofite Wirkung und senkte die Expression von TNF-a und IL-1p sogar stéarker als
die Positivkontrolle Dex (Abbildung 25, S. 86). Auch nach 2 und 48 h wurde eine Wirkung
von Gal auf die untersuchten Gene beobachtet, jedoch war die Wirkung nach 24 h am
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Uberzeugendsten, so dass fur den ClIA-Versuch ein Applikationsrythmus von 24 h gewahlt

wurde.

Die Behandlung der Cll-immunisierten Mause mit Gal begann am Tag 21 nach der
Immunisierung. An den Tagen 25, 29 und 33 nach der Immunisierung wurden den Mdusen
die Organe entnommen, um den Krankheitsverlauf untersuchen zu kénnen. Der Arthritisindex
wurde jeden zweiten Tag nach Behandlungsbeginn dokumentiert. Der Arthritisindex von Gal-
behandelten Mdusen zeigte keinen Unterschied zu den kranken ClI-Tieren im Gegensatz zum
Arthritisindex der Dex-behandelten Kontrollgruppe. Bei den Dex-behandelten Tieren war
sofort nach Behandlungsbeginn eine signifikante Verbesserung im Schwellungszustand der
Pfoten erkennbar (Abbildung 29, S. 90). Leider konnte auch in den PBMCs keine Wirkung
von Gal beobachtet werden (Abbildung 30, S. 91). Die Untersuchung der Inflammations- und
Destruktionsmarker in den Pfoten zeigten eine hemmende Wirkung von Gal auf die
untersuchten Markernur an Tag 25, nicht aber an den Tagen 29 und 33. Die vermeintlich
positive Wirkung von Gal an Tag 25 konnte damit erklart werden, dass die Gruppe der Gal-
behandelten Tiere, welchen an Tag 25 die Organe entnommen wurden, insgesamt nicht gut
auf die Immunisierung durch das CII angesprochen hat und somit unabhéngig von der Gal-
Behandlung bereits weniger Krankheitssymptome zeigte. Es ist Uberraschend, dass Gal die
allgemeinen Inflammationsmarker S100A8, TNF-a, IL-1B und besonders IL-6 im CIA-
Modell nicht senken konnte, obwohl eine Wirkung im LPS-Modell (Abbildung 25, S. 86)
und auch in Zellkulturexperimenten nachgewiesen werden konnte [190]. Eine mdgliche
Erklarung konnte der Zeitpunkt der Applikation sein. Sowohl in den Zellkulturexperimenten
als auch im LPS-Modell wurde Gal vor der Induktion der Entziindungsreaktion verabreicht.
Es konnte sein, dass Gal zwar praventiv die Induktion proinflammatorischer Gene durch die
Inhibierung von STAT3 verhindern kann, jedoch nicht in der Lage ist bereits induzierte

Zytokine und Chemokine zu senken.

Hausding et al. konnten eine Wirkung von Gal in einem Mausmodell fir allergisches Asthma
nachweisen [142]. Auch hier wurde Gal entweder vor oder gleichzeitig mit dem Allergen
gegeben, sodass eine praventive Wirkung von Gal plausibel scheint. Des Weiteren spielen
beim allergischen Asthma eher Th2-Zytokine wie IL-4 und IL-10 eine entscheidende Rolle
bei der Pathogenese, wohingegen in der RA und der CIA eher Tyl- und Tyl7-Zytokine
maRgeblich in die Pathogenese involviert sind. Dies kdnnte eine weitere Erklarung fir die

mangelnde Wirkung von Gal in der CIA sein. Und obwohl Gal sowohl in vitro als auch in
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vivo starke antiinflammatorische Wirkungen gezeigt hat, ist es fiir die Behandlung der CIA

und somit fur die Behandlung der humanen RA ungeeignet.

522 Wirkung von Oxacyclododecindion (Oxa) im LPS-induzierten
Entziindungsmodell und in der kollagen-induzierten Arthritis (CIA)

Auch die antiinflammatorische Wirkung von Oxacyclododecindion (Oxa) wurde zunachst am
LPS-induzierten Entziindungsmodell getestet, bevor der ClIA-Versuch durchgefiihrt wurde.
Hierfir wurde Oxa einmal in PBS/EtOH und einmal in nativem Olivendl gelést, um zu
untersuchen, ob die bessere Loslichkeit von Oxa in Ol einen Einfluss auf die Wirksamkeit von
Oxa zeigt. Dieser Versuch zeigte, dass in Ol gelostes Oxa die untersuchten Faktoren S100A8,
IL-1B, TNF-a und iNOS in den PBMCs, der Leber und der Milz senken konnte, wohingegen
Oxa in PBS gel6st nur die Expression von S100A8 in den PBMCs und die Expression der
INOS und von TNF-a in der Milz senkte (Abbildung 27, S. 88). Im CIA-Versuch mit Oxa in
Ol gelost war jedoch kein Unterschied der Arthritisindizes zwischen CIl- und Oxa-
behandelten Tieren zu erkennen (Abbildung 32, S. 94). Zudem war die Expression von
S100A8 und TNF-a in den PBMCs nicht induziert und von Oxa auch nicht herabreguliert. Ein
Vergleich von PBS-immunisierten, Ol-behandelten Méausen mit PBS-immunisierten,
PBS/EtOH-behandelten Mause zeigte, dassdie Ol-behandelten Mause eine starke Expression
von S100A8 und TNF-a zeigten, was darauf schlieRen lasst, dass die Applikation von Ol

