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IV Einleitung

IV.1 NO und Isoformen der NO-Synthase
Stickstoffmonoxid (OE:Q; NO) ist das bisher kleinste bekannte bioaktive Molekiil

(Forstermann et al., 1995a) und ein wichtiger Regulator verschiedenster biologischer
Mechanismen. Es wird von fast allen tierischen oder pflanzlichen Zelltypen produziert (Choi et
al., 1995; Hausladen und Stamler, 1998) und ist an vielen physiologischen und
pathophysiologischen Prozessen beteiligt. Daher ist zur Vermeidung unerwiinschter Effekte eine
prazise Regulation der Produktion von NO von groBer Bedeutung.

Die Biosynthese von NO wird von dem Enzym NO-Synthase (NOS; EC 1.14.13.39) katalysiert.
Die NO-Synthase existiert im Organismus von Sdugetieren in drei verschiedenen Isoformen; der
neuronalen NOS (nNOS), der induzierbaren NOS (iNOS) und der endothelialen NOS (eNOS)
(Forstermann et al., 1995a; Geller und Billiar, 1998). Alle drei Isoenzyme verwenden die
basische Aminosdure L-Arginin als Substrat und Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
(NAPDH) und molekularen Sauerstoff (O,) als Cosubstrate. AuBlerdem werden als weitere
Cofaktoren 5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin (BH4) und Calmodulin benétigt. Nach einem Anstieg der
intrazelluldren Ca®"-Konzentration bindet der Ca®’-Calmodulin-Komplex an das NOS-Enzym
und sorgt so flir dessen Aktivierung. Die iNOS kann als einzige der drei Isoformen auch in
Abwesenheit von Ca”" Calmodulin binden und wird daher Ca*"-unabhingig reguliert (Stuchr ez
al., 1991). Wihrend die nNOS und eNOS nach einem Anstieg der Ca**-Konzentration nur im
Bereich von Minuten NO produzieren, zeichnet sich die iNOS durch eine andauernde
Enzymaktivitit aus. Dadurch erklért sich die bis zu 1.000-fach hhere NO-Produktion der iNOS
im Vergleich zur nNOS und eNOS (Geller und Billiar, 1998). Alle drei NOS-Isoformen sind nur
als Homodimere katalytisch aktiv. Fiir die Dimerisierung scheint die Bindung von Calmodulin
und BHj essentiell zu sein (Sennequier et al., 1999; Siddhanta et al., 1996).

Die drei NOS-Enzyme sind relativ gro3e Proteine mit Molekulargewichten von 130 bis 160 kDa.
Sie werden von drei verschiedenen Genen codiert, die auf den Chromosomen 12 (nNOS), 17
(iNOS) und 7 (eNOS) lokalisiert sind. Die humanen Isoformen der NOS weisen untereinander
eine Sequenzhomologie von weniger als 59 % auf. Die Sequenzhomologie zwischen
verschiedenen Spezies betrdgt bei der iNOS 80 %, bei der nNOS und eNOS mehr als 90 %.
Somit sind die NO-Synthasen hochgradig konservierte Enzyme (Forstermann et al., 1994).

Die neuronale NOS (nNOS, NOSI) wird in Neuronen des zentralen und peripheren
Nervensystems, in spezialisierten Epithelzellen und in Skelettmuskelzellen exprimiert
(Forstermann ef al., 1998). Das von ihr gebildete NO spielt eine wichtige Rolle bei der
Transmitterfreisetzung, der Neurogenese, der synaptischen Plastizitdt und bei der Regulation der
neuronalen Genexpression. Urspriinglich wurde von einer konstitutiven Expression der nNOS

ausgegangen; inzwischen sind jedoch eine Vielzahl von Stimuli bekannt, die die Expression der
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nNOS regulieren (Boissel ef al., 2003; Chesler ef al., 2004; Forstermann ef al., 1998; Rife et al.,
2000).

Die induzierbare NO-Synthase (iNOS, NOS II) ist in den meisten Zelltypen nicht konstitutiv
exprimiert; ihre Expression kann in Makrophagen und anderen Zellen durch Stimulation mit
bakteriellem Lipopolysaccharid (LPS) oder Zytokinen induziert werden (Hevel et al., 1991;
Stuehr et al., 1991; Yui et al., 1991). Das von der iNOS gebildete NO ist an zahlreichen
physiologischen und pathophysiologischen Vorgéngen beteiligt (IV.1.1).

Die endotheliale NOS (eNOS) findet sich hauptsdchlich in Endothelzellen. Das von ihr
produzierte NO ist ein potenter Vasodilatator (Huang et al., 1995) und hemmt die Adhéision und
Aggregation von Thrombozyten (Forstermann et al., 1993). Der fritheren Vorstellung, dass die
eNOS konstitutiv exprimiert und allein durch die Hohe der intrazelluliren Ca**-Konzentration
reguliert wird, stehen inzwischen Hinweise auf eine transkriptionelle und post-transkriptionelle
Regulation der eNOS-Expression entgegen (Drummond ef al., 2000; Forstermann et al., 1998; Li
et al., 2002; Searles et al., 1999).

IV.1.1 iINOS

Die induzierbare NO-Synthase wird unter physiologischen Bedingungen nicht oder nur in sehr
geringer Konzentration exprimiert. Thre Expression kann jedoch in Makrophagen und den
meisten anderen untersuchten Zelltypen durch verschiedene proinflammatorische Substanzen,
wie LPS oder Zytokine, induziert werden (Hevel et al., 1991; Stuehr et al., 1991; Yui et al.,
1991). Die cDNA der iNOS wurde erstmals aus murinen Makrophagen kloniert (Lowenstein et
al., 1992; Lyons et al., 1992; Xie et al., 1992). Eine Induktion der iNOS ist aber auch in einer
Vielzahl weiterer Zellen moglich, unter anderem in Lymphozyten, neutrophilen und
eosinophilen Granulozyten und Mastzellen der Ratte, in glatten Muskelzellen der Ratte
(Bandaletova et al., 1993), in Chondrozyten des Menschen (Charles et al., 1993), in Hepatozyten
(Geller et al., 1993; Wood et al., 1993), Astrozyten (Ding et al., 1997) und Retinaepithelzellen
von Mensch, Maus und Ratte (Hangai et al., 1996; Park et al., 1994) sowie in der humanen
kolorektalen Adenokarzinomzelllinie DLD-1 (Sherman et al., 1993b) und der Alveolarepithel-
Karzinomzelllinie A549 (Sherman et al., 1999). Eine konstitutive Expression der iNOS konnte
im Bronchialepithel von Ratte und Mensch (Guo et al, 1995; Kobzik et al, 1993), im
menschlichen Nasenepithel (Guo et al., 1995), im Epithel des Ileums von Ratte und Mensch
(Hoffman et al., 1997; Zhang et al., 1998), im Skelettmuskel des Meerschweinchens (Gath et al.,
1996) sowie in der Niere (Tojo et al., 1994) und im Ovar von Ratten (Matsumi et al., 1998)
nachgewiesen werden.

Die iNOS ist als Ca*"-unabhingiges Enzym nach ihrer Synthese permanent aktiv und produziert
groB3e Mengen an NO, das in hohen Konzentrationen zytotoxisch wirken kann. Durch seine hohe

Affinitit zu Protein-gebundenem Eisen kann NO an das katalytische Zentrum zahlreicher
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Enzyme binden und diese dadurch blockieren. So kénnen unter anderem die NADH-Ubichinon-
Oxidoreduktase (Komplex I der Atmungskette), die Succinat-Ubichinon-Oxidoreduktase
(Komplex II der Atmungskette), die cis-Aconitase und die Ribonukleotid-Reduktase inaktiviert
werden (Kroncke et al., 1994; Nathan und Hibbs, 1991). Weitere toxische Effekte werden durch
die Stickstoffmonoxid-Intermediate Peroxynitrit oder Distickstofftrioxid (N,O;) vermittelt.
Diese Verbindungen sind &uflerst reaktiv und konnen zur S-Nitrosylierung von Thiolen,
Nitrierung von Tyrosinresten, Desaminierung von Nukleotiden und DNA-Strangbriichen fiihren
(Kroncke et al., 1995). Makrophagen und andere Zellen machen sich diese zytostatischen und
zytotoxischen Eigenschaften von NO zunutze, um Bakterien, Pilze, Viren, Parasiten oder
Tumorzellen abzutdéten (Green et al., 1990; Karupiah und Harris, 1995). Daher ist NO ein
essentieller Bestandteil der unspezifischen Immunabwehr (Bogdan, 2001; Kroncke et al., 1995;
MacMicking et al., 1997).

Des Weiteren ist von der iNOS produziertes NO auch fiir die Wundheilung von Bedeutung, da es
die Synthese von VEGF und Kollagen steigert (Frank ef al., 1998; Thornton et al., 1998). In
Miusen mit einem nicht-funktionellen iNOS-Gen (iNOS-knock-out; iNOS™™) wurde eine
verzogerte Wundheilung beobachtet, die durch adenoviralen Retransfer des iNOS-Gens
riickgédngig gemacht werden konnte (Yamasaki et al., 1998). Dem von der iNOS gebildeten NO
werden auBlerdem hepatoprotektive Eigenschaften zugeschrieben (Bohlinger et al., 1995;
Harbrecht et al., 1997; Kim et al., 1997); der Mechanismus dabei ist jedoch noch nicht endgiiltig
geklart.

Neben diesen positiven Effekten ist die iNOS jedoch auch an zahlreichen pathophysiologischen
Prozessen urséchlich beteiligt, meist durch Uberexpression in Zellen, die unter physiologischen
Bedingungen keine oder nur eine sehr geringe iNOS-Aktivitit aufweisen (Bogdan, 2001;
Kroncke et al., 1998). Das zytotoxische Potential von NO richtet sich dann gegen korpereigene
Zellen und ist so an der Pathogenese von zahlreichen Autoimmunerkrankungen und chronisch
inflammatorischen Zusténden beteiligt. Beispielsweise ist beim Diabetes mellitus Typ I von der
INOS gebildetes NO wesentlich mitverantwortlich fiir die Zerstérung von 3-Zellen des Pankreas
(Corbett und McDaniel, 1992; Kolb und Kolb-Bachofen, 1992; Kolb-Bachofen, 1996).
AuBlerdem spielt es eine wichtige Rolle bei der Entstehung von rheumatoider Arthritis
(Stichtenoth und Frolich, 1998), chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (M. Crohn und
Colitis ulcerosa) (Kimura et al., 1998; Singer et al., 1996), multipler Sklerose (Bagasra et al.,
1995; De Groot et al., 1997), Asthma bronchiale (Barnes, 1996; Hamid et al., 1993),
systemischem Lupus erythematodes und bestimmten Glomerulonephritiden und Vaskulitiden
(Forstermann et al., 1994; Mulligan et al., 1991). Des Weiteren ist von der iNOS synthetisiertes
NO an der unspezifischen Form der GewebeabstoBungsreaktion beteiligt (Langrehr et al., 1991).
Beim septischen Schock scheint vor allem die iNOS-vermittelte NO-Produktion fiir den
massiven Blutdruckabfall verantwortlich zu sein (MacMicking et al., 1995). Die iNOS-

Expression wird dabei in glatten GefdBmuskelzellen als Antwort auf das in gram-negativen
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Bakterien enthaltene LPS induziert. Darauthin exzessiv gebildetes NO hat den gleichen
Wirkmechanismus wie von der eNOS produziertes NO und fiihrt durch Vasodilatation zu
schwerer Hypotension und Mikrozirkulationsstorungen, die letztlich in einem
Multiorganversagen enden konnen. Sowohl in vitro-Experimente, die zeigen, dass in glatten
Muskelzellen die Expression der iNOS durch IL-1, TNF-oo und LPS induziert werden kann
(Busse und Miilsch, 1990; Kilbourn und Belloni, 1990), als auch in vivo-Studien mit NOS-
Inhibitoren, die die Endotoxin-induzierte Hypotonie wieder auftheben koénnen (Kilbourn et al.,
1990), bestitigen die Rolle von NO beim Blutdruckabfall im septischen Schock. Die iNOS
scheint bei der Sepsis jedoch auch protektive Funktionen fiir die Niere (Markewitz et al., 1993)
und den Darm (MacKendrick et al., 1993) zu besitzen.

Die Rolle der iNOS bei der Tumorentstehung und -progression wird kontrovers diskutiert.
Einerseits stellt NO einen wirksamen Abwehrmechanismus gegen das Tumorwachstum dar,
andererseits fordert NO aber auch die Vaskularisierung und Perfusion und damit die
Tumorproliferation (Chinje und Stratford, 1997). So korreliert beim murinen
Retikulumzellsarkom eine verringerte Metastasierungsrate mit einer Steigerung der iNOS-
vermittelten NO-Produktion, wohingegen beim humanen Mammakarzinom eine gesteigerte
INOS-Expression mit einer erhohten Metastasierungsrate in die axilliren Lymphknoten in
Zusammenhang gebracht wird (Ambs et al., 1998; Duenas-Gonzalez ef al., 1997). Des Weiteren
scheinen sich die iNOS und das p53-Tumor-Suppressor-Gen gegenseitig zu beeinflussen. Durch
NO hervorgerufene DNA-Schdden steigern die Aktivitdit des pS53-Tumor-Suppressors, der
seinerseits die Synthese der iNOS negativ beeinflusst (Ambs et al, 1997). Neuere Studien
jedoch betrachten von der iNOS produziertes NO bereits als eine Art Schliisselmolekiil fiir die
Regulation der Tumorgenese. Eine erhohte iNOS-Expression konnte in Tumoren des Darms
(Lala und Chakraborty, 2001), der Lunge (Harmey ef al., 2002), des Oropharynx (Pukkila et al.,
2002), der reproduktiven Organe (Bulut et al., 2005) und des Zentralnervensystems (Broholm et
al., 2001; Broholm et al., 2003) festgestellt werden. AuBBerdem konnte gezeigt werden, dass von
der iINOS produziertes NO und dessen reaktiver Metabolit Peroxynitrit die Aktivitdt der
Cyclooxygenase-2 (COX-2) stimulieren. Dies fiihrt zur Bildung von Prostaglandinen, die
ihrerseits das Tumorwachstum férdern (Rao, 2004).

Die widerspriichlichen Effekte von NO auf das Tumorgeschehen kénnen durch die Komplexitét
der Signaltransduktionswege in den Tumorzellen erklédrt werden, die auf den Stimulus NO sehr

unterschiedlich und in Abhingigkeit von dessen Konzentration reagieren.
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IV.2  Regulation der Genexpression

Spétestens seit der vollstindigen Analyse des humanen Genoms ist bekannt, dass nur ein kleiner
Teil des genetischen Materials - ungeféhr 1,5 % - letztendlich fiir Proteine codiert (Lander et al.,
2001; Venter et al., 2001). Tatséchlich ist der weitaus groBere Teil der genomischen DNA an der
Regulation der Genexpression beteiligt. Der &uBerst komplexe Ablauf der Regulation der
eukaryoten Genexpression beinhaltet eine Reihe von prézise regulierten Schritten im Zellkern
und im Zytoplasma. Im Zellkern werden die Gene in Pri-messenger-RNAs transkribiert, die
einer Reihe von nukledren Reifungsschritten unterliegen. Reife mRNAs werden darauthin ins
Zytoplasma transportiert, wo die Translation in Proteine stattfindet. Gleichzeitig unterliegt die
mRNA dort auch einem Abbauprozess. Frither ging man davon aus, dass diese Vorginge
individuell von verschiedenen DNA- und RNA-bindenden Proteinen reguliert werden, die sich
entweder im Zellkern oder im Zytoplasma befinden. Heute weil man, dass viele
multifunktionelle Proteine an der Regulation der Genexpression sowohl im Zellkern als auch im
Zytoplasma beteiligt sind. Dazu miissen diese Proteine in der Lage sein, zwischen Zellkern und
Zytoplasma zu pendeln (Wilkinson und Shyu, 2001).

Die Kontrolle der Transkription wird vor allem durch Transkriptionsfaktoren, RNA-Polymerasen
und eine Reihe von in der DNA lokalisierten cis-Elementen, wie Promotoren, Enhancern oder
Silencern vermittelt. Diese Faktoren regulieren die Produktion der Pra-mRNA-Molekiile, die
dann weiteren Reifungsschritten unterliegen, bevor sie funktionell aktiv sind. Diese Schritte
beinhalten das Entfernen von Introns (Spleilen), das Anfligen einer 7-Methyl-Guanylat-
Kopfgruppe am 5’-Ende des ersten Exons (,,Capping“) sowie eines Poly-A-Schwanzes aus 100
bis 250 Adenyl-Resten am 3’-Ende des letzten Exons. Bei vielen Genen dient das Spleilen
jedoch nicht nur dem Entfernen von Introns, sondern fiihrt durch alternativen Gebrauch von
Exons zur Entstehung unterschiedlicher RNA-Transkripte. Dieser Vorgang des alternativen
Spleiflens ist eine hdufig benutzte Moglichkeit, auf die Expression von Genen Einfluss zu
nehmen. Dabei wird die Auswahl der SpleiB3stelle unter anderem von der Sekundérstruktur der
Pri-mRNA und der Exongrofle mitbestimmt. Sowohl in Exons als auch in Introns wurden
Enhancer- und Repressor-RNA-Elemente beschrieben, die den Gebrauch von spezifischen
SpleiBstellen modulieren (Krecic und Swanson, 1999). In wenigen Féllen findet nach der
Transkription ein Basenaustausch statt, der als ,,mRNA-Editing* bezeichnet wird. Dadurch kann
eine mRNA-Sequenz entstehen, die von der zugehdrigen genomischen DNA-Sequenz abweicht.
Die entstandene reife mRNA besitzt eine dreigeteilte Struktur: eine 5’-untranslatierte Region
(5’-UTR), die codierende Sequenz (cds) und eine 3’-untranslatierte Region (3’-UTR). Die
untranslatierten Regionen spielen eine wichtige Rolle fiir die post-transkriptionelle Regulation
der Genexpression. Sie sind am Transport der mRNA aus dem Zellkern, der Effektivitit der
Translation (van der Velden und Thomas, 1999), der subzelluliren Lokalisation (Jansen, 2001)
sowie der Stabilitit der mRNA (Bashirullah ef al., 2001) beteiligt. Die Bedeutung von

untranslatierten Regionen wird dadurch unterstrichen, dass Mutationen in diesen Regionen
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ernsthafte pathophysiologische Vorgéinge zur Folge haben kdnnen (Conne et al., 2000). Eine
verdanderte Expression bestimmter Gene durch Dysregulation der 3’-UTR-vermittelten
Modulation der mRNA-Stabilitdt kann beispielsweise zu Hypertonie, Herzinsuffizienz und
Myokardinfarkt fithren (Misquitta et al., 2001).

IV.2.1 Post-transkriptionelle Regulation der Genexpression

IV.2.1.1 Die Rolle der untranslatierten Regionen

Die untranslatierten Regionen besitzen eine Vielzahl von Moglichkeiten, auf die post-
transkriptionelle Regulation der Genexpression Einfluss zu nehmen. Bestimmte Motive in der
5’- bzw. 3’-UTR kdnnen mit spezifischen RNA-bindenden Proteinen interagieren. Hierfiir sind
sowohl die Primér- als auch die Sekunddrstruktur der mRNA von Bedeutung. Auch
Interaktionen von komplementédren nicht-codierenden RNAs, wie mikro-RNAs, mit Sequenz-
Abschnitten der UTRs scheinen eine Schliisselrolle bei der Regulation der Expression zu spielen
(Xie et al., 2005). Des Weiteren wurde gezeigt, dass repetitive Sequenz-Elemente fiir die
Regulation der mRNA-Expression bedeutsam sind. Beispielsweise konnen CUG-bindende
Proteine an repetitive CUG-Elemente in der 5’-UTR spezifischer RNAs binden und auf diese
Weise die Effektivitdt der Translation beeinflussen (Timchenko, 1999).

Die durchschnittliche Linge der 5’-UTR ist in verschiedenen Spezies und Klassen relativ
konstant und betrdgt zwischen 100 und 200 Nukleotiden. Dagegen reicht die Lange der 3’-UTR
von ungefdhr 200 Nukleotiden in Pflanzen und Pilzen bis zu 800 Nukleotiden in menschlichen
3’-UTR-Sequenzen. Innerhalb einer Spezies kann die Lange der 5’-UTR und der 3’-UTR jedoch
von einem Dutzend bis zu 1.000 Nukleotiden variieren (Pesole et al., 2001). Es wurde sogar
gezeigt, das selbst ein einziges Nukleotid als 5’-UTR in vitro ausreichend ist, um die Translation
zu initiieren (Hughes und Andrews, 1997). Die untranslatierten Regionen einer mRNA konnen
auch Introns enthalten, die hdufiger in der 5’-UTR als in der 3’-UTR auftreten (Grabowski und
Black, 2001). Durch verschiedene Transkriptions-Startstellen, Polyadenylierungs- oder
SpleiBstellen konnen sich alternative untranslatierte Regionen ergeben, deren Vorkommen unter
anderem vom Zelltyp, vom Entwicklungsstatus der Zelle oder von pathophysiologischen
Vorgidngen abhingt (Grabowski und Black, 2001). 5’- und 3’-UTR unterscheiden sich auch in
der Basenzusammensetzung; dabei ist der GC-Gehalt der 5’-UTR meist hoher als der der
3’-UTR-Sequenzen (Pesole et al., 1997).
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IV.2.1.2 Mechanismen der Degradation von mRNA

Die Degradation von mRNA findet in eukaryoten Zellen hauptsichlich iiber zwei Mechanismen
statt. Meistens beginnt der mRNA-Abbau mit der Verkiirzung des Poly-A-Schwanzes, der
Deadenylierung, die durch verschiedene Enzyme katalysiert werden kann. AnschlieBend wird
die 5’-Cap-Struktur durch einen Enzymkomplex aus zwei Untereinheiten, den ,,Decapping*-
Enzymen Dcpl und Dcp2, entfernt. Erst dann kann das Transkript durch eine 5°-3’-Exonuklease,
Xrnlp, verdaut werden (Oliveira ef al., 2002).

