Aus dem Institut fir Pharmakologie

der Universitadtsmedizin der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz

Analysen zur Funktionalitdt und Regulation einer neuen Isoform der induzierbaren
Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS2-2)

Untersuchung der Fahigkeit der NOS2-2 zur NO-Biosynthese und ihrer Regulation
durch funf spezifische Transkriptionsfaktoren

Inauguraldissertation
zur Erlangung des Doktorgrades der Medizin
der Universitatsmedizin

der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz

Vorgelegt von

Paul Oswald Kohlhas

aus Offenbach am Main

Mainz, 2022



Wissenschaftlicher Vorstand:
1. Gutachter:
2. Gutachter:

Tag der Promotion: 06. Dezember 2022



Eidesstattliche Erklarung:

Die vorgelegte Dissertation wurde von mir von Juni 2021 bis April 2022 am Institut flr
Pharmakologie der Universitatsmedizin der Johannes Gutenberg-Universitait Mainz zur

Erlangung des ,,Doktor der Medizin* angefertigt.

Hiermit erklare ich an Eides statt, dass ich die vorliegende Dissertation selbststandig und nur
mit den angegebenen Hilfsmitteln angefertigt habe. Diese Dissertation wurde noch nicht als
Prifungsarbeit fir eine andere Prufung eingereicht. Zudem wurden bisher weder die gleiche
noch Teile der Abhandlung als Dissertation bei einer anderen Fakultit oder einem anderen

Fachbereich eingereicht.

Homburg, 25.10.2022 Paul Oswald Kohlhas



Inhaltsverzeichnis

I, ADKUIZUNGSVEIZEICHNIS ...t v
1. ABDIIAUNGSVEIZEICNNIS .....vivicce ettt e e raesrenre s VI
I, TabellenVerZEIChNIS. ......c.ciiiiii s VI
1 ZUSAMMENTASSUNG ...veevieteeiieiie ittt sttt s et s b e st e e s be b e s be e st e sbesteesbesbeass e beaseesbestaeseesreeraenrenreas 1
2 ADSTTACT ... 2
3 EINTURNIUNG .ottt b bbbt 3
3.1 BIOAKEIVES INO ...ttt 3
3.2 NO-Synthasen und ihre Wirkungsbereiche ... 4
3.3 Die SIIUKEUN eI NOS2 ...ttt bbb n e 6
3.4 NOin differenzierenden ZEIEN. ...t 8
3.5  Epigenetische Effekte deS NO ..ot 12
3.5.1 NO uUNd DNA-MENYHEIUNG.....c.viieiiiiiie et st 12
3.5.2 NO und HistonmOodifiKation .............ccoiiiiiiiiic e 13
353 NO UNA MICTORNAS ..ottt 14

3.6 Die Isoform NOS2-2 in differenzierenden Zellen ..o 15

A ZHEISBLZUNG ...ttt bbbttt bbbttt bbb e 24
I - L 1 T | PSSR 25
B IMIBENOUEN ...t bbbttt bbb 32
6.1  ZellbiologiSChe IMENOUEN .........cviiiiiiieee e 32
6.1.1 KUIIVIErEN VON ZEIIEN. ...t 32
6.1.2 Kryokonservierung und Rekultivierung von Zellen ... 32
6.1.3 Bestimmung der Zellzahl und AUSS8aL...........ccociiiiiei e 32
6.1.4 Transfektion VON ZEIEN ... s 33
6.1.5 Stimulation der Genexpression VON Zellen ... 34

6.2  MolekularbiologisChe MEtNOUEN ..........cciiiiiiieee e 34
6.2.1 DNA-SYNNESe MIt PCR......c.ooiiiiiiie e 34



6.2.2 Agarose-GeleleKIrOpNOreSe .........ooi e 36

6.2.3 DNA-Extraktion aus AgaroSEgEL..........cccerirveiieiiiiiiiisese e 37
6.2.4 AUTTeinigung VON DINA ... s 37
6.2.5 Photometrische Quantifizierung von NUKIEINSAUreN...........cccovvieieiiiiiiis e 37
6.2.6 KIoNIerung VON DINA ... 38
6.2.7 GBS ASSAY .....vevrerreteeteeitesteastesteste e e sbe et e beaae e besbeestesbeeteebesbeese e beaseetesteebesreeneenaenre s 42
6.3 RINA-ANGIYSEN ..ottt e e e s b et et s e e ae s re e e sreeraenrenre s 43
6.3.1 RNA-EXtraktion aus Zelen ..........ccoeiiiiiiiiicc e 43
6.3.2 Reverse Transkription VON RNA ..ot st 43
6.3.3 Quantitative Real-TimeE-PCR.......c..ccoiiiiiieriiiiiiee st sne s 44
6.4  Proteinbiochemische MEtNOUEN ..........cooiiiiiiiieee e 46
6.4.1 Proteinextraktion aus ZeIIEN............cooiiiiiiiieeee e 46
6.4.2 LUCITEIASE-ASSAY ... eveurereesieiieieeie sttt sttt sttt bbbttt b e 46

T EFQEINISSE ...ttt bt 47
7.1 FUunKtionalitdt der NOS2-2 ..ottt 47
7.11 Transiente Transfektion vON NOS2-1 UNG -2 .......cccovriiiiiiniineesesee s 47
7.1.2 Stabile Transfektion VON NOS2-1 UNG -2........ccoeriiiriiiieineieesesie e 50
7.2 Induzierbarkeit der NOS2-2 durch Transkriptionsfaktoren............ccccccooveveeveie s, 52
7.2.1 Transiente Transfektion von T-EXpressionskIONen...........ccoeoeveieniiinininencsene 54



T B T 1 (U 1SX] [o] o TP 56

8.1  FunKtionalitht der NOS2-2 ..o 57
8.2 Induzierbarkeit der NOS2-2 durch Transkriptionsfaktoren............ccccoeveieininnnencnescnenn 58
8.2.1 2 T 0 S PS 58
8.2.2 L E R L ettt nh e b e n et e b beenreenree s 59
8.2.3 IVIBISTID ..o 60
8.24 PLAGL.....ot ettt bbbk 60
8.2.5 4 o 1o S SPT 62

8.3  Mdgliche Ursachen der ausbleibenden Tf-Wirkung auf NOS2-2.........cccccevvvviieiiciciennn, 63

9 FAZIT UNG AUSDIICK. ...ttt 65
10 LIteraturVerZEICRNIS ... cviieieiee et 67
11 DANKSAGUNG ...ttt bbbt bttt bbb 76
12 LBDENSIAUT ...t 77



I.  Abklrzungsverzeichnis

ATP
BGH
BH4
Bmil
bp
cds
cGMP
cM
cMv
co
DEPC
DMEM
DMSO
DNA
DNMT
dNTP
EDTA
eNOS
EpSC
ESC
FAD
FCS
FMN
GAPDH
GIT
HAT
HDAC
hESC
hiPSC
hPSC
HSPC
IFN
IGF-II

iNOS
iPSC
kDa
KDM
LB

Adenosintriphosphat

bovine growth hormone
(6R-)5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin

B cell-specific Moloney murine leukemia virus integration site 1
Basenpaare

codierende Sequenz

cyklisches Guanosinmonophosphat
Zytokinmix

Cytomegalie Virus

Kontrollgruppe

Diethyldicarbonat

Dulbecco's Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid

desoxyribonucleic acid
DNA-Methyltransferase
Desoxyribonukleosidtriphosphat
Ethylendiamintetraessigsaure
endotheliale NO-Synthase
epidermale Stammzelle

embryonic stem cell
Flavin-Adenin-Dinukleotid

fetal calf serum
Flavin-Mononukleotid
Glycerinaldehyd-Phosphat-Dehydrogenase
Guanidiniumisothiocyanat
Histon-Acetyltransferasen
Histon-Deacetylasen

human embryonic stem cells

human induced pluripotent stem cells
human pluripotent stem cells
hdamatopoetische Stammzelle
Interferon

insulin like growth factor I
Interleukin

induzierbare NO-Synthase

induced pluripotent stem cells
Kilodalton

Jumoniji C domain Fe(ll) a-ketoglutarate-Proteinfamilie

lysogeny broth
v



LEF1 Lymphoid enhancer binding factor 1

LPS Lipopolysaccharide

Meisl Myeloid ecotropic viral integration site 1
MRE microRNA-recognition-site

MSC mesenchymale Stammzelle

NADPH, Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
NaOH Natriumhydroxid

NED Naphthylethylendiamin

NF-kB Nuclear factor-«B

NGF nerve growth factor

nNOS neuronale NO-Synthase

NO Stickstoffmonoxid

NOy Nitrit

NOS Stickstoffmonoxid-Synthase

NSC neuronale Stammzelle

nt Nukleotide

PBS phosphate-buffered saline

PCR Polymerase Kettenreaktion

PLAG1 pleiomorphic adenoma gene 1

PLB passive lysis buffer

PLGF placental growth factor

gRT-PCR guantitative real-time-PCR

RiPA Radioimmunoprazipitationspuffer

RNA ribonucleic acid

RNS reactive nitrogen species

rpkm Reads per kilobase of transcript per Million mapped reads
RT Reverse Transkriptase

SDS sodium dodecyl sulfate

SPSB SPRY domain-containing SOCS box

SRA Sequence Read Archive

TAE Tris-Acetat-EDTA

Tf Transkriptionsfaktor

TNF-a Tumornekrosefaktor a

uORF upstream open reading frame

UTR untranslatierte Region

VEGF Vascular endothelial growth factor

ZNS zentrales Nervensystem

Zpol zinc finger elbow-related proline domain protein 1



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 3-1: KatalySe der NOS ..o 4
Abbildung 3-2: Struktur des NOS2-1-Transkripts und -Proteins. ..........ccocovvrenereieieininne e 7
Abbildung 3-3: Struktur des NOS2-2-TransKripts. .........cccorereieiiniininisese s 7
Abbildung 3-4: Wirkungen von NO in verschiedenen Stammzellen ... 11
Abbildung 3-5: NO-vermittelte DNA-MethylIerung .........ccoooeiiiiiiiieeces e 13
Abbildung 3-6: Expression der NOS2-Isoformen in Trophoblast-Stammzellen. ..o 16
Abbildung 3-7: Expression der NOS2-Isoformen in zu Kardiomyozyten differenzierenden

4] S O o | = PSSR 17
Abbildung 3-8: Expression der NOS2-Isoformen in zu Chondrozyten differenzierenden iPSC .......... 18
Abbildung 3-9: Expression der NOS2-Isoformen in zu mesenchymalen Stromazellen

differenzierenden hESC UNd IPSC .......cooooiiiiiiiiecee e 19
Abbildung 3-10: Expression der NOS2-1soformen in zu Neuronen differenzierenden iPSC............... 20
Abbildung 3-11: NOS2 Expression in vier verschiedenen zu Neuronen differenzierenden iPSC........ 22
Abbildung 7-1: Schema der pPCONAA/TO-KONSITUKLE ........cceiviiiieciccie et 48
Abbildung 7-2: Funktionalitdt des NOS2-2-ProteiNnS ..........cccecveiiiiieiiiieiie e ste st 49
Abbildung 7-3: Funktionalitdt des NOS2-2-ProteiNnS ..........ccceciveiiiiieiiiii e sie et 51
Abbildung 7-4: Putativer NOS2-2-Promotor mit TF-Bindestellen ...........ccccovovveveiiieieiiiciece e 54
Abbildung 7-5: gRT-PCR-Auswertung der Tf-TransfeKtionen ..........ccoovvviieneieieisise e 55

VI



Tabellenverzeichnis
Tabelle 5-1: LADOIGEIALE ......c.veiiiiiiiciiete ettt r e r e 25
Tabelle 5-2: VerbrauChsSmateriali&Nn ...........coviiiii i 26
Tabelle 5-3: REAGENZIEN ...ttt n e 27
Tabelle 5-4: PUFFEr UNd LOSUNGEN .......c.oiiiiiiiieeeieiese ettt 28
LI 10T o ST SSSU PSSR 29
TaDEIIE 5-6: CYIOKINE ..ot b et r e 30
TADCIIE 577 IMMAIKET ... .ottt ettt ettt st et e e srees e e nbesreetesbeeneeseeeneentenne s 30
TaDEIIE 5-8: ENZYME ...ttt b 30
Tabelle 5-9: OlIgONUKIEOTIAE. ........cviiiiiieccece e reere e reare s 30
TADEIIE 5-10: ZEIIEN ... bbbttt e 31
TabEIIE 5-11: PIASIMITE ......eeieietieieeiiee ettt bbbttt nr e 31
Tabelle 6-1: Transfektionsansatz flr 24-Well-PIatte..............ccooivininiiiiiiise e 34
Tabelle 6-2: PCR-ANSAtZ Mit ONETAQ® ....ccvcviiiiciecie ettt re e re e sre s be e sresreebesre s 35
Tabelle 6-3: Temperaturprogramm flir PCR Mit ONETag® .........cccvevieiiiiieiiiiiereie e 35
Tabelle 6-4: PCR-ANSAIZ MIt Q5® ......ccoviiiiiiiiieccre ettt ettt s be b e sbe e sbe s sbeesreeenreesre e e 36
Tabelle 6-5: Temperaturprogramm flir PCR Mit Q5® .......cccccveiiiiiiieieceece e 36
Tabelle 6-6: RESIIKUONSANSALZ ........c.viviiiiieiieieieieese ettt besr e nens 39
Tabelle 6-7: Kinasierungsansatz mit TA®-PNK .........cccoiiiiiiiiiiicc e 39
Tabelle 6-8: Ligationsansatz Mit TA®-LigaSe.........ccuiiiriririeiiieieisi e 40
Tabelle 6-9: Temperaturprogramm fiir eine QUIKChange®-PCR.........cccccoocvviveiiiiiiieieceere e 40
Tabelle 6-10: RT-ANnsatz Mit M-MULVRT®.........cccciiiiiiiiiiieie e sie e e se et sae e esae e snes 44
Tabelle 6-11: Temperaturprogramm fir RT mit M-MULVRT® .........ccccoceviiiiveiinieiieieseee e eeenie e 44
Tabelle 6-12: qRT-PCR-ANSatz Mit SYBR GIeen®..........cccoveverueiiiierieeienieseeieseseesiesseeeesseeseessesses 45
Tabelle 6-13: Temperaturprogramm RT-PCR mMit SYBR Green®..........ccccevevuiiviveiesveneneeiesenenas 45

VIl



1 Zusammenfassung

Bioaktives Stickstoffmonoxid (NO) wird von Stickstoffmonoxid-Synthasen (NOS) gebildet und ist als
Signalmolekul an sehr vielen physiologischen und pathologischen Prozessen beteiligt. So ist bekannt,
dass NO (iber viele verschiedene, teilweise epigenetische Mechanismen auch die Differenzierung bzw.
die Fahigkeit der Selbsterneuerung und den Erhalt der Pluripotenz von Stammzellen beeinflussen kann.
Das Enzym, dass in diesen Zusammenhangen typischerweise fur die NO-Produktion verantwortlich ist,
ist die vor allem aus dem Immunsystem bekannte induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase, genannt
NOS2.

Im Immunsystem herrscht die klassische Isoform der induzierbaren NO-Synthase vor, genannt NOS2-
1-Isoform. Die bioinformatische Analyse von RNA-Seq-Datenbanken erbrachte nun Hinweise darauf,
dass wahrend der Differenzierung von humanen embryonalen Stammzellen (hESC) bzw. induzierten
pluripotenten Stammzellen (iPSC) zu verschiedenen spezifischen Gewebetypen (Kardiomyozyten,
Chondrozyten, mesenchymalen Stromazellen, Neuronen und (Synzytio-)Trophoblastzellen) transient
eine andere NOS2-Isoform exprimiert wird, die NOS2-2-1soform. In dieser Arbeit wurde die NOS2-2
in Zellkultur exprimiert und mittels Griess-Assay auf die Fahigkeit zur NO-Produktion untersucht. Es
konnte belegt werden, dass die NOS2-2 tatséchlich funktional im Sinne der Fahigkeit zur NO-Synthese

ist und ihre transiente Expression mit einer transienten NO-Produktion einhergehen kann.

Die bioinformatische Analyse ergab weiterhin, dass das Transkript der NOS2-2 sich von dem der NOS2-
1 durch ein alternatives erstes Exon unterscheidet, das an die Stelle der ersten beiden Exons der NOS2-
1 tritt. Dies deutet darauf hin, dass die Expression der NOS2-2 einer alternativen Regulation unterliegt
und durch einen eigenen Promotor gesteuert werden konnte. Von der AG Kleinert wurden finf
Transkriptionsfaktoren identifiziert, die in der putativen NOS2-2-Promotorregion Bindungsstellen
besitzen und zugleich in allen RNA-Seg-Datensétzen, in denen das NOS2-2-Transkript vorlag,
tibereinstimmend herauf- oder herunterreguliert waren (Transkriptionsfaktoren: Bmil, LEF1, Meislb,
PLAG1 und Zpol). In dieser Arbeit wurden die Transkriptionsfaktoren in DLD1-Zellkultur exprimiert
und ihre Wirkung auf die NOS2-2-Expression mittels gRT-PCR analysiert. Es zeigte sich kein
signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression der einzelnen Transkriptionsfaktoren und dem
NOS2-2 Expressionsniveau. Weitere Arbeiten missen zeigen, ob die Expression der

Transkriptionsfaktoren unter anderen Versuchsbedingungen die NOS2-2-Expression ber(hrt.



2 Abstract

Bioactive nitric oxide (NO) is formed by nitric oxide synthases (NOS) and is involved as a signaling
molecule in countless physiological and pathological processes. It is known that NO can also influence
the differentiation or the ability of self-renewal and the maintenance of pluripotency of stem cells via
many different, partly epigenetic mechanisms. The enzyme that is typically responsible for NO
production in these contexts is the inducible nitric oxide synthase, known primarily from the immune

system and called NOS2.

The classic isoform of the inducible NO synthase, called the NOS2-1 isoform, predominates in the
immune system. The bioinformatic analysis of RNA-seq databases now provided evidence that during
the differentiation of human embryonic stem cells (hESC) or induced pluripotent stem cells (iPSC) into
various specific tissue types (cardiomyocytes, chondrocytes, mesenchymal stromal cells, neurons and
(syncytio-)trophoblast cells) another NOS2 isoform is transiently expressed, called the NOS2-2 isoform.
In this work, NOS2-2 was expressed in cell culture and analyzed for its ability to produce NO using the
Griess-assay. It could be proven that the NOS2-2 is actually functional in terms of the ability to
synthesize NO and that its transient expression can be accompanied by a transient NO production.

The bioinformatic analysis further revealed that the transcript of NOS2-2 differs from that of NOS2-1
by an alternative first exon, which takes the place of the first two exons of NOS2-1. This indicates that
the expression of NOS2-2 is subject to an alternative regulation and could be controlled by its own
promoter. Kleinert identified five transcription factors that have binding sites in the putative NOS2-2
promoter region and were consistently up- or down-regulated in all RNA-Seq datasets in which the
NOS2-2 transcript was present (transcription factors: Bmil, LEF1, Meislb, PLAG1 and Zpol). In this
work, the transcription factors were expressed in DLD1-cell culture and their effect on NOS2-2
expression was analyzed using gRT-PCR. There was no significant correlation between the expression
of the individual transcription factors and the NOS2-2 expression level. Further work must show
whether the expression of the transcription factors affects NOS2-2 expression under different

experimental conditions.



3 Einfuhrung

3.1 Bioaktives NO

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein zweiatomiges, bioaktives Gasmolekil, das in Organismen
unterschiedliche physiologische Funktionen erfillt. Die Vielfalt dieser Funktionen ergibt sich aus der
Vielfalt der auf NO aufbauenden Reaktionen und somit letztlich aus der Einfachheit des Molekdls. Die

Grundkategorien der Funktionen des NO sind Signalvermittlung und Zytotoxizitéat.

In der Signalvermittlung ist eine zentrale Zielstruktur des NO die l8sliche Guanylatzyklase (Arnold
1977). Durch NO-Bindung stimuliert, produziert sie den second messenger 3‘5°-zyklisches
Guanosinmonophosphat (cGMP), welcher seinerseits die Aktivitat von lonen-Kanélen, Proteinkinasen,
Phosphodiesterasen und anderen untergeordneten Strukturen moduliert (Paupardin-Tritsch 1986).
Guanylatzyklase-vermittelte Signalwege reichen bis auf die Ebene der Genregulation (Gudi 1999).
Unabhédngig von diesen Signalwegen kann NO Proteine auch direkt modifizieren, etwa Uber
Nitrosylierung von Aminosauren. Uber derartige Interaktionen ist NO auch an der direkten Aktivierung
und Deaktivierung von Transkriptionsfaktoren beteiligt (Peunova 1993). Als kleines Gasmolekil
diffundiert NO ungehindert durch das biologische System — von den NO-produzierenden Zellen ins
umliegende Gewebe. Die Distanz, die NO von der produzierenden Zelle aus zuriicklegen kann wurde
mit bis zu 200 pum angesetzt (Lancaster 1997). Die Diffusionsfahigkeit ist somit eine wichtige
Determinante der Funktionen des NO, wobei die Wirksamkeit von der spezifischen Antwort der
Zielzellen und von ihrer Nahe zur NO-Quelle, also ihrer Position im NO-Konzentrationsgradient

abhangt.