alleine die proinflammatorischen Faktoren heraufreguliert (Abbildung 34, S. 95).

Im CIA-Versuch mit in PBS geldstem Oxa zeigte der mittlere Arthritisindex einen
vielversprechenden Verlauf. Die Indizes von Oxa-behandelten Mausen waren ab Tag 30 nach
der Immunisierung im Mittel tendenziell geringer als die Indizes PBS-behandelter Mause
(Abbildung 35, S.96). Dies legte den Schluss nahe, dass Oxa in der Lage ist die Schwellung
der Pfoten zu reduzieren. Die Analyse der mMRNA-Expression in den PBMCs und in der Milz
zeigte jedoch keine Verénderung der Expression proinflammatorischer Faktoren zwischen
PBS- und Oxa-behandelten Tieren (Abbildung 36, S 97). Auch die Untersuchungen der
Inflammations- und Destruktionsmarker in den Pfoten zeigte keine Wirkung von Oxa auf
deren Expression. Es hat die Expression von IL-1p, IL-6 und RANKL tendenziell sogar noch
erhéht (Abbildung 37, S. 98). Die Untersuchung der Wirksamkeit von Oxa in vivo fand
erstmals in dieser Arbeit statt, sodass keine geeignete Diskussionsgrundlage in der Literatur
fur die Wirkung von Oxa in Tiermodellen existiert. Aus den hier gewonnenen Ergebnissen
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l&sst sich nur sagen, dass Oxa nicht fur die Behandlung der CIA geeignet ist, obwohl die
Untersuchungen in Zellkulturexperimenten vielversprechend sind. Ein méglicher Grund fir
die mangelnde Wirkung von Oxa konnte in der Verfligbarkeit der Substanz liegen. Oder Oxa
konnte, wie schon fiir Gal diskutiert, nur praventiv eine Wirkung auf die proinflammatorische
Genexpression haben, da auch hier Zellkulturexperimente zeigten, dass Oxa die Bindung von
Transkritpionsfaktoren wie STAT6, SMAD2/3 und NF-kB an die DNA blockiert [139, 191].
Ein weiteres Indiz fur die mangelnde Wirkung von Oxa kdnnte auch in der T-Zellantwort
liegen. Oxa wurde als antiinflammatorische Substanz identifiziert, indem es die IL-4
abhéngige Signaltransduktion inhibierte [191]. Jedoch z&hlt IL-4 zu den Tw2-Zytokinen, so
dass die Wirkung von Oxa fiir den Verlauf der CIA irrelevant ist.

523 Wirkung von S-Curvularin (SC) in der kollagen-induzierten Arthritis
(CIA)

Die antiinflammatorische Wirkung von S-Curvularin (SC) im Modell der LPS-induzierten
Entzindung bei Mausen und im Mausmodell der kollagen-induzierten Arthritis (CI1A) wurde
bereits von Dr. N. Schmidt untersucht [140]. Sie konnte zeigen, dass SC wirkungsvoll die
Schwellung der Pfoten reduzieren kann und die Expression allgemeiner Entziindungsmarker
wie TNF-o und IL-1p sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene hemmen kann [140]. Ein
Ziel dieser Arbeit war es die Wirkung von SC auf die Knochen- und
Knorpeldestruktionsmarker weiter zu bestimmen und neue, differenziell regulierte

microRNAs und die Wirkung von SC auf diese zu untersuchen.