Alternativ konnen mRNAs nach der Deadenylierung in 3’-5’-Richtung durch das Exosom, einem
Komplex aus 3’-5’-Exonukleasen, abgebaut werden (He und Parker, 2001). Urspriinglich wurde
das Exosom auch als PM-Scl-Komplex bezeichnet, da es zuerst als Autoantigenkomplex in
Patienten mit einem {iberlappenden Polymyositis-Sklerodermie-Syndrom identifiziert wurde
(Reichlin und Arnett, 1984; Treadwell et al., 1984; Wolfe et al., 1977). Spiter wurde gezeigt,
dass die Hauptantigene PM-Scl 100 und PM-Scl 75 homolog zu den bakteriellen
Exoribonukleasen RNase D und RNase PH sind (Mian, 1997). In humanen Zellen wird das
Exosom durch RNA-bindende Proteine an instabile mRNAs rekrutiert (Chen ef al., 2001).
Weitere Abbaumechanismen fithren entweder durch sequenzspezifische Endonukleasen oder als
Folge der Bindung von mikro-RNAs oder ,small interfering”“ RNAs (siRNAs) zu einer
endonukleolytischen Spaltung der mRNA (Dodson und Shapiro, 2002). Des Weiteren besitzen
Zellen spezifische Moglichkeiten, um fehlerhafte RNAs schnell zu degradieren. Dazu zdhlt
beispielsweise der Mechanismus des ,,nonsense mediated decay* (NMD), der RNAs mit einem
vorzeitigen Stopcodon erkennt und diese entweder unabhingig von der Deadenylierung oder
durch beschleunigte Deadenylierung mit anschlieBendem 3’-5’-exonukleolytischem Verdau
abbaut (Lejeune ef al., 2003).

IV.2.1.3 Regulation der mRNA-Stabilitit durch AU-reiche Elemente
Die Modulation der mRNA-Stabilitét ist ein entscheidender Faktor fiir die post-transkriptionelle

Regulation der Genexpression. Die Halbwertszeit vieler instabiler RNAs wird durch cis-
Elemente in der 3’-UTR, wie Adenylat- und Uridylat-reiche (AU-reiche) Elemente (AREs)
kontrolliert. AREs stimulieren den Abbau von mRNA als Reaktion auf eine Vielzahl von
spezifischen extra- und intrazelluldren Signalen. Dabei sind sie die am weitesten verbreiteten und
effizientesten Determinanten der mRNA-Stabilitit in Mammalierzellen (Bevilacqua et al., 2003).
Die AREs in den 3’-untranslatierten Regionen der mRNAs von Zytokinen und Onkogenen sind
zwischen verschiedenen Spezies hochgradig konserviert. Beispielsweise ist die
Sequenzhomologie zwischen den AU-reichen Doménen der 3’-UTRs der murinen und humanen
IL-3-mRNA wesentlich hoher als die der entsprechenden codierenden Sequenzen (Dorssers et
al., 1987).
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Es konnte gezeigt werden, dass das Auftreten des Pentamers AUUUA innerhalb eines
funktionalen AREs einen destabilisierenden Effekt ausiibt (Akashi et al., 1994; Chen und Shyu,
1994; Stoecklin et al., 1994). AU-reiche Elemente werden als potente Stimulatoren sowohl des
»Decappings* (Gao et al., 2001) als auch der Deadenylierung (Xu ef al., 1997) beschrieben. Das
Vorhandensein von AUUUA-Motiven bedeutet jedoch nicht zwangsldufig, dass die mRNA eine
verringerte Stabilitét besitzt.

AREs konnen in drei Klassen unterteilt werden: Klasse I und II zeichnen sich durch das
Vorhandensein multipler Kopien des Pentanukleotids AUUUA aus, welches in Klasse I1I-AREs
fehlt (Peng et al., 1996). Klasse I-AREs kontrollieren die zytoplasmatische Deadenylierung von
mRNAs durch eine gleichméfige Degradation des Poly-A-Schwanzes, wobei Intermediate mit
Poly-A-Schwinzen von 30-60 Nukleotiden entstehen. Sie finden sich hdufig in mRNAs, die fiir
nukleédre Transkriptionsfaktoren wie c-myc oder c-fos codieren. Das AUUUA-Element befindet
sich hier zusidtzlich in einer U-reichen Umgebung. Klasse [I-AREs vermitteln eine
unterschiedlich schnelle Deadenylierung von verschiedenen Transkripten. Sie sind durch das
Vorhandensein  vieler —zusammenhingender oder iiberlappender ~AUUUA-Pentamere
charakterisiert. Klasse II-AREs sind unter anderem in der mRNA von Zytokinen wie GM-CSF,
Interleukin-2 oder dem Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a) vorhanden. Klasse III-AREs, die sich
zum Beispiel in der c-jun-mRNA finden, besitzen nur U-reiche Segmente (Mignone et al., 2002).
An diese cis-Elemente der 3’-UTR der RNA konnen trans-agierende Faktoren, die ARE-
bindenden Proteine, binden. Es wurden bereits zahlreiche dieser Proteine identifiziert und
charakterisiert. Die Interaktion eines ARE-bindenden Proteins mit der mRNA kann verschiedene
Effekte auf Prozesse wie Stabilitdt, Translation oder subzelluldre Lokalisation der mRNA zur
Folge haben. Dabei kann die Funktion des jeweiligen Proteins auch von den spezifischen
Degradationsbedingungen einer RNA abhingen (Bevilacqua et al., 2003). Der genaue
Mechanismus, liber den ARE-bindende Proteine den Abbau von mRNA regulieren, ist jedoch
noch nicht geklart.

Tabelle 1 stellt einige wichtige RNA-bindende Proteine vor. Die in dieser Arbeit untersuchten

Proteine sind unter IV.4 genauer beschrieben.

15



Einleitung

Protein Lokalisation Bekannte Funktionen |Interaktion/ |Literatur
fiir den mRNA-Abbau | Regulation
AUF 1/ p42, p45: Zellkern mRNA-destabilisierend, | hsp70; AUF 1; | Moraes et
hnRNP D p37, p40: Zytoplasma |mRNA-stabilisierend NSEP-1; al., 2003;
4 Isoformen NSAP-1; Wilson und
IMP-2 Brewer,
1999
HuR Zellkern, mRNA-stabilisierend, |p38-MAPK; Brennan und
Zytoplasma mRNA-Transport SET-a, -B; Steitz, 2001
pp32; APRIL
TTP Zytoplasma, Zellkern | mRNA-destabilisierend |p38-MAPK; Blackshear,
p42-MAPK; 2002
MK-2; 14-3-3
BRF-1 Zytoplasma, Zellkern | mRNA-destabilisierend |PKB; Schmidlin et
14-3-3 al., 2004
KSRP Zellkern, Zytoplasma | mRNA-destabilisierend |unbekannt Chen et al.,
2001
TIA-1, Zellkern, Zytoplasma | mRNA-destabilisierend, | unbekannt Piecyk et al.,
TIAR Translation 2000
hnRNP A1 | Zellkern mRNA-destabilisierend |unbekannt Hamilton et
al., 1993
hnRNP I/ Zellkern, Zytoplasma | mRNA-stabilisierend PKA; Valcarcel
PTB Translation hnRNP L und Gebauer,
1997

Tabelle 1: Charakterisierung von RNA-bindenden Proteinen

IV.2.1.4 Weitere Moglichkeiten der post-transkriptionellen Regulation
Neben der Modulation der mRNA-Stabilitdt gibt es weitere Mdglichkeiten zur Regulation der

Genexpression auf post-transkriptioneller Ebene. Dazu zéhlt unter anderem die Beeinflussung
der subzelluldren Lokalisation von mRNAs. Auch diese wird {iber cis-Elemente in der 3’-UTR
oder der 5’-UTR vermittelt. Solche Elemente sind beispielsweise die mRNA-,,zip codes®, die mit
sogenannten ,,zip code*“-bindenden Proteinen, wie z. B. Staufen, interagieren und den Transport
der mRNA aus dem Zellkern ins Zytoplasma regulieren (Mignone et al., 2002).

Auch die Kontrolle der Translation spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation der
Genexpression. Eine Regulation der Translation wird meist iiber strukturelle Elemente der

5’-UTR vermittelt. mRNAs, die an Entwicklungsprozessen beteiligt sind und deren Expression
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fein reguliert werden muss, wie beispielsweise die mRNAs von Wachstumsfaktoren,
Transkriptionsfaktoren oder Proto-Onkogenen, besitzen groftenteils eine iiberdurchschnittlich
lange 5°-UTR-Sequenz (Kozak, 1987). Viele dieser mRNAs enthalten sogenannte ,,upstream
open reading frames* (LORFs), die auch als regulatorische Elemente fungieren kénnen (Iacono
et al., 2005). Die Translation von mRNAs mit pORFs erfolgt hiufig iiber eine interne Initiation
der Translation. Dieser alternative Mechanismus wurde zuerst in Picornaviren gefunden. Es
handelt sich hierbei um ein Sequenzelement in der 5’-untranslatierten Region, das als interne
Ribosomeneintrittsstelle (IRES) dient (Pelletier ef al., 1988). IRES-Elemente wurden in den
mRNAs vieler regulatorischer Proteine und Wachstumsfaktoren wie z.B. c-myc oder dem
Fibroblastenwachstumsfaktor (FGF) gefunden.

Abbildung 1 fasst nochmals die strukturellen Elemente zusammen, die fiir die post-

transkriptionelle Regulation einer eukaryoten mRNA von Bedeutung sein konnen.

Kontrolle der Translation Subzellulare Lokalisation Stabilitit
A
Hairpin IRES \
{/ ) C f Polyadenylierung
b r"_'\. - e
LT L A
5 LY - A\
antisense RNA

P \/ ; .
\r7e) —‘ IJ, WORF |- ~{zicode!—WARES AAUAAA
/

| Inter-

| agierendes Protein & 3
. Protein Komplex
N\ J — 4
Y VT
5-UTR 3-UTR

Abbildung 1: Strukturelle Elemente fiir die post-transkriptionelle Regulation einer eukaryoten mRNA
Verwendete Abkiirzungen (vom 5°- zum 3’-Ende): UTR: untranslatierte Region;, m7G: 7-Methyl-Guanosin-Cap-
Struktur; Hairpin: haarnadelartige Sekunddrstruktur; puORF: ,,upstream open reading frame*; IRES: interne
Ribosomeneintrittsstelle; ARE: AU-reiches Element; AAUAAA: Polyadenylierungssignal

Modifiziert nach: Mignone et al.,2002
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IV.3  Regulation der iNOS-Expression

Die induzierbare NO-Synthase wird im Gegensatz zur endothelialen und neuronalen Isoform
grofBtenteils tiber transkriptionelle und post-transkriptionelle Mechanismen reguliert. Da die
iNOS Ca®" als Cofaktor nicht bendtigt, produziert sie nach ihrer Synthese bis zu ihrer
Degradation kontinuierlich NO, sodass auf dieser Ebene nur wenige Moglichkeiten zur
Beeinflussung der Enzymaktivitét bestehen (Forstermann et al., 1995a; Geller und Billiar, 1998;
Kleinert et al., 2000; Kleinert et al., 2004; MacMicking et al., 1997). Eine Regulation der iNOS-
Aktivitdit durch Interaktion des Enzyms mit Proteinen, die die Dimerisierung verhindern
(Daniliuc et al., 2003; Ratovitski et al., 1999a; Ratovitski et al., 1999b), durch Verminderung der
Arginin-Verfligbarkeit (Bruch-Gerharz et al, 2003; Mori und Gotoh, 2000) sowie durch
Verianderung der intrazelluliren Konzentration des essentiellen Cofaktors Tetrahydrobiopterin
(BH4) (Muhl und Pfeilschifter, 1994) wurde beschrieben. Man geht jedoch davon aus, dass die
Modulation der iNOS-Expression den wichtigsten Faktor fiir die Regulation der iNOS darstellt
(Kleinert et al., 2004; Kleinert et al., 2003).

IV.3.1 Signaltransduktionswege der Regulation der iNOS-Expression

Die iNOS-Expression kann in murinen Zellen durch Stimulation mit bakteriellem
Lipopolysaccharid (LPS) oder inflammatorischen Zytokinen wie IFN-y, IL-1p, IL-6 oder TNF-a
induziert werden. Fiir die Expression der iNOS in humanen Zellen wird meist ein komplexes
Zytokingemisch bestehend aus IFN-y, IL-13 und TNF-a benétigt (Forstermann e al., 1995b;
Kleinert et al., 2000). Weitere Induktoren der iNOS-Expression sind Forskolin, 8-Bromo-cAMP
und Dibutyryl-cAMP, die die Konzentration von cAMP erhohen (Eberhardt et al., 1998; Koide
et al., 1993), sowie Proteinkinase C-Aktivatoren wie TPA (Hortelano et al., 1993; Kleinert et al.,
1996b) und Wachstumsfaktoren wie PDGF und FGF (Gilbert und Herschman, 1993; Kunz et al.,
1997). Als Inhibitoren der iNOS-Induktion erwiesen sich anti-inflammatorische Zytokine wie
IL-4 (Bogdan et al., 1994; Sands et al., 1994), IL-10 (Cunha et al., 1992; MacMicking et al.,
1997), IL-13 (Saura et al., 1996; Wright et al., 1997), Wachstumsfaktoren (z.B. TGF-B1, 2, 3)
(Ding et al., 1990; Vodovotz et al., 1993), Tyrosinkinase-Inhibitoren (z.B. Genistein,
Herbimycin A und Tyrphostin) (Dong et al., 1993), Inhibitoren des Transkriptionsfaktors NF-kB
(z.B. Pyrrolidindithiocarbamat) (Sherman et al., 1993a) und Diethyldithiocarbamat (Miilsch et
al., 1993) sowie Glukokortikoide (de Vera et al., 1997; Kleinert et al., 1996a; Kunz et al., 1996).
Es kann jedoch auch ein und dieselbe Substanz in einem Zelltyp stimulierend und in einem
anderen inhibierend auf die iNOS-Expression wirken. So ist beispielsweise TGF-f in murinen
Makrophagen und glatten Gefaf3zellen der Ratte ein Inhibitor der iNOS-Expression, wéihrend die
gleiche Substanz in murinen 3T3-Fibroblasten stimulierend wirkt (Ding et al, 1990;
Forstermann et al., 1992; Gilbert und Herschman, 1993; Schini et al., 1992). Dies verdeutlicht,

dass die iNOS-Expression spezies- und gewebespezifisch reguliert wird.
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Die Wirkung von Induktoren und Inhibitoren der iNOS-Expression wird iiber verschiedene
Signaltransduktionswege vermittelt. Zentrale Mechanismen scheinen dabei vor allem die
Aktivierung oder Inhibition des JAK/STAT-(Januskinase/Signal-Transduktor und Aktivator der
Transkription-) und des NF-kB-Signaltransduktionsweges zu sein (Kleinert ef al., 2004; Kleinert
et al., 2003). Eine Beteiligung des IFN-y-JAK/STAT-Signaltransduktionsweges an der Induktion
der iNOS-Expression konnte in murinen (Meraz et al., 1996; Nishiya et al., 1997; Singh et al.,
1996a), Ratten- (Doi et al., 2002; Kitamura et al., 1996) und humanen Zellen (Ganster et al.,
2001; Kleinert et al., 1998a) nachgewiesen werden. In glatten Muskelzellen der Ratte ist eine
dominant-negative Isoform von JAK2 in der Lage, die Expression der iNOS zu inhibieren (Dot
et al., 2002). Der Transkriptionsfaktor NF-xB kann in murinen 3T3-Fibroblasten iiber den
Zytokin- und  Wachstumsrezeptor-Tyrosinkinase-Signaltransduktionsweg, den cAMP-
Proteinkinase A-(PKA-) und den Proteinkinase C- (PKC-)Weg aktiviert werden (Kleinert et al.,
1996b). In humanen DLD-1-Zellen haben allerdings weder der cAMP/PKA- noch der PKC-
Signaltransduktionsweg einen Einfluss auf die iNOS-Expression.

In zahlreichen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass auch die Mitogen-aktivierten
Proteinkinasen (MAP-Kinasen) an der Regulation der iNOS-Expression beteiligt sind. Die MAP-
Kinasen sind eine Familie von Threonin- oder Serinkinasen, die in drei Untergruppen eingeteilt
werden konnen: die extrazelluldr regulierten Kinasen (ERKSs), zu denen p44-MAPK (ERK1) und
p42-MAPK (ERK?2) gehoren; die Stress-aktivierten Proteinkinasen (SAPKSs), die auch als c-jun
amino-terminale Kinasen (JNKs) bezeichnet werden, und die p38-MAP-Kinasen.

In Myozyten und kardialen Endothelzellen von Ratten konnte eine Beteiligung von ERK1/ERK2
an der IL-1B- oder IFN-y-vermittelten iNOS-Induktion gezeigt werden (Singh et al., 1996b). In
anderen Zelltypen, wie beispielsweise in murinen Makrophagen (Caivano, 1998) oder humanen
DLD-1-Zellen (Kleinert et al., 1998b) hat eine Inhibition von ERK keinen Effekt auf die
Zytokin-induzierte iNOS-Expression. Behandlung von murinen Astrozyten mit einer
Kombination aus IL-1a und TNF-a induziert die iNOS-Expression und aktiviert alle dret MAP-
Kinasen (ERK, p38, JNK). Hemmung der p38-MAPK, aber nicht der ERK vermindert die durch
IL-laound TNF-o stimulierte iNOS-Expression (Da Silva et al, 1997). Im Gegensatz dazu
erweist sich die p38-MAPK in Ratten-Mesangialzellen als negativer Regulator der iNOS-
Expression, da eine Hemmung dieses Enzyms den expressionssteigernden Effekt von IL-18 auf
die iNOS-Expression noch verstirkt (Guan et al., 1997). Des Weiteren wurde gezeigt, dass
verschiedene Isoformen der p38-MAPK unterschiedliche Effekte auf die iNOS-Expression
ausiiben konnen. Wiahrend die p38-a-Isoform in Ratten-Mesangialzellen einen positiven Effekt
auf die iNOS-Expression zeigt, hat die p38-B-Isoform in den gleichen Zellen einen negativen
Einfluss auf die Expression der iNOS (Lui et al, 2004). Die Bedeutung der einzelnen
MAP-Kinasen fiir die iNOS-Induktion ist demnach sowohl vom Zelltyp als auch vom jeweiligen

Stimulus abhéngig.
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IV.3.2 Regulation der Aktivitiat des iNOS-Promotors

Die iNOS-Promotoren aller untersuchten Spezies beinhalten eine ,,TATA*“-Box, die etwa 30 bp
vom Transkriptionsstart entfernt gelegen ist, und Konsensussequenzen fiir die Bindung von
zahlreichen Transkriptionsfaktoren. Der Sequenzvergleich der ersten 1.000 bp der iNOS-
Promotoren von Maus, Ratte und Mensch zeigt zwar zwischen den beiden Nager-Promotoren
eine etwas groflere Homologie (73 %) als zwischen Nager- und humanem Promotor
(Maus/Mensch 55 %, Ratte/Mensch 59 %), beziiglich der Lage der putativen
Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen sind sich jedoch alle drei Promotoren sehr &hnlich.
Deshalb ist es umso erstaunlicher, dass die 1.000 bp iNOS-Promotor-Fragmente der Nager in
Transfektions-Experimenten in Zellen sowohl homologer (Lowenstein et al., 1993; Xie et al.,
1993) als auch heterologer (Kleinert et al., 1996a) Spezies voll funktionsfihig sind, wiahrend das
humane 1.000 bp iNOS-Promotor-Fragment in humanen Zellen zwar eine basale Aktivitét
aufweist, jedoch nicht durch Zytokine induzierbar ist (Chu et al., 1998; de Vera et al., 1996;
Linn et al., 1997). Nach Transfektion in heterologe RAW 264.7-Makrophagen ist im Gegensatz
dazu eine deutliche Induzierbarkeit des humanen 1.000 bp iNOS-Promotor-Fragments durch
LPS, IFN-y und IL-1B feststellbar (Kolyada et al., 1996). ,Nuclear-Run-On“-Experimente in
humanen AKN-1- und DLD-1-Zellen zeigen bei gleichzeitigem Fehlen einer nachweisbaren
iINOS-mRNA-Expression eine signifikante Basalaktivitit des endogenen iNOS-Promotors, die
durch Zytokin-Induktion um den Faktor zwei bis fiinf steigerbar ist (de Vera ef al., 1996; Linn et
al., 1997). Ausgehend von einem 16 kb-Fragment fithrten de Vera et al. in humanen AKN-1-
Zellen Deletionsanalysen durch. Dabei liegt die Promotoraktivitit nach Stimulation mit einem
aus IFN-y (250 U/ml), IL-1B (100 U/ml) und TNF-a (1.000 U/ml) bestehenden Zytokingemisch
erst ab einer Promotorlinge von mehr als 3,8 kb iiber den Basalwerten. Bei einer Linge von
16 kb ist maximale Aktivitdt feststellbar; diese ist im Vergleich zur Basalaktivitit um das
Zehnfache gesteigert. Analysen der Promotor-Subfragmente (-3,8 bis -5,8; -5,8 bis -7,0 und -7,0
bis -16,0 kb) ergeben eine zwei- bzw. siebenfache Induzierbarkeit (de Vera et al., 1996). Dies
deutet darauf hin, dass die fir die Zytokin-Antwort essentiellen Konsensussequenzen
hauptséchlich zwischen -7,0 und -16,0 kb lokalisiert sind.