In hoheren Konzentrationen treten die zytotoxischen Effekte von NO und seinen Metaboliten, den
reaktiven Stickstoff-Spezies (RNS), in den Vordergrund. Diese hochreaktiven Molekdle sind in der
Lage, sdmtliche Zellbestandteile irreversibel zu schédigen (Pérez-Torres 2020). NO reagiert
insbesondere mit Protein-gebundenem Eisen, das sich in vielen Schliisselenzymen etwa der Zellatmung,
des Energiestoffwechsels und der Replikation findet. Durch Reaktion mit NO werden diese Enzyme
inaktiviert. In noch héheren Konzentrationen reagiert NO direkt mit DNA und erzeugt Strangbriiche.
Im Immunsystem wird die Produktion von gréReren Mengen NO somit zum Abwehrmechanismus. Jede
sonstige Dysregulation, die mit erhohter NO-Produktion einhergeht, wird zum pathogenen

Mechanismus, wie weiter unten erlautert wird.



3.2 NO-Synthasen und ihre Wirkungsbereiche

Quellen des bioaktiven NO sind die Stickstoffmonoxid-Synthasen (NOS; EC 1.14.13.39). Die aktiven
Formen dieser Enzyme sind Homodimere, deren Monomere aus ca. 1.100 bis 1.400 Aminosduren
bestehen. Die Molekilmassen liegen zwischen ca. 130 und 160 kDa. NOS katalysieren unter Verbrauch
von molekularem Sauerstoff und NADP eine Funf-Elektronen Oxidation der Guanidin-Gruppe des L-
Arginins, sowie die anschlielende Freisetzung von NO. L-Arginin wird dabei tiber N-Hydroxyarginin
zu L-Citrullin umgesetzt (vgl. Abbildung 3-1). Jedes Monomer besitzt eine Him-Gruppe, die das aktive
Zentrum darstellt, sowie Bindestellen fiir NADP, FMN, FAD, Calmodulin und BH4 (Groves 2000).
Beim Menschen existieren drei Isoformen der NOS, die eine Homologie von 51 bis 57% aufweisen und
sich in katalytischer Aktivitat, Regulation und typischer Lokalisation unterscheiden (Fdrstermann
1994). Die Isoformen sind benannt nach den Geweben, aus denen sie zuerst gewonnen wurden. Im
Verlauf der Erforschung der NOS-Isoformen stellte sich jedoch heraus, dass ihre Expression nicht
grundsétzlich auf bestimmte Gewebe beschrankt ist und einzelne Zellen zugleich verschiedene
Isoformen exprimieren kénnen (Férstermann 1998). Dies erdffnete eine komplexere Sicht auf die
Funktionen des NO.

H

H-oN NH HON NH 9]

N ﬁ/ ? 0.5H" \[/

: + + !
H*  NADP ! 0.5 NADP" "
NADPH g 0.5 NADPH :
@]
. 2 HQO %\ OQ

HSN C02 H3N COQ H3N

L-Arginin N-Hydroxyarginin L-Citrullin

Abbildung 3-1: Katalyse der NOS
Im ersten Schritt erfolgt die Zwei-Elektronen Oxidation von L-Arginin zu N-Hydroxyarginin (NHA) durch Oze. Im zweiten
Schritt erfolgt die Drei-Elektronen Oxidation von NHA zu L-Citrullin und *NO. Abbildung nach Groves, 2000.

Die neuronale NOS (nNOS) oder NOS1, deren Gen auf Chromosom 12 lokalisiert ist, wird konstitutiv
vor allem im ZNS, aber auch in vielen anderen Zelltypen exprimiert. Die Wirkungen des NOS1-
produzierten NO liegen vor allem im Bereich neuronaler Transmission, synaptischer Plastizitt und
zentraler Blutdruckregulation. So wird NO beispielsweise eine Rolle bei der Gedéachtnisbildung, bzw.
bei Langzeitpotenzierung und Langzeitdepression, sowie bei der zentralen Regulation des vaskuldren

Sympathikotonus zugeschrieben (Shibuki 1991; Togashi 1992). NOSL1 ist auf’erdem verantwortlich fir
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die NO-Produktion in nitrergen Neuronen des autonomen Nervensystems, welche nicht-adrenerg und
nicht-cholinerg eine Tonussenkung der glatten Muskulatur bewirken (Sheng 1992). Die Aktivitat der
NOS1 wird hauptsachlich tiber Ca?Calmodulin und verschiedene Proteinkinasen reguliert (Nakane
1991).

Die endotheliale NOS (eNOS) oder NOS3, deren Gen auf Chromosom 7 liegt, wird konstitutiv in
Endothelzellen exprimiert. Uber den Guanylatzyklase-Signalweg bewirkt NO hier die lokale Dilatation
der vaskuldren glatten Muskulatur (Rapoport 1983). Gemeinsam mit dem NO aus der nitrergen
Gefalinnervation entsteht so ein wichtiges vasodilatatorisches System, das dem vasokonstriktorischen
sympathischen- und dem Renin-Angiotensin-System ausgleichend gegenubersteht (Halbriigge 1991).
Endotheliales NO, das ins Gefaltlumen gelangt, hemmt dort sowohl Thrombozytenaggregation als auch
Leukozytenadhdsion (Alheid 1987; Kubes 1991). Aullerdem wirkt NO auf glatte GefaBmuskulatur
antiproliferativ (Nakaki 1990). Insgesamt zeigt sich so die enorme vasoprotektive, bzw. direkte anti-
atherosklerotische  Bedeutung der  physiologischen  endothelialen  NO-Produktion.  Das
Krankheitspotential ihrer Dysregulation lasst sich somit erahnen. Die basale NOS3-Aktivitat kann durch
verschiedene Rezeptor-Agonisten, sowie durch Scherkrafte des Blutflusses zusétzlich stimuliert werden
(Lamontagne 1992). Wie bei der NOS1 erfolgt die Regulation auf Ebene der Enzym-Aktivitat, etwa

durch Ca?*/Calmodulin.

Eine weitere Isoform, die in dieser Arbeit besonders betrachtet wird, ist die induzierbare NOS (iNOS)
oder NOS2, deren Gen auf Chromosom 17 liegt. Sie unterscheidet sich von der neuronalen und
endothelialen Form vor allem durch eine bis zu 1.000fach héhere NO-Produktion. Die erzeugten NO-
Konzentrationen liegen im zytotoxischen Bereich und haben somit antimikrobielle, antiparasitare,
antivirale und antitumorale Effekte (Bogdan 2000). NOS2-Dysregulation ist aus dem gleichen Grund
aber auch Bestandteil zahlreicher Pathomechanismen (s.u.). NOS2-Expression fand sich zuerst in Zellen
des Immunsystems, etwa in aktivierten Makrophagen und Neutrophilen, ist aber auch in den meisten
anderen Zelltypen nachweisbar. Ein anderer bedeutender Unterschied zu NOS1 und NOS3 liegt in der
Regulation der NOS2. Reguliert wird durch transkriptionelle und post-transkriptionelle Mechanismen
fast ausschlielich auf der Expressionsebene. So wird die Induzierbarkeit der NOS2-Expression durch
Zytokine (z.B. TNF-a, Interferon-y, Interleukine) oder bakterielle Lipopolysaccharide (LPS) vermittelt
durch zahlreiche Zytokin- bzw. LPS-aktivierte Transkriptionsfaktoren, die wiederum die Aktivitat des
NOS2-Promotors modulieren. Eine zentrale Struktur der transkriptionellen Regulation stellt der
Transkriptionsfaktor NF-«xB dar, der durch aktivierende Zytokine, LPS oder oxidativen Stress aktiviert
wird und die NOS2-Expression induziert. Andererseits wird er durch inhibierende Zytokine,
Glukokortikoide oder Antioxidantien deaktiviert, was die NOS2-Expression vermindert (Kleinert 1996;
Pautz 2010). Post-transkriptionelle Regulation findet auf Ebene der RNA-Prozessierung, des RNA-
Exports, sowie mMRNA- und Proteinstabilitét statt. Regulation auf Ebene der Enzym-Aktivitét ist zwar

beschrieben, tritt in ihrer Bedeutung jedoch hinter den friihen Regulationen zurick. Es lasst sich also
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etwas vereinfachend sagen: einmal exprimiert und in Anwesenheit von ausreichend Substrat und
Kofaktoren ist die NOS2 bis zu ihrem Abbau aktiv.

Wegen der hohen NO-Produktionsrate ist die Dysregulation der NOS2 besonders schadlich und mit
zahlreichen Krankheiten assoziiert. So sind aufgrund reaktiver NOS2-Induktion erhéhte NO-
Plasmakonzentrationen mitverantwortlich fur den Blutdruckabfall mit konsekutivem Organversagen im
septischen Schock (Thiemermann 1997). In der Synovialflussigkeit von Patienten mit rheumatoider
Arthritis finden sich erhohte NO-Konzentrationen, die mit der Krankheitsaktivitat korrelieren (Ueki
1996). NOS2-Induktion in Makrophagen steht in Zusammenhang mit entztndlicher Demyelinisierung
bei multipler Sklerose (Bagasra 1995). Weitere Autoimmunerkrankungen mit NOS2-abhéngigen
Pathomechanismen sind u.a. Diabetes mellitus Typ 1, Asthma bronchiale, Lupus erythematodes,
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen und Psoriasis (Kroncke 1998). NOS2-Induktion scheint
eine Rolle in der Pathogenese von neurodegenerativen Erkrankungen wie M. Alzheimer und M.
Parkinson zu spielen (Vodovotz 1996). Desgleichen in destruktiven Prozessen in infarziertem und
transplantiertem Gewebe (Haywood 1996; Lewis 1996). Die Rolle der NOS2 in der Tumorentwicklung
ist komplex. So gibt es durch Immunzellen vermittelte NOS2-abhangige antitumorale Effekte.
Allerdings kann in Tumorzellen gebildetes NO auch die Apoptose von Immunzellen und

Neovaskularisation induzieren und so das Tumorwachstum férdern (Jenkins 1995).

Das in Differenzierungsprozessen als Signalmolekil wirkende NO wird wohl ebenfalls hauptsachlich
von der NOS2 produziert. Auf diese Zusammenhénge wird in Kapitel 3.5 und 3.6 n&her eingegangen.

3.3 Die Struktur der NOS2

Das humane NOS2-Gen ist auf Chromosom 17ql11.2-q12 lokalisiert (genauer 27.756.766 bis
27.800.529). Es besteht aus 43.764 bp und beinhaltet 26 Introns und 27 Exons (Pautz 2010). Die Analyse
von RNA-Seqg-Datenbanken ergab, dass aus alternativer Verwendung der Exons drei verschiedene
Transkripte hervorgehen, genannt NOS2-1 bis -3 (Gather 2022). Dabei ist NOS2-1 das hauptséchliche
Transkript und entspricht der mRNA des klassischen funktionalen iNOS bzw. NOS2-Proteins (im
Folgenden NOS2-1 genannt), wie es im vorigen Kapitel charakterisiert wurde. Das NOS2-1-Transkript
enthilt eine 5°-untranslatierte Region (UTR), die von Exon 1 und dem 5°-Teil des Exon 2 codiert wird.
Dem Translationsstart im 3¢-Teil des Exon 2 folgt die 4206 nt lange codierende Sequenz (cds) bis zum
5¢-Teil des Exon 27, woran sich eine 3‘-UTR bis zum Ende des Exon 27 anschlie3t. In der 5°-UTR
befindet sich ein upstream open reading frame (UORF), der LORF, dessen Stopcodon vor der ersten
Exon-Exon-Verbindungsstelle liegt, und somit potenziell die nachfolgende Translation inhibiert. In
Exon 2 befindet sich die Sequenz, die fir das sog. DINNN-Motiv codiert, welches regulatorische
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Wirkung auf der Ebene der Proteinstabilitat der NOS2-1 besitzt. Im translatierten Protein stellt das N-
terminale DINNN-Motiv eine Bindestelle fur die Markerproteine SPSB1, SPSB2 und SPSB4 dar. Durch
deren Bindung wird eine E3-Ubiquitin-Ligase rekrutiert, die das NOS2-1 Protein ubiquitiniert und so
der Degradation im Proteasom zufiihrt (Kuang 2010; Nishiya 2011). Es folgen in 3‘-Richtung die
Oxygenase-Doméne, die das aktive Zentrum und die Dimer-Bindestelle enthélt und die Reduktase-
Doméne, mit Bindestellen fir FMN, FAD und NADP (vgl. Abbildung 3-2).

A
DN NOS2-1 mRNA
S5UTR
E16 3UTR
HORF E7 E9 al E13 E19 E23
E3 :> E11 E1
E1’a| E2 al DE4 E5 E6 DEB a E10 D E12 DE14 D E17 E18E> E20 E21 E22 l3E24 E25 E26 E27
Ty EEDEEEEETED  [EED FEEEREEER), FEEEFEEFEED) R FEREEED FESEEEEE FEREEED) Q) FFFRRFYES) FFRFEESED, FEEPErTcesy JQ FETFE) FRECFFED) FRERFEFE), [EE)
R P A A A P P P P P A P P P P P P T P P P P R P P PR AR
500 1000 1500 NOS2-1 cds 2500 3000 3500 4000
B NOS2-1 Protein
Zinc bdg FMN-bdg FAD-bdg FAD-bdg  NADP-bdg NADP-bdg
DINNN . oxygenase Cakmogiin-bcg reductase
P = 2 __< 2
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Abbildung 3-2: Struktur des NOS2-1-Transkripts und -Proteins.

(A) Struktur des NOS2-1-Transkripts. Bestehend aus 27 Exons, bzw. 4206 nt. Dem 5 ‘-UTR, der den HORF enthélt folgt ab
Exon 2 die cds bis Exon 27. (B) Struktur des translatierten NOS2-1-Proteins. N-terminal liegt das fiir die Proteinstabilitat
relevante DINNN-Motiv. Es folgt die Oxygenase-Domane mit aktivem Zentrum und Dimer-Bindestelle und die Reduktase-
Domane mit en Bindestellen fur FMN, FAD und NADP. Nach Gather, 2022.

Im NOS2-2-Transkript fehlen Exon 1 und 2. Es beginnt stattdessen mit einem alternativen ersten Exon,
dem Exon-1-diff. Das Transkript besteht insgesamt aus nur 26 Exons. Der 5°-Teil des Exon-1-diff
enthélt eine 5°-UTR. Im 3°-Teil beginnt die codierende Sequenz, die im 5°-Teil des Exon 27 endet.
Daran schliefit sich eine 3‘-UTR bis zum Ende des Exon 27 an. Im NOS2-2-Transkript ist das DINNN-
Motiv nicht codiert, was auf eine zumindest in dieser Hinsicht eingeschrankte Regulation der NOS2-2
auf der Ebene der Proteinstabilitat hindeutet (Gather 2022).
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Abbildung 3-3: Struktur des NOS2-2-Transkripts.
Das NOS2-2-Transkript besteht aus 26 Exons. Die Exons 1 und 2 des NOS2-1-Transkripts fehlen und sind durch ein
alternatives Exon ersetzt (E1-diff). Das DINNN-Motiv ist nicht codiert. Nach Gather, 2022.



3.4 NO in differenzierenden Zellen

Differenzierung ist der Prozess der Entwicklung von stérker spezifischen Strukturen und Funktionen in
Zellen, also die Herausbildung von Zelltypen. Im Fortgang der Entwicklung eines Organismus wird die
Potenz der meisten Zellen, d.h. ihre Fahigkeit zu anderen Zelltypen zu differenzieren, geringer.
Embryonale Stammzellen sind bis zum 8-Zell-Stadium totipotent, also in der Lage sich in sémtliche
Zelltypen, einschlieRlich weiterer totipotenter Zellen zu differenzieren und somit ein ganzes Individuum
hervorzubringen. In spéteren Stadien sind die Embryonalzellen pluripotent, d.h. sie sind nur noch in der
Lage zu Zelltypen der drei Keimblatter und der Keimbahn zu differenzieren. Am Ende dieser
Entwicklung sind Zellen entweder unipotent, d.h. sie kénnen durch Teilung nur noch den eigenen
Zelltyp hervorbringen, oder multipotent, also in der Lage zu verschiedenen verwandten Typen zu
differenzieren. Zur letzteren Gruppe gehoren die adulten Stammzellen, wie beispielsweise

hamatopoetische oder mesenchymale Stammzellen.

Die Eigenschaften der Stammzellen, wie ihre Fahigkeit zur Selbsterneuerung und die Pluripotenz
werden durch ein komplexes Netzwerk aus intra- und extrazellularen Signalen erzeugt und
aufrechterhalten. In den letzten Jahren betrat die Forschung das Feld der Induktion von Pluripotenz in
ausdifferenzierten somatischen Zellen. Diese wird erreicht durch die kombinierte Expression
bestimmter Transkriptionsfaktoren, bzw. Aktivierung von Genen, die aus dem Expressionsprofil
embryonaler Stammzellen bekannt sind. In den wegweisenden Experimenten von Yamanaka und
Takahashi waren vier Transkriptionsfaktoren nétig, um in Fibroblasten Pluripotenz zu erzeugen und sie
zu sog. induzierten pluripotenten Stammzellen (iPSC) umzuwandeln (Yamanaka 2006; Takahashi
2007). In der Folge wurden auch Transkriptionsfaktoren entdeckt, die eine direkte Umwandlung von
einem differenzierten Zelltyp in einen anderen induzieren, ohne dass die Zellen das undifferenzierte
Stadium der iPSC durchlaufen missen (Vierbuchen 2010). Dieser Vorgang wird als
Transdifferenzierung oder direkte Reprogrammierung bezeichnet. Die Erzeugung von differenzierbaren
iPSCs ist ein wegweisender Ansatz in der regenerativen Medizin, da durch ihre Verwendung zukinftig
auf embryonale Stammzellen (ESCs) verzichtet werden kdnnte. ESCs werfen nicht nur ethische
Probleme hinsichtlich ihrer Gewinnung auf, sondern fiihren als allogenes Transplantationsmaterial auch
vermehrt zu AbstoBungsreaktionen. Mit der Erzeugung von pluripotenten Zellen aus patienteneigenem
Gewebe konnte dies umgangen werden. Des Weiteren konnen iPSCs in der Erforschung von
Krankheiten bzw. bei der Entwicklung neuer Arzneimittel von groBem Nutzen sein. Um dieses Potential
zu verwirklichen ist es wichtig, Uber genaue Kenntnisse der Prozesse sowohl bei der Erzeugung von
iPSCs als auch bei ihrer Differenzierung zu verfligen. Diese genaue Kenntnis ist auch unerlasslich, um

die Sicherheit bei der Transplantation zu gewéhrleisten. Denn in dem aus iPSCs erzeugten



Transplantationsgewebe konnen nicht- oder unspezifisch differenzierte Stammzellen verbleiben, die

potenziell zu Stammzelltumoren entarten (Rodrigues 2013; Yamanaka 2020).

Es gibt nun viele Hinweise darauf, dass NO als Mediator in die Steuerungsprozesse wéhrend der
Zelldifferenzierung eingebunden ist. So zeigte sich beispielsweise bei neuronalen Vorlauferzellen, dass
der fiir die terminale Differenzierung entscheidende Wachstumsfaktor, nerve growth factor (NGF),
seine Wirkungen Uber den Mediator NO entfaltet (Peunova 1995). NGF fuhrt in diesen Zellen zur
vermehrten Expression verschiedener NOS-Isoformen (offenbar vor allem NOS2). Das so produzierte
NO hemmt in der Folge die DNA-Synthese und veréndert die Aktivitat verschiedener Gene, wodurch
zunéchst die Zytostase und schlieRlich die terminale Differenzierung eingeleitet werden. Unter Zugabe
eines NOS-Hemmers verblieben die Zellen in einem undifferenzierten Stadium, wahrend L-Arginin
bzw. exogenes NO die Differenzierung einleitete. Ahnliche Zusammenhange zwischen
differenzierenden Wachstumsfaktoren und der Expression von NOS, bzw. der NO-Produktion zeigten
sich auch in anderen Zellen, etwa in Endothel- und Neuroblastomzellen (Morbidelli 1996; Ghigo 1998).
Dabei scheint es auf eine genaue Feinsteuerung der NO-Produktion anzukommen, denn andere Studien
zeigten, dass zu hohe oder zu niedrige NO-Level schnell zum Zelltod, bzw. zu embryonaler
Fehlentwicklung fuhren kénnen (Tiboni 2014).

Auch in den Differenzierungsprozessen verschiedener Stammzellen spielt NO eine wichtige Rolle. So
zeigte sich, dass niedrige NO-Konzentrationen die Differenzierung von hESCs verzégern koénnen,
wahrend hohere Konzentrationen sie anregen. Dabei konnte man nachweisen, dass hohe NO-Level die
Expression von Nanog und Oct4, zweier entscheidender differenzierungsbremsender Gene,
herunterregulieren und somit die Differenzierung induzieren (Mora-Castilla 2010). Die Regulation der
Gene wird von NO in diesem Fall durch kovalente Modifikationen am p53-Protein und an H3-Histonen
herbeigefuhrt (vgl. Kapitel 3.5.2). Ein weiteres Beispiel fir die Bedeutung des NO fiir die
Differenzierung von ESCs ist die Herunterregulation von Sipl/ZEB2 (Rosati 2011). Dabei handelt es
sich um ein Schlisselprotein im Differenzierungsprozess von ESCs, dessen Repression mit der
Differenzierung zu Geweben des Mesoderms und Endoderms in Verbindung steht. Die Regulation
erreicht NO uber die Induktion der Transkription von microRNA, namentlich der microRNA-200-
Familie (vgl. Kapitel 3.5.3). Andere Studien konnten nachweisen, dass NO Uber den cGMP-Signalweg
bzw. die Aktivierung der Proteinkinase G-1 die Differenzierung von ESCs zu peripheren Neuronen bzw.
kardialem Gewebe induziert (Li 2010; Spinelli 2016).