Die Reduzierung der Schwellung der Pfoten Cll-immunisierter Tiere hat schon angezeigt,
dass SC die Entziindung im Gelenk vermindern kann. Die Analyse der mRNA-Expression
von RANK, seinem Liganden RANKL, der TRAP, von MMP3 und CtsK (KatepsinK) zeigte,
dass SC auch wirksam die Differenzierung von Osteoklasten verhindern kann und vermutlich
auf diesem Weg die Schwellung der Pfoten reduziert. Zwar setzte die Wirkung von SC erst
langsam ein, so dass an den Tagen 25 und 29, nur eine tendenzielle Wirkung von SC zu
beobachten war, jedoch war am Ende des Versuche die Wirkung von SC sogar hoher als die
von der Positivkontrolle Dex (Abbildung 38, S. 100). Unerwarteter Weise wurde die
Expression von IFN-y an Tag 25 sowohl von Dex als auch von SC stark erhoht. Dieser
Befund steht im Gegensatz zu den Ergebnissen von Dr. N. Schmidt, welche eine Senkung der
IFN-y-Expression durch SC beobachtet hat. Jedoch ist die IFN-y-Expression der ClIlI-
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immunisierten Tiere im Vergleich zu den PBS-immunisierten Tieren nicht erhoht, wie von
Dr. N. Schmidt beschrieben. IFN-y scheint eine bivalente Rolle in der CIA zu spielen. Jacob
et al. konnten zeigen, dass IFN-y in friihen Stadien die Schwere der Arthritis erhéht, in
spateren Stadien hat IFN-y eher einen protektiven Effekt auf den Krankheitsverlauf [192]. Im
vorliegenden Fall kdnnte es bedeuten, dass IFN-y bereits eine protektive Rolle spielt und
durch Dex und SC weiter erhéht wird und auf diese Weise zur Verbesserung der

Symptomatik beitréagt.

524 microRNAs im Modell der kollagen-induzierten Arthritis (CIA)

In den letzten Jahren wurden immer mehr microRNAs identifiziert, welche eine
entscheidende Rolle in der Pathogenese zahlreicher Erkrankungen spielen [159, 193]. lhre
genauen Funktionen und die Ermittlung von Ziel-mRNAs sind derzeit Gegenstand der
Forschung. Auch wenn die Rolle der microRNAs im Krankheitsgeschehen vieler Krankheiten
noch ungekléart ist, so eignen sich zirkulierende microRNAs als Biomarker fir eine friihe
Diagnose oder flr eine Einschatzung des Krankheitsverlaufes [194].

Ein Ziel dieser Arbeit war es neue microRNAs fir den Verlauf der kollagen-induzierten
Arthritis (CIA) zu identifizieren und ndher zu charakterisieren. Dazu wurden PCR-Array-
Analysen mit Primern fur verschiedene microRNAs verwendet, wobei die microRNAS im
Bezug zu Entziindungen oder Autoimmunerkrankungen stehen. Es wurde die miR-
Expressionin Pfoten von gesunden PBS-Tieren mit der von Cll-immunisierten Tieren
verglichen. Die in Abbildung 39 (S. 101) dargestellten microRNAs wurden in CllI-Tieren
differenziell reguliert. Es wurden die miR-16 und die miR-182 ausgewahlt, um zum einem die
Ergebnisse aus den PCR-Array-Analysen zu verifizieren und zum anderen um diese
microRNAs naher zu untersuchen. Die miR-16 wurde bereits in der Pathogenese der RA
beschrieben, und da die Funktion der miR-16 noch weitgehend unklar ist, sollte sie in dieser
Arbeit weiter untersucht werden. Da sie sowohl im Blutplasma, als auch in der
Synovialfliissigkeit und in PBMCs von RA-Patienten nachgewiesen werden konnte und mit
der Schwere des Krankheitsverlaufes korreliert, wird sie als moglicher Biomarker fiir RA-
Patienten diskutiert [159, 195]. Leider bestatigten sich die Ergebnisse aus den PCR-Arrays
nicht und stehen im Gegensatz zu der Literatur. Weitere Untersuchungen der miR-16 in den
Pfoten Cll-immunisierter Tiere zeigten keine Heraufregulation der microRNA im Vergleich
zu PBS-immunisierten Tieren. Wohingegen eine signifikant hohere Expression der miR-16 in
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SC-behandelten Tieren beobachtet wurde (Abbildung 40, S. 102). Dieser Befund ist derzeit
nicht erklarbar. Man konnte vielleicht vermuten, dass die Erhdhung der miR-16-Expression

durch SC das Krankheitsgeschehen positiv beeinflussen kdnnte.

In den PCR-Array-Analysen wurde miR-182 als einzige microRNA detektiert, welche in ClI-
immunisierten Tieren geringer exprimiert wurde als in PBS-immunisierten Tieren. Dieses
Ergebnis bestétigte sich in weiteren Analysen mit PBS- und CII-Tieren. Durch die
Behandlung mit SC wurde die Expression der miR-182 wieder auf das gleiche Niveau
gebracht wie in gesunden PBS-Tieren (Abbildung 40, S. 102). Die hier durchgefiihrten
Untersuchungen legen den Schluss nahe, dass die miR-182 hemmend auf die CIA wirken
konnte und deshalb in Cll-immunisierten Tieren herabreguliert wird. Stittrich et al. konnten
zeigen, dass die miR-182 die klonale Expansion von T-Helfer Zellen durch Inhibierung des
Transkriptionsfaktors FoxO1 massiv beglnstigt. Jedoch starben die Zellen durch die
Aufrechterhaltung der Expression der miR-182 nach deren Differenzierung [196]. Die in
dieser Arbeit beobachtete positive Wirkung der miR-182 kdnnte von der Eliminierung
ausdifferenzierter T-Helfer Zellen ruhren. Auf der anderen Seite wurde die miR-182 als
negativer Regulator der Osteoblastendifferenzierung beschrieben. Durch die Inhibierung von
FoxO1 verhindert die miR-182 die Osteogenese [197]. Dadurch, dass SC die Expression der
miR-182 erhdht wére ein negativer Effekt von SC auf die Knochenbildung moglich.