An der Regulation der iNOS-Promotoraktivitdt sind zahlreiche Transkriptionsfaktoren beteiligt.
Eine zentrale Rolle kommt dabei dem NF-kB zu (Ghosh et al, 1998). So induzieren
beispielsweise LPS, IL-1B, TNF-a und oxidativer Stress die iNOS-Expression iiber eine
Aktivierung von NF-kB. Ebenso verlduft die Inhibition der iNOS-Expression durch
Glukokortikoide, TGF-B1, Antioxidantien wie PDTC (Pyrrolidindithiocarbamat) und Inhibitoren
der phosphatidylcholinspezifischen Phospholipase (PC-PLC) iiber eine Inaktivierung von NF-
kB. Weitere wichtige Rollen fiir die Induktion der iNOS-Expression kommen STAT-1a, dem
Interferon-regulierten Faktor-1 (IRF-1) und den cAMP-induzierten Transkriptionsfaktoren
CREB (cAMP-responsives Element-bindendes Protein) und C/EBP (CCAAT-Enhancer-Box-

bindendes Protein) zu. Der durch Zusammenlagerung von c-jun- und c-fos-Proteinen gebildete
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Transkriptionsfaktor AP-1 scheint im Gegensatz dazu einen negativen Einfluss auf die iNOS-
Expression auszuiiben. Uberexpression von AP-1 in humanen DLD-1- und A549/8-Zellen durch
Cotransfektion von c-jun- und c-fos-Expressionsvektoren ebenso wie Verbindungen, die die
AP-1-Expression steigern, fiihren zu einer Verminderung der iNOS-Promotoraktivitét (Kleinert
et al., 1999; Kleinert et al., 1998Db)

IV.3.3 Regulation der iNOS-mRNA-Stabilit:it

Im Gegensatz zum murinen System existieren in humanen Zellen gro3e Unterschiede zwischen
iNOS-Promotoraktivitidt und Expression der iNOS-mRNA. Obwohl in nicht-induzierten AKN-
Hepatozyten oder DLD-1-Zellen keine iNOS-mRNA detektierbar ist, zeigen ,,Nuclear-Run-On*-
Experimente eine basale Aktivitit des iNOS-Promotors in diesen Zellen. Diese Promotoraktivitét
ist nach Zytokin-Stimulation aber nur noch um das Zwei- bis Fiinffache steigerbar (de Vera et
al., 1996; Rodriguez-Pascual et al, 2000). Demzufolge spielen post-transkriptionelle
Mechanismen wie die Modulation der mRNA-Stabilitdt vor allem in humanen Zellen fiir die
Regulation der iNOS-Expression eine wichtige Rolle. In der 3’-untranslatierten Region der
iINOS-mRNA befinden sich fiinf AU-reiche Elemente (Geller et al, 1993), die fiir die
Destabilisierung von Zytokin- und Onkogen-mRNAs verantwortlich gemacht werden (Caput et
al., 1986; Dean et al., 2001). Die gleichen Sequenzmotive finden sich zweimal in der murinen
iINOS-mRNA (Lyons et al., 1992) und viermal in der iNOS-mRNA der Ratte (Galea et al.,
1994). In murinen Makrophagen erniedrigt TGF-B1 die IFN-y-induzierte iNOS-Expression durch
Verminderung der iNOS-mRNA-Stabilitit, Inhibition der iNOS-mRNA-Translation und
Verringerung der iNOS-Protein-Stabilitdt (Vodovotz et al., 1993). Inhibition der JNK in murinen
J774-Makrophagen fiihrt zu einer verminderten LPS-induzierten iNOS-Expression durch
Destabilisierung der iNOS-mRNA (Lahti ez al., 2003). Des Weiteren wird die Erhéhung der
LPS/IFN-y-induzierten iNOS-Expression durch Zugabe von Tetrahydrobiopterin (BH) in glatten
Muskelzellen der Ratte mit einem stabilisierenden Effekt von BH4 auf die iNOS-mRNA erklart
(Linscheid et al., 1998). Schlieflich wurden in Leberextrakten von Méusen die zwei RNA-
bindenden Proteine hnRNP L und hnRNP I/PTB identifiziert, die nach Induktion eines
septischen Schocks an die 3’-UTR der murinen iNOS-mRNA binden (Soderberg et al., 2002). In
Transfektionsexperimenten konnte gezeigt werden, dass die 3’-UTR der humanen iNOS-mRNA
in der Lage ist, die Expression eines heterologen Reportergens zu reduzieren (Rodriguez-Pascual
et al., 2000). Des Weiteren konnte eine Interaktion des ELAV-(,,embryonic lethal abnormal
vision“-)Proteins HuR mit der 3’-UTR der iNOS-mRNA nachgewiesen werden. Dabei bindet
HuR an das am distalen Ende der 3’-UTR gelegene AU-reiche Element (Rodriguez-Pascual et
al., 2000). Es ist bekannt, dass HuR die Stabilitit verschiedener induzierbarer mRNAs erhoht
(Brennan und Steitz, 2001). Uberexpression von HuR in DLD-1-Zellen fiihrt dementsprechend
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zu einer Heraufregulation der Zytokin-induzierten iNOS-Expression (Rodriguez-Pascual ef al.,
2000).

Ein weiteres RNA-bindendes Protein, das ARE-RNA-bindende Protein 1 (AUF 1), ist an der
Destabilisierung ARE-haltiger mRNAs beteiligt. (Misquitta et al., 2001; Mitchell und Tollervey,
2000). Auch die p37-Isoform von AUF 1 interagiert mit der iNOS-3’-UTR-mRNA; dabei bindet
es allerdings an andere AUUUA-Elemente als HuR. Uberexpression von AUF 1 in DLD-1-
Zellen fiihrt zu einer Verminderung der humanen iNOS-Expression (Kleinert et al., 2002).

Da RNA-bindende Proteine eine wichtige Rolle fiir die Modulation der mRNA-Stabilitdt spielen,
ist neben dem Einfluss von HuR und AUF 1 eine Beteiligung weiterer Proteine an der

Regulation der iNOS-Expression sehr wahrscheinlich.

IV.3.4 Regulation der iNOS-Proteinexpression und der iNOS-
Proteinstabilitit

Auch auf Ebene der Translation findet eine Regulation der iNOS-Expression statt. So
exprimieren beispielsweise humane primédre Kardiomyozyten in vitro nach Stimulation mit
Zytokinen zwar iNOS-mRNA, jedoch kein iNOS-Protein (Luss et al., 1997). In COS-Zellen, die
mit der aus Kardiomyozyten isolierten iNOS-cDNA transfiziert wurden, war dagegen eine
iNOS-Proteinexpression zu beobachten. Der Retransfer von cDNA-Fragmenten, die nur die fiir
das Protein codierende Region enthielten, in die Kardiomyozyten fiihrte ebenfalls zur Expression
des iNOS-Proteins. Daraus kann geschlossen werden, dass die menschlichen Kardiomyozyten
Faktoren exprimieren, welche die iNOS-Translation durch Interaktion mit der 5’- und/oder
3’-untranslatierten Region der iNOS-mRNA inhibieren (Luss et al., 1997). Des Weiteren scheint
die Inhibition der iNOS-Expression durch verschiedene Substanzen wie TGF-81 in priméren
murinen Makrophagen (Vodovotz et al., 1993) oder Dexamethason in Ratten-Mesangialzellen
(Kunz et al., 1996) tliber eine Destabilisierung von iNOS-mRNA und iNOS-Protein vermittelt zu
werden.

In humanen Nierenzellen (HEK293-Zellen), welche die iNOS iiberexprimieren, wurde gezeigt,
dass das Proteasom am Abbau des iNOS-Proteins beteiligt ist (Musial und Eissa, 2001).
Dementsprechend war in humanen Epithelzellen (RT4-Zellen) und murinen Makrophagen durch
Zugabe des Proteasom-Inhibitors Lactacystin 48 Stunden nach Induktion der iNOS eine
Steigerung der Expression des iNOS-Proteins feststellbar (Musial und Eissa, 2001). In humanen
Karzinomzellen des Gastrointestinaltrakts (DLD-1- und HT-29-Zellen) war durch Interaktion
von Caveolin-1 mit der iNOS ein gesteigerter Abbau des iNOS-Proteins durch das Proteasom zu

beobachten, der durch Proteasom-Inhibitoren hemmbar war (Felley-Bosco et al., 2000).
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IV4 RNA-bindende Proteine

RNA-bindende Proteine erfiillen viele regulatorische Funktionen sowohl im Zellkern als auch im
Zytoplasma. Unter anderem sind sie an der Reifung der mRNA im Zellkern, an deren Export ins
Zytoplasma sowie an der Regulation der subzelluldren Lokalisation, Stabilitdt und Translation
von mRNA beteiligt. Es wurden bereits viele verschiedene RNA-bindende Proteine beschrieben,
die mit AU-reichen Sequenzen in der 3’-UTR instabiler mRNAs interagieren und deren Stabilitét
regulieren (IV.2.1). Auf welche Weise sie diese Funktion ausiiben, ist noch nicht vollstindig
geklirt. Denkbar wire zum Beispiel eine direkte Modulation der Deadenylase-Aktivitdt. Des
Weiteren konnten ARE-bindende Proteine die Interaktion zwischen dem Poly-A-bindenden
Protein und dem Poly-A-Schwanz oder dem Translations-Initiationsfaktor e[F4e und der 5’-Cap-
Struktur modulieren (Wilusz et al., 2001). AuBerdem wurde bereits gezeigt, dass RNA-bindende
Proteine fiir die Rekrutierung des Exosoms an ARE-haltige mRNA notwendig sind (Chen ef al.,
2001). Im Folgenden sollen die RNA-bindenden Proteine, die in dieser Arbeit untersucht

wurden, kurz vorgestellt werden.

IV.4.1 Tristetraprolin (TTP)

Tristetraprolin (TTP), auch als Nup 475, TIS 11 und GOS 24 bekannt (Heximer und Forsdyke,
1993; Ma und Herschman, 1991; Varnum et al., 1991), ist das Genprodukt des ,,immediate-early
response genes*“ ZFP 36, das auf dem Chromosom 19q13.1 lokalisiert ist (Taylor ef al., 1991).
TTP ist Stellvertreter einer Familie von Tandem-Zink-Finger-Proteinen, die Zink mit sehr hoher
Affinitdt binden (Worthington et al., 1996). Die Zink-Finger-Struktur besteht aus dem Motiv
Cystein-Cystein-Cystein-Histidin (Lai et al., 1999). Die beiden in TTP enthaltenen Zinkfinger
liegen genau 18 Aminosduren auseinander. Proteine mit Zinkfingern dieser Art sind weit
verbreitet und hochgradig konserviert. TTP wird in vielen menschlichen Geweben exprimiert.
Nach Stimulation mit Serum, Insulin oder Phorbolestern sind besonders starke Expressionsraten
in der Milz, in Lymphknoten und im Thymus zu beobachten (Lai et al., 1999; Lai et al., 1990).
Zuniachst wurde TTP als Zellkernprotein sowohl in ruhenden als auch in Serum-stimulierten
Fibroblasten beschrieben (DuBois et al., 1990). Spéter wurde gezeigt, dass es nach Stimulation
mit Serum oder Mitogenen vom Zellkern ins Zytoplasma transloziert (Taylor et al., 1996b).
Inzwischen geht man aufgrund von Experimenten in Makrophagen-Zelllinien und in primiren
murinen Makrophagen jedoch von einer iiberwiegend zytoplasmatischen Verteilung von TTP
aus (Carballo et al., 1998; Johnson et al., 2002; Taylor et al., 1996b).

TTP bindet an AU-reiche Elemente der TNF-a- (Carballo et al, 1998), GM-CSF-, IL-3-
(Raghavan et al., 2001) und COX-2-mRNA (Sully ef al., 2004). Ein Einfluss von TTP auf die
Regulation der Expression von TNF-a wurde zuerst in Studien mit Mausen beschrieben, die ein
nicht-funktionelles Tristetraprolin-Gen (Tristetraprolin-knock-out; Tristetraprolin('/ 7)) besitzen

(Taylor et al., 1996a). Diese Tiere wirken bei der Geburt normal, entwickeln aber schon in sehr
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frihem Lebensalter ein komplexes inflammatorisches Syndrom bestehend aus Dermatitis,
Alopezie, Konjunktivitis, Kachexie, Myelo-Hyperplasie begleitet von extramedullédrer
Héamatopoese, Autoimmunerkrankungen sowie Polyarthritis (Taylor et al., 1996a), was auf die
erhohte Expression von TNF-o-mRNA und -Protein zuriickzufiihren ist. Auch LPS-induzierte
COX-2-Proteinlevel sind in TTP"”-Mzusen im Vergleich zu Wildtyp-Miusen erhoht (Phillips et
al., 2004). Es wurde gezeigt, dass die TNF-a-mRNA in den Makrophagen der Knock-out-Tiere
im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren wesentlich stabiler ist. Daraus ldsst sich schlieBen, dass
TTP eine mRNA-destabilisierende Funktion ausiibt (Carballo efr al, 1998). Diesen
destabilisierenden Effekt scheint TTP iiber eine Forderung der Deadenylierung zu vermitteln.
Dies wurde durch Expression von TTP in HEK 293-Zellen gezeigt, die endogen kein TTP
exprimieren. In diesen Zellen wurde eine gesteigerte Deadenylierung einer Reporter-mRNA, die
die AU-reichen Elemente der TNF-a-mRNA enthielt, beobachtet (Lai et al., 1999). Auch die
GM-CSF-mRNA ist in TTP"”-Makrophagen stabiler als in Wildtyp-Zellen und enthilt zudem
einen wesentlich ldngeren Poly-A-Schwanz (Carballo et al., 2000). Des Weiteren zeigten in
vitro-Experimente, dass TTP, nicht aber eine Mutante von TTP die Deadenylierung der TNF-a.-
mRNA durch die Polyribonuklease A (PARN) fordert (Lai ef al., 2003). TTP scheint aber auch
unabhéngig von der Deadenylierung an der Degradation von mRNAs beteiligt zu sein. In einem
zellfreien Ansatz wurde gezeigt, dass TTP den Abbau von ARE-haltigen mRNAs in
Anwesenheit des aus Jurkat-Zellen aufgereinigten Exosoms beschleunigt. Diese Erhéhung der
mRNA-Degradation wurde jedoch nur bei Zugabe niedriger TTP-Konzentration zum
Reaktionsansatz beobachtet, wihrend groere TTP-Konzentrationen den Abbau verzdgerten.
Eine Erkldrung fiir diese Beobachtung steht bislang noch aus (Chen ef al., 2001). Des Weiteren
ist TTP fiir die Degradation von ARE-haltigen mRNAs durch mikro-RNAs erforderlich. Die
mikro-RNA enthilt dabei eine zu den AREs komplementire Sequenz. TTP bindet nicht direkt an
die mikro-RNA, scheint aber mit einem Proteinkomplex assoziiert zu sein, der fiir die Interaktion
mit den AU-reichen Elementen verantwortlich ist (Jing et al., 2005).

Auch TTP-Mutanten, die nicht in der Lage sind, an die 3’-UTR AU-reicher mRNAs zu binden,
tiben einen Effekt auf die Stabilitdt der mRNA aus. So wurde in Transfektions-Experimenten
gezeigt, dass durch Punktmutation generierte nicht-bindende TTP-Mutanten im Gegensatz zum
Wildtyp-TTP eine Steigerung der Expression von mRNAs mit AU-reichen Elementen
verursachen. Actinomycin D-Experimente weisen darauf hin, dass dieser Effekt auf eine
Hemmung des mRNA-Abbaus zuriickzufiihren ist. Der zugrunde liegende Mechanismus ist
letztendlich jedoch bislang unklar (Lai ef al., 2002)

An der TTP-vermittelten Destabilisierung von mRNAs scheint auch der p38-MAP-Kinase-
Signaltransduktionsweg beteiligt zu sein. Es wurde gezeigt, dass die p38-MAPK und deren
Substrat MK-2 nach Aktivierung durch proinflammatorische Stimuli TTP phosphorylieren
konnen; allerdings wird der Effekt dieser Kinasen auf die Aktivitdit von TTP kontrovers
diskutiert (Carballo et al., 2001; Mahtani et al., 2001; Zhu et al., 2001). Nach p38-vermittelter
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Phosphorylierung kann TTP aus dem Zellkern ins Zytoplasma translozieren. Dieser Effekt
scheint teilweise auch von der Bindung an 14-3-3-Proteine abhédngig zu sein (Johnson et al.,
2002). Eine Komplexbildung von TTP mit 14-3-3-Proteinen soll zudem in der Lage sein, die
Degradation ARE-haltiger Transkripte zu inhibieren (Stoecklin ef al., 2004). Des Weiteren gibt
es Hinweise, dass phosphoryliertes TTP eine reduzierte Affinitdt zu AU-reicher RNA aufweist
(Carballo et al., 2001). In Bindungsstudien mit der TNF-a-mRNA hatte Phosphorylierung von
TTP durch die p38-MAPK jedoch keinen Effekt auf die RNA-Bindung (Cao et al., 2003). Der
p38-MAPK-Signaltransduktionsweg wird aulerdem fiir eine Erhéhung der Expression von TTP
verantwortlich gemacht. Dies kann, zumindest teilweise, iiber eine Stabilisierung der TTP-
mRNA, die selbst ein AU-reiches Element in ihrer 3’-UTR enthilt, erklart werden (Tchen et al.,
2004). Eine Induktion der TTP-Expression nach Aktivierung der p38-MAPK ist wahrscheinlich
eine Art negativer Riickkopplungsmechanismus, der dazu dient, ARE-haltige mRNAs zu

destabilisieren und somit eine weitere Genexpression zu verhindern (Dean ef al., 2004).

IV4.2 Das , KH-type splicing regulatory protein*“ (KSRP)

Das ,,K-homology-type splicing regulatory protein” (KSRP) ist ein 75 kDa groes Protein, das
zuerst als Spleififaktor beschrieben wurde. Das fiir KSRP codierende Gen befindet sich auf dem
humanen Chromosom 19p13.3 und dem Maus-Chromosom 17. Vergleichende Analysen des
menschlichen und murinen Gens zeigten, dass diese Regionen zwischen den Spezies hochgradig
konserviert sind (Ring ef al., 1999). KSRP wurde als Komponente eines Multiproteinkomplexes
gefunden, der spezifisch an ein ,,intronic splicing enhancer element™ des neuronalen c-src N1-
Exons bindet. Dabei veranlasst KSRP die Bindung von fiinf weiteren Proteinen an das Enhancer-
Element und aktiviert das Spleilen des N1-Exons (Min ef al., 1997). Die Sequenz der KSRP-
cDNA weist vier K-homologe RNA-Bindedoménen auf und besitzt eine Prolin- und Glycin-
reiche N-terminale Domédne sowie ein ungewohnlich Glutamin-reiches carboxy-terminales Ende.
Diese Struktur findet sich auch in dem Mammalierprotein FBP (FUSE-bindendes Protein) und
dem ,,P-element somatic inhibitor®, einem Splei3faktor in Drosophila (Min et al., 1997). FBP-2
scheint mit KSRP identisch zu sein. Das DNA-bindende Protein FBP bindet in vivo und in vitro
an das einzelstrangige ,,far upstream element® oberhalb des c-myc-Gens und reguliert dessen
Transkription (He et al., 2000). Daneben weist FBP aber auch verschiedene weitere Funktionen
beim Prozessieren der RNA sowie beim Transport und Abbau von RNA auf. Dafiir scheint eine
Art ,,Pendeln® zwischen verschiedenen Stellen im Zellkern unerlésslich zu sein (He et al., 2000).
KSRP ist in fast allen Zellarten exprimiert, es befindet sich jedoch vor allem in neuronalen
Zellen, wo es wahrscheinlich an der Regulation des Spleilens verschiedener Pra-mRNAs
beteiligt ist. Es wurde aber auch gezeigt, dass aus Ratten-Lebern isoliertes KSRP durch
Assoziation mit dem APOBEC-I-stimulierenden Protein (ASP) an der Stabilisierung des
Enzymkomplexes beteiligt ist, der fiir das ,,Editing* der ApoB-mRNA verantwortlich ist (Lellek
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et al., 2000). Des Weiteren weist KSRP eine hohe Bindungsaffinitit an mRNAs auf, die AU-
reiche Elemente enthalten. In UV-Crosslink-Experimenten wurde eine spezifische Interaktion
von KSRP mit der AU-reichen c-fos-mRNA, aber nicht mit einer Kontroll-RNA ohne AU-reiche
Elemente beobachtet (Chen et al., 2001). AuBlerdem interagiert KSRP mit dem Exosom, einem
Komplex aus mindestens zehn Exonukleasen, der fiir den 3°-5’-Abbau von ARE-haltigen
mRNAs verantwortlich ist (Mitchell et al., 1997; van Hoof und Parker, 1999). Das Exosom
alleine kann aber nicht an AU-reiche mRNAs binden und bendtigt fiir eine Assoziation und
anschlieBende Degradation einer RNA die Hilfe von RNA-bindenden Proteinen. Chen et al.
zeigten, dass KSRP in der Lage ist, das Exosom an ARE-haltige mRNAs heranzufiihren und so
deren Abbau zu initiieren (Chen ef al., 2001). KSRP ist demnach ein RNA-destabilisierender
Faktor. Das macht auch seine Rolle bei der Regulation der mRNA-Stabilitit des
Transkriptionsfaktors Pitx2 deutlich. Hierbei wurde nach Aktivierung des Wnt/B-Catenin-Weges
eine Translokation von KSRP vom Zytoplasma in den Zellkern beschrieben. Gleichzeitig konnte
ein Anstieg der Konzentration des RNA-bindenden Proteins HuR im Zytoplasma und ein
Absinken von dessen Konzentration im Zellkern beobachtet werden. Die verdnderte Lokalisation
dieser beiden RNA-bindenden Proteine hat eine Abnahme der Bindungsaffinitdt von KSRP und
eine Steigerung der Bindungsaffinitit von HuR an die Pitx2-mRNA zur Folge. Dies fiihrt
schlieBlich zu einer Stabilisierung der mRNA (Briata et al., 2003). Ein dhnliches Phinomen
wurde auch fiir die IL-1B-induzierte Stabilisierung der IL-8-mRNA beschrieben. Hierbei ist die
Assoziation des stabilisierenden Proteins HuR mit der IL-8-mRNA deutlich hoher als die
Bindung des destabilisierenden KSRP an die gleiche mRNA (Suswam et al., 2005). Auch in
vitro- und in vivo-Experimente von Gherzi et al. unterstreichen die Rolle von KSRP als RNA-
bindendes Protein, das den Abbau von ARE-haltigen mRNAs durch Rekrutierung des
Degradationsapparates veranlasst. Dabei sind die KH-Domidnen 3 und 4 essentiell fiir die
Bindung von KSRP an die mRNA, wohingegen das dritte KH-Motiv fiir die Interaktion von
KSRP mit dem Exosom verantwortlich zu sein scheint (Gherzi et al., 2004). Demnach generiert
Deletion der vierten KH-Doméne ein dominant-negatives KSRP-Protein, das zwar noch mit dem
Exosom, aber nicht mehr mit der mRNA in Verbindung steht. Co-Immunprizipitations-Analysen
zeigen aullerdem eine Interaktion von KSRP mit der Poly-A-Ribonuklease (PARN). KSRP
scheint dabei auch fiir eine Vermittlung der Wechselwirkung von PARN mit dem Exosom
notwendig zu sein (Gherzi et al., 2004).