In Studien zur Mobilisierung von hdmatopoetischen Stammzellen/Progenitorzellen (HSPCs) aus dem
Knochenmark ins periphere Blut zeigte sich deren Regulierbarkeit durch die NOS2 (Adamiak 2017).
Erhohte Expressionslevel der NOS2 fihrten tber die Heraufregulierung der Hdm-Oxigenase-1 zu einer
verminderten Migration der HSPCs und umgekehrt. Die Verzdgerung des Austrittszeitpunkts aus dem

Knochenmark durch NO betrifft den Differenzierungsprozess der HSPCs mittelbar, insofern zumindest
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die Entwicklung der myeloischen Zellen an das Verbleiben im Knochenmark gebunden ist. Eine andere
Studie konnte den unmittelbaren Einfluss von NO auf die Differenzierung von HSPCs nachweisen:
niedrige NO-Level wahrend der Determinationsphase von CD34+-hdmatopoetischen Stammzellen
blockierten deren Differenzierung zu immunogenen dendritischen Zellen (Tiribuzi 2013). Die Zellen
verbleiben in einem proliferativen Status und schlielen die Differenzierung nicht ab. Dieses Ergebnis
wird ergénz durch eine Studie, die nachwies, dass die Inhibition der NOS zu einer Expansion der HSPCs
im Knochenmark flihren kann (Michurina 2004). NO scheint demnach sowohl in der Proliferation als

auch in der Differenzierung von HSPCs eine wichtige Rolle als Regulator zu spielen.

Vergleichbares scheint fiir neuronale Stammzellen (NSCs) zu gelten. Hier fand man, dass hohe NO-
Level die Proliferation von NSCs einschrdnken (Carreira 2014). Der Effekt konnte mit der NO-
vermittelten hemmenden Nitrierung des epidermal growth factor-Rezeptors und der Hemmung des
ERK/MAPK-Signalwegs in Zusammenhang gebracht werden. In die gleiche Richtung weisen
Ergebnisse, welche die Herunterregulierung der fur die Neuronendifferenzierung wichtigen Gene
Neurogenin-2 und B-111-Tubulin durch hohe NO-Level belegen (Covacu 2006). Allerdings fand die
gleiche Arbeitsgruppe auch einen begiinstigenden Effekt des NO auf die Differenzierung von NSCs zu
Astrogliazellen, der Ober den JAK-STAT-Signalweg vermittelt wird. Die pro-astrogliale Regulation
kénnte von Bedeutung fiir neuroregenerative Prozesse unter Entziindungsbedingungen mit hohen NO-

Leveln sein. Hier erweist sich erneut die Ambivalenz der NO-Effekte.

Die Forschung zu den Wirkungen von NO auf die Entwicklung weiterer Stammzelllinien ist
umfangreich. NO-vermittelte Effekte auf Migration, Immunsuppression und Angiogenese sind fir
Mesenchymale Stammzellen beschrieben; Effekte auf De-adhésion, Migration und Proliferation flr
epidermale Stammzellen (Wang 2019). Eine Ubersicht gibt Abbildung 3-4.
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Abbildung 3-4: Wirkungen von NO in verschiedenen Stammzellen

Die Abbildung stellt eine Ubersicht der Effekte von NO

auf verschiedene Stammzelllinien dar. ESCs = embryonale

Stammzellen; NSCs = neuronale SZ; HSPCs = hadmatopoetische SZ/ Progenitorzelle; MSCs = mesenchymale SZ; EpSCs =

epidermale SZ. Nach Wang, 2019.

Insgesamt ergibt sich das Bild von NO als wichtigen Effektor der Proliferation und Differenzierung

insbesondere von Stammzellen. Dabei sind die NO-

Wirkungen komplex und weisen je nach Ausstattung

der antwortenden Zelle in unterschiedliche Richtungen. Im Folgenden soll auf einige NO-vermittelte

Mechanismen eingegangen werden, die grundlegende Bedeutung fiir Differenzierungsprozesse haben:

die NO-vermittelten epigenetischen Mechanismen.
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3.5 Epigenetische Effekte des NO

Epigenetik beschreibt die Regulation der Genexpression auf Chromatinebene durch Veranderung der
Zuganglichkeit der DNA. Die maligeblichen epigenetischen Mechanismen sind DNA-Methylierung,
Modifikation von Histonen, Nukleosomenpositionierung und Veranderung der Zuganglichkeit durch
microRNA und andere nicht-codierenden RNA. Zelldifferenzierung geht mit epigenetischen
Veranderungen einher und Zelltypen werden in ihrem Differenzierungsstatus durch wahrend der
Differenzierung erworbene epigenetische Beschrankungen stabilisiert (Ozkul 2016). Die
Destabilisierung des Differenzierungsstatus bei der Induktion wvon Pluripotenz oder bei
Transdifferenzierung geht einher mit einer Verénderung oder Aufhebung jener epigenetischen
Beschrankungen, also mit der Modifikation epigenetischer Plastizitat (Silva 2008). Es l&sst sich also
sagen, dass die Grundlagen der Differenzierungsprozesse epigenetischer Natur sind. Im Folgenden sind
die bekannten Rollen des NO bei verschiedenen epigenetischen Modifizierungsprozessen dargestellt.

3.5.1 NO und DNA-Methylierung

Beim epigenetischen Prozess der DNA-Methylierung wird das Nukleotid Cytosin enzymatisch am 5°-
C-Atom methyliert. Dies geschieht vornehmlich an sog. CpG-Inseln, also Stellen mit gehduftem
Vorkommen von Cytosin-Guanin-Sequenzmotiven. Eine vermehrte Methylierung ist assoziiert mit der
Repression der entsprechenden Genabschnitte. Bis zu 70% der menschlichen Promotoren enthalten
CpG-Inseln, die gewebespezifisch methyliert sind (Ignarro 2017). Es gibt einige Hinweise darauf, dass
NOS2-Expression und NO-Produktion in Zusammenhang mit der DNA-Methylierung stehen. So konnte
gezeigt werden, dass die Interleukin-1p stimulierte Expression der NOS2 und die dadurch erhohte NO-
Produktion mit der Aktivierung von DNA-Methyltransferase (DNMT) einhergeht (Hmadcha 1999). NO
konnte direkt mit der DNMT-vermittelten epigenetischen Abschaltung von Genen mit CpG-reichen
Promotorregionen in Zusammenhang gebracht werden. Aullerdem ergaben Studien zu Helicobacter
pylori, dass die Behandlung mit diesem Bakterium in menschlichen Krebszellen die NOS2-Expression
(via NFkB) und die NO-Produktion stimuliert. Zugleich nimmt auch die DNA-Methylierung und die
Aktivitat von DNMTs signifikant zu. Sowohl NO-Produktion als auch DNA-Methylierung nehmen ab,
wenn die Zellen mit einem NOS2-Inhibitor vorbehandelt werden. Mdglicherweise ist die erhghte NO-
Produktion mittels der epigenetischen Abschaltung von Tumorsupressorgenen entscheidend fiir die H.

pylori-assoziierte Entstehung von Magenkarzinomen (Huang 2012).
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Abbildung 3-5: NO-vermittelte DNA-Methylierung

(A) DNA-Methyltransferasen (DNMTs) methylieren Cytosin. Wenig methyliertes Cytosin in der Promotorregion fiihrt zu
Expression des nachfolgenden Gens. (B) Aktivierung der DNMTs durch NO fihrt zu vermehrter Methylierung der
Promotorregion und zur Repression des nachfolgenden Gens. Nach Ignarro, 2017.

3.5.2 NO und Histonmodifikation

Die kleinste Verpackungseinheit des Chromatins ist das Nukleosom, in welchem der DNA-Strang 1,6-
mal um einen basischen Proteinkern, den Histonkomplex gewunden ist. Der Histonkomplex ist ein
Oktamer, bestehend aus je zwei Kopien der Histone H2A, H2B, H3 und H4. Am Oktamer lasst sich eine
zentrale globulare Doméne von den N-terminalen flexiblen Armen (histone tails) unterscheiden. Diese
endstdndigen Arme sind Ziel spezifischer posttranslationaler Modifikationen, die auf verschiedene
Weisen mit der DNA interagieren. So wird die Zugénglichkeit der DNA fir die Transkription reguliert.
Von den uber 100 bekannten Histonmodifikationen sind die wichtigsten Acetylierung, Methylierung,
Phosphorylierung und Ubiquitinierung (Ignarro 2017). Bei der Acetylierung findet die Ubertragung oder
Entfernung von Acetylgruppen auf Lysinreste von Histonen durch Histon-Acetyltransferasen (HAT)
bzw. Histon-Deacetylasen (HDAC) statt. Die Acetylierung neutralisiert die positive Ladung des Lysins,
was zu einer geringeren Wechselwirkung mit der negativ geladenen DNA fiuhrt. Es kommt zur

Lockerung der DNA-Histon-Bindung und die DNA wird zugéanglich fur den Transkriptionsapparat.

Studien weisen nun darauf hin, dass NO die Acetylierungsrate von Histonen senkt. So zeigte sich etwa
in Experimenten, in denen Entziindungen des Colons erzeugt und analysiert wurden, dass der
Transkriptionsfaktor NFkB die Transkription des intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1)
induziert. Dies konnte auf die Deaktivierung von HDACs zurtickgefiihrt werden, die zu einer
vermehrten Acetylierung der ICAM-1-Promotorregion und zur Freigabe der dortigen NFkB-Bindestelle

fuhrte. Die Erhohung der NO-Level flhrte dagegen zu einer vermehrten Expression der HDAC,
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vermehrten Deacetylierung der ICAM-1-Promotorregion und schlieRlich in einer Herunterregulation
von ICAM-1 (Li 2012).

In Muskelbiopsien von Patienten mit Duchenn’scher Muskeldystrophie fanden sich in Histonen
dysregulierte Acetylierungsmuster, welche die Expression von proinflammatorischen Genen fordern.
Mit NOS-Inhibitor behandelte Proben zeigten ebenfalls erh6hte Histon-Acetylierungsraten, wogegen
die Erhohung der NO-Level die Acetylierungraten sinken liel3. Es konnte auferdem gezeigt werden,
dass NO die bei Duchenn’scher Muskeldystrophie vorliegenden Acetylierungen auf das normale Maf
reduzierte und dartber hinaus auch die Expression des pathologisch erniedrigten Dystrophins induzierte
(Colussi 2009). Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass NO eine bedeutende Rolle in die Steuerung der
Histon-Acetylierung einnimmt. Die Steuerungstendenz geht mittels der Aktivierung von HDACS in
Richtung Deacetylierung und somit Gen-Repression.

Eine weitere wichtige Histonmodifikation ist die Methylierung von Lysin- und Argininresten in histone
tails. Die Methylierung kann sowohl positive als auch negative Effekte auf die Zugénglichkeit der DNA
fiir die Transkription haben, wobei es auf die genaue Position und die Anzahl der Methylierungen pro
Lysin/Arginin ankommt. Der Methylierungsstatus wird dynamisch durch die kombinierte Wirkung von
Methyltransferasen und Demethylasen reguliert. Dabei gehdren die Demethylasen hauptséchlich der
Jumonji C domain Fe(ll) a-ketoglutarate-Proteinfamilie (KDM) an. Eine Studie konnte zeigen, dass
NO direkt die Aktivitdt der KDM hemmt (Hickok 2013). Zellen die chemischen oder zelluldren NO-
Quellen ausgesetzt waren, zeigten einen globalen Anstieg der Histon-Methylierungsraten. Auch tber

diesen Mechanismus ist NO also direkt in epigenetische Regulationsprozesse eingebunden.

3.5.3 NO und microRNAs

MicroRNAs sind kurze nicht-kodierende RNAs mit einer Lange von bis zu 23 nt. Sie regulieren die
Expression von Genen hochspezifisch, indem sie an bestimmte Bereiche der 3°-UTR der mRNA (sog.
microRNA-recognition-sites, MRE) von Zielgenen binden. Die vollstandige Basenpaarung fiihrt dabei
zur Degradation, die unvollstdndige Basenpaarung zur Translationshemmung der Ziel-mRNA. Auf
diese Weise wird bis zu 30% des proteincodierenden Genoms durch microRNA reguliert (Ignarro 2017).
Neuere Studien weisen darauf hin, dass microRNA durch einen bisher unverstandenen Mechanismus
auch zur Induktion von Genexpression fiihren kann (Valinezhad-Orang 2014). Es gibt nun einige
Anzeichen dafiir, dass NO im Zusammenhang mit der Regulation von microRNA steht. Bei der Analyse
der Auswirkung von NO auf Brustkrebszellen zeigte sich, dass in Zellen, die fur 24 h erhéhten NO-
Leveln ausgesetzt waren, bis zu 45 Schlussel-microRNAs herauf- und 72 herunterreguliert vorlagen

(Vasudevan 2015). Bei Experimenten zur gezielten Differenzierung von mesenchymalen Stromazellen
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zu Kardiomyozyten stellte sich NO als einer der unverzichtbaren Effektoren heraus, der zur
Heraufregulation von fir diesen Prozess wesentlichen microRNAs fiihrte (Vecellio 2012). Ein weiteres
Beispiel ist eine Studie, die zunédchst zeigte, dass bei KRAS-mutierten Lungentumoren die
Uberexpression der NOS2 und anhaltende NO-Produktion positiv mit der Tumorgenese korrelieren.
AnschlieBend konnte gezeigt werden, dass der NOS2-Knockout zur signifikanten Herunterregulation
der fir die Onkogenese entscheidenden microRNA (miR-21) flihrte, wodurch sich Tumorgenese und
Tumorzellproliferation verringerten (Okayama 2013). Weitere Beobachtungen dieser Art belegen die

Regulation von epigenetisch wirksamer microRNA durch NO.

3.6 Die Isoform NOS2-2 in differenzierenden Zellen

Datenbankanalysen des Human Protein Atlas zeigten eine signifikante Expression der NOS2-mRNA
(zunachst ohne Unterscheidung der Isoformen der Transkripte) im menschlichen Plazentagewebe,
insbesondere in Zellen des Trophoblasts. Von Gather et al. durchgefiihrte Analysen von RNA-Seg-
Datensétzen des Sequence Read Archive (SRA) dienten der genaueren Untersuchung der Expression der
verschiedenen Isoformen der NOS2-mRNA (Gather 2022).

So zeigte sich etwa in einem Datensatz, der die Transkriptome der aus menschlicher Plazenta isolierten
Trophoblast-Stammzellen CT29 und CT30 mit aus humanen embryonalen Stammzellen (hESC)
differenzierten Trophoblast-Stammzellen H1- und H9-ESC vergleicht, hauptsachlich eine Expression
der Isoform NOS2-2 (Mischler 2021) (vgl. Abbildung 3-6). Auch in RNA-Seq-Daten von aus Plazenta
isolierten (Synzytio-)Trophoblastzellen und aus hESC differenzierten Synzytiotrophoblastzellen fand
sich vorwiegend NOS2-2-Expression (Yabe 2016).
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Abbildung 3-6: Expression der NOS2-Isoformen in Trophoblast-Stammzellen.

Gezeigt sind die auf NOS2-1soform-Expression untersuchten RNA-Seq Daten von Mischler et al. (2021). In den aus
menschlicher Plazenta gewonnenen Trophoblast-Stammzellen CT29 und CT30, sowie in den aus hESC differenzierten
Trophoblast-Stammzellen H1- und H9-hTSC (ohne CD20-Expression) und H1- und H9-hTESC (mit CD20-Expression) findet
sich hauptséchlich die Isoform NOS2-2. Mittlere +SEM der rpkm-Werte der NOS2 mRNA-Isoformen. *** p-Wert<0,001; ns
p-Wert>0,05 gegen unbehandelte H9-ESC. Nach Gather 2022.

Die Daten weisen also auf eine spezifische Expression der NOS2-2-Isoform wéhrend der
Differenzierung von Stammzellen hin. Weitere Untersuchungen der SRA-Datenbank richteten sich auf
die Analyse der NOS2-Isoform-Expression im Zeitverlauf der Differenzierung von hESC und iPSC zu

verschiedenen Zelltypen.

So etwa auf die Analyse der RNA-Seg-Daten von H1- und H9-ESC, sowie C15- und C20-iPSC, die zur
Differenzierung zu Kardiomyozyten angeregt wurden (Liu 2017). Es zeigt sich, dass in H9-ESC und
C15-iPSC am vierten Tag der Differenzierung die NOS2-2-Isoform im Gegensatz zu den anderen
Isoformen in signifikantem Ausmalf exprimiert wird (vgl. Abbildung 3-7). Die Expression ist transient
und bis zum dreiRigsten Tag nicht mehr nachweisbar. In den H1-ESC und C20-iPSC lief§ sich keine
NOS2-2-Expression beobachten. Diesen Befund bestatigend zeigte sich auch in RNA-Seg-Daten von
zu Kardiomyozyten differenzierenden CD34-iPSC am funften Tag eine transiente NOS2-2-Expression
(Zhang 2021).
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Abbildung 3-7: Expression der NOS2-I1soformen in zu Kardiomyozyten differenzierenden hESC und iPSC.

Gezeigt sind die auf NOS2-1soform-Expression untersuchten RNA-Seq Daten von Liu et al. (2017). Die zur Differenzierung zu
Kardiomyozyten angeregten H9-ESC und C15-iPSC zeigen am vierten Tag eine signifikante transiente Expression der NOS2-
2-1soform (A) im Vergleich zu den anderen NOS2-Isoformen (B). Bei den H1-ESC und C20-iPSC lasst sich dagegen keine
solche Expression beobachten. Mittlere £SEM der rpkm-Werte der NOS2 mRNA-Isoformen von Tag 0 bis 30. ** p-Wert<0,01;
ns p-Wert>0,05 gegen Tag 0. Nach Gather 2022.

Ein weiterer Datensatz vergleicht die Transkriptome von drei verschiedenen iPSC-Linien (ATCC, BJFF
und STAN), die zur Differenzierung zu Chondrozyten angeregt wurden (Wu 2021). Die
bioinformatische Analyse von Gather et al. zeigte auch hier eine Expression der NOS2-2 (Gather 2022).
Eine signifikante Expression gegeniiber den anderen Isoformen lag allerdings nur in den von der ATCC-

Linie stammenden Chondroprogenitorzellen an Tag 7 vor. (vgl. Abbildung 3-8).
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Abbildung 3-8: Expression der NOS2-1soformen in zu Chondrozyten differenzierenden iPSC

Gezeigt sind die auf NOS2-Isoform-Expression untersuchten RNA-Seq Daten von Wu et al. (2021). Die zur Differenzierung zu
Chondrozyten angeregten ATCC-iPSC zeigen im Stadium der Chondroprogenitorzelle am siebten Tag eine signifikante
transiente Expression der NOS2-2-1soform gegeniiber den anderen NOS2-I1soformen. Die iPSC-Linien BJFF und STAN (nicht
gezeigt) exprimieren um das Chondroprogenitor-Stadium herum auch NOS2-2, jedoch nicht in signifikantem AusmaR. Mittlere
+SEM der rpkm-Werte der NOS2 mRNA-Isoformen von Tag 0 bis 42. ** p-Wert<0,01; ns p-Wert>0,05 gegen Tag 0. Nach
Gather 2022.

Ein weiterer Datensatz vergleicht die Transkriptome von H9-ESC und aus menschlichen Fibroblasten
erzeugten iPSC, die zur Differenzierung zu mesenchymalen Stromazellen angeregt wurden (Luo 2020).
Die Untersuchung auf die NOS2-Isoform-Expression zeigte auch hier transient erhdhte Werte fur das

NOS2-2-Transkript, mit einem Maximum am siebten Tag (vgl. Abbildung 3-9).
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Abbildung 3-9: Expression der NOS2-Isoformen in zu mesenchymalen Stromazellen differenzierenden hESC und iPSC
Gezeigt sind die auf NOS2-Isoform-Expression untersuchten RNA-Seq Daten von Luo et al. (2020). Die zur Differenzierung zu
mesenchymalen Stromazellen angeregten iPSC (A) und H9-ESC (B) exprimieren transient die NOS2-2-Isoform mit einem
Maximum am siebten Tag. Dabei zeigen die iPSC ein wesentlich geringeres Expressionslevel. Gezeigt sind die rpkm-Werte aus

Einzelexperimenten von Tag 0 bis 27. Nach Gather, 2022.

Zur Analyse der NOS2-Isoform-Expression wéhrend der Differenzierung von Stammzellen zu
Neuronen wurde ein Datensatz herangezogen, der von gesunden Probanden gewonnene iPSC (WT) mit
von Down-Syndrom-Patienten gewonnenen iPSC (DOWN) vergleicht (Hon 2017). Hier zeigte sich
wéhrend der Differenzierung zu Neuronen eine gegentiber den anderen Isoformen signifikante transiente
NOS2-2-Expression mit einem Maximum am sechsten Tag, wobei sich die Expressionslevel zwischen
WT und DOWN nicht wesentlich unterschieden (vgl. Abbildung 3-10). Vergleichbare Ergebnisse lie3en
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sich auch in Datensatzen von nach anderen Protokollen behandelten zu Neuronen differenzierenden
hESC und iPSC beobachten (Gather 2022).