Als dritte microRNA wurde die miR-34a untersucht. Zellkulturexperimente mit stimulierten
C28/12-Zellen zeigten eine Herabregulation der miR-34a nach Zytokinstimulation und eine
Erh6hung der miR-34a-Expression nach SC-Behandlung (bisher unverdffentlichte Daten der
AG Erkel). Durch bioinformatische Methoden wurde das Chemokin IP10 (CXCL10) als
mogliche Zielstruktur der miR-34a identifiziert und durch Reportergen-Analysen bestétigt.
Dr. N. Schmidt konnte mittels Proteom-profile-Analysen zeigen, dass das Chemokin IP10 in
Cll-immunisierten Tieren hoch exprimiert wurde und durch SC wieder herabreguliert wurde
[140]. Auch die mRNA-Expression von IP10 in den Pfoten Cll-immunisierter Mduse wurde
durch SC wieder herabreguliert (Abbildung 38, S. 100). In dieser Arbeit wurde die
Expression der miR-34a in Pfoten von Cll-immunisierten Mausen untersucht. Die Analysen
bestatigen die Zellkulturexperimente. Die miR-34a wird in Cll-immunisierten Tieren geringer
exprimiert als in gesunden PBS-immunisierten Tieren und wird in SC-behandelten Tieren
wieder heraufreguliert (Abbildung 40, S. 102). Durch die Heraufregulation der miR-34a

durch SC und somit eine verringerte Expression von IP10 ist SC in der Lage die Rekrutierung
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von weiteren Immunzellen in das entzlindete Gelenk zu verhindern. Des Weiteren hat die
miR-34a wichtige Rollen im Zellzyklus, in der Differenzierung und in der Apoptose [198]
inne. Somit wiirde SC durch die Heraufregulation der miR-34a die eingewanderten Zellen im
Gelenkt durch Einleitung der Apoptose zerstoren und zur Rickbildung des Panus beitragen
oder die weitere Ausbildung verhindern. Auf der anderen Seite wurde die miR-34a als
Suppressor der Knorpelneubildung beschrieben [199, 200], so dass eine Knorpeldegeneration

durch langfristige SC-Behandlung nicht ausgeschlossen werden kann.

525 Regulation von microRNAs in murinen Makrophagen

MicroRNAs werden meistens zell- oder gewebsspezifisch exprimiert [158, 198]. Leider war
es hier nicht moglich einzelne Zellpopulationen oder Gewebe aus den Pfoten der Méause zu
isolieren, so dass fur die weiteren Untersuchungen der microRNAs ein geeignetes
Zellkulturmodell bestimmt werden sollte. Da Makrophagen eine entscheidende Rolle in der
Pathogenese der RA einnehmen, wurden Zellkulturexperimente mit murinen Makrophagen
(RAW-264.7) durchgefihrt. Hierfiir wurden die Zellen zundchst mit SC 1 h vorbehandelt und
anschlieBend fur 2 und 6 h mit einem Gemisch aus LPS und IFN-y stimuliert. Leider konnte
zu keinem Zeitpunkt eine differenzielle Regulation der untersuchten microRNAS in
unstimulierten und stimulierten Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 41, S. 103), sodass
die Expression der microRNAs an anderen Zellarten weiter untersucht werden muss.
Uberraschenderweise wurde die Expression der miR-182 durch die Behandlung mit SC stark
induziert (Abbildung 41, S. 103). Bisher ist nur wenig bekannt tber die Regulation der miR-
182. Stittrich et al. konnten bei ihren Untersuchungen die Expression der miR-182 durch IL-2
induzieren, wobei STAT-5 als wichtiger Transkriptionsfaktor fur die miR-182 identifiziert
wurde [196]. Fur SC ist bisher nur bekannt, dass es die Phosphorylierung von JAK2 und
STAT-10 hemmt, aber nicht inwieweit es in andere Signalwege involviert ist. Dieser Befund

konnte als Grundlage fir weitere Untersuchungen des Wirkmechanismus von SC dienen.
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