Untersuchungen der subzelluldren Verteilung von KSRP zeigen eine vorrangige Lokalisation des
Proteins im Zellkern, die der des Polypyrimidin-Trakt-bindenden Proteins (PTB) sehr dhnlich ist
(Hall et al, 2004). In murinen Neuroblastomzellen sind sowohl KSRP als auch PTB
vornehmlich im perinukleoldren Kompartiment lokalisiert. Beide Proteine sind am Spleiflen der
src-Pra-mRNA beteiligt. Dabei wurde erst nach Differenzierung der Zellen eine Colokalisation
von KSRP mit PTB und dem src-Transkript beobachtet, die mit einer erhohten Spleiirate
einhergeht.
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IV.4.3 Das Polypyrimidin-Trakt-bindende Protein (PTB)

Das Polypyrimidin-Trakt-bindende Protein (PTB) gehort zur Familie der hnRNPs (heterogene
nukledre Ribonukleoproteine) und ist auch als hnRNP I bekannt (Ghetti et al., 1992). PTB
existiert in mindestens drei Isoformen mit Molekulargewichten zwischen 55 und 62 kDa. Die
zwei hauptsidchlich vorkommenden Isoformen PTB 1 und PTB 4 werden durch alternatives
Spleifien des Exon 9 generiert (Wollerton et al., 2004). Zusitzlich zu diesen Isoformen existiert
eine neuronale Form von PTB (nPTB) (Ashiya und Grabowski, 1997; Markovtsov et al., 2000).
In verschiedenen Spezies wurden bereits zahlreiche Homologe identifiziert, die eine hochgradig
konservierte Funktion von PTB nahe legen (Wagner und Garcia-Blanco, 2001). PTB findet sich
in vielen verschiedenen Geweben und Zellen, jedoch deutet eine recht unterschiedliche
Expressionsrate des Proteins auf eine gewebe- und entwicklungsspezifische Regulation hin
(Patton et al., 1991). PTB liegt in Form von Dimeren vor, die jeweils vier atypische RNA-
Erkennungsdominen und ein N-terminales Kernlokalisations-Signal enthalten (Ghetti et al.,
1992). Das zweite RNA-Erkennungsmotiv scheint fiir die Dimerisierung des Proteins
verantwortlich zu sein, wihrend die dritte und vierte RNA-Erkennungsdoméne fiir eine
hochaffine, sequenzspezifische Bindung von PTB an die RNA sorgen (Oh ef al., 1998; Perez et
al., 1997b). Die optimale Bindungssequenz fiir PTB besteht aus dem Motiv ,,UCUU* in einem
moglichst pyrimidinreichen Kontext (Perez et al., 1997b).

In Mammalierzellen wurde PTB zuerst als wichtiger Repressor des Spleiflens identifiziert.
Mulligan et al. zeigten, dass PTB an Sequenzen der B-Tropomyosin-Pra-mRNA bindet, die das
Spleien des Exon 7 verhindern (Mulligan et al., 1992). PTB bindet an viele solcher ,,intronic
splicing silencer* (ISS) von alternativ gespleiBiten Prai-mRNAs, unter ihnen beispielsweise die c-
src- (Chan und Black, 1997), die a-Actinin- (Southby et al, 1999), die FGF-R 2-
(Fibroblastenwachstumsfaktor-Rezeptor 2-) (Carstens et al., 2000), die GABAAY 2- (Zhang et
al., 1999) sowie die a-Tropomyosin-Prai-mRNA (Gooding ef al., 1998).

Des Weiteren kann PTB auch seine eigene Expression durch alternatives Spleiflen regulieren.
Alternatives Entfernen des Exon 11 fiihrt zur Bildung einer mRNA, die durch den Mechanismus
des ,,nonsense mediated decay* (NMD) degradiert wird. Auf diese Weise ist PTB in der Lage,
seine Proteinexpression an die jeweiligen Erfordernisse der Zelle anzupassen (Wollerton et al.,
2004).

PTB iibernimmt neben seiner Rolle als Spleifirepressor jedoch noch zahlreiche weitere
Funktionen in der Zelle. So wurde eine Beteiligung von PTB unter anderem an der
Transkription, der Polyadenylierung (Castelo-Branco et al., 2004), der Cap-unabhingigen IRES-
vermittelten Translation (Borman et al., 1993; Niepmann et al., 1997), der mRNA-Stabilisierung
(Valcarcel und Gebauer, 1997) und der mRNA-Lokalisation im Zytoplasma (Cote et al., 1999)
beschrieben. Unter Basalbedingungen befindet sich PTB vor allem im Zellkern, wo es sich
besonders im perinukleoldren Raum anreichert (Hall et al, 2004). Eine Regulation der

Verteilung von PTB in der Zelle ist essentiell, da das Protein sowohl im Zellkern als auch im
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Zytoplasma Funktionen iibernimmt. Xie et al. konnten zeigen, dass PTB in vitro und in vivo
durch die Proteinkinase A an Serin-16 phosphoryliert wird. Eine PTB-Mutante, die anstelle des
Serin-16 eine Alanin-Mutation trigt, akkumuliert im Zellkern. Daraus lésst sich schlieen, dass
die Phosphorylierung von PTB seine Verteilung im Zytoplasma reguliert (Xie et al., 2003).

Eine Beteiligung von PTB an der post-transkriptionellen Regulation wurde beispielsweise fiir die
Insulin-mRNA beschrieben. Stimulation von B-Zellen aus Ratten mit Glucose fiihrte zu einer
Erhohung der Expression von PTB und zu einer vermehrten Bindung des Proteins an die 3’-UTR
der Insulin-mRNA. Nach Inhibition dieser Bindung durch Mutation der Bindungsstelle wurde
eine Destabilisierung einer Reportergen-mRNA beobachtet (Tillmar und Welsh, 2002). Auch
eine Bindung von PTB und einem ihm nahe verwandten Protein, dem hnRNP L, an die murine
INOS-mRNA wurde beschrieben. Dabei scheint eine Modulation dieser Interaktionen durch
inflammatorische Bedingungen moglich zu sein (Soderberg et al., 2002). Ein Yeast-Two-
Hybrid-Screen identifizierte hnRNP L auBerdem als PTB-interagierendes Protein (Hahm et al.,
1998b).

PTB kann aber auch durch Bindung an die 5’-untranslatierte Region eine mRNA-Stabilisierung
vermitteln. Dies wurde am Beispiel der VEGF-mRNA deutlich gemacht (Coles et al., 2004).
Dabei wurde PTB als Komponente eines Multiproteinkomplexes identifiziert, der mit der VEGF-
3’- und -5’-UTR interagiert. Eine Interaktion von PTB mit der 5’-UTR wurde auch fiir die
mRNA des RNA-bindenden Proteins UNR (,,Upstream of n-ras*) gezeigt. Hier ist PTB negativ
an der Regulation der IRES-vermittelten Translation beteiligt (Cornelis et al., 2005).
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\% Ziel der Untersuchung

In der vorliegenden Arbeit sollte die post-transkriptionelle Regulation der Expression der
humanen iNOS durch die RNA-bindenden Proteine TTP, KSRP und PTB genauer untersucht
werden.

Vorarbeiten hatten gezeigt, dass die Induktion der iNOS-Expression in humanen Zellen nicht
allein durch eine Steigerung der iNOS-Promotoraktivitét erklirbar ist. Da der humane iNOS-
Promotor bereits unter Basalbedingungen aktiv ist und sich diese Aktivitdt nach Zytokin-
Stimulation nur noch um das Zwei- bis Fiinffache steigern lisst, eine deutliche iNOS-mRNA-
Expression aber erst nach Induktion mit Zytokinen messbar ist, ist eine Beteiligung post-
transkriptioneller Mechanismen an der Regulation der humanen iNOS-Expression
wahrscheinlich. Bisher wurde bereits ein stabilisierender Einfluss des RNA-bindenden Proteins
HuR und ein destabilisierender Einfluss des ARE-RNA-bindenden Proteins 1 (AUF 1) auf die
humane iNOS-mRNA beschrieben. Beide Proteine interagieren mit verschiedenen AU-reichen
Elementen der iNOS-3’-UTR-mRNA. Vorarbeiten zeigten aullerdem eine Beteiligung des RNA-
bindenden Proteins TTP an der Regulation der iNOS-Expression.

Ziel dieser Arbeit war zundchst eine genauere Untersuchung des Effekts von TTP auf die iNOS-
Expression. Dabei sollte auch eine mogliche Beteiligung des p38-MAP-Kinase-
Signaltransduktionsweges analysiert werden.

Dariiber hinaus sollten weitere Proteine, die mit der 3’-UTR der iNOS-mRNA interagieren,
durch RNA-Affinitdtschromatographie-Aufreinigungen identifiziert werden. Das auf diese
Weise gefundene RNA-bindende Protein KSRP und sein Einfluss auf die Regulation der iNOS-
Expression stellte den Gegenstand weiterer Untersuchungen dar.

Da bereits ein Effekt von PTB auf die murine iNOS beschrieben war, wurde auch dieses Protein
und seine Funktion fiir die Regulation der humanen iNOS-Expression analysiert.

SchlieBlich sollte das Zusammenspiel dieser RNA-bindenden Proteine und der Mechanismus der
von ihnen vermittelten post-transkriptionellen Regulation der iNOS-Expression aufgeklirt

werden.
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V1 Materialien
VI.1 Chemikalien

Allgemein verwendete Chemikalien wurden in p.a.-Qualitdt von den Firmen Roth, Applichem

oder Sigma bezogen.

VI.1.1 Spezielle Chemikalien

Acrylamid 4K-Losung (30 %) Mix 29:1
Acrylamid 4K-Losung (40 %) Mix 19:1

Agarose

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

BCA-Losung

Biorad Protein Assay

Bovines Serum Albumin, Fraktion V
Bromphenolblau

Coelenterazin

Coenzym A-Trilithiumsalz-Dihydrat

Complete EDTA-free (Proteaseinhibitor-Tabletten)
Coomassie-Brillantblau

DAPI (4’-5-Diamidino-2-phenylindoidhydrochlorid)
Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

D-Luciferin

DTT (1,4 Dithiothreitol)

GelSave-Losung zur Behandlung von Glasplatten
Glutathion (y-Glu-Cys-Gly; GSH); reduzierte Form
Glutathion-Sepharose 4B

Glycin

Glycerin
3-Glycerophosphat-Dinatriumsalz-Pentahydrat
Guanidiniumisothiocyanat

Harnstoff

Heparin

Imidazol

IPTG dioxanfrei (CoH;305S)

Kreatinphosphat

Magermilchpulver

Methanol

Natriumfluorid
Natriumpyrophosphat-Decahydrat

Natriumnitrit, NaNO,

Natriumorthovanadat

Nonidet P-40 (NP-40)

NTP’s und dNTP’s

5x PLB (Passive Lysis Buffer)

(Applichem)
(Applichem)
(Roth)
(Sigma)
(Sigma)
(Biorad)
(Applichem)
(Sigma)
(Biotrend)
(Applichem)
(Roche)
(Fluka)
(Calbiochem)
(Sigma)
(Sigma)
(Applichem)
(Biomol)
(Applichem)
(Sigma)
(Amersham)
(Sigma)
(Roth)
(Applichem)
(Roth)
(Roth)
(Sigma)
(Sigma)
(Roth)
(Sigma)
(Applichem)
(Applichem)
(Applichem)
(Applichem)
(Sigma)
(Sigma)
(Sigma)
(Pharmacia)
(Promega)
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e Phosphokreatinkinase (Sigma)

e PIPES (Piperazin-1,4- (2-Ethansulfonsdure)) (Roth)

e Ponceau S (Sigma)

e Protein A-Agarose (Santa Cruz)
e Protein A/G plus-Agarose (Santa Cruz)
e RNase-Inhibitor (RNasin) 40 U/ul (Fermentas)
e SDS ultra pure (Roth)

e Streptavidin-Agarose (Sigma)

e Szintillationsfliissigkeit Lumasafe plus (Lumac)

e t-RNA (Sigma)

e TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylethylendiamin) (Sigma)

e Tween-20 (Sigma)

e Vanadylribonukleosid-Komplex (VRC) (BioChemica)
e Xylencyanol (Sigma)

VI.1.2 Chemikalien zur Untersuchung der iNOS-Expression

Zytokine (Strathmann) exprimiert | Konzentration der | Konzentration im
in: Stammlésung Inkubationsmedium

humanes rekombinantes IFN-y | E. coli 1.000 U/ul 100 U/ml

humanes rekombinantes IL-13 | E. coli 2.000 U/pl 50 U/ml

humanes rekombinantes TNF-o. | E. coli 10° U (10 ng)/ul 10 ng/ml

Die Zytokine wurden in sterilem PBS + 1 % BSA gelost, aliquotiert und bei -70°C gelagert.

Inhibitoren (Calbiochem) Inhibitor der Konzentration Konzentration im
der Stammlosung | Inkubationsmedium

Cycloheximid (CHX) Translation 10 mM 10 uM

SB 203580 p38-MAPK 10 mM 10 uM

Actinomycin D Transkription 20 mg/ml 10 ng/ml

Die Substanzen wurden in DMSO gel6st; die Stammlosung wurde bei -20°C gelagert.

VI1.1.3 Radiochemikalien

Die verwendeten Radionukleotide wurden von der Firma MP Biomedicals bezogen.

e [a-*P]-UTP spezifische Aktivitit: 29,6 Tbg/mmol
B-Strahler, Halbwertszeit: 14,3 Tage
e [y-°P]-ATP spezifische Aktivitdt: 185,6 Tbq/mmol

B-Strahler, Halbwertszeit: 14,3 Tage

[0-P**]-UTP wurde zur in vitro-Transkription bei der Herstellung von Sonden fiir die RNase-
Verdauungsschutzanalyse (VII.2.14), UV-Crosslink-Experimente (VII.3.7) und in vitro-mRNA-
Degradationsanalysen (VII.2.16) eingesetzt. Fiir die Markierung des Molekulargewichts-Markers
der RNase-Verdauungsschutzanalyse wurde [y-"*P]-ATP eingesetzt.
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VI.1.4 Reagenzien und Kits

Biotin RNA Labeling Mix, 10x (Roche)

Fugene Transfektionsreagenz (Roche)

Kit zur Herstellung eines radioaktiv markierten DNA-Markers (Promega)
Message muter shRNAi production kit (Epicentre)
mMessage mMachine T7 Kit (Ambion)

One Step RT-PCR Kit (Qiagen)

Plasmid Maxi Kit (Qiagen)

Proof Start PCR-Kit (Qiagen)

QIAEX II Gel Extraction Kit (Qiagen)
QiaExpress Kit (Qiagen)

QiaQuick PCR Purification Kit (Qiagen)
Quantitect Probe RT-PCR Kit (Qiagen)

Quick Spin Columns fiir RNA (Roche)
RNAifect-Transfektionsreagenz (Qiagen)

RNeasy MinElute Cleanup Kit (Qiagen)

VI1.1.5 Marker

Fiir Protein:

e Page Ruler prestained protein ladder (10-180 kDa) (Fermentas)

Fiir DNA:

e pcDNAI x Hinf1(22-1.058 kb)
e A DNA/Eco 911 (117-20.995 kb) (Fermentas)

V1.2  Losungen und Puffer

Alle Losungen und Puffer wurden mit Aqua bidest. (Millipore) angesetzt, wenn nicht anders

angegeben. Puffer und Losungen fiir Versuche mit RNA wurden mit DEPC-Wasser angesetzt.

VI.2.1 Allgemeine Losungen und Puffer

e DEPC-Wasser
11 Aqua bidest. wurde mit 200 ul Diethylpyrocarbonat (DEPC) versetzt, 16 Stunden lang

geschiittelt und zweimal 60 Minuten autoklaviert.

e PBS (phosphate buffered saline), pH 7,4

137 mM NacCl

2,7mM KCI

6,5 mM Na,HPO,, pH 7,4
1,5 mM KH,PO,
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10x TBE (Tris-Borat-EDTA)- Puffer

890 mM Tris-HCI, pH 8,0
890 mM Borsdure
20 mM EDTA

DNA-Probenpuffer

20 % Ficoll 500
0,1 % Bromphenolblau
0,1 % Xylencyanol

in TBE-Puffer

VI1.2.2 Bakterienmedien

LB-Medium, pH 7,0
10 g Bactotrypton (Casein)
10 g NaCl
5 g Hefeextrakt
mit Aqua bidest. auf 1 1 auffiillen, 20 Minuten autoklavieren

LB-Amp-Medium: LB-Medium +100 mg/ml Ampicillin

LB-Amp-Cam-Medium: LB-Medium +100 mg/ml Ampicillin+ 34 pg/ml Chloramphenicol
LB-Platten: 1 1 LB-Medium + 15 g Bactoagar

LB-Amp-Platten: 1 | LB-Amp-Medium + 15 g Bactoagar

LB-Amp-Cam-Platten: 1 | LB-Amp-Cam-Medium + 15 g Bactoagar

VI1.2.3 Losungen, Medien und Medienzusiitze fiir die Zellkultur

Losungen:

Steriles PBS (PAA)

Trypsin/EDTA-Losung (10x konzentriert, 5 %, Verdiinnung mit PBS) (Sigma)
Trypanblaulosung (0,4 % Trypanblau in PBS)

Medium:
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle Medium) mit 1 g/l Glucose ohne L-Glutamin
und Phenolrot

Medienzusitze:

Fotales Kélberserum (fetal calf serum, FCS), hitzeinaktiviert (HyClone)
L-Glutamin (100x konzentriert, 200 mM) (PAN Biotech GmbH)
Natrium-Pyruvat (100x konzentriert, 100 mM) (Sigma)
Penicillin/Streptomycin (100x konzentriert, 10.000 U bzw. 10 mg/ml) (Sigma)
G418-Sulfat (Calbiochem)

Zeocin (InVivoGen)
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VI.2.4 Puffer und Losungen fiir die mRNA-Analyse

e 10x Transkriptionspuffer, pH 7,5

400 mM Tris-HCIL, pH 7,5
100 mM NaCl

60 mM MgCl,

20 mM Spermidin

e FAPP (Formamid-Probenpuffer)

80 % Formamid entionisiert
0,1 % SDS

10 mM EDTA

1 mg/ml Xylencyanol

1 mg/ml Bromphenolblau

e Gellosung fiir ein 6 %iges, denaturierendes Polyacrylamid-Harnstoffgel

12 g Harnstoff
2,5ml 10 x TBE
4 ml Acrylamidlosung (40 %)

mit Aqua bidest. auf 25 ml auffiillen, direkt vor dem Gieen 20 ul TEMED und 200 pl APS

zum Starten der Polymerisationsreaktion zugeben

e Gellosung fiir ein 5 %iges, denaturierendes Polyacrylamid- Harnstoffgel

10,5 g Harnstoff
2,5ml 10x TBE
3 ml Acrylamidlosung (40 %)

mit Aqua bidest. auf 25 ml auffiillen, direkt vor dem Gieen 20 ul TEMED und 200 pl APS

zum Starten der Polymerisationsreaktion zugeben
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VI.2.5 Puffer und Losungen fiir die Protein-Extraktion

RIPA-Puffer

50 mM Tris-HCI pH 7,4
150 mM NaCl
1 % NP-40
2mM EDTA
10 % Glycerol
Protease-Inhibitor-Cocktail 1:25

(wenn erforderlich: Zusatz von Phosphatase-Inhibitoren)

Puffer fiir Zytoplasma-Extrakte (Mix I)

10 mM Hepes-KOH, pH 7,9
1,5 mM MgCl,

10 mM KCI

0,1 % NP-40

0,5mM DTT
Protease-Inhibitor-Cocktail 1:25

(wenn erforderlich: Zusatz von Phosphatase-Inhibitoren)

Puffer fiir Kernextrakte (Mix II)

2mM Hepes-KOH, pH 7,9
25%  Glycerin
420 mM NaCl
0,15 mM MgCl,
0,5mM DTT
0,02 mM EDTA
Protease-Inhibitor-Cocktail 1:25