WT
B NOS2-1 [INOS2-2 B NOS2-3
807 kkk
£
-
e
= 60
o
E
o
2 407
L
=
% Kk
o 204
[72]
g allns allns
1 Fkek  —
0 L T L T T T T r?.l T T T T
d0 d6 d12d18 d0 d6 d12d18 d0 d6 d12d18
DOWN
. NOS2-1 I:I NOS2-2 . NOS2-3
80 dedede
T
-
ey
= 60
o
£
L
2 40
<
=
14
£
o 20
8 ek
=z all ns all ns
G ——

d0 d6 d12d18 d0 d6 d12d18 d0 d6 d12d18

Abbildung 3-10: Expression der NOS2-1soformen in zu Neuronen differenzierenden iPSC

Gezeigt sind die auf NOS2-Isoform-Expression untersuchten RNA-Seq Daten von Hon et al. (2017). Die iPSC wurden von
gesunden Probanden (WT) und Down-Syndrom-Patienten (DOWN) gewonnen und zur Differenzierung in Neurone angeregt.
Ab dem sechsten Tag zeigt sich eine gegeniiber den anderen Isoformen signifikante transiente Expression des NOS2-2-
Transkripts. Die Expressionslevel von WT und DOWN unterscheiden sich dabei nicht wesentlich. Mittlere £SEM der rpkm-
Werte der NOS2 mRNA-Isoformen von Tag 0 bis 18. ** p-Wert<0,001; ns p-Wert>0,05 gegen Tag 0. Nach Gather, 2022.
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Zur Bestatigung der bioinformatisch gewonnenen Erkenntnisse bei der Neuronendifferenzierung
wurden weitere Experimente durchgefihrt. Vier unterschiedliche menschliche iPSC-Linien wurden zur
Differenzierung zu glutaminergen Neuronen angeregt (Gather 2022). Die RNA wurde zu verschiedenen
Zeitpunkten (0 bis 60 Tage) isoliert und mittels qRT-PCR auf die Expression der NOS2 untersucht.
Dabei zeigte sich eine transiente Induktion der NOS2-mRNA-Expression mit Maxima an den Tagen 18
und 24. Da die in der gRT-PCR verwendeten Primer nicht zwischen den Isoformen der NOS2-
Transkripte unterschieden, wurden mit der an Tag 18 aus iPSC isolierten mMRNA und der mRNA aus
zytokinstimulierten DLD-1-Zellen 5°‘-RACE-Experimente angeschlossen. Wéhrend die von den
zytokinstimulierten DLD-1-Zellen exprimierte MRNA die Exone 1 und 2 der NOS2-1 enthielt, zeigte
sich, dass diese Exone bei der iPSC-mRNA durch das Exon-1-diff ersetzt war (vgl. Abbildung 3-11).
Somit bestétigte sich erneut, dass wahrend der Differenzierung von Stammzellen zu Neuronen das

NOS2-2-Transkript exprimiert wird.
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Abbildung 3-11: NOS2 Expression in vier verschiedenen zu Neuronen differenzierenden iPSC

A: Zusammenfassung der NOS2-RNA-Expression von vier verschiedenen zu glutaminergen Neuronen differenzierenden iPSC
(iLB-C16bm, iLB-C16bm-2, iLB-C89bf und iLB-C133bm) zu verschieden Zeitpunkten. Die Expression von NOS2-mRNA und
18S-rRNA wurde in der gRT-PCR ermittelt und auf 18S-rRNA normalisiert. Die relative NOS2-Expression an Tag 18 wurde
auf 100% gesetzt. B: Zusammenfassung der Ergebnisse der 5 ‘-RACE-Analyse mit I1soform-spezifischen Primern von an Tag
18 isolierter iPSC-RNA. Die Kontroll-RNA stammt aus zytokinstimulierten DLD-1-Zellen. Die PCR-Produkte wurden kloniert,
sequenziert und mit den Sequenzen der NOS2-1 und -2 verglichen. Zu A: Mittlere £SEM von n=12 RNAs pro Zeitpunkt. *** p-
Wert<0,001; *p<0,05, ns gegen iPSC an Tag 0. Nach Gather, 2022.
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Zusammenfassend l&sst sich also sagen: die zielgerichtete bioinformatische Auswertung von
Datensédtzen wies erstmals darauf hin, dass wahrend der Differenzierung von embryonalen und
induzierten Stammzellen zu verschiedenen somatischen Zellen, ein Transkript der NOS2 auftritt, dass
sich von dem sonst hauptséchlich bekannten durch ein alternatives erstes Exon unterscheidet. Es ist
auflerdem ersichtlich, dass dieses Transkript zu bestimmten Zeitpunkten der Entwicklung transient
erscheint und dass sein Expressionslevel dann signifikant héher liegt als das der anderen Isoformen. Im
Verlauf verschwindet es dann wieder und es erscheint nicht bei samtlichen Stammzell-Linien. Das
tatséchliche Vorliegen des NOS2-2-Transkripts konnte schlieB8lich durch die 0.g. Experimente bestatigt

werden.
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4 Zielsetzung

Vieles ist Uber die Rolle des bioaktiven NO in der menschlichen Physiologie und Pathophysiologie
bekannt. Als Signalmolekl ist es in sehr viele Regulationsmechanismen eingebunden, als zytotoxischer
Effektor in wichtige Abwehrprozesse. Eine Dysregulation der NO-Produktion stoRt pathologische
Prozesse an und wird mit zahlreichen Krankheiten in Verbindung gebracht. Daher ist jede Erweiterung
der Kenntnisse tiber die Prozesse des NO von Interesse und kann im Zweifel helfen, Krankheiten besser

zu verstehen und zu bek&mpfen.

Immer deutlicher zeigt sich auch die Bedeutung des NO in der Feinregulation der Zelldifferenzierung,
inshbesondere von Stammzellen. Datenanalysen wiesen darauf hin, dass in bestimmten differenzierenden
Stammzellen eine Isoform der bekannten NOS2 (induzierbare NOS), die sog. NOS2-2 transient
exprimiert wird. Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob die NOS2-2 funktional im Sinne der
Fahigkeit zur NO-Produktion ist. Dies wirde darauf hindeuten, dass das transiente Erscheinen der
NOS2-2 nicht zuféallig, sondern potenziell bedeutsam flr die jeweiligen Differenzierungsprozesse ist.
Plasmide mit der NOS2-2-Sequenz wurden in Zellen transfiziert, zur Expression angeregt und die NO-
Produktion quantifiziert.

Die bioinformatische Vorarbeit ergab weiterhin, dass das Transkript der NOS2-2 sich von dem der
NOS2-1 vor allem durch ein alternatives erstes Exon unterscheidet, das an die Stelle der ersten beiden
Exons der NOS2-1 tritt. Dies deutet darauf hin, dass die Expression der NOS2-2 durch einen eigenen
vorgelagerten Regulationskomplex, einen eigenen Promotor, gesteuert werden konnte. Dieser NOS2-2-
Promotor wiirde sich demnach von dem bekannten NOS2-1-Promotor unterscheiden. Seine Aktivitét
koénnte z.B. weniger an die Bedirfnisse der Immunabwehr als vielmehr an die Signale der
differenzierenden Zelle gebunden sein. Die bioinformatische Analyse identifizierte sieben
Transkriptionsfaktoren, die in der putativen NOS2-2-Promotorregion binden kdnnen und zugleich
wahrend der transienten NOS2-2-Expression signifikante Regulation erfahren. Ziel dieser Arbeit war
es, eine Auswahl dieser Transkriptionsfaktoren auf ihre Wirksamkeit hinsichtlich der NOS2-Expression
zu untersuchen. Expressionsplasmide dieser Transkriptionsfaktoren wurden in Zellen transfiziert und
die Entstehung von NOS2-mRNA mittels qRT-PCR gemessen.
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5 Material

Die verwendeten Gerate und Materialien sind in den folgenden Tabellen aufgelistet.

Tabelle 5-1: Laborgerate

Funktion

Elektrophorese

Kihlung

Messung

Pipetten

Zellkultur

Zentrifugen

Sonstige Geréte

Gerat

Gleichstromquelle fiir die Agarose-

Gelelektrophorese

Vertikal-Gelelektrophoresekammer

+ 4° C-Kiihlschrank

- 20° C-Gefrierschrank
- 80° C-Gefrierschrank
Platten-Luminometer

PCR-Geriat

Spektrometer

Prézisionswaage

Einkanalpipetten

Mehrkanalpipette

Pipettierhilfe
Brutschrank
Mikroskop
Sterile Werkbank
Zé&hlkammer

Kihlzentrifuge

Tischzentrifuge

Autoklav
Bunsenbrenner
Eismaschine
Heizblock

Inkubationsschrank

Magnetrihrer
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Bezeichnung
GPS 200/400

Mini-Protean 3 Cell

Profi line

Verschiedene Modelle

Protan Comfort
Herafreeze
Centro LB 960
MyCycler
MyiQ Cycler
CFX Connect
NanoDrop 2000
Sunrise
Analytic AC120
Kern 444-35 N
Kern PCB
0,510 pl

10100 pl
1001000 pl
Multipette Plus
(0,510 pl)
Pipetboy

Hera Cell 150
Leica DMIL
Herasafe

Neubauer-Zahlkammer

MicroStar 17R
Megafuge 1.0R
Biofuge fresco
Avanti J-30 |
Biofuge 12
Galaxy Mini
Laboklav
Fireboy eco

B28
lkamag RCT

Hersteller

Pharmacia

Bio-Rad
Liebherr
Bosch

Liebherr
Heraeus
Berthold
Bio-Rad

NanoDrop
Tecan
Sartorius

Kern

Brand / Eppendorf

Eppendorf

IBS
Heraeus
Leica
Heraeus
Labotec
VWR
Heraeus

Beckmann
Heraeus
Merck
VWR

IBS
Ziegra
Peglab
Binder
IKA



Mikrowelle
Schuttler

UV-Transilluminator

Vakuumpumpe
Wasseraufbereitung
Wasserbad

Tabelle 5-2: Verbrauchsmaterialien

Combimag RCT
Big-Squid lkamag

KS 250 Basic
Innova 40
DRS-12

Vacusafe Comfort
Milli-Q plus
Julabo TW20

Artikel

Beschichtete
Gewebekultur-Petrischale
Einweg-Auslaufpipetten

Kunststoff-Pipettenspitzen

Reaktionsgeféale

Zellkulturflasche Filter Top

Zellkulturplatten

Zellschaber

PCR-Gefale

Zentrifugenréhrchen

Beschreibung
Durchmesser: 9,4 cm;
Wachstumsflache: 58 cm?
5ml

10 ml

25 ml

0,5-10ul

10— 100 pl

100 - 1000 pl

0,2 ml

1,5ml

2,2 ml

5mi

25 ¢cm? (50 ml)

75 cm? (250 ml)

6-Loch (Vertiefung 9,6 cm?)
24-Loch (Vertiefung: 1,75 cm?)
Steril, 24 cm

96-Loch fiir cDONA-Synthese
96-Loch fur gRT-PCR
8-Loch-Streifen mit Deckel
15 ml

50 ml
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MDA
IKA
NBS
NeoLab
Intas

IBS
Millipore
Julabo

Hersteller
Cellstar

Greiner

Greiner / Sarstedt

Peglab / Sarstedt

Greiner

Cellstar

TPP
Biozym
Greiner
Peglab

Greiner



Tabelle 5-3: Reagenzien

Substanz

Adenosintriphosphat

Agarose

Ammoniumchlorid

Ampicillin

Bromphenolblau

BSA (Bovines Serum Albumin, Fraktion V)
Calciumchlorid

Coelenterazin

Coenzym A-Trilithiumsalz-Dihydrat
DEPC (Diethylpyrocarbonat)
D-Luciferin

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s Medium)
DMSO (Dimethylsulfoxid)

dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
EDTA (Ethylendiamintetraacetat)
Ethanol

FCS (fetal calf serum)

GIT (Guanidiniumisothiocyanat)
Glycerin

Glycin

Isomylalkohol

Isopropanol

Kaliumchlorid

L-Glutamin

Natriumacetat

Natriumchlorid

NED (N-1-naphthylethylendiamindihydrochlorid)
PBS (phosphate buffered saline)
Penicillin/Streptomycin, 100x

Phenol

PLB (passive lysis buffer), 5x

Pyruvat

Roti-safe

Salzsaure

SDS (sodium dodecyl sulfate) ultra pure
Sulfanilamid

Tetrazyklin

TRIS (Trishydroxymethylaminomethan)
Trypanblau, 4%
Trypsin/EDTA-L&sung, 10x
Xylencyanolblau

Zeocin

Hersteller
AppliChem
Roth

Sigma Aldrich
Roth

Sigma Aldrich
AppliChem
Roth

PIK
AppliChem
Sigma Aldrich
PIK

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Peglab
AppliChem
AppliChem
PAA

Roth

Roth

Roth
AppliChem
AppliChem
Roth

Sigma Aldrich
Roth

Roth

Promega
GIBCO
GIBCO

Roth

Promega

Roth

Roth

Roth

Roth

Promega

AppliChem
Serva
PAA
AppliChem

Invitrogen
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Tabelle 5-4: Puffer und Lésungen

Name

DEPC-Wasser
DNA-Wasser
DNA-Probenpuffer, 10x

dNTPs, 10 mM

Ethanol, 70%
Ethanol, 80%
GIT-Puffer

LB-Medium

LB-Amp-Medium

Luciferase-Puffer, 2x

Luciferase-Substrat

Maniatis |

Zusammensetzung
DNA-Wasser mit 0,1 VVol% DEPC, autoklaviert
Autoklaviertes und deionisiertes Wasser
50% Glycerin

0,1% Bromphenolblau

0,1% Xylencyanolblau

in DNA-Wasser

10 mM dATP

10 mM dCTP

10 mM dGTP

10 mM dTTP

in Wasser

70% Ethanol in DNA-Wasser
80% Ethanol in DEPC-Wasser
4MGIT

2 mM Natriumcitrat

0,5% Sarcosyl

0,1 M B-Mecaptoethanol

in DEPC-Wasser

1% Bactotrypton

1% NaCl

0,5% Hefeextrakt

in Wasser, autoklaviert
LB-Medium

100 pg/ml Ampicillin

60 mM Tricin

0,2 mM EDTA

30 mM MgSOq4

20mM DTT

in Wasser

2x Luciferase-Puffer

12,5 mM D-Luciferin

27 pM Coenzym A

100 mM ATP

in Wasser

50 mM Glucose

25 mM TRIS-HCL

10 mM EDTA

in Wasser

pH 8,8
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Maniatis 11 0,2 M NaOH

1% SDS

in Wasser
Maniatis 111 3MKAc

in Wasser

pH 4,8
NaAc, 2 M 2 M NaAc in DEPC-Wasser
NaAc 3 M 3 M NaAc in DNA-Wasser
PLB, 1x 20% 5x PLB in Wasser
Renilla-Substrat 0,1 M NaCl

25 mM TRIS-HCL

1 mM CaClz

0,9 uM Coelenterazin

in Wasser

pH 75
RNAse A 0,73 mM RNAse in Wasser
TAE-Puffer 400 mM TRIS

20 mM Naz-EDTA
1,142% AcOH

in Wasser

pH 8,0

Tabelle 5-5: Kits

Name Verwendung Hersteller

Griess Assay Reagent System

High Capacity cDNA Reverse Transcription

M-MuLV Reverse Transcriptase
OneTag® 2X Master Mix
Q5 High-Fidelity® DNA Polymerase

Precision Plus® Master Mix SYBR Green
High Pure® Plasmid Filter Midiprep Kit

Monarch® DNA Gel Extraction Kit

Monarch® PCR & DNA Cleanup Kit
High Pure® PCR Product Purification Kit

GeneJuice®

Griess-Assay

Reverse Transkription
Reverse Transkription
Polymerase fur PCR
Polymerase fur PCR
SYBR Green PCR
Midi-Préparation
DNA-Aufreinigung
DNA-Aufreinigung
DNA-Aufreinigung

Transfektionsreagenz
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Promega
Applied Biosystems
New England Biolabs

PrimerDesign
Invitrogen

New England Biolabs

Roche
Merck



Tabelle 5-6: Cytokine

Name
Humanes rekombinantes TNFa
Humanes rekombinantes IL13

Humanes rekombinantes IFNy

Tabelle 5-7: Marker

Name
1 kb Gene Ruler DNA Ladder
Quick-Load 50 bp DNA Ladder

Tabelle 5-8: Enzyme

Substanz

CIAP (Alkaline Phosphatase)
BamHI

Dpnl

EcoRl

EcoRV

Hindlll

PNK (T4 Polynukleotid-Kinase)

RNAse A
T4-DNA-Ligase
Xbal

Tabelle 5-9: Oligonukleotide

Konzentration der Stammlésung

50 pg/ml
10 pg/ml
100 pg/ml

Verwendung

Agarose-GE

Beschreibung
5¢-Dephosphorylierung
Restriktionsenzym

Kinasierung
RNA-Verdau
Ligation

Restriktionsenzym

Hersteller

Miltenyi Biotec

Hersteller
Thermo Scientific

New England Biolabs

Hersteller
Roche
New England Biolabs

Sigma
New England Biolabs

Name Sequenz

Ex1-diff_5P 5’-GTACCGAGCTCGGATCTCGAGAGGCGCGTGGAGCCAGCGG-3’
Ex1-diff_3P 5’-GGTCATCCTGTGTCACTG-GACTGGCTCTGCGCGGGCAGC-3’
huGAPDH 5°-CCCATGTTCGTCATGGGTGT-3¢

huiNOS 5°-TGCAGACACGTGCGTTACTCC-3¢

NOS2-1_5P 5’-GATCTCGAGGAGATGGCCTGTCCTTG-3’

NOS2-1_3P 5’-CCTCTAGAGCTTTGATTAAAGTAAAATGC-3’
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Tabelle 5-10: Zellen

Name Beschreibung
DLD1 Humane Kolon-Adenokarzinomzellen
DLD1TR7 enthalten das Tet-On-Expressionssystem

Tabelle 5-11: Plasmide

Name

pcDNA4TO
pcDNA4/TO-NOS2-1_cds 3UTR
pcDNA4/TO-NOS2-2_cds_3UTR
pGL3-control

PRLEF10
pFUGW-H1_mu_BMI1
pBABE-puro LEF1
pPMSCV_mu_MEIS1B
pTetO-FUW-PLAGL1
pUb6-Zpol-V5/His

Beschreibung

enthalt CMV-Promotor vor Insertionsstelle
enthalt die cds der NOS2-1

enthélt die cds der NOS2-2

fur Klonierungen

Referenzplasmid mit der cDNA der Renilla-Luciferase
enthédlt BMI1

enthalt LEF1

enthalt MEIS1b

enthélt PLAG1

enthalt Zpol
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6 Methoden

6.1 Zellbiologische Methoden

6.1.1 Kultivieren von Zellen

Alle Arbeiten zur Kultivierung eukaryotischer Zellen wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt.
Verwendet wurden ausschlieBlich steril verpackte oder autoklavierte Materialien. Die Kultivierung
erfolgte in Filter-Top-Zellkulturflaschen, Lochplatten oder Schalen, bei 37° C, 100% Luftfeuchtigkeit
und Begasung mit 5% CO,. Kulturmedien und sonstige Substanzen wurden vor der Verwendung
mindestens auf Raumtemperatur erwdrmt. Standardmedium war 1x DMEM mit 4,5 g/L Glukose, 10%
FCS, 1% Penicillin-Streptomycin mit Zusatz von Pyruvat. Die Zellkulturen wurden passagiert, sobald
sie konfluent waren. Dazu wurden sie mit 1x PBS gewaschen, mit 5x Trypsin/EDTA vom
Flaschenboden geldst und 5 bis 10% der Zellen in frischem Medium subkultiviert.

6.1.2 Kryokonservierung und Rekultivierung von Zellen

Zur Kultivierung von Zellen wurde auf in flissigem Stickstoff (-196° C) eingefrorene Zell-Aliguote aus
der laboreigenen Zellbank zuriickgegriffen. Diese wurden nach dem Auftauen im 37°-C-Wasserbad in
10 ml Nahrmedium uberfuhrt und zentrifugiert (5 min, 1200 rpm, 4° C), um das Gefrierschutzmittel

DMSO zu entfernen. Das Zellpellet wurde in Nahrmedium resuspendiert und im Brutschrank inkubiert.

Zum Erhalt des laboreigenen Zellbestandes wurden Zellen regelmé&Rig kryokonserviert. Dazu wurden
sie mit 1x PBS gewaschen und mit 5x Trypsin/EDTA vom Flaschenboden geltst. Der einzufrierende
Teil der Zellsuspension wurde zentrifugiert (s.0.) und das Zellpellet in 1 ml Einfrierlésung (FCS mit
10% DMSO) pro Aliquot suspendiert. Anschliefend wurden die Aliquote in einer Isopropranol-Box

langsam auf -80° C abgekiihlt, bevor sie nach 24 h in flissigem Stickstoff gelagert wurden.