(wenn erforderlich: Zusatz von Phosphatase-Inhibitoren)

Puffer D

20 mM Hepes-KOH, pH 7,9
20 % Glycerin

100 mM KClI

0,5mM DTT

0,2mM EDTA

Phosphatase-Inhibitoren

40 mM B-Glycerophosphat
50 mM NaF

10 mM Natriumpyrophosphat
10 mM Na3VO4

10 nM Okadaische Saure
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VI.2.6 Puffer und Losungen fiir Protein-Analysen

e Coomassie-Fiarbe-Losung:

0,25 g Coomassie-Brillantblau
45 ml Methanol

45 ml H,O

10 ml Eisessig

e Coomassie-Entfirbe-Losung:

45 ml Methanol
45 ml H,O
10 ml Eisessig

e 5x Laemmli-Probenpuffer
312,5 mM Tris-HCI, pH 6,8
5 mM EDTA
15 % SDS
50 % Glycerin
0,015 % Bromphenolblau
40 mM DTT

e 5x Laufpuffer

125 mM Tris-HCI, pH 8,8
960 mM Glycin
0,5 % SDS

e Ponceau S-Firbelosung

0,5 % Ponceau S
1 % Eisessig

e TBS

10 mM Tris-HCI, pH 7,8
150 mM NaCl
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VI.2.7 Antikorper

Primérantikorper fiir die Western-Blot-Analyse:

Name des Primir- G
- Klasse Hersteller | Verdiinnung Verdiinnungs-
antikorpers
puffer
R&D 5 % Milchpulver
INOS-Antikérper | monoklonal Svstems 1:5.000 0,1% Tween-20
Y in TBS
. 3 % Milchpulver
TTP-Antikérper | polyklonal nglf:yf W 1:1.000 0,1% Tween-20
' in TBS
5 % Milchpulver
Tubulin-Antikérper | monoklonal Sigma 1:1.000 0,1% Tween-20
in TBS
5 % Milchpulver
KSRP-Antikérper | monoklonal | Black, D.L.” 1:50 0,1% Tween-20
in TBS
. 4 % Milchpulver
le;islférg;?' polyklonal | WM, 1:500 0,1% NP-40
T in PBS
Molecular 5 % Milchpulver
HuR-Antikorper monoklonal Probes 1:1.000 0,1% Tween-20
in TBS
5 % Milchpulver
PTB-Antikdrper monoklonal Zymed 1:1.000 0,1% Tween-20
in TBS
"beschrieben in: Brooks et al., 2002
2beschrieben in: Hall et al., 2004
3 beschrieben in: Brouwer et al., 2001
Primirantikorper fiir Inmunprizipitationen:
Name fief Primar- Klasse Hersteller | Verdiinnung
antikorpers
KSRP-Antikérper | polyklonal | Chen, C.Y.* 1:500
Maus-IgG monoklonal Sigma 1:500
HuR-Antikorper polyklonal Sigma 1:500

*beschrieben in: Gherzi et al., 2004
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Sekundiirantikorper:

e anti-Maus-IgG aus der Ziege, Peroxidase-gekoppelt (Sigma)
e anti-Kaninchen-IgG aus der Ziege, Peroxidase-gekoppelt (Sigma)
e Cy3-konjugiertes anti-Maus-IgG aus der Ziege (Jackson Immuno Research)

Die Sekunddrantikorper wurden fiir die Western-Blot-Analysen 1:10.000 verdiinnt in

5 % Milchpulver und 0,1 % Tween-20 in TBS eingesetzt. Fiir die Immunfluoreszenzfarbungen
wurde der Sekundérantikorper 1:200 in PBS und 1 % BSA verdiinnt.

VI.3 Enzyme
Enzym Herkunft Beschreibung
T3 RNA-Polymerase, 10 U/ul | Roche DNA-abhingige RNA-Polymerase,
spezifisch fiir den T3-Promotor
T7 RNA-Polymerase 10 U/ul | Roche DNA-abhingige RNA-Polymerase,
spezifisch fiir den T7-Promotor
DNase I, RNase-frei, 10 U/ul | Roche Doppelstrang-spezifische
Endonuklease
RNase A, 10 U/ul Sigma Pyrimidin-spezifische
Endonuklease, die einzelstrangige
RNA verdaut
RNase T1, 100 U/ul Roche Verdau einzelstrangiger RNA vom
3’-Ende bis zum ersten G
Proteinase K (EC 3.4.21.14) |Roche Gewonnen aus Tritirachium album
T4 DNA-Ligase New England Biolabs Ermoglicht die Ligation von DNA
Klenow-Fragment der DNA-|New England Biolabs Zum Auffiillen nach Verdau mit

Polymerase I von E. coli

5’-liberhidngend schneidenden
Enzymen

CIAP (calf intestinal alkaline
phosphatase), 1 U/ul

Roche-Diagnostics

Alkalische Phosphatase;
dephosphoryliert 5’-Enden von
DNA

Restriktionsendonukleasen

New England Biolabs

Folgende Restriktionsenzyme
wurden mit dem jeweils
beigefiigten Puffer verwendet:
Bam HI, Bgl 11, Eag 1, Eco 811,
Eco ICRI, Eco R1, Eco RV,
Hind 111, Not 1, Pvu 11, Sma I,
Xbal, Xho 1
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V14 Plasmide

VI4.1 Plasmide zur in vitro-Transkription radioaktiv markierter antisense-

RNA-Sonden
Name Beschreibung Hersteller
pCR-INDNOS5A3A-human | pCR-Skript mit einem 382 bp-cDNA- Kleinert, H.
del Sma I Fragment der humanen iNOS-mRNA
(Position 3472-3853);
beschrieben in: Geller et al., 1993
pKs-Baktin-hu-delEco/Nar | pKs-Vektor mit einem 110 bp-cDNA- Rodriguez-Pascual, F.
Fragment des humanen B-Aktin
pCR-luc-pGI2 pCR-Skript mit einem 230 bp-cDNA- Rodriguez-Pascual, F.
Fragment der Luciferase aus P. pyralis

Tabelle 2: Plasmide zur in vitro-Transkription radioaktiv markierter antisense-RNA-Sonden

VI1.4.2 Plasmide zur in vitro-Transkription von sense-RNA-Sonden

Name Beschreibung Hersteller
pCR-iINOS-3’-UTR Durch Hind I1I verdautes PCR-Fragment | Rodriguez-Pascual, F.
der humanen iNOS (3’-UTR) in pCR-
Skript kloniert
pCR-NOSII-5’-UTR Durch Hind I1I verdautes PCR-Fragment | Kleinert, H.
der humanen iNOS (5’-UTR) in pCR-
Skript kloniert
pXcmI-ATTTA* 254 bp-Fragment der iNOS-3’-UTR in Rodriguez-Pascual, F.
pXcml kloniert (Position 234-479; enthélt
fiinf AREs)
pXcml-nonATTTA* 245 bp-Fragment der iNOS-3’-UTR in Rodriguez-Pascual, F.
pXcml kloniert (Posititon 1-245; enthélt
keine AREs)
pAUUUA-FragA* 98 bp-PCR-Fragment der iNOS-3’-UTR | Rodriguez-Pascual, F.
in pXcml kloniert (Position 234-331;
enthilt keine AREs)
pAUUUA-FragB* 104 bp-PCR-Fragment der iNOS-3’-UTR | Rodriguez-Pascual, F.
in pXcml kloniert (Position 329-432;
enthilt drei AREs)
pAUUUA-FragC* 99 bp-PCR-Fragment der iNOS-3’-UTR | Rodriguez-Pascual, F.
in pXcml kloniert (Position 389-479;
enthélt zwei AREs)
pCR-FragC-mutl Durch Eco RV und Hind III verdautes Linker, K.
PCR-Fragment von Fragment C mit
Mutation in ARE 4 in pCR-Skript kloniert
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pCR-FragC-mut2

Durch Eco RV und Hind 111 verdautes
PCR-Fragment von Fragment C mit
Mutation in ARE 5 in pCR-Skript kloniert

Linker, K.

pCR-FragC-mutl+2

Durch Eco RV und Hind 111 verdautes
PCR-Fragment von Fragment C mit
Mutation in ARE 4 und 5 in pCR-Skript
kloniert

Linker, K.

pCR-5’-UTR-Ex]1

140 bp-Fragment des Exonl der humanen
iNOS-5’-UTR in pCR-Skript kloniert
(Position 1-140 der iNOS-5’-UTR)

Hubrich, T.

pCR-5°-UTR-Ex2

26 bp-Fragment des Exon 1 und 73 bp-
Fragment des Exon 2 der humanen iNOS-
5’-UTR in pCR-Skript kloniert (Position
114-213 der iNOS-5’-UTR)

Hubrich, T.

pCR-3’-UTR-polyA

iNOS-3’-UTR (Position 1-478) mit
100 nt-Poly-A-Schwanz in pCR-Skript
kloniert

Rodriguez-Pascual, F.

pCR-nonAU-polyA

245 bp-Fragment der iNOS-3’-UTR mit
100 nt-Poly-A-Schwanz in pCR-Skript
kloniert (Posititon 1-245; enthélt keine
AREs)

Rodriguez-Pascual, F.

pGl13-T7-basic

Durch Acc 651 und Spe I verdautes PCR-
Fragment der T7-Polymerase in pGl3-
basic kloniert

Bros, M.

* beschrieben in: Rodriguez-Pascual et al., 2000

Tabelle 3: Plasmide zur in vitro-Transkription von sense-RNA-Sonden

V1.4.3 Plasmide fiir die Expression und Aufreinigung von Fusionsproteinen
Name Beschreibung Hersteller
pGEX-2T Plasmid zur bakteriellen Expression von Amersham Pharmacia
Fusionsproteinen; enthélt als Fusionspartner Biotech
Gluthation-S-Transferase und ein Lac-Operon-
System zur Induktion mit IPTG
pGEX-KSRP humane KSRP-cDNA in die Bam HI-Schnittstelle | Greeve, J.
von pGEX-2T kloniert;
beschrieben in: Lellek et al., 2000
pGEX-HuR Bam HI- und Eco RI-verdautes PCR-Fragment Rodriguez-Pascual, F.
der humanen HuR-cDNA in pGEX-2T kloniert;
beschrieben in: Rodriguez-Pascual ef al., 2000
pGEX-PTB Bam HI- und Eco Rl-verdautes Fragment der Thrig-Biedert, I.

humanen PTB-cDNA in pGEX-2T kloniert

pET15b-HisKSRP

humane KSRP-cDNA in pET-15b kloniert;
beschrieben in: Min et al., 1997

Black, D.L.

Tabelle 4: Plasmide fiir die Expression und Aufreinigung von Fusionsproteinen
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V1.4.4 Plasmide fiir

die stabile Transfektion

Name Beschreibung Hersteller
pcDNA3 Plasmid, welches das Neomycin- Invitrogen, Groningen,
Resistenzgen enthilt Niederlande
pcDNA3.1HisKSRP Humane KSRP-cDNA in pcDNA3.1 Black, D.L.
(= pcDNA-HisKSRP) kloniert;
beschrieben in: Min et al., 1997
pcDNA3.1HisKSRP- Eco R1/Xba 1-Fragment aus Linker, K.
antisense pcDNA3.1HisKSRP in antisense-
(= pcDNA-KSRPas) Orientierung in pcDNA3.1HisKSRP
kloniert
pcDNA3.1HisKSRP- Deletion des Eco 811/Xba I-Fragments Linker, K.
delRBS4 (entspricht der 4. RNA-Bindungsdomine)
(= pcDNA-KSRPdel) aus pcDNA3.1HisKSRP
pEGFPC1 Plasmid, welches das Neomycin- Invitrogen, Groningen,
Resistenzgen enthilt und fiir EGFP Niederlande
codiert
pEGFP-PTB Nde 1/Sal 1-verdautes Fragment der Hahm, B.
humanen PTB-cDNA in pEGFP kloniert;
beschrieben in: Hahm et al., 1998a
Tabelle 5: Plasmide fiir die stabile Transfektion
VI.4.5 Plasmide fiir die transiente Transfektion
Name Beschreibung Hersteller
pRL-EFla Humaner EF-1a Promotor in Renilla- Bros, M.
Luciferase Expressionsvektor
pXP2-16kb Luciferase-Reportergen unter der Geller, D.
Kontrolle eines 16 kb-Fragments des
humanen iNOS-Promotors (16 kb des
humanen iNOS-Promotors in pXP2);
beschrieben in: de Vera et al., 1996
pZeoSV2- Plasmid, welches das Zeocin- Invitrogen, Carlsbad,
(= pZeo) Resistenzgen enthélt CA, USA
pZeo-hTTP-Flag-sense Hind 111-Fragment aus pCMV-hTTP-Flag |Fechir, M.
(= pZeo-hTTPs) in sense-Orientierung in pZeoSV2-
kloniert ;
beschrieben in: Fechir et al., 2005a
pZeo-hTTP-Flag-antisense | Hind I1I-Fragment aus pPCMV-hTTP-Flag | Fechir, M.
(= pZeo-hTTPas) in antisense-Orientierung in pZeoSV2-
kloniert;
beschrieben in: Fechir et al., 2005a
pcDNA3 V1.4.4 V1.4.4
pcDNA3.1HisKSRP V1.4.4 V1.4.4

Tabelle 6: Plasmide fiir die transiente Transfektion
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VI.4.6 Originalplasmide

Name Beschreibung Hersteller
pCR-Skript zur Klonierung von PCR-Fragmenten Stratagene
pXcml zur Klonierung von PCR-Fragmenten,; Borovkov, A.

hergestellt aus pBluescript I SK(+);
beschrieben in: Borovkov und Rivkin, 1997

Tabelle 7: Originalplasmide

VLS Oligonukleotide

VI.5.1 Sequenzen von Primern und Sonden fiir die qRT-PCR-Analysen

Alle Primer und Sonden fiir die qRT-PCR-Analysen (VIL.2.15) wurden von MWG-Biotech
bezogen. Die Sonden sind am 5’-Ende mit 6-Carboxyfluorescein (FAM) als Reporterfluorophor

und am 3’-Ende mit Carboxytetramethylrhodamin (TAMRA) als Quencher markiert.

Position in

Primer/Sonden Sequenz

der cDNA
iNOS sense: TGCAGACACGTGCGTTACTCC 946-966
iNOS antisense: GGTAGCCAGCATAGCGGATG 1056-1075
iNOS Sonde: TGGCAAGCACGACTTCCGGGTG 1020-1041
GAPDH sense CCCATGTTCGTCATGGGTGT 3780-3799
GAPDH antisense: TGGTCATGAGTCCTTCCACGATA 3994-4012
GAPDH Sonde: CTGCACCACCAACTGCTTAGCACCC 3940-3964
TTP sense: TTCGCCCACTGCAACCTC 1198-1215
TTP antisense: CGCCCACTCTCTGAGAAGGTC 1252-1272
TTP Sonde : CCCCTCGCGCTACAAGACTGAGCTATG 1222-1248
LUC sense: AAAAAGTTGCGCGGAGGAG 1528-1546
LUC antisense: TTTTTCTTGCGTCGAGTTTTCC 1582-1603
LUC Sonde : TGTGTTTGTGGACGAAGTACCGAAAGGTCTTAC | 1548-1580
KSRP sense: TGCAGCAAGCCTGTGAGATG 972-991
KSRP antisense: TCCGTACTCATTCCGGTCCC 1032-1051
KSRP Sonde : TGGACATCCTCCGGGAACGTGACC- 996-1019
PTB sense: CCTGACCAAGGACTACGGCA 1440-1459
PTB antisense: GAAGTTCTTGGAGCCCGGC 1485-1503
PTB Sonde : CTCACCCCTGCACCGCTTCAAGA 1461-1483

Tabelle 8: Sequenzen von Primern und Sonden fiir die qRT-PCR-Analysen

42




Materialien

Primer und Sonden wurden in RNase-freiem Wasser zu je 100 pmol/ul geldst und bei -20°C

gelagert.

VI.5.2 Sequenzen von Oligonukleotiden fiir die in vitro-Transkription von
siRNA
Alle Oligonukleotide fiir die in vitro-Transkription von siRNA wurden von MWG Biotech

bezogen. Die Sequenzen wurden so gewihlt, dass sie am 3’-Ende eine T7-Promotor-Sequenz

enthielten.
siRNA Sequenz Position in der cDNA

LUC CGUACGCGGAAUACUUCGA 155-173
beschrieben in: Elbashir et al., 2002 (aus pGl2basic)

KSRP GAUCAACCGGAGAGCAAGA 443-461
beschrieben in: Gherzi et al., 2004

PTB AACTTCCATCATTCCAGAGAA 1796-1816

beschrieben in: Wagner und Garcia-Blanco, 2002

Tabelle 9: Sequenzen von Oligonukleotiden fiir die in vitro-Transkription von siRNA

V1.6 Zelllinien

Zellen Beschreibung Quelle/Hersteller
DLD-1 humane Kolon-Adenokarzinomzellen ATCC (CCL-221)
A549/8 humane Alveolarepithel-Karzinomzellen | Edgell, J.

University of North Carolina
at Chapel Hill, USA
DLD-1-16kb DLD-1-Zellen, die ein Luciferase- Kleinert, H.

Reportergen unter der Kontrolle eines
16 kb-Fragmentes des iNOS-Promotors
enthalten

A549/8-16kb A549/8-Zellen, die ein Luciferase- Kleinert, H.
Reportergen unter der Kontrolle eines
16 kb-Fragmentes des iNOS-Promotors
enthalten.

DLD-1-pZeo DLD-1-Zellen, die ein Zeocin- Fechir, M.
Resistenzgen enthalten
DLD-1-pZeo-hTTPs | DLD-1-Zellen mit Zeocin-Resistenzgen, | Fechir, M.
die die hTTP-cDNA in sense-
Orientierung enthalten
DLD-1-pZeo- DLD-1-Zellen mit Zeocin-Resistenzgen, | Fechir, M.
hTTPas die die hTTP-cDNA in antisense-
Orientierung enthalten
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DLD-1-pcDNA3 DLD-1-Zellen, die ein Neomycin- Linker, K.
Resistenzgen enthalten
DLD-1-pcDNA- DLD-1-Zellen mit Neomycin- Linker, K.
HisKSRP Resistenzgen, die die KSRP-cDNA mit
HisTag in sense-Orientierung enthalten
DLD-1-pcDNA- DLD-1-Zellen mit Neomycin- Linker, K.
KSRPas Resistenzgen, die die KSRP-cDNA mit
HisTag in antisense-Orientierung
enthalten
DLD-1-pcDNA- DLD-1-Zellen mit Neomycin- Linker, K.
KSRPdel Resistenzgen, die die KSRP-cDNA nach
Deletion der vierten RNA-
Bindungsdoméne mit HisTag enthalten
DLD-1-pEGFP DLD-1-Zellen, die ein Neomycin- Linker, K.
Resistenzgen enthalten und EGFP
exprimieren
DLD-1-pEGFP-PTB | DLD-1-Zellen, die ein Neomycin- Linker, K.
Resistenzgen enthalten und ein EGFP-
PTB-Fusionsprotein exprimieren

Tabelle 10: Zelllinien

V1.7 Bakterien

e DHS5a (E. coli-Stamm)
e TOP10 (E. coli-Stamm)
e BL21(DE3)LysS (E. coli-Stamm)

VI.8 Laborgerite

VI.8.1 Anlagen zur Elektrophorese

e Gleichstromquellen: GPS 2000/400 (Pharmacia), Electrophoresis Power Supply EPS 3500

(Pharmacia) und Power Pac 3000 (Biorad)

¢ Vertikal-Gelelektrophoresekammer mit Zubehor: Mini Protean II (Biorad)
e Geltrockner: Modell 583 und 543 Gel Dryer mit Kiihlfalle, Vapor Trap (Biorad)

VI.8.2 Zentrifugen

Tischzentrifugen: Biofuge 13 (Heraeus); Zentrifuge 5417 C (Eppendorf)
Kiihlzentrifugen: Biofuge fresco (Heraeus); Megafuge 1,0R (Heraeus)
Hochgeschwindigkeitszentrifuge: J2-MC mit Rotor JA 13.1, JA 14 (Beckmann)

Vakuumzentrifuge: Speed Vac SC-110 mit Kiihlfalle und Vapor Trap RVT 100 (Savant)
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VI.8.3 Messgeriite

Photometer: Uvikon 941 Spectrophotometer (Kontron) und FluoStar Optima (BMG)
Luminometer: Centro LB 960 (Berthold)

Szintillationszihler: Tri-Carb 460 CD Liquid Scintillation System (Packard)
Molecular Imager: Personal Molecular Imager FX (Biorad)

NO-Analyzer: Sievers Nitric Oxide Analyzer NOA (FMI GmbH)

PCR-Gerit: iCycler (Biorad)

VI.8.4 Sonstige Laborgeriite

Pipetten: 1-20 pl, 20-200 ul, 200-1.000 pl (Gilson)

Multipipette: Multipette (Eppendorf)

Mikroliterspritze: 50 ul (Hamilton)

pH-Meter: ¢32 pH-Meter (Beckmann)

Wasseraufbereitungsanlage: Milli-Q plus (Milllipore Waters)

Sterile Werkbank: Biohazard, Mikrobiologische Sicherheitswerkbank (BDK)
Zihlkammer fiir Zellen: Neubauer-Zahlkammer (Labotec)

Brutschrank: Hera Cell 150 (Heraeus)

Ultraschall-Homogenisator: Sonicator, ultrasonic processor XL (Heat System)
pH-Elektrode: Ingold (Mettler-Toledo AG)

Semi-Dry-Blot: Trans-Blot (Biorad)

UV-Cross-Linker: GS-Gene-Linker (Biorad)

Mikroskope: Leitz DMIL und Leitz DMRB (Leica)

VI.9  Sonstige Materialien

V1.9.1 Plastikwaren

Alle Plastikwaren fiir die Zellkultur wurden steril von Greiner oder Sarstedt bezogen.

e Zellkulturflaschen, Filter Top: Kulturflasche/Volumen (cm?/ml): 75/250 und 25/50
beschichtete Gewebekultur-Petrischalen: Durchmesser/Wachstumsfliche (cm/cm?):
14,5/145; 9,4/58 und 6,0/21

Einweg-Auslaufpipetten: 1 ml, 5 ml, 10 ml und 25 ml

Zellkulturplatten, 6-Loch: Kulturfliche je Loch: 9,6 cm®

Zellkulturplatten, 12-Loch: Kulturfliche je Loch: 3,8 cm’

Zellkulturplatten, 24-Loch: Kulturfliche je Loch: 1,75 cm?

Mikroplatten, 96-Loch

Zentrifugenrohrchen: 15 und 50 ml Spitzboden, 14 ml Rundboden
Reaktionsgefife : 0,4 ml, 1,5 ml und 2,0 ml Safe-Lock,

1,5 ml mit Schraubverschluss und Kryo-Réhrchen

Plastikpipettenspitzen: 0,5-10 pl, 10-100 pl und 100-1.000 pl

e Mikrokiivetten: 1 ml
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VI1.9.2 Weitere Verbrauchsmaterialien
e  Whatman 3 MM Papier: 3469 (Schleicher und Schuell)

e Nitrocellulose-Membran: Protran B3 (Schleicher und Schuell)

e Photomaterialien: Entwickler- und Fixierer-Losung (Kodak), Rontgenfilme (Agfa)
Rontgenfilm-Fluoreszenzschirme (Agfa)
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VII. Methoden
VII.1 Zellbiologische Arbeitsmethoden

VIL.1.1 Kultivierung eukaryoter Zellen

Alle Arbeiten mit Zellen wurden unter Verwendung von sterilisierten Gerdten sowie steril
filtrierten, autoklavierten oder bereits steril gekauften Substanzen unter einem Laminar Flow
durchgefiihrt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem Brutschrank bei 37°C mit 5 % CO»-
Begasung und 100 % Luftfeuchtigkeit in Zellkulturflaschen mit Filter-Top. Alle Kulturmedien
wurden vor dem Kontakt mit Zellen auf 37°C erwérmt.

DLD-1-Zellen wurden in phenolrothaltigem DMEM mit 10 % fotalem Kilberserum (FCS),
A549/8-Zellen in DMEM mit 5 % FCS inkubiert. Das FCS wurde zuvor zur Inaktivierung von
Komplementfaktoren 40 Minuten lang auf 56°C erwiarmt. Dem Kulturmedium wurden zusétzlich
2 mM L-Glutamin, 1 mM Pyruvat sowie 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin
zugesetzt.

Zum Passagieren wurden die Zellen, sobald sie konfluent waren, zundchst mit 10 ml PBS
gewaschen und dann mit 1 ml 0,5 %iger Trypsin-Losung versetzt, sodass sie sich nach
2-10 Minuten vom Boden der Zellkulturflasche ablosten. Die Zellen wurden dann in frischem
Medium aufgenommen. Ein Aliquot davon wurde zur Weiterfithrung der Stammkultur wieder in
eine Kulturflasche eingesdt. Die restlichen Zellen wurden je nach Bedarf flir Versuche in

Zellkulturschalen ausgesit, eingefroren oder verworfen.

VIL.1.2 Kryokonservierung und Auftauen eukaryoter Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen nach der Trypsininkubation in 10 ml Medium aufgenommen,
in ein 15 ml-Spitzbodenréhrchen tiberfiihrt und zehn Minuten bei 120 x g und 4°C zentrifugiert.
AnschlieBend wurde das Zellpellet nach Absaugen des Uberstandes in einer Mischung aus FCS
und 10 % DMSO aufgenommen und in 1,5 ml-Kryo-Rohrchen {iberfiihrt. Die Lagerung erfolgte
zunédchst bei -70°C, spéter in fliissigem Stickstoff bei -196°C. Zum Auftauen wurde die
Zellsuspension im Kryrohrchen zundchst auf 37°C erwdrmt, dann in 10 ml Medium
aufgenommen und zehn Minuten bei 120 x g zentrifugiert, um die Konzentration des
zytotoxischen DMSO im Medium herabzusetzen. AnschlieBend wurde das Zellpellet in 10 ml

frischem Medium resuspendiert und in eine Zellkulturflasche eingesit.
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VIL.1.3 Bestimmung der Zellzahl eukaryoter Zellen

Die Bestimmung der Zellzahl zum Aussden von eukaryoten Zellen erfolgte mit Hilfe der
Neubauer Zidhlkammer. Dazu wurden die Zellen nach der Trypsinbehandlung in Medium
aufgenommen und mit 0,4 %iger Trypanblau-Losung im Verhiltnis 1:3 verdiinnt. Durch
Féarbung mit Trypanblau konnten vitale Zellen von toten Zellen unterschieden werden, die durch
Eindringen des sauren Farbstoffs im Lichtmikroskop blau erschienen. Die Losung wurde in ein
Zahlfeld der Zéhlkammer eingebracht und drei von vier Quadranten ausgezéhlt. Die auf diese
Weise ermittelte Zahl wurde mit 10.000 multipliziert und ergab so die Zellzahl pro Milliliter

Zellsuspension.

VIL.1.4 Stimulation eukaryoter Zellen mit Zytokinen

Zur Induktion der iNOS-Expression wurden die Zellen mit einem Zytokingemisch (,,cytokine
mixture*, CM) behandelt, wenn sie zu ungefdhr 70 % konfluent waren. 18 Stunden vor Beginn
der Stimulation wurde ein Mediumwechsel mit Serum-freiem Medium durchgefiihrt, sodass sich
alle Zellen in der gleichen Phase des Zellzyklus befanden. Dies erleichterte die Induktion der
iINOS-Expression.

Das Zytokingemisch bestand aus IFN-y (100 U/ml), IL-18 (50 U/ml) und TNF-a (10 ng/ml) in
Serum-freiem Medium. Die Induktion erfolgte dann fiir die jeweils angegebenen Zeitperioden.
Bei Einsatz von Inhibitoren wie Cycloheximid (CHX) oder SB 203580 wurden die Zellen mit
diesen in der jeweils angegebenen Konzentration eine Stunde vor Stimulation der iNOS-

Expression vorinkubiert.

VIL.1.5 Transiente Transfektion eukaryoter Zellen

Bei der transienten Transfektion wird ein Plasmid mit Hilfe eines Transfektionsreagenz in eine
Zelle eingeschleust. Transiente Transfektionen wurden in 24-Loch-Platten durchgefiihrt; pro
Loch wurden dazu 5 x 10" Zellen ausgesit. Die Zellen wurden dann fiir 24 Stunden kultiviert.
Zum Ansetzen des Transfektionsgemisches wurden zundchst 3 pl Fugene-Transfektionsreagenz
in Serum-freiem Medium verdiinnt, sodass das Gesamtvolumen 100 pl betrug. Anschlieend
wurden 2 pug Plasmid-DNA zugegeben, gemischt und flir mindestens 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert, damit sich die Komplexe aus DNA und Transfektionsreagenz
ausbilden konnten. Anschlieend wurde das Gemisch langsam auf die Zellen gegeben und diese
fiir weitere 30 Stunden inkubiert, sodass die transfizierte DNA exprimiert werden konnte.
Darauthin schloss sich eine Stimulation der Zellen mit einem Zytokinmix zur Induktion der

iNOS-Expression an.
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VIL.1.6 Stabile Transfektion eukaryoter Zellen

Bei der stabilen Transfektion wird im Gegensatz zur transienten Transfektion die transfizierte
DNA stabil ins Genom integriert. Somit wird sie permanent exprimiert und an Tochterzellen
weitergegeben. Die Selektion von Zellen, die das Gen aufgenommen haben, erfolgt bei der
stabilen Transfektion mit Hilfe von Selektionsmedien, die Antibiotika enthalten. Da die
Selektionsmedien fiir Wildtyp-Zellen toxisch sind, konnen nur die Zellen iiberleben, die ein
Resistenzgen gegen das Antibiotikum aufgenommen haben. Die Information fiir diese Resistenz
liegt meist auf dem gleichen Plasmid wie das zu exprimierende Gen, sodass man annimmt, dass
Zellen, die selektioniert werden, auch die Information fiir das transfizierte Gen enthalten.

Fiir die stabile Transfektion wurden 2 x 10° Zellen pro Loch in einer 6-Loch-Platte ausgesit und
diese fiir 24 Stunden im Brutschrank inkubiert. Der Transfektionsmix wurde mit 5 pg DNA und
15 pul Fugene-Transfektionsreagenz angesetzt wie beschrieben (VII.1.5). 24 Stunden nach der
Transfektion wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit Trypsin von der Zellkulturschale
abgeldst. Die Zellen wurden dann in Medium aufgenommen, das das Selektionsantibiotikum
enthielt und in eine O 10 cm-Zellkulturschale ausgesdt. Nun wurde in regelmdfigen
Zeitabstinden das Medium gewechselt, um die abgestorbenen Wildtyp-Zellen zu entfernen. Die
nach einiger Zeit entstandenen Zellklone (iiblicherweise mehr als 30) wurden zusammengefiihrt
und mittels RT-PCR oder Western-Blot-Analysen auf die Expression des transfizierten Gens
tiberpriift. Zellen, die mit einem EGFP-Konstrukt transfiziert wurden, konnten anschlieBend

mittels FACS (Fluoreszenz-aktiviertes Zell-Sortieren) angereichert werden.

VIL.1.7 Transfektion von siRNA
siRNAs (small interfering RNAs) sind kurze doppelstringige RNA-Molekiile, die in der Zelle

sequenzspezifisch zur Degradation von mRNA fiihren (Elbashir et al., 2001). Sie konnen
entweder exogen als synthetische Agenzien oder endogen als Gen-codierte siRNAs in die Zelle
eingebracht werden. Lange doppelstringige RNAs werden in der Zelle durch eine Typ III-RNase
(Dicer) zu siRNAs prozessiert, die 21-23 Nukleotide enthalten. Diese werden ATP-abhingig
entwunden und dann als einzelstrangige siRNAs in den hochmolekularen Proteinkomplex RISC
(RNA-induced silencing complex) integriert. Dieser wird nun in seine aktive Form umgewandelt
und bindet an eine komplementire mRNA-Sequenz, deren zugehdrige mRNA daraufhin
degradiert wird (Abbildung 2).

Auf diese Weise konnen spezifisch mRNAs in der Zelle herunterreguliert und der Effekt ihrer
verminderten Expression beobachtet werden. Ein Vorteil dieser Methode verglichen mit der
antisense-Strategie ist das Umgehen der PKR-vermittelten Aktivierung proinflammatorischer

Gene durch die Verwendung von kurzen RNA-Molekiilen.
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Abbildung 2: Wirkmechanismus von siRNAs

Lange, doppelstringige RNA-Molekiile werden von der Typ III-RNase Dicer zu siRNAs prozessiert, die den RNA-
Interferenzweg aktivieren. Auf diese Weise produzierte oder synthetische, in die Zelle eingebrachte siRNAs werden
in den Multiproteinkomplex RISC eingebaut und ATP-abhdingig durch eine Helikase entwunden. Dadurch wird der
RISC-Komplex aktiviert und durch den antisense-Strang der siRNA spezifisch zur mRNA geleitet, die zundichst
gespalten und dann mit Hilfe von zelluldren Nukleasen abgebaut wird. Im Gegensatz zu langer, doppelstringiger
RNA ist die synthetische oder in vivo-exprimierte siRNA in der Lage, die PKR-vermittelte Aktivierung
proinflammatorischer Gene zu umgehen und auf diese Weise unspezifische Effekte zu vermeiden.

Modifiziert nach: Sioud, 2004

siRNAs wurden in Form von shRNAs (short hairpin RNAs), die eine charakteristische
Haarnadelstruktur besitzen, in die Zellen eingebracht und dort durch das Enzym Dicer zu kurzen,
doppelstringigen siRNAs prozessiert. Die fiir die Transfektion bendtigten sShRNAs wurden durch
in vitro-Transkription von Oligonukleotiden mit dem MessageMuter Kit generiert. Die
Oligonukleotide wurden dabei so gewidhlt, dass sie neben der Zielsequenz der zu

herunterregulierenden mRNA am 3’-Ende eine T7-Promotor-Seqzuenz enthielten.
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Abbildung 3: Produktion von shRNA

Zur Produktion von shRNAs wurde an das spezifische Oligonukleotid zundichst ein T7-Promotor-Oligonukleotid
angelagert. Anschliefend wurden die iiberhingenden Enden mit Hilfe einer Klenow-DNA-Polymerase und dNTPs
aufgefiillt. Die so generierte doppelstringige DNA diente als Matrize fiir die in vitro-Transkription. Die in
vitro-transkribierte mRNA nahm automatisch die Haarnadelstruktur der shRNA an und konnte nach Aufreinigung in
die Zellen transfiziert werden.

Modifiziert nach: MessageMuter™'shRNAiProduction Kit (Epicentre)

Zur Produktion von shRNA wurde zunichst durch Erhitzen auf 75°C und anschlieBendes
Abkiihlen auf Raumtemperatur ein T7-Promotor-Oligonukleotid an das spezifische
Oligonukleotid angelagert. Dann wurden die liberhdngenden Enden mit Hilfe einer Klenow-
DNA-Polymerase unter Zugabe von dNTPs aufgefiillt, sodass eine lineare, doppelstrangige DNA
entstand, die als Matrize fiir die in vitro-Transkription diente. Nun wurde fiir 90 Minuten bei
42°C transkribiert. Das entstandene in vitro-Transkript nahm spontan die Haarnadelstruktur an
und konnte direkt iiber Sdulenchromatographie (Quick Spin Columns) aufgereinigt werden
(Abbildung 3).

Diese shRNA wurde dann in DLD-1- oder A549/8-Zellen transfiziert. Dazu wurden 1x10° Zellen
pro Loch in eine 12-Loch-Platte ausgesdt und diese fiir 24 Stunden bei 37°C und 5 % CO,
inkubiert. Die Transfektion erfolgte mit dem RNAifect Kit. 2 ug der shRNA wurden mit ECR-
Puffer zu einem Gesamtvolumen von 100 pl verdiinnt. Zu diesem Ansatz wurden 6 ul RNAifect-
Transfektionsreagenz gegeben und vorsichtig gemischt. Die Losung wurde dann fiir 15 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert, sodass sich aus RNA und Transfektionsreagenz Komplexe bilden
konnten. In dieser Zeit wurde auf die Platten 0,5 ml frisches Medium pro Loch gegeben und
anschlieend tropfenweise der Transfektionsmix zugefiigt. Nach 30 Stunden Inkubation erfolgte
ein Mediumwechsel mit Serum-freiem Medium. Am néchsten Tag wurden die transfizierten
Zellen mit Zytokinen stimuliert (VII.1.4). Der Erfolg der Reduktion der Genexpression und der
Effekt auf die iNOS-Expression wurden mit qRT-PCR- und Western-Blot-Analysen iiberpriift.
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VIIL.1.8 Analyse der NO-Produktion mittels Chemilumineszenz

Die iNOS-vermittelte NO-Produktion nach Stimulation der Zellen mit einem Zytokinmix wurde
durch Nachweis der Nitritmenge im Zellkulturiiberstand ermittelt. Dies ist moglich, da das von
den Zellen produzierte NO sehr schnell zu NO,™ oxidiert wird. Die Messung erfolgte in einem
NO-Analyzer mittels Chemilumineszenz. Dazu wurden 50 ul der Zellkulturiiberstinde in ein
Gefidl} eingespritzt, das eine Losung aus 100 mM Kaliumiodid in 10 mM schwefliger Séure
enthielt. Unter diesen Bedingungen wurde das NO,  im Uberstand wieder zu gasformigem NO
reduziert, das nun in den NO-Analyzer gelangte und dort mit Ozon unter Emission von Licht
reagierte. Die Menge der emittierten Lichtquanten ist dabei dem gebildeten NO proportional.
Zum Vergleich wurde eine Standardkurve mit definierten Nitritmengen gemessen.

VIL.2 Molekularbiologische Arbeitsmethoden

VII.2.1 Restriktion von DNA

Zum Verdau von Plasmid-DNA wurden bakterielle Restriktionsendonukleasen eingesetzt. Diese
erkennen eine definierte palindromische Sequenz und schneiden die doppelstringige DNA
tiberhdngend oder stumpf. Restriktionsendonukleasen wurden sowohl zur Charakterisierung von
DNA als auch zur Préparation von definierten DNA-Fragmenten fiir die Klonierung eingesetzt.
Zum analytischen Verdau wurden 0,1-1 pg Plasmid-DNA mit 3 U Enzym unter den vom
Hersteller angegebenen Puffer- und Temperaturbedingungen in einem Gesamtvolumen von 20 pl
fiir mindestens drei Stunden inkubiert. Fiir préparative Zwecke wurden 20-40 ug DNA

eingesetzt; das Gesamtvolumen wurde dementsprechend angepasst.

VIL.2.2 Phenol-Chloroform-Extraktion und Ethanolfillung von
Nukleinsiduren

Zur Entfernung von Salzen oder Proteinen sowie zur Konzentrierung von Nukleinséduren wurde
1/10 des Volumens 3M Natriumacetat-Losung (pH 4,8) und 1 Volumen einer 1:1-Mischung aus
Tris-gesittigtem Phenol und Chloroform zugegeben. Dann wurde fiir fiinf Minuten bei
20.000 x g und 4°C zentrifugiert. AnschlieBend wurde die obere Phase in ein neues Gefdf3
iiberfiihrt und mit dem 2,5-fachen Volumen Ethanol (100 %) versetzt. Dann wurde eine Stunde
bei -20°C inkubiert und anschlieBend 20 Minuten bei 20.000 x g und 4°C zentrifugiert. Das
entstandene Pellet wurde mit 70 %igem Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert, getrocknet und

in Aqua bidest. gelost.
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VIL.2.3 Auffiillen iiberhidngender 5’-Enden mit DNA-Polymerase
Zum Auffiillen 5’-iiberhingender DNA-Enden wurde das Klenow-Fragment der DNA-

Polymerase aus E. coli verwendet. Dieses besitzt nur die 5’-3°-Polymeraseaktivitdt und die 3’-5’-
Exonukleaseaktivitit bei fehlender 5°-3’-Exonukleaseaktivitit. Dazu wurde die DNA in einem
Gesamtvolumen von 100 pl in EcoPol-Puffer mit I mM dNTPs und 3 U Klenow-Enzym versetzt
und eine Stunde lang bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde eine Phenol-Chloroform-
Extraktion mit anschlieBender Ethanolfdllung durchgefiihrt (VII.2.2).

VIL.2.4 5’-Dephosphorylierung

Zur Vermeidung der Religation einer Vektor-DNA wurde diese mit Hilfe der alkalischen
Phosphatase (CIAP) am 5’-Ende dephosphoryliert. Dazu wurden nach dem Restriktionsverdau
direkt 5 U CIAP zum Ansatz gegeben und eine Stunde bei 37°C inkubiert.

VIL.2.5 Agarosegelelektrophorese zur Analyse von DNA

Zur Uberpriifung eines Restriktionsverdaus mit erwarteten Fragmentlingen groBer als 100 kb
wurden analytische Agarosegele verwendet. Dazu wurde die Agarose je nach GroBe der
Fragmente in 0,8-2 %iger Konzentration eingesetzt. Als Laufpuffer diente TBE. Zur
Elektrophorese wurden die Proben mit DNA-Probenpuffer versetzt, aufgetragen und eine
Spannung von 4-5 V/cm angelegt. Zur Detektion der DNA wurde dem Gel der interkalierende
Farbstoff Ethidiumbromid in einer Konzentration von 5 ng/ml zugesetzt. Auf diese Weise
konnten die einzelnen Fragmente durch Fluoreszenz unter dem UV-Transilluminator sichtbar

gemacht werden.

VIL.2.6 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte bei Fragmenten, die kleiner
als 500 kb waren, mit Hilfe des QIAEX II Gel Extraction Kit. Gréfere Fragmente wurden mittels
Dialyse aus dem Gel eluiert. Dazu wurde das Gelstiick, das die DNA enthielt, in einen mit TBE
befiillten Dialyseschlauch eingebracht und in einer Elektrophoresekammer fiir eine Stunde bei
100 Volt eluiert. Um eventuell am Dialyseschlauch anhaftende DNA in Lésung zu bringen,
wurde danach fiir zwei Minuten bei umgekehrter Polaritdt dialysiert. AnschlieBend wurde die
DNA-Losung aus dem Dialyseschlauch in ein Reaktionsgefdl3 iiberfiihrt und mittels Phenol-
Chloroform-Extraktion und Ethanolfdllung aufgereinigt (VII1.2.2).
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VIL.2.7 Ligation von DNA

Zur Verknilipfung kompatibler liberhdngender oder stumpfer DNA-Enden wurde die DNA-
Ligase des Bakteriophagen T4 verwendet. Diese verkniipft benachbarte 3’-Hydroxyl- und
5’-Phosphatenden unter Spaltung von ATP. Zur Ligation wurden geeignete Mengen von Vektor
und Fragment (das molare Verhiltnis sollte 1:3 betragen) in einem Gesamtvolumen von 20 pl in
Ligasepuffer mit 1 U T4-DNA-Ligase versetzt und iiber Nacht bei 16°C inkubiert. Als

Negativkontrolle wurde ein Ansatz ohne Zugabe des Insertionsfragmentes mitgefiihrt.