6.1.3 Bestimmung der Zellzahl und Aussaat

Um Zellen fir Experimente in genau bemessener Quantitdt auszusden, muss zundchst die
Lebendzellzahl bestimmt werden. Hierzu wurden Zellen wie in Kapitel 6.1.1 beschrieben geldst und die
Zellsuspension im Verhéltnis 1:2 mit Trypanblau versetzt. Dieser Farbstoff passiert die intakte

Zellmembran nicht und féarbt somit nur abgestorbene Zellen. Das Gemisch wurde auf eine Neubauer-
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Zahlkammer aufgetragen und die Quadrate des Zahlrasters unter dem Lichtmikroskop ausgezéhlt. Zur

Bestimmung der Zellzahl pro Volumen Suspension kam folgende Formel zur Anwendung:

n
Zellzahl/ml = Z x;-n~ 1 Kammerfaktor -3

i=1

Dabei entspricht n der Anzahl der ausgezahlten Quadrate und i der Zellzahl in Quadrat i. Der
Kammerfaktor betragt 10%. Ausgesat wurde die Menge an Zellen, bei der abhangig vom Kulturgefal
erfahrungsgemal Konfluenz am nachsten Tag zu erwarten war. Bei einer 6-Well-Platte beispielsweise
3-10° Zellen pro Well.

6.1.4 Transfektion von Zellen

Mittels Transfektion wurde Plasmid-DNA transient oder stabil in Zellen eingebracht. Die zu
transfizierenden Zellen wurden zundchst auf 24-Well-Zellkulturplatten ausgesdt und 24 h in
Standardnahrmedium inkubiert. Um nach dieser Zeit mindestens 50%ige Konfluenz zu erreichen,
wurden pro Well 5-10* Zellen ausgesét und mit Nahrmedium auf 0,5 ml Gesamtvolumen aufgefiillt. Die
Zusammensetzung des Transfektionsgemischs ist in Tabelle 6-1 dargestellt. Das Transfektionsreagenz
GeneJuice® wurde tropfenweise zu FCS-freien Medium gegeben und fir 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach Zugabe der zu transfizierenden DNA wurde erneut 15 min inkubiert, bevor der gesamte
Transfektionsansatz den Zellen gleichmafig zugesetzt wurde. Zur Kontrolle des Transfektionserfolges
wurde bei transienten Transfektionen pRLEF1a (Renilla-Luciferase) im Verhéltnis 5:1 als Referenz
beigegeben. Es folgte die Inkubation im Brutschrank fiir mindestens 24 h bis zur weiteren Verarbeitung.
Die transient transfizierten Zellen konnten direkt weiterverarbeitet werden. So wurden sie etwa flr die
anschlieRende Stimulation der NOS2-Expression fiir weitere 24 h in FCS-freiem Medium inkubiert (vgl.
Kapitel 6.1.5).

Die stabil zu transfizierenden Zellen wurden in frischem Vollmedium auf 10-cm-Schalen (berfiihrt.
Nach weiteren 24 h Inkubation wurde Zeocin (0,2 mg/ml) als Selektionsantibiotikum zugegeben. Von

nun an erfolgte der Mediumwechsel taglich, um die Selektion der transfizierten Zellen zu gewahrleisten.

33



Tabelle 6-1: Transfektionsansatz fur 24-Well-Platte

einfache Transfektion pRLEF1a-Kotransfektion

FCS-freies Medium 25 pl 25 pl

GeneJuice® 1,25 pl 1,25 pl
Plasmid 0,5 ug 0,4 ug
pRLEF1a - 0,1 pg

6.1.5 Stimulation der Genexpression von Zellen

Um die Expression proinflammatorischer Gene wie das der NOS2 anzuregen, wurden Zellen mit
Zytokinen stimuliert. Die Stimulation der mit pCDNA4/TO-Plasmiden transfizierten Zellen erfolgte mit
Tetrazyklin. In beiden Fallen wurden die Zellen zundchst in der Go-Phase synchronisiert, indem 18 h
vor Beginn der Stimulation das Standardnahrmedium durch FCS-freies Medium ersetzt wurde. Der
Zytokinmix (CM) bestand aus TNF-a (37,5 ng/ml), IL-1p (3 ng/ml) und IFN-y (30 ng/ml) in FCS-freiem
Medium. Die Stimulation mit Tetrazyklin erfolgte in einer Konzentration von 0,5 pg/ml in FCS-freiem
Medium. In den Kontrollgruppen (Co) wurde nur FCS-freies Medium zugegeben. Fir RNA-Analysen
wurde die Inkubation nach 6 h durch GIT-Puffer abgestoppt, fir Protein-Analysen nach 8 h mit RiPA-
Puffer und flr Luciferase-Assays ebenfalls nach 8 h mit PLB. Fir NO-Analysen mittels Grie3-Assay

wurde der Uberstand des Mediums nach 24 h enthommen.

6.2 Molekularbiologische Methoden

6.2.1 DNA-Synthese mit PCR

Mit der Methode der klassischen Polymerase-Kettenreaktion (PCR) lasst sich eine Ausgangs-DNA
(template) vervielfaltigen (Saiki 1988). Die Ausgangs-DNA wird zusammen mit zwei passend designten
Oligonukleotid-Primern, Nukleotiden, Puffer und einer thermostabilen Tag-Polymerase im
Thermocycler einem zyklischen Temperaturprogramm ausgesetzt. Dieses Programm beginnt mit einer
Denaturierungsphase, in der sich der Doppelstrang der Ausgangs-DNA 0ffnet. In der anschlieRenden
Annealingphase hybridisieren die Primer mit den Einzelstrdngen. Es folgt die Elongationsphase, in

welcher die Tag-Polymerase die Einzelstrange im Bereich zwischen den Primern zu Doppelstrdngen
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erganzt. Dieser Ablauf wird zyklisch wiederholt, wobei die Menge der gewiinschten Sequenz sich mit

jedem Durchlauf verdoppelt.

Zu analytischen Zwecken, insbesondere zur Analyse von DNA-Fragmentléangen, wenn also eine gewisse
qualitative Ungenauigkeit der Tag-Polymerase in Kauf genommen werden konnte, wurden PCRs mit
dem OneTag® Kit von NEB® durchgefiihrt (vgl. Tabelle 6-2, 6-3). Diese Polymerase besitzt keine

proofreading-Funktion.

Tabelle 6-2: PCR-Ansatz mit OneTag®

Substanz V/ul
2x OneTag® MM Standard Buffer 12
forward-Primer, 10 uM 0,5
reverse-Primer, 10 uM 0,5
DNA X*
H.0 ad 25*

* die Volumina wurden fiir 200 ng DNA pro Ansatz

angepasst.

Tabelle 6-3: Temperaturprogramm fiir PCR mit OneTaq®

Temperatur/°C  Zeit/s Funktion
94 30 initiale Denaturierung
94 30 Denaturierung
Tm(Primer)* - 5° 60 Hybridisierung 35X
72 60/kb  Synthese
72 600 finale Elongation
8 ) Aufbewahrung

*Tm = Schmelztemperatur des Primers

Zu préaparativen Zwecken, wenn also das PCR-Produkt prépariert und weiterverarbeitet werden sollte,
wurde das Q5 High-Fidelity Kit® von NEB® verwendet (vgl. Tabelle 6-4, 6-5). Diese Polymerase
besitzt eine proofreading-Funktion und eignet sich somit flr die Herstellung von fehlerfreier DNA zur

anschlieenden Klonierung.
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Tabelle 6-4: PCR-Ansatz mit Q5®

Substanz V/ul
5x Q5® Reaction Buffer 10
dNTPs, 10 mM 1
forward-Primer, 10 pM 2,5
reverse-Primer, 10 uM 2,5
DNA X*
Q5® High-Fidelity DNA-Polymerase 0,5
5x Q5® High GC Enhancer 10
H.0O ad 50*

* die Volumina wurden fiir 200 - 400 ng DNA pro Ansatz

angepasst.

Tabelle 6-5: Temperaturprogramm fir PCR mit Q5®

Temperatur/°C  Zeit/s Funktion
95 180 initiale Denaturierung
95 30 Denaturierung
Tm(Primer)** - 5° 30 Hybridisierung 36X
72 60/kb  Synthese
72 300 finale Elongation
8 )

**Tm = Schmelztemperatur des Primers

6.2.2 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ermdglicht die Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihren Langen.
Das in TAE-Puffer geltste Polysaccharid Agarose vernetzt sich zu einem Gel. Dabei steigt der Grad der
Vernetzung mit der eingesetzten Agarosekonzentration. Bei Anlegen einer elektrischen Spannung
wandern die im Gel platzierten negativ geladenen DNA-Molekiile Richtung Anode. Die
Wanderungsgeschwindigkeit ist dabei abhéngig von der PorengréRRe des Gels und der Grolie der DNA-
Fragmente: kleine Fragmente diffundieren schneller als groRRe. Fir kleine Fragmente (bis 1000 bp)
wurden Agarosekonzentrationen von 1,5 bis 2%, fir grofRere Fragmente 0,8 bis 2% gewdhlt. Die
Auftrennung erfolgte in der horizontalen Gelkammer unter einer Spannung von bis zu 100 V. Zur

spateren Sichtbarmachung der DNA wurden auf 100 ml Gel je 3 pl des mit DNA interkalierenden und
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unter UV-Licht fluoreszierenden Farbstoffs Roti Safe-GelStain® von Roth® zugesetzt. Um einer zu
starken Diffusion der DNA-Proben im Gel vor Anlegen der elektrischen Spannung entgegenzuwirken,
wurde ihre Dichte erhoht, indem sie im Verhaltnis 1:6 mit DNA-Ladepuffer versetzt wurden. Neben den

Proben wurde als Standard 7 pl eines DNA-Langenmarkers (1 kb-Ladder) im Gel platziert.

6.2.3 DNA-Extraktion aus Agarosegel

In der Gelelektrophorese aufgetrennte DNA wurde aus Agarosegel mit dem Monarch Gel Extracion
Kit® von NEB® extrahiert. Dazu wurden die unter UV-Licht mit dem Skalpell ausgeschnittenen
Gelstiicke gewogen und mit 400 pl Gel-l6sendem Puffer pro 100 mg Gel fur 10 Minuten bei 55° C
inkubiert. Anschliefend wurde eine Elutionssdule tber einem Auffanggefa mit dem geldsten Gel
zweimal mit 200 pl Waschpuffer und einmal trocken zentrifugiert (je 1 min, 13.000 rpm, 4° C). Der
Filter der Elutionsséule wurde fiir 2 Minuten mit 8 pl H.O (vorgewérmt auf 50° C) inkubiert, und danach
erneut zentrifugiert (s.0.). Konzentration und Reinheit der gewonnenen DNA konnte anschlielend
photometrisch bestimmt werden (vgl. Kapitel 6.2.5).

6.2.4 Aufreinigung von DNA

Zur Aufreinigung von DNA wurde das Monarch PCR & DNA Cleanup Kit® von NEB® verwendet. Die
Proben wurden im Verhaltnis 5:1 mit Binding-Puffer verdiinnt und in einer Elutionsséule tber einem
Auffanggefal zentrifugiert (1 min, 13.000 rpm, 4° C). AnschlieBend wurden sie zweimal mit je 200 pl
Waschpuffer zentrifugiert (s.0.). Der Filter der Elutionssdule wurde mit 8 pl H>O inkubiert und erneut
zentrifugiert (s.0.). Konzentration und Reinheit des Produkts wurden nun photometrisch bestimmt (vgl.

Kapitel 6.2.5) und die Proben wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei -20° C gelagert.

6.2.5 Photometrische Quantifizierung von Nukleinsduren

Nach dem Lambert-Beer’schen Gesetz ist die Intensitdtsabschwiachung monochromatischen Lichts beim
Durchgang durch eine absorbierende Substanz proportional zu deren Konzentration. Nach diesem
Prinzip lasst sich mithilfe eines Spektrophotometers die Konzentration von Nukleinsduren bestimmen.
Das Absorptionsmaximum von DNA- und RNA-Molekilen liegt bei 260 nm, das von Proteinen bei

etwa 280 nm und das von organischen Loésungsmitteln bei etwa 230 nm. Uber die
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Absorptionsverhaltnisse von 260/280 nm bzw. 260/230 nm kann somit der Grad der Verunreinigung der
Proben mit Proteinen (optimaler Quotient: >1,8) bzw. mit organischen Ldsungsmitteln (optimaler
Quotient: 2 — 2,2) ermittelt werden. Zum Einsatz kam das Spektrophotometer NanoDrop-2000® von

Peglab® und das dazugehdrige gleichnamige Auswertungsprogramm.

6.2.6 Klonierung von DNA

Unter Klonierung versteht man die identische Vervielfaltigung von DNA. Dazu wird zunéchst ein DNA-
Fragment in einen Vektor integriert. In der klassischen Methode wird dies erreicht, indem sowohl ein
geeignetes Plasmid als auch die zu klonierende DNA mit Restriktionsenzymen geschnitten und
anschlieBend mit Ligationsenzymen miteinander verbunden werden. Eine Alternative stellt die
QuikChange®-Methode dar. Hier werden Megaprimer erzeugt, welche die Zielsequenz und eine mit
dem Plasmid Uberlappende Sequenz enthalten. Auf diese Weise werden in der nachfolgenden PCR
Plasmide synthetisiert, welche die zu klonierende Sequenz enthalten. Die Plasmide werden in
kompetente Bakterien transformiert und vervielfaltigt. Im letzten Schritt werden die klonierten
Zielsequenzen wieder extrahiert. In den folgenden Kapiteln werden die einzelnen fiir die Klonierung

notwendigen Schritte naher dargestellt.

6.2.6.1 Restriktion von DNA

Um zu klonierende DNA in Vektoren zu integrieren, missen zunéchst die Plasmide linearisiert und an
allen Produkten komplementére Enden erzeugt werden. Dies wird mit Restriktionsendonukleasen
erreicht, welche in der Lage sind, spezifische DNA-Sequenzen zu erkennen und zu schneiden. Dabei
resultieren je nach Enzym Schnittstellen mit glatten Enden (blunt ends) oder 5°- bzw. 3°-liberhdngenden
Enden (sticky ends). Der Restriktionsansatz (vgl. Tabelle 6-6) wurde fiir 3 h bei enzymspezifischer
Temperatur im Wasserbad inkubiert. Zur Kontrolle der erfolgreichen Restriktion wurden 2 pl des
Ansatzes gemeinsam mit 6 pl DNA-H20 und 2 ul Auftragspuffer auf ein analytisches Gel aufgetragen

und mit einem gleichermalien restringierten aber unligierten Vektor verglichen.

38



Tabelle 6-6: Restriktionsansatz

Substanz Menge
Restriktionspuffer 10 pl
Restriktionsenzym 20-60 U
zu klonierende DNA 30 ug
H.0 ad 100 pl

6.2.6.2 Kinasierung von DNA

Bevor zu klonierende DNA-Fragmente mitttels Ligation in den Vektor integriert werden kdnnen,
miissen sie kinasiert werden. Unter Kinasierung versteht man das Anfiigen einer Phosphatgruppe am 5¢-
Ende der DNA mittels einer Polynukleotid-Kinase. Der Kinasierungsansatz (vgl. Tabelle 6-7) wurde
mit der T4®-Polynukleotid-Kinase (T4®-PNK) von NEB® fiir 1 h bei 37°C im Wasserbad inkubiert.

Tabelle 6-7: Kinasierungsansatz mit T4®-PNK

Substanz Menge / ul
10x PNK-Puffer 10
T4®-PNK 2
ATP, 10 mM 2
DNA 7
H>O ad 100

6.2.6.3 Ligation von DNA

Als Ligation wird die enzymatische Integration der zu klonierenden DNA in den Vektor bezeichnet.
Verwendet wurde die T4®-Ligase von NEB® (vgl. Tabelle 6-8: Ligationsansatz mit T4®-Ligase).

Vektor und zu klonierende DNA wurden unter Berticksichtigung der Fragmentlangen im Verhéltnis 1:3

eingesetzt und bei 16° C (iber Nacht inkubiert.

39



Tabelle 6-8: Ligationsansatz mit TA®-Ligase

Substanz Menge / pl
T4-Ligase 1

10x Ligase-Puffer 2
Vektor / zu klonierende DNA x*
H.0 ad 20

*im Verhaltnis 1:3. Ca. 500 ng Vektor-DNA.

6.2.6.4 QuikChange® (Ligation-during-Amplification)

Die QuikChange®- oder Ligation-during-Amplification-Methode stellt eine weitere Maoglichkeit der
Integration eines DNA-Fragments in einen Vektor dar. Dazu wurden zundchst mittels PCR sog.
Megaprimer synthetisiert, welche die einzufithrende Sequenz enthielten und in 5°- und 3°-Richtung mit
der Einfuigestelle auf dem Plasmid uberlappten. Mit den Megaprimern und dem Plasmid wurde eine
PCR mit einer proofreading-Tag-Polymerase durchgefiihrt (vgl. Tabelle 6-9). Das PCR-Produkt wurde
anschlieBend mit dem Restriktionsenzym Dpnl inkubiert, welches spezifisch methylierte DNA
schneidet. Die aus Bakterien stammende Plasmid-DNA liegt aufgrund des bakteriellen dam-
Methylierungssystems in der Regel methyliert vor und wird im Gegensatz zum unmethylierten PCR-
Produkt von Dpnl abgebaut. Je 25 pl des QuikChange®-Ansatzes wurden mit 10 U Dpnl fir 3 h im 37°

C-Wasserbad inkubiert. Das Produkt konnte anschliefend transformiert werden.

Tabelle 6-9: Temperaturprogramm fir eine QuikChange®-PCR

Temperatur / ° C Zeit/s Funktion
95 180 initiale Denaturierung
95 30 Denaturierung
Tm(Primer)** - 5° 30 Hybridisierung 30x
72 720 Synthese
72 600 finale Elongation
8 0

**Tm, = Schmelztemperatur des Primers
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6.2.6.5 Transformation von DNA in Bakterien

Transformation bezeichnet das Einbringen von DNA in Bakterien. Im Rahmen der Klonierung wird
Plasmid-DNA zur Vervielfaltigung in Bakterien transformiert. Dazu wurden zundchst 100 ul einer
Losung kompetenter Bakterien (DH50 oder TOP10) mit 10 pl Ligations- bzw. 1 pl QuikChange-Ansatz
fiir 30 min auf Eis inkubiert. Dieser Schritt dient der Anlagerung der Plasmid-DNA an die Bakterien.
Es folgte ein ,Hitzeschock®“ fir 30 s im 42° C-Wasserbad, wodurch sich die Permeabilitat der
Bakterienzellmembran erhoht. Nach erneuter Inkubation auf Eis fir 5 min wurden 400 pl LB-Medium
zugegeben und der Ansatz kam fir 1 h bei 37° C in den Schittelinkubator. In dieser Phase wird das
Plasmid aufgenommen und exprimiert, sodass sich die auf ihm  vorliegende
Selektionsantibiotikaresistenz ausbildet. SchlieRlich wurde der Ansatz steril auf antibiotikahaltigen
Agarplatten ausplattiert und fir maximal 18 h bei 37° C im Brutschrank inkubiert. Gewachsene
Kolonien sind resistent gegen das Selektionsantibiotikum und enthalten somit mit hoher
Wahrscheinlichkeit das zu transformierende Plasmid. Zur Wdeiterverarbeitung (s.u.) wurden
Flissigkulturen der gewachsenen Kolonien angelegt. Dazu wurden die Kolonien mit einem sterilen
Zahnstocher ,,gepickt®, in 3 ml LB-Medium uberfihrt und fur maximal 16 h im Bakterienschdittler
inkubiert.

6.2.6.6 Pr&paration von Plasmid-DNA aus Bakterien

Um zu Uberprifen, ob die Transformation erfolgreich war, wird die potenziell vorhandene rekombinante
Plasmid-DNA aus den transformierten Bakterien extrahiert und analysiert. Methode der Wahl ist die
Extraktion durch alkalische Lyse (Birnboim 1979). Dabei werden die Bakterienzellen durch SDS lysiert
und die nicht-plasmidische DNA durch pH-Veranderung mittels NaOH denaturiert. Mit Kaliumacetat
werden nicht-plasmidische DNA, RNA und Proteine gefallt, sodass sich die Plasmid-DNA isolieren
lasst. Ausgangsmaterial stellten die Flussigkulturen von auf Selektions-Nahrbdden gewachsenen
Bakterienkolonien dar (vgl. Kapitel 6.2.6.3). Je 3 ml der Flussigkultur wurden zentrifugiert (1 min,
13.000 rpm, 4° C) und der Uberstand abgesaugt. Das Pellet wurde mit 100 pl Maniatis | (vgl. Tabelle
5-4) gel6st und inkubiert (3 min, RT). Es folgte die Inkubation mit 200 ul Maniatis 11 (3 min), also mit
SDS und NaOH und anschlieRend mit Maniatis 111 (3 min), also mit Kaliumacetat. Nach Zentrifugation
(15 min, s.0.) wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt, wobei nicht-plasmidische
DNA und denaturiertes Protein sich auflen an der Pipettenspitze niederschlugen. Die isolierte Plasmid-
DNA selbst wurde anschliefend durch Zugabe von 400 pl Isopropranol (-20° C) geféllt und nach
erneuter Zentrifugation (2 min, 13.000 rpm, 21° C) mit 400 pl Ethanol (70%) gewaschen. Das in einer
letzten Zentrifugation (5 min, s.0.) erhaltene Prazipitat wurde 15 min tiber Kopf getrocknet und in 50 pl

DNA-H,0O aufgenommen. Die so erhaltene Probe wurde nun photometrisch auf ihre Nukleinsdure-
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Konzentration untersucht (vgl. Kapitel 6.2.5) und der weiteren Analyse durch PCR oder Restriktion

zugefihrt.