VI1.2.8 Transformation von DNA in Bakterien

Zum Einbringen von Plasmid-DNA in Bakterien wurden 5 ul des Ligationsansatzes zunédchst mit
100 ul eines kompetenten DHS5o- oder TOPI10-Bakterienstammes fiir 20 Minuten auf Eis
inkubiert. Die Transformation der DNA erfolgte dann durch Hitzeschock fiir 70 Sekunden bei
42°C. AnschlieBend wurden 400 ul LB-Medium zugefiigt und fiir eine Stunde bei 37°C
geschiittelt. 200 pl dieser Bakteriensuspension wurden dann auf antibiotikahaltige Agarplatten
ausgestrichen, die nur das Wachstum derjenigen Bakterien erlaubten, die das Plasmid mit dem

Antibiotikaresistenzgen aufgenommen hatten.

VIL.2.9 Plasmid-DNA-Priparation
Zur Uberpriifung von Bakterienklonen wurde die DNA aus einer 3 ml Kultur pripariert (DNA-

Minipréparation), bei Bedarf an groBeren Mengen wurde die DNA aus einer 500 ml Kultur
gewonnen (DNA-Maxipriparation). Fiir die DNA-Miniprdparation wurden die Bakterien durch
eine hyperosmolare Losung lysiert (Sambrook et al., 1989) und die DNA nach Ausfillung der
Proteine mit Hilfe einer Tris-geséttigten Phenol/Chloroform-Mischung extrahiert. AnschlieSend
wurde die DNA in Ethanol gefillt, mit 70 %igem Ethanol gewaschen und schlieBlich in TE-
Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 7,5; 1 mM EDTA) aufgenommen. Die DNA-Maxipriparation
wurde mit dem Plasmid Maxi Kit durchgefiihrt. Dabei erfolgte die Aufreinigung der DNA {iber

Séulenchromatographie.

VII.2.10 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Zum Amplifizieren von DNA-Fragmenten fiir die Klonierung wurde das Proof Start PCR Kit

verwendet. Die darin enthaltene Proof Start DNA-Polymerase stammt urspriinglich aus einer
hyperthermophilen Pyrococcus-Spezies und besitzt eine 3’-5’-Exonuklease-Aktivitét, die dafiir
sorgt, dass falsch eingebaute Desoxynukleotide erkannt und entfernt werden. Das PCR-
Programm bestand dabei aus folgenden Schritten: zundchst wurde fiir fiinf Minuten auf 95°C
erhitzt, um die Proof Start DNA-Polymerase zu aktivieren; anschlieend folgten 40 Zyklen, die

jeweils aus den folgenden drei Schritten bestanden:
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e 0,5-1 min bei 94°C (initiale Denaturierung der DNA-Matrize)

e 0,5-1 min bei 5°C unterhalb der Schmelztemperatur der Primer (Annealing; Hybridisierung
der Primer an die DNA-Matrize)

e 0,5-1 min bei 72°C (Extension; Synthese des komplementdren DNA-Stranges)

AbschlieBend erfolgte ein weiterer zehnminiitiger Schritt bei 72°C, um unvollstindig

synthetisierte DNA-Fragmente aufzufiillen. Die Anzahl der Zyklen sowie die Zeiten fiir die

einzelnen Schritte und die Annealing-Temperatur wurden je nach Experiment variiert.

Die PCR wurde in 50 pl-Ansdtzen im iCycler durchgefiihrt. Die Primer wurden dabei in einer

Konzentration von 1 uM eingesetzt. Im Anschluss an die PCR wurden die Produkte mit dem

QiaQuick PCR Purification Kit iiber Sdulenchromatographie aufgereinigt.

VII.2.11 Photometrische Quantifizierung von Nukleinsiuren

Die Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA erfolgte durch Messung der optischen
Dichte (OD) bei einer Wellenldnge von 260 nm im Photometer. Die Proben sollten dabei so
verdiinnt werden, dass die gemessenen Extinktionen zwischen 0,1 und 1 liegen. Somit ist das
Lambert-Beer’sche Gesetz erfiillt und es besteht eine direkte Proportionalitit zwischen OD und
Konzentration der Losung. Eine OD von 1 entspricht dabei einer Konzentration von 50 pg/ml
doppelstrangiger DNA bzw. 40 pg/ml RNA. Durch zusitzliche Messung der OD bei einer
Wellenlédnge von 280 nm lassen sich eventuelle Verunreinigungen feststellen. Dabei sollte der

Quotient aus ODy60:0D5sp mindestens 1,8 betragen.

VIIL.2.12 Arbeitsbedingungen beim Arbeiten mit RNA

Um bei Arbeiten mit RNA einer Kontamination mit RNasen vorzubeugen, wurden folgende
Schutzmalinahmen getroffen:

e Hitzebehandlung aller Gefdfle und Materialien, die mit RNA in Beriihrung kamen

e Gebrauch von RNase-freien Artikeln

e Tragen von Handschuhen

e Ansetzen aller benétigten Puffer und Losungen mit DEPC-H,0

VII1.2.13 Isolierung von RNA aus Zellen

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellen erfolgte nach der Methode von Chomczynski und
Sacchi (Chomczynski und Sacchi, 1987). Nach Absaugen des Inkubationsmediums wurden die
Zellen dabei zunédchst in GIT-Puffer (4 M Guanidiniumisothiocyanat; 2 mM Natriumcitrat,
pH 7,0; 0,5 % Laurylsarcosin; 0,1 M B-Mercaptoethanol, frisch zugegeben) lysiert. Dann wurden
0,1 Volumeneinheiten Natriumacetat (pH 4,0) und 1 Volumen saures, wassergesittigtes Phenol

zugegeben und kriftig gemischt. AnschlieBend wurden 0,2 Volumenanteile einer
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Chloroform/Isoamylalkohol-Mischung (24:1) hinzugefiigt und nach erneutem kriaftigem Mischen
15 Minuten auf Eis inkubiert. Nach 20-miniitiger Zentrifugation bei 20.000 x g und 4°C wurde
die obere, wissrige Phase von der unteren organischen Phase und der proteinhaltigen Interphase
abgetrennt; die RNA wurde dann durch Zugabe von 1 ml eiskaltem Isopropanol und mindestens
einstiindiger Lagerung bei -20°C prézipitiert.

Durch 20-miniitige Zentrifugation bei 20.000 x g und 4°C wurde die RNA pelletiert, der
Uberstand entfernt und die RNA mit 80 %igem FEthanol gewaschen. Nach erneuter
Zentrifugation (10 min; 20.000 x g; 4°C) wurde der Uberstand verworfen und das Pellet
getrocknet. Die RNA wurde schliellich in DEPC-Wasser aufgenommen.

VII.2.14 RNase-Verdauungsschutzanalyse

Die RNase-Verdauungsschutzanalyse (Lee und Costlow, 1987; Zinn et al., 1983) dient zum
Nachweis einer bestimmten mRNA aus einem Gemisch von RNAs. Dazu werden spezifische,
radioaktiv markierte antisense-RNA-Sonden verwendet. Diese Sonden werden mit der Gesamt-
RNA hybridisiert. Anschliefend wird ein RNase-Verdau durchgefiihrt. Nur die RNAs, die mit
den Sonden ein Hybrid gebildet haben, werden dabei vor dem Abbau geschiitzt. Nach
Aufreinigung der Reaktionsprodukte werden diese gelelektrophoretisch aufgetrennt und mittels
Autoradiographie sichtbar gemacht. Zur quantitativen Auswertung wird im gleichen
Versuchsansatz die mRNA-Menge eines in der Zelle konstitutiv exprimierten Gens (z.B.
B-Aktin) bestimmt, sodass auf diese Werte normiert werden kann.

Die RNase-Verdauungsschutzanalyse wurde durchgefiihrt wie von Rodriguez-Pascual et al.
beschrieben (Rodriguez-Pascual et al., 2000).

Zur Herstellung der radioaktiv markierten antisense-Sonden wurden folgende Plasmide

eingesetzt:
Restriktions- RNA- unverdaute | geschiitztes
Plasmid
enzym Polymerase Sonde Fragment
pCR-INDNOS5A3A-human
Not 1 T7 471 nt 380 nt
del Sma I
pKs-Baktin-hu-delEco/Nar Hind 111 T7 180 nt 109 nt
pCR-luc-pGI2 Bam HI T7 306 nt 230 nt

Die Plasmide wurden mit den angegebenen Enzymen linearisiert und unter Verwendung von
[a-**P]-UTP (800Ci/mMol) in vitro-transkribiert. Die Transkription erfolgte fiir mindestens eine
Stunde bei 37°C im Wasserbad. Anschlieend wurde ein DNase-Verdau durchgefiihrt (20 U;
30 min; 37°C) und die Sonden wurden iiber S&dulenchromatographie aufgereinigt. Die

Radioaktivitdit der Sonden wurde durch Messung mit einem Szintillationszéhler bestimmt.
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Jeweils 30 pg der zu untersuchenden RNA wurden mit je 300.000 cpm der radioaktiv markierten
Sonde fiir die RNA und 30.000 cpm einer Sonde fiir B-Aktin versetzt, durch Ethanolfillung
aufgereinigt und anschliefend in Hybridisierungspuffer (40 mM PIPES; 1 mM EDTA; 400 mM
NaCl; 50 % Formamid) bei 50°C iiber Nacht hybridisiert. Darauthin wurde die einzelstringige
RNA, die kein Hybrid gebildet hatte, unter Zugabe von 40 ug/ml RNase A und 2 pg/ml RNase
T1 in RNase A/T1-Verdauungspuffer (300 mM NaCl; 10 mM Tris-HCI, pH7,5; 5 mM EDTA)
abgebaut. Der Verdau wurde durch Zugabe von SDS abgestoppt und es schloss sich ein
Proteinase K-Verdau an. Nach Aufreinigung durch Phenol/Chloroform-Extraktion und
Ethanolfdllung wurden die Proben zunéchst lyophilisiert, dann in Formamid-Probenpuffer
(VI1.2.4) aufgenommen und schlieBlich in 6 %igen, denaturierenden Polyacrylamid-
Harnstoffgelen (VI1.2.4) analysiert. Nach Trocknung der Gele wurden diese auf einen
Rontgenfilm oder Phosphoimager-Screen exponiert. Zur densitometrischen Auswertung wurde
zunéchst von jeder Bande die Hintergrundaktivitit abgezogen und die Werte darauthin auf den

dazugehorigen Wert des Haushaltsgens (3-Aktin) normiert.

VIL.2.15 Quantitative realtime RT-PCR (qRT-PCR)

Die quantitative realtime RT-PCR (Reverse Transkription-Polymerase-Kettenreaktion) ist eine
weitere Methode zur Bestimmung der Menge einer spezifischen mRNA in einem Gemisch von
RNAs, das aus Zellen isoliert wurde. Dabei wird die eingesetzte RNA zunédchst mit Hilfe einer
Reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben. In einem zweiten Schritt wird die DNA dann
in einer PCR-Reaktion mit Hilfe einer thermostabilen DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus,
der Taq-Polymerase, und Zugabe von sequenzspezifischen Primern amplifiziert. Der Einsatz von
zweifach markierten, sequenzspezifischen Sonden ermdglicht dabei die Quantifizierung der
amplifizierten DNA. Diese Sonden enthalten am 5’-Ende ein Fluorophor (z.B.
6-Carboxyfluorescein (FAM)) und am 3’-Ende einen Quencher (z.B.
Carboxytetramethylrhodamin (TAMRA)). Solange sie intakt und an die komplementire mRNA
gebunden sind, wird aufgrund der rdumlichen Néhe von Fluorophor und Quencher keine
Fluoreszenz emittiert. Wihrend der Extensionsphase der PCR wird die Sonde durch die 5°-3°-
Exonuklease-Aktivitit der Tag-Polymerase gespalten, sodass Fluorophor und Quencher getrennt
werden und ein Fluoreszenzsignal messbar ist. Dieses Signal ist direkt proportional zur Menge
des akkumulierten PCR-Produkts. Zum Vergleich wird neben der Menge der gesuchten mRNA
in einem Parallelansatz auch die Menge der mRNA eines in der Zelle konstitutiv exprimierten
Gens (z.B. GAPDH) analysiert.

Die quantitative RT-PCR wurde mit dem QuantiTect Probe RT-PCR Kit durchgefiihrt. Dazu
wurde zunéchst flir jede zu bestimmende mRNA-Spezies ein Master Mix vorbereitet, der neben
den im Kit enthaltenen Puffern und Enzymen die spezifischen Primer in einer Konzentration von

0,4 uM und die Sonde in einer Konzentration von 0,2 pM enthielt. Das Gesamtvolumen pro
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Reaktion betrug 25 pl. Der Master Mix wurde auf Eis in eine optische 96-Loch-PCR-Platte
vorgelegt und dann jeweils 5 ul der zu 0,1 pg/ul verdiinnten RNA hinzugefiigt. Fiir jede RNA-
Probe wurde neben der Menge der zu bestimmenden mRNA auch die RNA-Menge eines
Haushaltsgens (z.B. GAPDH) zur Normierung analysiert.

Die PCR wurde im iCycler unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

RT Reverse Transkription 30 min 50°C
PCR Initialer Aktivierungsschritt 15 min 95°C
40 Zyklen:
Denaturierung 15 sec 94 °C
Annealing/Extension 60 sec 60°C

Die Fluoreszenzmessung erfolgte jeweils im Annealing/Extension-Schritt. Alle Primer-Sonden-
Kombinationen wiesen Effizienzen von 100 % (£ 10 %) auf. Zur Auswertung der relativen
Expressionen wurde die 2“1l Methode angewendet (Livak und Schmittgen, 2001). Dabei
wurden die Schwellenwerte (C(T)-Werte) jeder Probe auf den jeweiligen GAPDH-C(T)-Wert
normiert. Die Proben aus unbehandelten Zellen wurden als 100 % gesetzt und die anderen

Proben jeweils darauf bezogen.

VIL.2.16 In vitro-mRNA-Degradations-Analyse

Zur Uberpriifung der Stabilitit einer in vitro-transkribierten RNA in Gegenwart von zelluldren
Proteinextrakten wurden in vitro-mRNA-Degradations-Analysen durchgefiihrt. Dazu wurden
Zellextrakte vor oder nach Depletion eines RNA-bindenden Proteins mit in vitro-transkribierten,
radioaktiv markierten Sonden inkubiert und die Geschwindigkeit des Abbaus der Sonden
verglichen.

Die eingesetzten Plasmide enthielten entweder die gesamte iNOS-3’-UTR (pCR-3’-UTR-polyA)
oder nur den Teil der iNOS-3’-UTR, in dem sich keine AREs befinden (pCR-nonAU-polyA).
Beide Plasmide wurden mit Eco ICRI linearisiert und durch Phenol/Chloroform-Extraktion und
Ethanolfdllung  aufgereinigt. Die  in vitro-Transkription von ,5’-gecappten und
3’-polyadenylierten Sonden erfolgte mit dem MessageMachine Kit unter FEinsatz von
[0-*P]-UTP. Nach dem DNase-Verdau (20 U; 30 min; 37°C) wurden die Sonden iiber
Sdulenchromatographie aufgereinigt.

Die in vitro-mRNA-Degradations-Analyse erfolgte wie von Chen et al. beschrieben (Chen et al.,
2000). 125ug Zytoplasma-Extrakt in  Assay-Puffer (1 M Kaliumacetat; 20 mM
Magnesiumacetat; 1 pug Phosphokreatinkinase; 100 mM Kreatinphosphat; 10 mM ATP; 4 mM
GTP; 1 mM Spermin; 20 mM DTT) wurden in einem Gesamtvolumen von 125 pl mit

100.000 cpm der in vitro-transkribierten Sonde versetzt und bei 37°C im Wasserbad inkubiert.
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Jeweils nach 0, 10, 20 und 30 Minuten wurde ein Fiinftel des Gesamtvolumens entnommen und
in Gefiale tiberfiihrt, die den Stop-Puffer (400 mM NaCl; 25 mM Tris-HCI, pH 7,6; 0,1 % SDS;
0,2 M Natriumacetat, pH 4,0; 20 ug tRNA; 20.000 cpm B-Aktin) enthielten. Das radioaktiv
markierte, in vitro-transkribierte B-Aktin diente dabei zur Normierung der weiteren
Aufreinigungsschritte. Die RNA wurde mit Phenol/Chloroform extrahiert, mit Isopropanol
gefillt und mit 80 %igem Ethanol gewaschen. AnschlieBend wurden die Proben lyophilisiert und
in 7 ul Formamid-Probenpuffer (VI.2.4) aufgenommen. Nach dem Denaturieren (5 min, 95°C)
wurden die Proben in einem 5 %igen, denaturierenden Polyacrylamid-Harnstoffgel (VI1.2.4)
aufgetrennt. Die Gelelektrophorese erfolgte bei 25 mA fiir 90 Minuten. AnschlieBend wurden die
Gele in Fixierlosung (10 % Essigsdure und 10 % Methanol) inkubiert, getrocknet und auf einen
Phosphoimager-Screen exponiert. Zur Auswertung wurden die Banden auf die jeweiligen B-
Aktin-Werte normiert. Der 0-Minuten-Wert jedes Ansatzes wurde als 100 % gesetzt und die

restlichen Werte darauf bezogen.

VIIL.2.17 Streptavidin-Biotin-gekoppelte RNA-Affinititschromatographie

Zur Identifizierung von Proteinen, die mit der mRNA der iNOS-3’-UTR interagieren, wurde die
Streptavidin-Biotin-gekoppelte RNA-Affinititschromatographie angewendet (Grosset et al.,
2000). Dabei wurde eine in vitro-transkribierte, biotinylierte Sonde mit Proteinextrakten aus
DLD-1-Zellen inkubiert, um die Bindung von RNA-bindenden Proteinen an die RNA-Sonde zu
ermoglichen. Anschliefend wurde durch die Bindung des Biotins an Streptavidin-Agarose die
Sonde mit den gebundenen Proteinen eluiert. Die Interaktion zwischen Biotin und Streptavidin
ist sehr spezifisch und die stirkste bekannte, nicht kovalente Bindung. Die Proteine konnten
dann in SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt und mittels MALDI-TOF-(Matrix Assisted Laser
Desorption Ionisation-Time Of Flight-)Analysen identifiziert werden.

Zur Herstellung der biotinylierten sense-RNA-Sonden wurden die Plasmide pCR-iNOS-3’-UTR
und pCR-iINOS-3’-UTRnonAU mit Bam HI linearisiert, aufgereinigt und mit dem Biotin RNA
Labeling Mix in vitro-transkribiert.

Fir die Affinititsaufreinigung wurden zundchst 200 mg zytoplasmatische Proteine mit 3 ml
Streptavidin-Agarose in 50 ml Bindepuffer (10 mM HEPES, pH 7,9; 3 mM MgCl,; 5 mM
EDTA, pH 8,0; 2 mM DTT; 5 % Glycerin; 0,5 % NP-40; 3 mg/ml Heparin; 0,5 mg/ml t-RNA)
mit 40 mM KCI durch dreistiindiges Schiitteln bei 4°C vorgeklart. Nach Zentrifugation
(1.500 x g; 10 min; 4°C) wurde der Uberstand mit 600 ug biotinylierter RNA versetzt und
zwei Stunden bei 4°C geschiittelt. AnschlieBend wurden 3 ml Streptavidin-Agarose zugegeben
und erneut fiir zwei Stunden bei 4°C inkubiert. Nach Zentrifugation (1.500 x g; 10 min; 4°C)
wurde das Pellet dreimal mit Bindepuffer mit 40 mM KCI und zweimal mit Bindepuffer mit
300 mM KCl1 gewaschen. Die isolierten Proteine wurden schlieBlich durch 20-miniitige
Inkubation des Pellets mit Elutionspuffer (10 mM HEPES pH 7,9; 3 mM MgCl,; 5 mM EDTA,
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pH 8,0; 2 mM DTT; 5 % Glycerin; 2 M KCl) von der Streptavidin-Agarose geldst und in SDS-
Polyacrylamid-Gelen elektrophoretisch aufgetrennt. Die Gele wurden dann mit Coomassie-
Féarbe-Losung angefirbt, die Banden ausgeschnitten und die Proteine mit MALDI-TOF-
Analysen (Toplab, Miinchen) identifiziert. AuBlerdem wurde die eluierte Fraktion in Western-
Blot-Analysen tberpriift. Fiir Bindungsanalysen von Proteinen an die iNOS-3’-UTR zum
Vergleich von unbehandelten und Zytokin-stimulierten Zellen wurde der Versuch mit 1/10 der

oben beschriebenen Mengen und Volumina durchgefiihrt.

VII1.2.18 Luciferase-Reportergen-Assay

Der Luciferase-Reportergen-Assay wurde zur Untersuchung der Promotoraktivitit verwendet.
Da humane Zellen nicht {iber ein endogenes Luciferase-Gen verfiigen, ist die Luciferase, wenn
ihre Expression unter die Kontrolle eines zu untersuchenden Promotors gestellt wird, ein ideales
Reporterprotein fiir die Analyse der Promotoraktivitit (Inouye und Shimomura, 1997). Die
Luciferase ist eine Oxygenase, die in Gegenwart der Cofaktoren ATP, Mg*" und Coenzym A ihr
Substrat Luciferin mit molekularem Sauerstoff zu Oxyluciferin oxidiert. Das bei der Reaktion
emittierte Licht kann unter Zuhilfenahme eines Luminometers quantifiziert werden.