Wenn die Analysen auf eine erfolgreiche Transformation hinwiesen, wurde eine Kontrolle der
transformierten Plasmide auf Sequenzebene durchgefiihrt. Dazu wurden 5 pl der Ubernachtkultur in 5
ml LB-Medium erneut maximal 16 h im Bakterienschiittler inkubiert. Die Préparation der Plasmid-DNA
fur die Sequenzierung erfolgte mit dem Monarch Plasmid Miniprep Kit® von NEB®, nach den Angaben
des Herstellers. Die Sequenzierung nach Sanger wurde von der StarSEQ GmbH in Mainz durchgefiihrt.
Wenn die gewunschten Sequenzen vorlagen, konnte mittels Midi-Préparation eine grofiere Menge
Plasmid-DNA fur die Lagerung zur weiteren experimentellen Verwendung gewonnen werden. Dazu
wurden zunachst 100 pl der Ubernachtkultur in 100 ml LB-Medium erneut inkubiert (s.0.). Die
Préparation erfolgte anschlielend mit dem HiPure Plasmid Filter Midiprep Kit® von Invitrogen®, nach
Angaben des Herstellers. Die Proben wurden bei -20° C gelagert.

6.2.7 Griess-Assay

Eine Mdglichkeit die Bildung von NO zu quantifizieren ist die Messung von dessen primaren stabilen
Zerfallsprodukt Nitrit (NOy). Nitritkonzentrationen lassen sich mit dem Griess-Assay bestimmen, der
auf zwei aufeinanderfolgenden Reaktionen beruht: im sauren Milieu reagiert zunéachst das Nitrit-lon mit
Sulfanilamid zu einem Diazonium-lon. Dieses reagiert anschlieBend mit N-1-naphthylethylendiamin
(NED) in einer Azokupplung zu einem pink-roten Azofarbstoff, der eine Quantifizierung im
Spektrophotometer erlaubt. Uber eine Eichkurve lasst sich die urspriingliche NO-Konzentration im
Bereich zwischen ca. 0,1 und 100 uM indirekt ermitteln. Die Assays wurden mit dem Griess Reagent
System® von Promega® nach dem Protokoll des Herstellers und mit dem SpectraMax®-
Spektrophotometer von Molecular Devices® durchgefiihrt.
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6.3 RNA-Analysen

6.3.1 RNA-Extraktion aus Zellen

Zur Gewinnung von RNA aus Zellen wurde die Methode der Extraktion mit Guanidiniumisothiocyanat
(GIT) und Phenol-Chloroform angewendet (Chomczynski 1987). Es wurden ausschlielich RNAse-
freie Reaktionsgefale verwendet und alle Losungen wurden mit DEPC-H,O angesetzt. Die Zellen
wurden zundchst 6 h nach Stimulation durch Zusatz von 200 pl GIT-Puffer lysiert. Es folgte die
Ansduerung mit 2 M Natrium-Acetat (10% des Git-Volumens) und Zugabe von H,O-gesattigtem Phenol
(100% des GIT-Volumens). Die Denaturierung der Proteine, sowie die Trennung von DNA und RNA
erfolgte durch Zusatz von Chloroform/Isomylalkohol (1:24, 50% des GIT-Volumens), das kréftig mit
den Proben vermischt und 15 min auf Eis inkubiert wurde. Durch Zentrifugation (20 min, 13.000 rpm,
4° C) bildete sich eine die RNA enthaltende wassrige Phase, die in ein neues Reaktionsgefal3 tberfiihrt,
mit Isopropranol (150% des GIT-Volumens, -20° C) versetzt und zur Fallung mindestens 1 h bei -20°
C gelagert wurde. Nach erneuter Zentrifugation (20 min, s.0.) wurde der Uberstand abgegossen und das
Préazipitat mit 80%igem Ethanol (150% des GIT-Volumens, -20° C) versetzt. Nach nochmaliger
Zentrifugation (5 min, s.0.) wurde das RNA-Prézipitat tiber Kopf getrocknet und anschliefend in 30 pl
DEPC-H,0 aufgenommen.

6.3.2 Reverse Transkription von RNA

Das Enzym reverse Transkriptase (RT), das in bestimmten Viren vorkommt, ist in der Lage aus RNA
komplementdre DNA zu synthetisieren. Diese Funktion wird genutzt um die RNA-Expression von
Zellen zu analysieren. Die zu einem bestimmten Zeitpunkt in einer Zelle vorliegende RNA wird
extrahiert und mittels reverser Transkriptase in complementary DNA (cDNA) umgeschrieben. Die
anschlieende Analyse der cDNA erlaubt somit Rickschlisse auf die urspringliche RNA. Fir die
Experimente dieser Arbeit wurde das M-MuLV Reverse Transcriptase Kit® von NEB® verwendet. ES
enthdlt die reverse Transkriptase des Moloney murine leukemia virus, welche ausgehend von
Hexamerprimern und RNA einzelstrdngige cDNA synthetisiert. Die aus den Zellen gewonnene RNA
(vgl. Kapitel 6.3.1) wurde zunéchst einheitlich auf eine Konzentration von 50 ng/pl verdinnt und dann
im Thermocycler mit dem RT-Reaktionsansatz inkubiert (vgl. Tabelle 6-10, 6-11). Die Proben wurden

bis zur weiteren Verarbeitung bei -20° C gelagert.
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Tabelle 6-10: RT-Ansatz mit M-MuLVRT®

Substanz V/ul
10x RT-Puffer 2
25x dNTP Mix, 100 mM 0,8
Hexa Oligos, 10 pmol/ul 2
M-MuLV Reverse Transkriptase® 0,125
H20 4,7
RNA, 50 ng/ul 10

Tabelle 6-11: Temperaturprogramm fur RT mit M-MuLVRT®

Temperatur/ °C  Zeit/s Funktion
25 600  Hybridisierung
37 7.200 reverse Transkription
85 5 Inaktivierung Transkriptase
12 0 Aufbewahrung

6.3.3 Quantitative Real-Time-PCR

Mit der Methode der quantitativen Real-Time-PCR (qRT-PCR) konnen Nukleinsduren gleichzeitig
amplifiziert und quantifiziert werden. Grundprinzip ist die Zugabe eines Fluoreszenzstoffes zur PCR,
der mit der neu gebildeten DNA interkaliert und so ein mit der DNA-Menge korrelierendes
Fluoreszenzsignal erzeugt (Higuchi 1992). In den friihen PCR-Zyklen, wenn eine exponentielle
Vermehrung der DNA-Fragmente stattfindet, wird der cycle-treshold-Wert (C-Wert) als die Zykluszahl
definiert, nach welcher sich das Fluoreszenzsignal gerade vom Hintergrund abhebt. Die Quantifizierung
der Ausgangs-DNA erfolgt dann anhand des Vergleiches der Cr-Werte von bekannten und unbekannten
DNA-Mengen.

In den Experimenten dieser Arbeit wurden qRT-PCRs zum Zweck der Erstellung von mRNA-
Expressionsprofilen durchgefuhrt. Analysiert wurden also mRNA-Proben, die mittels RT in cDNA
umgeschrieben wurden. Verwendet wurde der Farbstoff SYBR Green® von Primerdesign®, der
sequenzunspezifisch an amplifizierte doppelstrangige DNA bindet und dann ein vom freien Farbstoff
verschiedenes Emissionsmaximum besitzt (vgl. Tabelle 6-12, 6-13). Das Fluoreszenzsignal, bzw. der
Cr-Wert der Proben wurden nach der 224-Methode auf die Werte des konstitutiv exprimierten
Haushalts-Gens Glycerinaldehyd-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) und auf eine Kontrollgruppe

normiert (Livak 2001). Die Spezifitat der genutzten Primer wird tber eine Schmelzkurve ermittelt: die
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Doppelstrange der spezifischen PCR-Produkte besitzen wegen der zahlenmé&Rig héheren Ausbildung
von Wasserstoffbriickenbindungen eine héhere Schmelztemperatur als unspezifische PCR-Produkte.
Beim Schmelzen der Doppelstrange 16st sich auch teilweise der an die DNA gebundene Farbstoff und
das Fluoreszenzsignal verdndert sich entsprechend. Nach der eigentlichen gRT-PCR wird im
Thermocycler ein schrittweises Temperaturprogramm mit Fluoreszenzmessung von 60° bis 95° C
durchgefiihrt. Uber die so ermittelten Schmelzkurven ist eine Unterscheidung der PCR-Produkte

mdglich.

Tabelle 6-12: qRT-PCR-Ansatz mit SYBR Green®

Substanz V/ul
SYBR Green® Mastermix 10
forward-Primer 0,6
reverse-Primer 0,6
H20 6,8
cDNA 2

Tabelle 6-13: Temperaturprogramm gRT-PCR mit SYBR Green®

Temperatur / ° C Zeit/s Funktion
95 300 Initiale Denaturierung
95 15 Denaturierung
. . 45X

60 60 Annealing und Elongation
95 30 terminale Denaturierung

60 bis 95 10 Schmelzkurve
8 o0 Aufbewahrung
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6.4 Proteinbiochemische Methoden

6.4.1 Proteinextraktion aus Zellen

Proteine mussten fir Luciferase-Assays, Bradford-Assays und Western-Blot-Analysen aus Zellen
isoliert werden. Die dafiir zunachst notige Lyse der Zellen wurde entweder mit Passive Lysis Buffer
(PLB) oder mit Radioimmunoprecipitation-Assay-Puffer (RIPA) durchgefiihrt. Mit PLB wurden die
Zellen fur 30 min auf dem Schuttler inkubiert und fir die weiteren Schritte bei -20° C eingefroren. Wenn
RIPA-Puffer verwendet werden sollte, wurde dieser gemeinsam mit Protease-Inhibitor (im Verhaltnis
1:10) und Phosphatase-Inhibitor (im Verhaltnis 1:100) den Zellen zugegeben. Anschliefend wurde das
Lysat sonifiziert (acht Mal 30 s mit je 30 s Unterbrechung) und zentrifugiert (5 min, 16.000 x g). Der

Uberstand wurde bei -70° C eingefroren.

6.4.2 Luciferase-Assay

Fir die Untersuchung nicht translatierter Bereiche des Genoms, also etwa von 3°-, 5°‘-UTRs oder
Promotoren, eignet sich die Methode der Reportergenanalyse. Das Reportergen wird dabei vor oder
nach dem zu untersuchenden Abschnitt kloniert. Dessen Expression wird somit an die Expression des
Reportergens gekoppelt und I&sst sich indirekt tiber die Analyse des Reportergen-Produkts bestimmen.
Andererseits lasst sich durch die konstitutive Expression des ko-transfizierten Reportergens die
Effizienz der Haupttransfektion abschétzen. Geeignete Reportergene sind die Luciferasegene des
Leuchtké&fers (Firefly-Luciferase) und der Seefeder (Renilla-Luciferase). Die Renilla-Luciferase setzt
ihr Substrat Coelenterazin unter Freisetzung von Lichtenergie zu Coelenteramid um. Diese
Bioluminiszenz kann im Spektrometer quantifiziert und mit der Renilla-Aktivitat ins Verhéltnis gesetzt

werden.

Die Zellen wurden dazu zunéchst in PLB lysiert. Die Lysate wurden in einer 96-Well-Platte mit je 100
Ml Renilla-Luciferase-Substratpuffer versetzt (NaCL 0,1 M; Tris-Puffer 25 mM; CaCl; x 2 H,O 1mM;
Coelenterazin 100 uM). Die Lichtemission wurde anschlieBend im Spektrometer gemessen. Sie ist

proportional zur Expression des untersuchten Gens.
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7 Ergebnisse

7.1 Funktionalitat der NOS2-2

7.1.1 Transiente Transfektion von NOS2-1 und -2

Das NOS2-2 Transkript liegt ausweislich der RNA-Seg-Daten im menschlichen Gewebe tatsachlich vor
(z.B. transient wahrend der Differenzierung von hPSCs zu Neuronen, Kardiomyozyten, Chondrozyten,
mesenchymalen Stromazellen, Trophoblast- und Synzytiotrophoblastzellen oder wahrend der
Differenzierung von hiPSC zu kortikalen Neuronen, vgl. Kapitel 3.6). Gleiches gilt den Daten des
Human Protein Atlas zufolge auch fur das resultierende Translationsprodukt. Es schlief3t sich die Frage
an, ob das NOS2-2-Protein auch funktional ist, d.h. ob es wie die NOS2-1 in der Lage ist, tatsachlich
NO zu produzieren.

Um die Funktionalitit der NOS2-2 hinsichtlich der Fahigkeit zur NO-Produktion zu analysieren, ist es
zweckmaRig, das Enzym in der Zellkultur zu exprimieren, zur Aktivitat zu stimulieren und das
anfallende NO zu quantifizieren. Als VergleichsgréRe dient der unter gleichen Bedingungen erzeugte,
NO-Output der NOS2-1. Eine vergleichbare NO-Produktion beider Zellkulturen lasst dann auf die
Funktionalitat der NOS2-1 schlieBen. Zu dieser Untersuchung wurden DLD-1 TR7-Zellen mit
pcDNA4/TO-Konstrukten transfiziert, welche jeweils die Sequenzen der NOS2-1 bzw. NOS2-2
enthielten. DLD-1_TR7-Zellen enthalten das Tet-On-Expressionssystem, d.h. sie exprimieren
konstitutiv einen Tetrazyklin-Repressor (Gossen 1992). Die zu transfizierenden pcDNA4/TO-
Konstrukte enthalten dagegen einen CMV-Promotor, der vor den insertierten NOS2-1- bzw. NOS2-2-
Sequenzen liegt und deren Transkription einleitet. Der CMV-Promotor wird in DLD-1_TR7-Zellen
durch den Tetrazyklin-Repressor blockiert, sodass keine Transkription stattfindet. In Anwesenheit von
Tetrazyklin wird die Bindung des Repressors an die Operatoren innerhalb des CMV-Promotors
verhindert, sodass dieser aktiv werden und die Transkription der Zielsequenzen einleiten kann. Die
Expression der in das pcDNA4/TO-Konstrukt insertierten Sequenzen ist somit durch Tetrazyklin
induzierbar. Das Tet-On-Expressionssystem kam zum Einsatz, da eine konstitutive Expression der
NOS2-1 zytotoxische Effekte hat und das Wachstum der Zellkultur behindern wiirde.

Zur Herstellung eines pcDNA4/TO-Konstrukts das die cds und die 3‘-UTR der humanen NOS2-1
enthélt, wurden DLD-1-Zellen mit einem aus TNF-a, IL-18 und IFN-y bestehenden Zytokinmix
stimuliert und die RNA isoliert (vgl. Kapitel 6.1.5). Nach reverser Transkription wurde die cDNA als
template fur eine PCR mit den Oligonukleotid-Primern NOS2-1_5P und NOS2-1_3P eingesetzt. Die
so synthetisierten DNA-Fragmente wurden mit den Restriktionsenzymen Xba | und Xho I geschnitten
und anschlielend in das Plasmid pcDNA4/TO kloniert (vgl. Kapitel 6.2.6). Das resultierende Plasmid
war pcDNA4/TO-NOS2-1_cds_3UTR. Zur Erzeugung eines pcDNA4/TO-Konstrukts das die cds der
humanen NOS2-2 enthélt, mussten die ersten beiden Exons der NOS2-1-cds des Plasmids pcDNA4/TO-
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NOS2-1_cds 3UTR durch das NOS2-2-spezifische Exon 1-diff ersetzt werden. Zu diesem Zweck
wurde aus DLD-1-Zellen gewonnene genomische DNA als template fiir eine PCR mit den
Oligonukleotid-Primern Ex1-diff 5P und Ex1-diff 3P verwendet. Das entstandene DNA-Fragment
wurde als Megaprimer in einer QuikChange®-Reaktion mit dem zuvor hergestellten Plasmid
pcDNA4/TO-NOS2-1 _cds 3UTR eingesetzt (vgl. Kapitel 6.2.6.4). Dadurch entstand das Plasmid
pcDNA4/TO-NOS2-2_cds_3UTR (vgl. Abbildung 7-1).

pcDNA4/TO_NOS2-1_cds_3UTR
Tet02

’Exz [Split] Ex16 Ex19
Tet02 Ex4 Ex7 Ex9 Exi11 Ex13 Ex1? Ex1g> Ex21 Ex23 Ex25
|:> |:> |:> |:> BGH poly A
CMV—promote’r ExPExS ExBDExB Ex10E>Ex1ZDEx1P Ex1 Ex20 Ex22|:Ex24 Ex26 Ex27 @
1K 2K -1 cds 3K 4K 5K
B pcDNA4/TO_NOS2-2_cds_3UTR
Ex3
Ex16 Ex19
Ex4
-;-r:ttg;_,z (593 Ex7 Ex9 Ex11 Ex13 Ex1g E)ﬂg"> Ex21  Ex23 Ex25
) Exi-ditf

> BGH poly A
CMV-promoter |:> E)(SE)(EE“>Ex3‘::>Ex1C)I::>Ex12|::>Ex1tF:> Ex1 Ex20[:>Ex22E%x2j1:>Ex26 Ex27 éy

500 1000 1500 2000 -2-cds 3000 3500 4000 4500 5000

Abbildung 7-1: Schema der pcDNA4/TO-Konstrukte

Gezeigt ist das Schema der Konstrukte pcDNA4/TO-NOS2-1 bzw. -2_cds_3UTR, welche die Sequenzen fiir das NOS2-1 bzw. -
2-Protein enthalten und in den Transfektionsexperimenten zum Einsatz kamen. A: pcDNA4/TO-NOS2-1_cds_3UTR.
Dargestellt ist die Exon-Sequenz, die cds, sowie der fiir die Expression entscheidende CMV-Promotor und das BGH-polyA-
Signal. AuBerdem die Bindestellen des Tetrazyklin-Repressors (TetO). B: Exon 2 ist hier durch das Exon-1-diff ersetzt.

Die beiden so erhaltenen Konstrukte wurden nun nach dem GeneJuice®-Protokoll zunéchst transient in
DLD-1-TR7-Zellen transfiziert (vgl. Kapitel 6.1.4). Zur Normalisierung der Transfektions-Effizienz
wurde jeweils das Plasmid pRLEF1a, das eine fiir die Renilla-Luciferase codierende Sequenz enthélt,
ko-transfiziert. Die Aktivitat der Renilla-Luciferase konnte im Renilla-Luciferase-Assay quantifiziert
werden (vgl. Kapitel 6.4.2). Nach erfolgter Transfektion wurden die Zellen fiir 24 h mit 500 ng/ml
Tetrazyklin inkubiert, wodurch mittels des Tet-On-Systems die Expression der NOS2-1, bzw. NOS2-2
induziert wurde (Gruppenbezeichnung: Tet). Eine Kontrollgruppe (co) erhielt kein Tetrazyklin, sondern
wurde nur in FCS-freiem Medium inkubiert. AnschlieRend wurden die Uberstande abgenommen und
die Nitrit-Konzentrationen mit dem Griess-Assay bestimmt (vgl. Kapitel 6.2.7). Die verbleibenden

Zellen wurden lysiert und dem Renilla-Luciferase-Assay zugefiihrt. Da Nitrit das primére stabile
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Zerfallsprodukt von NO darstellt, entsprechen die Nitrit-Konzentrationen anndhernd den urspringlichen
NO-Konzentrationen und diese spiegeln mangels anderer NO- oder Nitrit-Quellen die NO-Produktion
der NOS in den Zellen wider. Die gemessenen Nitrit-Konzentrationen wurden auf die Daten des Renilla-

Luciferase-Assays normalisiert, wobei die Daten der induzierten Zellen auf 100% gesetzt wurden.

Es zeigte sich, dass die Nitrit-Anreicherung im Medium nach Induktion in den NOS2-1- und NOS2-2-
transfizierten Zellen anndhernd gleich hohe Werte erreichte (vgl. Abbildung 7-2).

ns

100-: I

50-
] ns

% der Tetrazyklin-induzierten Zellen

NOS2-1 co NOSZI-1 Tet NOS2-2co NOS2-2 Tet

Abbildung 7-2: Funktionalitét des NOS2-2-Proteins

Gezeigt ist die Zusammenfassung der Analyse der vier Transfektionsexperimente. DLD-1_TR7-Zellen, die konstitutiv den
Tetrazyklin-Repressor exprimieren, wurden transient mit den Plasmiden pcDNA4/TO-NOS2-1 bzw. -2_cds_3UTR transfiziert,
die das NOS2-1 bzw. -2-Protein exprimieren. Um die Effizienz der Transfektion zu normalisieren, wurde das die Renilla-
Luciferase exprimierende Plasmid pRL-EFa ko-transfiziert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 24 h mit (Tet) oder ohne (co)
500 ng/ml Tetrazyklin inkubiert. Die Uberstande wurden der Nitrit-Konzentrationsbestimmung im Griess-Assay zugefiihrt, die
lysierten Zellen dem Renilla-Luciferase-Assay. Die Nitrit-Konzentrationen wurden auf die Luciferase-Daten normalisiert.
Mittlere £SEM von n=8 Wells. *** p-Wert<0,001; *p-Wert<0,05, ns nicht signifikant (one way anova mit Dunnett’s post hoc
test).
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7.1.2 Stabile Transfektion von NOS2-1 und -2

Um den Nachweis der Funktionalitdt der NOS2-2 zu bekréftigen, sollten NOS2-1 und NOS2-2 nach der
transienten Transfektion auch stabil in DLD-1_TR7-Zellen eingebracht werden. Dazu wurden die Zellen
erneut nach dem GeneJuice®-Protokoll mit den pcDNA4/TO-NOS2-1/2_cds_3UTR-Konstrukten
transfiziert. Die Kotransfektion mit pRLEF 1a ertibrigt sich bei der stabilen Transfektion, da hier durch
den Einsatz eines Selektionsantibiotikums nur transfizierte Zellen (berleben und letztlich vollstandige
Transfektionseffizienz gegeben ist. Das Plasmid pcDNA4/TO besitzt ein Zeocin-Resistenzgen, sodass
die Zellen zum Zweck der Selektion nach 24 h in ein Medium Gberfiihrt wurden, welches Zeocin (0,2
mg/ml) enthielt. Nach 14-tagiger Inkubation im Selektionsmedium konnte davon ausgegangen werden,
dass nur noch Zeocin-resistente, also stabil mit pcDNA4/TO-NOS2-1/2_cds_3UTR transfizierte Zellen
lebendig waren (vgl. Kapitel 6.1.4). Diese Zellen wurden nun analog zum vorherigen Versuch fiir 24 h
mit 500 ng/ml Tetrazyklin inkubiert und somit zur Expression der NOS2-1 bzw. -2 stimuliert (Tet).
Ebenso wurde eine Kontrollgruppe angelegt, die kein Tetrazyklin erhielt (co). AnschlieRend wurden die
Uberstande abgenommen und die enthaltenen Nitrit-Konzentrationen im Griess-Assay bestimmt. Zur
Normierung wurde die NOS2-mRNA Expression in allen Ansétzen durch gRT-PCR bestimmt, wobei
ein gRT-PCR-Primer-System gewéhlt wurde, dass die beiden Isoformen NOS2-1 und NOS2-2 nicht
unterscheiden kann. Wie bei den transienten Transfektion konnte auch nach Tet-Behandlung bei den
NOS2-1 Zellen eine signifikante Erhéhung der Nitritproduktion festgestellt werden. Bei den NOS2-2
Zellen ergab sich ein unerwartetes Ergebnis. Hier waren die Nitritwerte in den co-behandelten Zellen

signifikant hoher als in den Tet-behandelten Zellen.
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Abbildung 7-3: Funktionalitét des NOS2-2-Proteins

Gezeigt ist die Zusammenfassung der Analyse von 2 Experimenten mit stabil transfizierten DLD-1_TR7-Zellen. Die Zellen
wurden fiir 24 h mit (Tet) oder ohne (co) 500 ng/ml Tetrazyklin inkubiert. Die Uberstande wurden der Nitrit-
Konzentrationsbestimmung im Griess-Assay zugefiihrt, die Zellen wurden mit GIT-Puffer lysiert, die RNA isoliert und die NOS2
mRNA-Expression durch gRT-PCR bestimmt. Um die Nitriproduktion auf die jeweiligen mRNA-Expression zu normieren,
wurden die gemessen Nitritwerte durch die in qRT-PCR Analysen festgestellten mRNA Werte (2-(PPC(M)-Werte) geteilt. Gezeigt
sind die Mittelwerte +SEM von n=8 Wells. *** p-Wert<0,001, (two sides T-Test).
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7.2 Induzierbarkeit der NOS2-2 durch Transkriptionsfaktoren

Der in der bioinformatischen Vorarbeit herausgearbeitete Umstand, dass sich das NOS2-2-Transkript
vor allem durch ein alternatives erstes Exon (Exon-1-diff, vgl. Kapitel 3.3) von dem NOS2-1-Transkript
unterscheidet, macht die Spekulation plausibel, dass sich in der vorgelagerten Introsequenz des NOS2-
Gens ein NOS2-2-spezifischer Promotor befinden konnte. Dass das Exon-1-diff im Transkript der
NOS2-1 nicht vorkommt, spricht fur das Vorliegen eines eigenen Promotors und dagegen, dass das
NOS2-2-Transkript lediglich durch alternatives Spleilen entsteht. So ist z.B. fir die NOS1 der
Mechanismus eines alternativen Promotors flr die Transkription von alternativen ersten Exons
beschrieben (Bros 2006). Auch ist die upstream-Region des Exon-1-diff reich an potenziellen
Transkriptionsfaktor-Bindestellen. Eine von Gather et al. in einer bioinformatischen Analyse ermittelte
Karte aller Transkriptionsfaktor-Bindestellen im Bereich des putativen NOS2-2-Promotors ist in
Abbildung 7-4 dargestellt (Gather 2022). Im Anschluss untersuchte Gather et al. die RNA-Seq-Daten,
die eine signifikante Expression der NOS2-2-mRNA aufwiesen (vgl. Kapitel 3.4) auf die in allen
Datensétzen tbereinstimmend herauf- oder herunterregulierten sonstigen Transkripte, wobei sich 102
Treffer fanden. Unter diesen fanden sich auch sieben Transkripte, die als Transkriptionsfaktoren zu
identifizieren waren, welche im Bereich des putativen NOS2-2-Promotors mdgliche Bindestellen
besitzen. Es handelt sich um die Transkriptionsfaktoren: Bmil, LEF1, Meislb, PLAGL, Zpol, ZNF436
und ZNF503. Auf ihre allgemeine Bedeutung wird in Kapitel 8.2 naher eingegangen.
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Abbildung 7-4: Putativer NOS2-2-Promotor mit TF-Bindestellen

Gezeigt ist die dem Ex-1-diff vorgelagerte Region bis zum 3 “-Ende des NOS2-1-Exon 2, die als Promotorregion fiir das NOS2-
2-Transkript in Frage kommt mit den bioinformatisch ermittelten moglichen Bindestellen fiir Transkriptionsfaktoren. Die
Bindestellen fiir Transkriptionsfaktoren, die in den NOS2-2-positiven RNA-Seg-Daten signifikant hoch- oder niederreguliert

waren, sind orange dargestellt. Nach Gather, 2022.

Diese Transkriptionsfaktoren liegen also koinzident mit der Expression des NOS2-2-Transkripts in den
entsprechenden differenzierenden Stammzellen herauf- oder herunterreguliert vor und besitzen
passende Bindestellen. Deshalb ist es plausibel anzunehmen, dass sie auch in die Regulation des NOS2-
2-Transkripts involviert, also Transkriptionsfaktoren eines mdglichen NOS2-2-Promotors sein konnten.
Um dies genauer zu untersuchen, wurden in der Zellkultur Transfektionsexperimente mit

Transkriptionsfaktor-Expressionsklonen durchgefiihrt.

7.2.1 Transiente Transfektion von Tf-Expressionsklonen

Von Addgene® wurden Plasmide mit Expressionsklonen fir die Uberexpression der
Transkriptionsfaktoren Bmil, LEF1, Meislb, PLAG1 und Zpol bezogen. Diese wurden nach dem
GeneJuice®-Protokoll transient in DLD-1-Zellen transfiziert. Nach 24 h Inkubation im
Transfektionsmedium und weiteren 24 h in FCS-freiem Medium erfolgte die Stimulation der Zellen
(cm) mit einem Zytokingemisch (TNF-a: 37,5 ng/ml; IL-1B3: 3 ng/ml und IFN-y: 30 ng/ml). Die
Kontrollgruppen (co) erhielten keine Stimulation. Die RNA-Isolation erfolgte 24 h nach Stimulation mit
GIT-Puffer und Phenol-Chloroform (vgl. Kapitel 6.3.1). Nach erfolgter reverser Transkription wurde
die cDNA als template in die gRT-PCR eingesetzt. Als gRT-PCR-Primer kamen huiNOS und
huGAPDH zum Einsatz. Die Ct-Werte der NOS2 wurden nach der 224¢T-Methode auf die Cr-Werte
der GAPDH normalisiert, um die relative Expression der NOS2-mRNA zu erhalten. Eine
Kontrollgruppe wurde mit dem Plasmid pGL3-control transfiziert. Die Ct-Werte dieser Gruppe nach

Stimulation wurden in der Auswertung auf 100% gesetzt.

Das Ergebnis ist in Abbildung 7-5 dargestellt. Die transfizierten Zellreihen zeigten samitlich
Expressionsaktivitit der NOS2, jedoch blieben die Bezilige auf die nicht-transfizierten Kontrollgruppen

ohne Signifikanz.
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Abbildung 7-5: qRT-PCR-Auswertung der Tf-Transfektionen

Gezeigt ist der Vergleich der auf huGAPDH normalisierten Cr-Werte aus der huiNOS-gRT-PCR der verschiedenen
Transkriptionsfaktoren nach transienter Transfektion in DLD-1-Zellen mit und ohne Zytokinstimulation. PM-Ko ist die mit
pGL3-control transfizierte Kontrollgruppe, deren stimulierter Arm die BezugsgroRe darstellt. Die bei allen
Transkriptionsfaktoren feststellbare NOS2-Expression zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den stimulierten und

nicht stimulierten Gruppen (aufer in der PM-Ko-Gruppe). Gezeigt sind die Mittelwerte +SEM von n=8 Wells. * p-Wert<0,01;
ns = nicht signifikant vs. PM-KO CM, (one way anova).
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8 Diskussion

In der regenerativen Medizin und in der Grundlagenforschung werden hiPSCs zukiinftig eine wichtige
Rolle spielen. lhre Fahigkeit zur unbegrenzten Teilung unter Erhalt von Pluripotenz und ihre
Differenzierbarkeit zu allen Zelllinien der drei Keimblatter eroffnen weitreichende Mdoglichkeiten von
entwicklungsbiologischen und pathologischen Studien, uber Stammzelltherapien bis hin zum tissue
engineering, also der kunstlichen Konstruktion transplantierbaren Gewebes. Ansétze fir den
medizinischen Einsatz pluripotenter Stammzellen gibt es beispielsweise bei Diabetes mellitus Typ 1,
Morbus Parkinson, altersabhéngiger Makuladegeneration, Epikard- und Riickenmarkregeneration sowie
zur Entwicklung von Vakzinen fur die Tumortherapie (Thomson 1998; llic 2017). Der Einsatz von
hiPSCs konnte zudem die Verwendung von hESCs verdrangen und so bisher bestehende ethische
Probleme bei der Gewinnung von pluripotenten Stammzellen (berwinden. Diese ethischen Fragen —
zurlickzufiihren auf den Zielkonflikt zwischen dem Schutz des ungeborenen Lebens und der
Verpflichtung zum Heilen — haben bisher dazu gefiihrt, dass der Umgang mit hESCs und somit auch der
Fortschritt in ihrer Anwendung relativ eingeschrankt war. Die Etablierung von hiPSCs kénnte diese
Einschrankung fast ganzlich aufheben. Aus hiPSCs generierte Transplantate unterliegen auBerdem
einem wesentlich geringeren AbstoRungsrisiko, da die hiPSCs aus patienteneigenem Gewebe gewonnen
werden kénnen. Bei den weltweit bisher durchgefuhrten Transplantationen von aus hiPSCs erzeugtem
Gewebe kam es auch ohne Immunsuppression nicht zu TransplantatabstoRungen (Madrid 2021). Die
Gewinnung des notigen Ausgangsmaterials ist einfach moglich, da sich hierfiir z.B. Fibroblasten oder

mononukleére Zellen des peripheren Blutes eignen.

Der medizinische Einsatz von hiPSCs birgt allerdings auch Risiken. Die adulten somatischen Zellen,
die zur Generation von hiPSCs gewonnen werden, haben in ihrer Lebenszeit Mutationen akkumuliert,
die in der reprogrammierten pluripotenten Stammazelle fortbestehen (Young 2012). Dazu addieren sich
Mutationen, die wahrend der Vermehrung der hiPSC-Klone in der Zellkultur neu auftreten. Beide Arten
von Mutationen werden durch die Klonierung fixiert, liegen also schlieBlich in allen Zellen des
generierten Materials vor. Es ist unklar, in welchem Ausmal dadurch therapeutische Ziele vereitelt,
bzw. Forschungsergebnisse verfalscht werden kdnnen. Dies ist insbesondere von Bedeutung in der
Forschungsarbeit mit krankheitsspezifischen hiPSC-Linien, in denen es auf die genaue molekulare und
funktionale Ausstattung der zellularen Modelle ankommt. Hinzu kommen Probleme, die sich aus dem
Prozess der Differenzierung ergeben. Nicht-uniforme Differenzierung kann dazu fiihren, dass sich im
generierten Material Zellen in undifferenzierten bzw. unreifen Entwicklungsstufen befinden.
Unspezifisch differenzierte Stammzellen sind dabei eine Gefahr, da sie durch fortgesetzte Proliferation
zur Bildung von Stammzelltumoren neigen (Yamanaka 2020). Dieses Risiko kann auRerdem von den
zur Reprogrammierung eingesetzten Faktoren ausgehen, wenn diese auch nach der Differenzierung in
den Zellen aktiv sind. Des Weiteren wurde beschrieben, dass hiPSCs bis zu einem gewissen Grad den

epigenetischen Code ihres Ursprungsgewebes beibehalten, bzw. dass die epigenetische Transformation,
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wéhrend der Reprogrammierung nicht einheitlich ablauft (Ohi 2011). Die Konsequenzen, die sich daraus

flir die Arbeit mit hiPSCs ergeben, sind bisher unklar.

Um das vielversprechende Potential der Stammzelltherapien zu verwirklichen und die Sicherheit im
Umgang mit pluripotenten Stammzellen zu gewahrleisten ist die Erweiterung der Kenntnis aller
beteiligten Prozesse unerlé&sslich. Dies gilt insbesondere fir die Prozesse der Differenzierung der hiPSCs
in Zielzellen. Die Rollen des NO und der NOS2 in diesen Prozessen wurden im Theorieteil angedeutet
(vgl. Kapitel 3.4 bis 3.6) und umfassen neben spezifischer Differenzierung auch Zellmigration, -
uberleben und die Steuerung der Sekretion regenerativer Faktoren (Wang 2019).

8.1 Funktionalitat der NOS2-2

Zum Verstandnis der Rolle der NOS2-2 in den Prozessen der Differenzierung muss zunachst
ausgemacht werden, ob der NOS2-2 (ber ihr Vorhandensein in differenzierenden Zellen als RNA und
Translationsprodukt hinaus auch tatsachlich enzymatische Funktionalitdt zukommt. Den Ergebnissen
zufolge ist dies der Fall (vgl. Kapitel 7.1). Die im Griess-Assay gemessenen Nitrit-Konzentrationen
liegen bei NOS2-1- und NOS2-2-transfizeirten Zellen in vergleichbaren Bereichen und deutlich tber
jenen der Kontrollgruppen. Wie oben erwéhnt ist die Konzentration von Nitrit, als messbarem primérem
Zerfallsprodukt des NO, mangels anderer Quellen direkt auf die NO-Produktion der Zellkulturen, also
die Aktivitat der NOS zurlickzufuihren. Die Aktivierung der transfizierten Plasmide im Tet-On-System
erlaubt die isolierte Expression der auf den Plasmiden enthaltenen NOS2-Sequenzen mit Tetracyclin
ohne etwa (iber eine Zytokinstimulation die endogenen NOS2 der Zellen zur Expression anzuregen. Die
Messungen sind also frei von Uberlagerungen aus endogener enzymatischer Aktivitat. Das in der NOS2-
2-transfizierten Gruppe gemessene Nitrit stammt demnach hauptsachlich vom NO der NOS2-2. Die

Funktionalitat der NOS2-2 hinsichtlich der NO-Synthese ist somit erwiesen.

Bemerkenswert ist, dass der NO-Output der NOS2-2 in etwa das Niveau der NOS2-1 erreicht. Daraus
lasst sich schlieBen, dass die Unterschiede im Transkript der beiden Isoformen, insbesondere in ihren
Anfangs-Exons, keine Unterschiede in der Synthese-Funktion bedingen. Dies konnte darauf hinweisen,
dass die Bedeutung der Unterschiede auf der Ebene der Regulation liegen. So kdnnte die NOS2-2 durch
von der NOS2-1 verschiedene Regulationsansétze auch in verschiedene zelluldre Prozesse eingebunden
sein, insbesondere solche, die auBerhalb des Immunsystems liegen. Eine solche Annahme wird auch
von Auswertungen von RNA-Seg-Daten der NOS2-Isoformen impliziert. Hier zeigte sich bereits, dass
in manchen Geweben deutlich mehr NOS2-2-mRNA als NOS2-1-mRNA vorliegt. Erstere wurde unter

Ausschluss letzterer, also offenbar Uber eine spezifische Regulation erzeugt. Ob und welche
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Differenzierungsmechanismen an dieser spezifischen Regulation ansetzen und wie diese im Detail

funktioniert, mlssen weitere Arbeiten zeigen.

8.2 Induzierbarkeit der NOS2-2 durch Transkriptionsfaktoren

Wie oben beschrieben, ermittelte Gather et al. die méglicherweise an der NOS2-2-Regulation beteiligten
Transkriptionsfaktoren Bmil, LEF1, Meislb, PLAG1, Zpol, ZNF436 und ZNF503. Diese besitzen in
der putativen NOS2-2-Promotorregion eine Bindestelle und waren gleichzeitig in allen RNA-Seg-
Datensétzen, in denen das NOS2-2-Transkript vorlag, Gbereinstimmend herauf- oder herunterreguliert
(vgl. Kapitel 7.2). Die ersten fiinf dieser Transkriptionsfaktoren (Bmil, LEF1, Meislb, PLAG1 und
Zpol) wurden in den Experimenten dieser Arbeit in Zellkultur tGberexprimiert und hinsichtlich ihrer

Auswirkung auf die NOS2-Expression analysiert. Sie sollen im Folgenden kurz charakterisiert werden.

8.2.1 Bmil

Der Transkriptionsfaktor Bmil (B cell-specific Moloney murine leukemia virus integration site 1. BMI1-
Gen: ENSG00000168283. Synonym auch Polycomb-Gruppe-RING-finger-protein 4 (PCGF4)
oder RING-finger-protein 51 (RNF51)) ist Teil der Polycomb-Gruppe und u.a. als epigenetischer
Repressor von regulatorischen Genen bekannt, die in der Embryonalentwicklung und Selbsterneuerung
von somatischen Stammzellen eine Rolle spielen (Cao 2005; Taherbhoy 2015). Aberrante Expression
von Bmil wurde in Verbindung mit verschiedenen Krebsarten gebracht, zuerst mit akuter lymphatischer
Leuk&mie (Alkema 1993). Bmil bildet tber die Bindung an RING2/RING1b-Untereinheiten eine
funktionale Ubiquitin-Ligase, den Polycomb-repressive-complex 1 (PRC1). Diese ist in der Lage,
Histone zu ubiquitinieren und Gber Chromatinveranderung die Expression von Genen zu unterdriicken
oder DNA-Reparatur zu ermdglichen (Lin 2015). Eine prominente Rolle spielt ektopisch exprimiertes
Bmil in verschiedenen Krebszellen bei der G2/M-Checkpointaktivierung. Hierdurch werden
Chemotherapiewirkungen abgeschwécht, die auf einem G2/M-Arrest beruhen (Wei 2015). Der
Umstand, dass Bmil seine Wirksamkeit typischerweise im Komplex mit weiteren Untereinheiten
entfaltet, konnte ein Grund fiir die nicht-signifikante Wirkung des isoliert exprimierten Bmil auf die

NOS2-Expression im Versuchsaufbau dieser Arbeit sein.
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8.22 LEF1

LEF1 (Lymphoid enhancer binding factor 1. LEF1-Gen: ENSG00000138795. Synonym auch T-cell
transcrition factor 10 (TCF10, bzw. TCF1ALPHA, TCF7L3)) ist ein sequenzspezifisch DNA-bindender
Transkriptionsfaktor, der zur Familie der High Mobility Group-Proteine gehdrt und in die Vermittlung
von Wnt-Signalen in den Zellkern eingebunden ist. Der Wnt-Signalweg spielt u.a. eine wichtige Rolle
in der Embryogenese und Stammzellerhaltung (Differenzierung, Migration und Proliferation) und bei
Fehlregulation in der Kanzerogenese (u.a. Pankreas-, Kolon-, Mammakarzinom, Melanom, Leukémie).
LEF1 besitzt dabei eine kontextabhé&ngig regulierende Funktion: in Abwesenheit von p-Catenin bindet
LEF1 inhibitorisch an die sog. Wnt-response-elements der Zielgene. Die Aktivierung des Wnt-
Signalwegs durch extrazelluldre Reize fuhrt zur Hemmung des Abbaus von B-Catenin und zur dessen
vermehrter Bindung an LEF1, wodurch sich die LEF1-Wirkung umkehrt und die Zielgene aktiviert
werden (Arce 2006). Fehlregulierte LEF1-Expression fand sich als essenzieller kanzerogener Faktor in
verschiedenen Krebsarten. So korreliert etwa eine erhdhte LEF1-Expression mit fortgeschrittenen
Stadien von Pankreaskarzinomen (Jesse 2010). LEF1 fuhrt dabei zu verringerter Zelladh&sion und durch
Induktion von Zellzyklus-regulierenden Proteinen zu erhéhten Proliferationsraten der Tumorzellen. Das
mutierte APC-Gen, das bei den meisten Formen der Kolonadenokarzinome nachweisbar ist, fiihrt durch
eine unangemessene Stabilisierung von B-Catenin Uber LEF1 zur Aktivierung von genetischen
Proliferationsprogrammen in Darmepithelzellen (Clevers 2006). Ahnliche Wnt-Fehlregulationen sind
fir weitere Krebsarten beschrieben, etwa fur myeloische und lymphatische Leukdmien, malignes
Melanom oder Mammakarzinome (Reya 2005). Die nicht-signifikante Wirkung des isoliert
Uberexprimierten LEF1 auf die NOS2-Expression im Versuchsaufbau dieser Arbeit lasst sich
maoglicherweise dadurch erklaren, dass sich die hochkomplexe Wirkungsweise von LEF1 erst in der
Einbindung in die Wnt-Signalkaskade entfalten kann. Denkbar ware beispielsweise, dass zumindest der
Hauptligand, p-Catenin, in ausreichender Menge anwesend sein muss, um LEF1 in einen funktionalen
Modus zu bringen. Bemerkenswert ist immerhin, dass das NOS2-2-Gen eine LEF1-Bindestelle besitzt
und somit zumindest potenziell an den fur die Stammzelldifferenzierung so bedeutenden Wnt-Weg

angeschlossen ist.
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8.2.3 Meislb

Der Transkriptionsfaktor Meislb (Myeloid ecotropic viral integration site 1 b. MEIS1-Gen:
ENSG00000143995) gehort zu den Homdodomanen-Proteinen und innerhalb dieser zur TALE (three
amino acid loop extension)-Unterfamilie. Das MEIS1-Gen gehért zu den homdotischen Genen, die
innerhalb morphogenetischer Prozesse gréRere funktionell zusammenhédngende Gengruppen regulieren.
Insbesondere fuhren die unterschiedlichen Expressionslevel der homdotischen Gene wéhrend der
Morphogenese zur Einteilung der Korperlangsachse in Segmente, in denen unterschiedliche
Entwicklungsprogramme aktiviert werden.  Die Wirkungsweise von Meislb ist dabei stark
kontextbedingt und typischerweise von der Komplexbildung mit anderen Homdodomanen-Proteinen
abhéngig. Zentrale Funktionen liegen in Stammzell- und Differenzierungsregulation und
Kanzerogenese. So ist Meis1b beispielsweise ein zentraler Regulator des Zellzyklus in proliferierenden
Kardiomyozyten (Mahmoud 2013). Hier wirkt Meislb in einem Transkriptionsnetzwerk, in das
zahlreiche weitere Zellzyklusgene und Hox-Gene eingebunden sind. Dysreguliertes Meis1b fand sich in
verschiedenen Tumorgeweben, zuerst in myeloischen Leukdmie-Zelllinien, aber auch im
Prostatakarzinom, Neuroblastom und nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom (Jiang 2021). Wéhrend
hochreguliertes Meislb die Proliferation der Neuroblastomzellen fordert, wirkt es
proliferationshemmend in nicht-kleinzelligen Lungenadenokarzinomzellen (Geerts 2003; Li 2014). So
zeigt sich auch bei diesem Transkriptionsfaktor die Abhadngigkeit von der jeweiligen zellularen
Umgebung, die in den Experimenten dieser Arbeit moglicherweise nicht in ausreichender Komplexitat

nachgebildet werden konnte.

8.24 PLAG1

Das Zinkfingerprotein PLAG1 (Pleiomorphic adenoma gene 1. PLAG1-Gen: ENSG00000181690. Teil
der PLAG-Onkogenfamilie) ist ein Transkriptionsfaktor, der zuerst in Zellen des pleomorphen Adenoms
der Speicheldriise gefunden wurde. In diesen Zellen kommt es durch Chromosomenaberration zum
Promotoraustausch zwischen dem PLAG1-Gen und verschiedenen ubiquitér exprimierten Genen, wie
z.B. dem Gen fiir B-Catenin oder dem LIFR (Leukemia inhibitory factor receptor)-Gen (Kas 1997). Die
kodierende Sequenz bleibt dabei erhalten und gerét durch die Aberration unter die Kontrolle starker
Promotoren. In der Folge Uberexprimiertes PLAGL aktiviert den Promotor des mitogenen IGF-II
(insulin like growth factor 1) -Gens, was als ein wesentlicher Faktor fiir die Entstehung der pleomorphen
Adenome und anderer Tumoren identifiziert werden konnte und wahrscheinlich der zentrale
Transaktivierungspfad von PLAG1 (berhaupt ist (Voz 2000). Im weiteren Verlauf konnte gezeigt
werden, dass die Chromosomenaberration, die zu fehlreguliertem PLAG1, bzw. IGF-II fihrt, auch das

zentrale onkogene Ereignis in der Entstehung von Lipoblastomen ist (Hibbard 2000). Ein analoger
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Mechanismus scheint auch bei der Entstehung des Hepatoblastoms vorzuliegen und kann offenbar —
zumindest synergistisch — auch zur Entstehung der akuten myeloischen Leukémie beitragen (Zatkova
2004; Landrette 2005). Ektopisch exprimiertes PLAGL fand sich auch in uterinen Leiomyomen und
Leiomyosarkomen (Astrém 1999). Andere durch PLAG1 transaktivierten Gene haben dabei teilweise
auch anti-proliferative Wirkungen. Ein Beispiel ist das beim pleomorphen Adenom durch PLAG1
aktivierte apoptotische Bax-Gen. Solche ambivalenten Aktivierungen wurden als Erklarung flr die
gunstigen pathologischen und prognostischen Merkmale des pleomorphen Adenoms herangezogen
(Wang 2013). Die kanzerogene Kapazitat der alleinigen PLAG1-Uberexpression wurde im transgenen
Mausmodell bestatigt (Declercq 2008).

Uber die physiologischen Funktionen des PLAG1 ist weniger bekannt. Hohe Expressionsraten finden
sich vor allem in fetalem Leber-, Nieren- und Lungengewebe, sowie in der embryonalen
Hypophysenanlage, wahrend sie in den entsprechenden adulten Geweben wieder absinken. In adultem
Herz-, Eierstock-, Hoden-, Nebenhoden- und Samenleitergewebe liel? sich ebenfalls erhdhte PLAG1-
Expression nachweisen. Zu diesem Bild fiigt sich die Erkenntnis, dass PLAG1-defiziente Mause sowohl
Wachstumsretardierung als auch verringerte Fruchtbarkeit zeigen (Hensen 2004). Beim Menschen
konnte die intrauterine Wachstumsrestriktion in Zusammenhang mit durch microRNA
herunterreguliertem PLAGL1 gebracht werden (Tang 2013). Bei der systematischen Suche nach weiteren
PLAG1-Zielen stellten sich Gene von Wachstumsfaktoren, Wachstumsfaktorrezeptoren und
Wachstumsfaktor-bindenden Proteinen als die umfangreichsten Kategorien heraus. In Zusammenschau
mit den Expressionsloci macht dies eine koordinative Rolle des PLAGL1 bei der fetalen Zellproliferation
als eine der Hauptfunktionen plausibel. So sind beispielsweise die Wachstumsfaktoren VEGF und
PLGF, die beide als potente Mitogene fur Endothelzellen bekannt sind, durch PLAG1 positiv reguliert
(Voz 2004). Die Untersuchung der rdumlichen Expressionsmuster von PLAG1 im Modelorganismus
zeigte eine geringe ubiquitiare Expression, wéhrend der frilhen Somitogenese, die im Fortschreiten
dieses Prozesses in Zonen besonders aktiver Zellproliferation ansteigt — ein Muster, das dem anderer
bekannter Proliferationsmarker dhnelt (Yu 2004). Bisher ist bekannt, dass die physiologische PLAG1-
Aktivitat transkriptionell, posttranskriptionell und durch microRNAs reguliert wird. So wird
beispielsweise durch posttranskriptionelle Acetylierung die Transaktivierungsfunktion des PLAG1
aktiviert, wahrend Deacetylierung, sowie die SUMOylierung (die temporare Anheftung des Ubiquitin-
ahnlichen Modifikatorproteins SUMO) diese Funktion hemmen (Van Dyck 2004). Dass solche
Mechanismen in der Versuchsanordnung dieser Arbeit nicht simuliert werden konnten, mag zur nicht-

signifikanten PLAG1-Wirkung auf die NOS2-2-Expression beigetragen haben.
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8.2.5 Zpol

Der Zinkfinger-Transkriptionsfaktor Zpol (zinc finger elbow-related proline domain protein 1 Zpol-
Gen: ENSG00000183779. Synonyme: ZNF703, NLZ1, ZNF503L, FLJ14299, Zpol, ZEPPO1, Nozl)
gehort zur sog. NET/N1z-Familie atypischer Zinkfinger-Proteine. Die erste ausfihrlichere
Beschreibung der Zpol-Homologen erfolgte im Zusammenhang der frihen Embryogenese am
Modellorganismus (Andreazzoli 2001). Hybridisierungsexperimente legten hier eine strukturierende
Funktion wéhrend der Entwicklung des Neuroektoderms nahe. Es konnte u.a. gezeigt werden, dass
Zpol Uber die Aktivierung von Histon-Deacetylasen die Repression von nicht-entwicklungsrelevanten
Genen vermittelt (Nakamura 2008). Im weiteren Verlauf geriet Zpol bei der systematischen Suche nach
Brustkrebs-Onkogenen in den Fokus (Adelaide 2007). Im Mausmodell zeigte sich Zpo1l als bedeutender
Faktor flr Tumorwachstum und Metastasierung bei Brustkrebs. Beim Menschen korreliert die
Amplifikation des Zpol-Locus (8p11-12) bei Mammakarzinomen mit erhdhter Proliferation, erhGhtem
Tumorgrad und verringertem metastasenfreiem Uberleben (Slorach 2011). So unterdriickt
Uberexprimiertes Zpol beispielsweise die Transkription des Adhasionsmolekiils E-Cadherin und
reduziert so die Zell-Zell-Adhasion. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von
Zpol in priméren Brustepithelzellen eine Verschiebung in der Verteilung von CD49f-positiven Zellen
verursacht, die eine Vorlauferpopulation bei Brustkrebs vom Lumentyp darstellen (Holland 2011).
Insgesamt weisen die Studienergebnisse darauf hin, dass Zpol in Mammakarzinomzellen Teil eines
komplizierten Ostrogen-regulierten Repressorkomplexes ist, der verschiedenen kanzerogenen
Mechanismen unterhélt (Spellman 2011). Weitere Studien identifizierten Zpol auch als Onkogen fir
Magenkarzinome: die Zpol-Expressionsniveaus korrelierten sowohl mit der Tiefe der Tumorinvasion,
der vendsen Invasion und der Ausbildung von Lymphknotenmetastasen. Stummschaltung des Zpol-
Gens durch RNA-Interferenz hemmte dagegen signifikant die Zellproliferation und -migration (Yang
2014). Ein vergleichbarer Zusammenhang fand sich schlieBlich auch beim kolorektalen
Adenokarzinom: Die Zpol-Expression korrelierte signifikant mit der serésen Invasion, der TumorgroRe,
dem pathologischen Grading und der Metastasierungsrate (Ma 2014). Hinweise auf Tumorgenese durch
uberexprimiertes Zpo1l liegen des Weiteren vor fir nicht-kleinzellige Lungen-, papillare und medullére
Schilddrisen- Cholangio-, Ovarial- und Plattenepithelkarzinome (Xue-Liang 2015; Baykara 2016; Li
2016; Wang 2020; Yang 2020).
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8.3 Madgliche Ursachen der ausbleibenden Tf-Wirkung auf NOS2-2

Was sind nun mdgliche Erklarungen fur das Ausbleiben einer signifikanten Wirkung der o.g.
Transkriptionsfaktoren auf die Expression der NOS2-2? Grundsétzlich ist es denkbar, dass eine eigene
Promotorregion fiir die NOS2-2 nicht existiert. Das NOS2-2-Transkript kdnnte etwa durch alternatives
Splicen oder sonstige Modifikationen aus dem urspriunglichen NOS2-Transkript hervorgehen. Die
transkriptionelle Regulation unterldage dann dem bekannten NOS2-1-Promotor. Hinzu kdme eine
unbekannte Regulationsebene fur die Transkriptmodifikation. Die Koinzidenz der Bindestellen der
Transkriptionsfaktoren und ihrer Herauf- bzw. Herunterregulation wahrend der NOS2-2-Expression
waren dann — zumindest in dieser Hinsicht — rein zuféllig. Da sémtliche Transkriptionsfaktoren wie oben
beschrieben in friihen Entwicklungsstadien exprimiert werden, ist es durchaus denkbar, dass sie in den
untersuchten differenzierenden Stammzellen zufallig zeitgleich mit der NOS2-2 exprimiert werden,
ohne diese zu regulieren. Dass die Transkriptionsfaktorbindestellen in der dem Exon-1-diff
vorgelagerten Region zuféllig, bzw. jedenfalls nicht mit Bezug auf die NOS2-2-Regulation bestehen,
erscheint plausibel, wenn man die hohe Zahl der dort sonst noch bestehenden
Transkriptionsfaktorbindestellen betrachtet (vgl. Abbildung 7-4).

Eine andere Erklarung fiir die nicht-signifikante Wirkung konnte in der unzureichenden Nachbildung
der tats&chlichen Situation der differenzierenden Stammzellen liegen. Die Expression der
Transkriptionsfaktoren erfolgte in DLD-1-Zellen (kolorektale Adenokarzinomzellen) und eben nicht in
einer der in Frage stehenden Stammzellenlinien. Es kann davon ausgegangen werden, dass sich die
Konditionen dieser beiden Zelltypen in sehr vielen Punkten unterscheiden. Von der
Chromatinformation, tber das Proteom bis zu gewebespezifischen Stimuli lassen sich zahlreiche
Unterschiede denken, die der Nachbildung eines Stammzellprozesses in einer DLD-1-Zelle im Weg
stehen. So wadre es beispielsweise denkbar, dass der Transport der Uberexprimierten
Transkriptionsfaktoren zur richtigen Lokalisation im Zellkern abhéngig von unbekannten Faktoren ist,
die in der DLD-1-Zelle fehlen. Gleiches gilt fur mdglicherweise notwendige Aktivierungen oder
sonstige  Modifikationen der  Transkriptionsfaktoren. Die obenstehende Analyse der
Transkriptionsfaktoren zeigte, dass diese in der Regel erst als Komplexe mit Partnermolekilen ihre
Wirkung entfalten. Sie zeigte auch, dass ihre Wirkungen in Regelkreise eingebunden sind, deren
Verzweigungen fein abgestimmt sein miissen, um zu funktionieren. Die einfache Uberexpression eines

isolierten Transkriptionsfaktors kann solche Synergien nicht nachbilden.
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Wenn man davon ausgeht, dass der NOS2-2-Promotor existiert, liegt es nahe anzunehmen, dass mehrere
der sieben identifizierten Transkriptionsfaktoren zeitgleich binden mussen, um die Transkription zu
aktivieren und eine signifikante Beeinflussung der NOS2-2 zu erzeugen. Denkbar ist auch, dass dazu
eine ganz bestimmte Kombination der Transkriptionsfaktoren notwendig ist. In dieser Arbeit konnten
jeweils nur isolierte Transkriptionsfaktoren exprimiert werden. Die Untersuchung der unterschiedlichen

Transkriptionsfaktor-Kombinationen muss in weiteren Arbeiten erfolgen.

Eine weitere Erklarung liegt ebenfalls im Versuchsaufbau dieser Arbeit: die Versuchsgruppen der
transfizierten Zellkulturen wurden mit Zytokinen stimuliert, um die NOS2-Expression anzuregen.
Maoglicherweise wurde so eine schwache Wirkung der Transkriptionsfaktoren auf die Expression durch
die starke Wirkung der Zytokine (berlagert und unsichtbar gemacht. Dagegen war die isolierte
Transkriptionsfaktorwirkung in den nicht-zytokinstimulierten Kontrollgruppen méglicherweise zu
gering, um eine signifikante Menge RNA zu erzeugen. Zukiinftige Arbeiten miissen diese Hindernisse

ausrdumen, um die offenen Fragen zur NOS2-2-Regulation umfanglich zu beantworten.
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9 Fazit und Ausblick

Durch die NOS2 produziertes NO spielt wichtige Rollen in vielen physiologischen und pathologischen
Prozessen, unter anderem auch bei Differenzierungsvorgangen von Stammzellen. Isoform-spezifische
Analysen zeigten, dass es in hESCs und hiPSCs im Verlauf ihrer Differenzierung zu bestimmten
Geweben zur transienten Expression der bisher weitgehend unbekannten Isoform NOS2-2 kommt. Das
Transkript der NOS2-2 zeichnet sich durch ein alternatives erstes Exon aus, was auf eine
korrespondierende alternative Regulation der Transkription hindeutet.

In dieser Arbeit wurde zunachst die Funktionalitiat der NOS2-2 in Hinsicht auf ihre Fahigkeit zur NO-
Biosynthese untersucht. Plasmide mit der NOS2-2-Sequenz wurden transient in DLD1-Zellen
transfiziert und mittels Tet-on-Systems zur Expression gebracht. Die anschliefende Analyse der NO-
Produktion mittels Griess-Assay zeigte signifikant erhéhte NO-Produktionsraten, was die Fahigkeit der
NOS2-2 zur NO-Produktion nahelegt. Dass die signifikante NO-Produktion in stabilen
Transfektionsexperimenten nur flr die NOS2-1 Isoform bestétigt werden konnte, liegt mdglicherweise
an Schwachen des Versuchsaufbaus. Dieser Widerspruch muss in weiteren Arbeiten untersucht werden,
ggf. mit sensibleren Methoden zur NO-Quantifizierung.

Aus der Funktionalitat der NOS2-2 ergibt sich die Annahme, dass das in Differenzierungsprozessen
wirksame NO tatsachlich zumindest teilweise von jener Isoform produziert wird. Interessant ist nun, ob
die NOS2-2 einer eigenen, von der NOS2-2-Regulation unterschiedenen Transkriptionsregulation
unterworfen ist. Wahrend die Expressionsstimuli der NOS2-1 immunsystembezogen sind, kdnnte die
NOS2-2-Regulation auf Differenzierungsprozesse bezogen sein. Bioinformatische VVorarbeit von Gather
et al. identifizierte sieben Transkriptionsfaktoren, welche sowohl in der putativen NOS2-2-
Promotorregion eine Bindungsstelle besitzen, als auch koinzident mit der NOS2-2-mRNA herauf- oder
herunterreguliert sind. In dieser Arbeit wurden fiinf dieser Transkriptionsfaktoren (Bmil, LEF1,
Meislb, PLAG1 und Zpol) in entsprechenden Plasmiden in DLD1-Zellen transfiziert und zur
Expression stimuliert. Ihre Auswirkung auf die NOS2-2-Expression wurde mittels gRT-PCR-Analysen
untersucht. Es zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression der
Transkriptionsfaktoren und der Produktion von NOS2-2-mRNA.

Weitere Arbeiten missen die Hindernisse ausrdumen, die dem Nachweis dieser mdoglicherweise
existierenden Signifikanz in diesem Versuchsaufbau im Weg standen. So misste in erster Linie die in
vivo tatsachlich vorliegende Komplexitat im Experiment besser nachgebildet werden. Die Synergien der
Transkriptionsfaktoren mdissten untersucht werden, indem sie in den moglichen Kombinationen
exprimiert werden. Des Weiteren mussten die Experimente an Stammzelllinien — im Idealfall an
differenzierenden hESCs, bzw. hiPSCs — durchgefiihrt werden, um den epigenetischen Hintergrund,

sowie die tatséchliche Zellumgebung der bekannten NOS2-2-Expression besser nachzubilden. Weitere
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Bedingungen zukiinftiger Arbeiten mdgen sich aus der genaueren theoretischen Analyse der Regelkreise

der Transkriptionsfaktoren und ihren Beziigen zu Differenzierungsprozessen ergeben.

Allgemein bleibt die Aufgabe der genaueren Charakterisierung der NOS2-2. Dazu gehért etwa die
Klonierung und Aktivitatsanalyse der putativen NOS2-2-Promotorregion. Mdglicherweise liellen sich
hier weitere spezifische Regulationsmechanismen aufdecken. Mit bioinformatischen Methoden konnte
nach weiteren Regulationsmechanismen und Expressionsorten der NOS2-2 gesucht werden, um neue
mogliche Charakterisierungsansatze zu erschlielen. Die Konzentration solcher Suchanstrengungen auf
differenzierende Zellen erscheint vielversprechend.

Der Wert der genaueren Charakterisierung der NOS2-2 liegt im besseren Verstandnis von
Differenzierungsprozessen der Stammzellen. In der regenerativen Medizin ist dieses Verstandnis
besonders wichtig im Umgang mit hiPSCs. Diese aus autologem Gewebe durch Reprogrammierung
erzeugten Stammzellen sind Grundbausteine vielversprechender neuer medizinischer Ansétze. Sie
haben das Potential viele Probleme der bisherigen Stammzelltherapien mit hESCs zu umgehen. Zur
Minimierung der Risiken, die hiPSC-Ansatze bergen und zu ihrer besseren Handhabbarkeit ist allerdings
ein umfassendes Verstandnis der komplexen zellularen Ablaufe erforderlich. Mit dieser Arbeit wurde
versucht, einen bescheidenen Beitrag zur Lésung dieser Aufgabe zu leisten. Weitere Arbeiten zur
genaueren Erforschung der Rolle des NO und seiner Entstehung in diesen Zusammenhédngen mussen
folgen.
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