Zur Uberpriifung der iNOS-Promotoraktivitit wurden transiente Transfektionen mit einem
Plasmid durchgefiihrt, das ein 16 kb-Fragment des iNOS-Promotors vor einem Luciferase-
Reportergen enthielt (pXP2-16kb). Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz wurde jeweils das
Renilla-Luciferase-Gen unter der Kontrolle des EF-1a-Promotors (pRL-EFla) cotransfiziert.
Die Transfektionen erfolgten wie beschrieben (VII.1.5). Nach 24-stiindiger Inkubation bei 37°C
und 5 % CO,; erfolgte die Stimulation der iNOS-Expression wie beschrieben (VII.1.4). Nach
sechs Stunden wurden die Zellen durch Zugabe von 200 pl PLB (Passive Lysis Buffer) pro Loch
lysiert und 15 Minuten bei 20.000 x g zentrifugiert. Vom Uberstand wurden je 20 pl zur
Messung der Luciferase- und Renilla-Luciferase-Aktivitit in eine 96-Loch-Platte pipettiert. Die
Messung erfolgte mit einem Platten-Luminometer nach automatischer Injektion von jeweils
100 pl der Luciferase-Substrat-Losung (25 mM D-Luciferin; 27 uM Coenzym A; 100 mM ATP;
30 mM Tricin, pH 7,8; 0,1 mM EDTA; 15 mM MgSOy; 10 mM DTT) bzw. der Renilla-Substrat-
Losung (0,1 M NaCl; 25 mM Tris-HCI pH 7,5; 1 mM CaCl,; 0,9 uM Coelenterazin). Die
Hintergrundaktivitdt wurde durch Messung eines Leerwertes, der nur den Lysepuffer enthielt,
bestimmt. Zur Normierung wurden dann die jeweiligen Luciferase-Aktivititen auf die Renilla-

Aktivitdten bezogen.
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VII.3 Proteinbiochemische Arbeitsmethoden

VIL.3.1 Gewinnung von Proteinextrakten aus Zellen

Zur Proteinextraktion wurden DLD-1-Zellen in © 14 cm-Zellkulturschalen ausgesdt und die
iNOS-Expression induziert wie beschrieben (VIIL.1.4).

Zur Gewinnung von Gesamtzellextrakten wurden die Zellen zunichst mit eiskaltem PBS
gewaschen und anschlieBend in 400 pl RIPA-Puffer (V1.2.5) pro Zellkulturschale lysiert und
30 Minuten bei 4°C geschiittelt. Zum Homogenisieren wurde das Lysat darauthin 20-mal durch
eine 0,7 x 30 mm Kaniile gezogen und schlieBlich bei 20.000 x g und 4°C fiir 15 Minuten
abzentrifugiert. Das Pellet der Zentrifugation wurde verworfen und der Uberstand bei -70°C
gelagert.

Die Gewinnung von Zytoplasma- und Kernextrakten erfolgte nach der von Dignam
beschriebenen Methode (Dignam et al., 1983). Dazu wurden die Zellen in PBS abgeschabt, bei
1.000 x g und 4°C zehn Minuten zentrifugiert und in 2ml PBS pro Zellkulturschale
aufgenommen. Dann wurde die Zellzahl mit Hilfe der Neubauer Z&hlkammer ermittelt, die
Zellen erneut zentrifugiert und pro 107 Zellen in 200 pl Mix I (VI.2.5) aufgenommen. Das Lysat
wurde dann 30 Minuten bei 4°C geschiittelt und anschlieBend zum Homogenisieren 20-mal
durch eine Spritze mit einer 0,7 x 30 mm Kaniile gezogen. Nach Zentrifugation (15 min;
20.000 x g; 4°C) wurde der Uberstand, der die zytoplasmatischen Proteine enthielt, mit 20 %
Glycerin versetzt und bei -70°C gelagert. Das Pellet wurde in 50 ul Mix II (VI.2.5)
aufgenommen und erneut 15 Minuten bei 4°C geschiittelt. Dann wurde wiederum abzentrifugiert
(15 min; 20.000 x g; 4°C) und der Uberstand, der die Kernproteine enthielt, in einem neuen
Gefall mit 250 pl Puffer D (VI.2.5) versetzt und bei -70°C gelagert.

VIL.3.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Bestimmung der Proteinkonzentration von Zytoplasma- und Kernextrakten erfolgte mittels
Bradford-Analyse (Bradford, 1976; Redinbaugh und Campbell, 1985; Sedmak und Grossberg,
1977). Das Absorptionsmaximum des im Bradford-Reagenz enthaltenen Farbstoffs verschiebt
sich durch Bindung an Proteine von 465 nm nach 595 nm. Die bei einer Wellenlédnge von 595 nm
gemessenen Extinktionen sind somit der Proteinkonzentration proportional. Zur Messung
wurden je 10 pl Proteinextrakt mit 90 ul Wasser und 100 pl einer 40 %igen Bradford-Losung
versetzt und die Extinktion bei 595 nm im Photometer im Vergleich mit einer Standardkurve
(0-6 ug BSA) gemessen.

Die Konzentrationsbestimmung von mit RIPA-Puffer lysierten Zellextrakten erfolgte mittels
BCA-(,,Bicinchoninic Acid“-)Assay, da die relativ hohe Detergenz-Konzentration des RIPA-
Puffers bei der Bradford-Analyse stort. Grundlage des BCA-Assay (Smith ef al., 1985) ist die
Biuret-Reaktion (Wiechelman et al., 1988). In alkalischer Losung bilden Stoffe, die mindestens
zwei Peptidbindungen enthalten, mit Cu**-Ionen einen violetten Farbkomplex. Die Intensitit der
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Violettfarbung ist der Anzahl der Peptidbindungen und somit der Proteinkonzentration
proportional. Zur Messung wurden 10 pl jeder Probe mit 200 pl einer Mischung aus einem Teil
CuSOy4-Losung und 49 Teilen BCA-Losung versetzt und 30 Minuten bei 37°C inkubiert.
AnschlieBend wurde die Extinktion bei einer Wellenldnge von 540 nm im Photometer gemessen.
Die Proteinkonzentrationen der untersuchten Proben wurden durch Extinktionsvergleich mit

einer Eichgeraden ermittelt.

VIL.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Identifizierung von Proteinen wurde die eindimensionale SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (Laemmli, 1970) angewendet. Durch das im Gel
enthaltene SDS werden die Proteine denaturiert und proportional zu ihrem Molekulargewicht
negativ geladen. Somit ist die Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine im elektrischen Feld zu
threm Molekulargewicht und der PorengréBe des Gels proportional. Fiir die Gelelektrophorese
wurde das Mini-Protean-System 3 der Firma Biorad verwendet. Dabei kamen Gelsysteme

bestehend aus Trenn- und Sammelgel zum Einsatz.

7,5% Trenngellosung | 10% Trenngellosung

H,O 7,2 ml 5,95 ml

1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 3,75 ml 3,75 ml

10 % SDS 150 pl 150 pl
Acrylamidldsun

(291?’;) Acrylami(%, 1 % Bisacrylamid) 3,75 ml > ml
TEMED 10 pl 10 pl

10 % APS 100 pl 100 pl

4 % Sammelgellosung

H,O 6,1 ml
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 2,5 ml
10 % SDS 100ul
Acrylamidlosung 1.3 ml
(29 % Acrylamid, 1 % Bisacrylamid) ’

TEMED 13 pl
10 % APS 66 pl

Das Trenngel enthielt je nach Molekulargewicht des zu detektierenden Proteins unterschiedliche
Polyacrylamidkonzentrationen (7,5 % oder 10 %). Das Sammelgel bestand immer aus 4 %
Acrylamid. Aufgrund der unterschiedlichen Vernetzungsgrade von Trenn- und Sammelgel sowie
des pH-Sprungs werden die Proteine beim Ubergang in das Trenngel konzentriert. Das Trenngel

wurde nach dem GieBen mit n-Butanol {berschichtet, um einen frithzeitigen
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Polymerisationsabbruch an der Oberfliche zu vermeiden. Vor dem GieBlen des Sammelgels
wurde das n-Butanol abgegossen und Reste durch Spiilen mit Wasser entfernt.
Die Gelelektrophorese erfolgte unter Verwendung von I1x Laufpuffer bei einer konstanten

Spannung von 200 Volt. Als Grofenstandard diente ein Proteinmarker.

VIL.3.4 Western-Blot-Analyse

Die Western-Blot-Analyse dient zum Nachweis bestimmter Proteine aus einem Proteingemisch
mit Hilfe von spezifischen Antikorpern (Burnette, 1981; Towbin et al., 1992). Dabei werden
gelelektrophoretisch aufgetrennte Proteine in einem vertikal zur Oberfliche angelegten
elektrischen Feld aus dem Gel auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Nach dem Transfer
wird das Protein mit Hilfe von spezifischen Antikdrpern (Primédrantikdrpern) detektiert.
Entstandene Antigen-Antikdrper-Komplexe werden dann mittels eines Enzym-gekoppelten
Sekundérantikorpers, der gegen das Fc-Fragment des Primédrantikdrpers gerichtet ist, sichtbar
gemacht. Durch die gekoppelten Enzyme konnen vorher undetektierbare Substrate in eine
nachweisbare Form umgewandelt werden.

Fiir die Western-Blot-Analyse wurden die SDS-Gele nach Beendigung der Elektrophorese
zundchst 15 Minuten in Transferpuffer (25 mM Tris-HCl, pH 8,3; 960 mM Glycin;
20 % Methanol) dquilibriert, bevor die Proteine mit Hilfe eines Semidry-Blot-Systems auf eine
Nitrocellulosemembran iibertragen wurden. Dazu wurden auf die Anodenplatte drei
Whatman 3 MM Papiere aufeinandergeschichtet, gefolgt von der in Transferpuffer dquilibrierten
Nitrocellulosemembran. Darauf folgte das Polyacrylamidgel, auf das wiederum drei
Whatman 3 MM Papiere geschichtet wurden. Der Transfer erfolgte fiir 60 Minuten bei 12 Volt.
Danach wurde die Nitrocellulosemembran zum Uberpriifen der Transfereffizienz in Ponceau S-
Losung angefarbt und anschlieBend durch Spiilen mit Wasser wieder entfirbt. Die Membran
wurde dann fiir eine Stunde im jeweiligen Blockierpuffer (V1.2.7) inkubiert, um unspezifische
Bindungsstellen abzusittigen und spdter die Antikdrperbindung nur an spezifische
Bindungsstellen zu ermdglichen. AnschlieBend wurde die Membran dreimal mit Waschpuffer
(0,1 % Tween-20 in TBS) gewaschen, bevor der erste Antikorper im jeweiligen
Verdiinnungspuffer (V1.2.7) hinzugegeben wurde. Der Blot wurde mit dem Antikorper liber
Nacht bei 4°C geschiittelt. Darauthin wurde erneut mit Waschpuffer gewaschen, bevor die
Inkubation mit dem entsprechenden Peroxidase-gekoppelten Sekundirantikorper (1:10.000 in
Blockierpuffer) fiir eine Stunde bei Raumtemperatur erfolgte. Nach erneutem Waschen mit
Waschpuffer und TBS wurde der Blot schlieBlich mit Hilfe des ECL-Systems (Western
Lightning Chemiluminescence Reagent Plus, Perkin Elmer) detektiert. Die dabei entstandene

Chemilumineszenz konnte auf einen Rontgenfilm tibertragen werden.
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VIL.3.5 Bakterielle Expression und Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen

Zur bakteriellen Expression von GST-Fusionsproteinen wurde der Vektor pGEX-2T eingesetzt,
der eine Ampicillin-Resistenz enthilt und flir Glutathion-S-Transferase (GST) codiert. Mit Hilfe
eines ebenfalls vorhandenen Lac-Operons kann die Synthese der Glutathion-S-Transferase durch
IPTG (Isopropyl-(B-)(D-)thiogalactopyranosid) induziert werden. In diesen Vektor wurde die fiir
das aufzureinigende Protein codierende cDNA-Sequenz hinter die fiir GST codierende Sequenz
kloniert, sodass nach der Expression in Bakterien und Induktion mit IPTG das dementsprechende
Fusionsprotein gebildet wurde. Das GST-Fusionsprotein konnte dann nach Lyse der Bakterien
iiber Glutathion-Sepharose, die eine hohe Affinitdit zum GST-Anteil des Proteins besitzt,
aufgereinigt werden.

Zur Aufreinigung wurden zundchst DHS5a-Bakterien, die mit den jeweiligen pGEX-2T-
Konstrukten transformiert worden waren, in 80 ml LB-Amp-Medium angeimpft und bei 37°C
iiber Nacht auf einem Bakterienschiittler inkubiert (140 RPM). Am néchsten Tag wurden 200 ml
LB-Amp-Medium hinzugegeben und so lange weitergeschiittelt, bis eine optische Dichte (OD)
von 0,5-0,6 bei einer Wellenldinge von 600 nm erreicht wurde. AnschlieBend wurden zur
Induktion 325 pl einer IPTG-Losung (200 mg/ml) zugegeben und fiir weitere vier Stunden bei
37°C geschiittelt. Daraufhin wurde die Kultur abzentrifugiert (15 min; 6.000 x g; 4°C); der
Uberstand wurde verworfen und das Bakterienpellet in 15 ml kaltem PBS resuspendiert. Nach
wiederholter Zentrifugation (10 min; 500 x g; 4°C) wurde der Uberstand verworfen und das
Pellet erneut in 15 ml kaltem PBS resuspendiert. Dann wurde die Bakterienzellsuspension
viermal fiir jeweils 15 Sekunden mit Ultraschall behandelt. Zur vollstindigen Lyse wurden
schlieBlich 1,6 ml 10 % Triton X-100 (entsprechend 1 % Triton X-100 im Gesamtvolumen)
zugegeben und gemischt. AnschlieBend wurde zentrifugiert (20 min; 500 x g; 4°C) und das
Pellet verworfen. Wihrend der Zentrifugation erfolgte die Aquilibrierung der Glutathion-
Sepharose. Dabei wurden 1,3 ml der Suspension zunéchst bei 500 x g fiir fiinf Minuten bei 4°C
zentrifugiert, dann zweimal mit 10 ml PBS gewaschen und schlieBlich in 1ml PBS
resuspendiert. Das Lysat wurde daraufthin mit der dquilibrierten Glutathion-Sepharose inkubiert
und 30 Minuten bei Raumtemperatur geschiittelt. AnschlieBend wurde 15 Minuten lang
zentrifugiert (500 x g; 4°C). Das Pellet wurde dreimal mit je 5 ml PBS gewaschen. Zur Elution
des GST-Fusionsproteins wurden 5 ml Elutionspuffer (10 mM reduziertes Glutathion in 50 mM
Tris-HCI, pH 8,0) zugegeben, das Pellet wurde resuspendiert und 20-30 Minuten bei
Raumtemperatur sanft geschiittelt. AnschlieBend wurde zentrifugiert (5 min; 500 x g). Der
Uberstand, der das aufgereinigte Fusionsprotein enthielt, wurde mit 20 % Glycerin versetzt und
bei -70°C gelagert. Der Elutionsschritt wurde noch zweimal wiederholt, sodass insgesamt drei
Elutionsfraktionen gewonnen werden konnten. Die Konzentration der aufgereinigten Proteine
wurde schlielich durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und anschlieBende Coomassie-
Farbung durch Vergleich der Bandenintensitit mit der Intensitdt definierter BSA-

Konzentrationen ermittelt.
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VIL.3.6 Bakterielle Expression und Aufreinigung von  His-Tag-
Fusionsproteinen

Zur bakteriellen Expression von His-Tag-Fusionsproteinen wurde die entsprechende DNA-
Sequenz zunéchst in den pET-15b-Expressionsvektor kloniert. Dieser enthilt eine N-terminale
His-Tag-Sequenz von sechs aufeinanderfolgenden Histidinen und eine Ampicillin-Resistenz. Die
so generierten Konstrukte wurden dann in BL21(DE3)LysS-Bakterien transformiert, die ein T7-
RNA-Polymerase-Gen unter der Kontrolle des lacUV5-Promotors enthalten und so erst nach
Induktion mit IPTG die Synthese des Fusionsproteins erlauben. Des Weiteren trigt dieser
Bakterienstamm ein pET-kompatibles Plasmid, das fiir T7-Lysozym codiert. T7-Lysozym ist ein
Inhibitor der T7-RNA-Polymerase, der ohne Induktion die basale Expression des Proteins, fiir
das das pET-Konstrukt codiert, unterdriickt. AuBerdem enthdlt der BL2I1(DE3)LysS-
Bakterienstamm eine Chloramphenicol-Resistenz. Nach Transformation des pET-15b-
Konstrukts in die Bakterien und Expression des His-Tag-Fusionsproteins durch Induktion mit
IPTG wie unter VIL.3.5 beschrieben erfolgte die Aufreinigung des Fusionsproteins mit dem
Qiaexpress-System von Qiagen. Dazu wurde das nach der Zentrifugation erhaltene
Bakterienpellet zunédchst mit Lysepuffer (50 mM NaH,POy4; 300 mM NaCl; 10 mM Imidazol)
lysiert und anschlieBend mit Lysozym behandelt. Zum Homogenisieren wurde das Lysat dann
durch eine Spritze mit einer 0,7 x 30 mm Kaniile gezogen und sonifiziert. Anschlieend wurde
bei 10.000 x g fiir 30 Minuten bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand mit 1 ml Ni-NTA-
(,,Nitriloacetic acid“-)Agarose pro 4 ml Losung versetzt. Dann wurde fiir eine Stunde bei 4°C
geschiittelt, um die Bindung des His-Tag-Proteins an die Ni-NTA-Matrix zu erlauben.
AnschlieBend wurde die Lysat-Ni-NTA-Mischung auf eine Sdule gegeben. Nach dem
Durchlaufen der Losung wurde zweimal mit einem Waschpuffer gewaschen, der 20 mM
Imidazol enthielt, bevor das His-Tag-Fusionsprotein mit einem Elutionspuffer mit 250 mM
Imidazol eluiert werden konnte. Die Konzentration der aufgereinigten Proteine wurde mittels
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und anschlieBender Coomassie-Fiarbung durch Vergleich

der Bandenintensitit mit der Intensitit definierter BSA-Konzentrationen ermittelt.

VI1.3.7 UV-Crosslink

Mittels UV-Crosslink-Experimenten konnen Protein-RNA-Interaktionen analysiert und
Bindungsstellen von Proteinen lokalisiert werden (Thomson et al., 1999). Dabei werden
rekombinante, aufgereinigte Proteine mit in vitro-transkribierten radioaktiv markierten sense-
RNA-Sonden inkubiert und mit UV-Licht bestrahlt, was zu einer kovalenten Bindung der
Proteine an die RNA fiihrt. Durch einen darauf folgenden RNase-Verdau wird RNA, die nicht
durch Protein-RNA-Interaktion geschiitzt ist, abgebaut. Die Proben werden dann mittels SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt und durch Autoradiographie sichtbar gemacht.

65



Methoden

Zunichst wurden die Plasmide, die Fragmente der iNOS-mRNA enthielten, linearisiert und in

Gegenwart von [a->P]-UTP in vitro-transkribiert wie unter VIL.2.14 beschrieben.

Sonde Restriktionsenzym RNA-Polymerase
pCR-iINOS-3’-UTR Bam HI T7
pCR-NOSII-5’-UTR Xho 1 T3

pXcemI-ATTTA Eco RI T3
pXcml-nonATTTA Eco RI T3
pAUUUA-FragA Eco RI T3
pAUUUA-FragB Eco RI T3
pAUUUA-FragC Bam HI T7
pCR-FragC-mutl Bam HI T7
pCR-FragC-mut2 Bam HI T7
pCR-FragC-mutl+2 Bam HI T7
pCR-5’-UTR-Ex1 Xho 1 T3
pCR-5’-UTR-Ex2 Hind 111 T3

Fiir jede Probe wurden 1.000.000-3.000.000 cpm der Sonde eingesetzt.

Folgender Reaktionsansatz wurde zusammenpipettiert:

Komponente Volumen
GST-Fusionsprotein maximal 10 pl

10 mg/ml BSA 2,4 ul
Cyt-10-Puffer 2 ul
40 mM DTT 1 ul
60 mg/ml Heparin 1 ul
10 mg/ml t-RNA 1 ul
10 % NP-40 1 ul
RNA-Sonde x ul
DEPC-Wasser y ul
Gesamtvolumen 20 pl

Der Cyt-10-Puffer bestand aus 80 mM HEPES (pH 7,9), 27 mM MgCl,, 380 mM KCI und
500 mM EDTA.

Als Negativkontrolle wurde aufgereinigtes GST oder BSA eingesetzt.

Die Ansdtze wurden fiir 20 Minuten bei 37°C im Wasserbad inkubiert, um die Bindungsreaktion

zwischen RNA und Protein zu ermdglichen. Darauthin wurden die Proben auf Eis im UV-
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Crosslinker bei 125 mJ fiir 30 Minuten mit UV-Licht bestrahlt. Anschliefend erfolgte der
RNase-Verdau (30 min, 30°C) durch Zugabe von 4 ul Verdauungs-Mix (2 ul RNase A
(10 pg/ul) und 0,2 pul RNase T1 (100 U/ul) in RNase A/T1-Puffer (300 mM NaCl; 10 mM Tris-
HCl, pH7,5; 5mM EDTA)). SchlieBlich wurden zu jeder Probe 6 ul 5x Laemmli-
Auftragungspuffer hinzugefiigt. Die Proben wurden dann bei 80°C zehn Minuten lang
denaturiert und in SDS-Polyacrylamidgelen elektrophoretisch aufgetrennt. Die Gele wurden

anschlieend getrocknet und auf einen Rontgenfilm oder Phosphoimager-Screen exponiert.

VIL.3.8 Immunprizipitation von Proteinen

Interaktionen verschiedener Proteine untereinander wurden mit Co-Immunprézipitations-
Analysen tiberpriift. Dazu wird dem Zelllysat ein spezifischer Antikorper zugesetzt, der das zu
untersuchende Protein bindet. AnschlieBend wird Protein A (bei Fallung mit polyklonalem
Antikdrper) oder Protein G (bei Prézipitation mit monoklonalem Antikorper) zugegeben, das
durch Bindung an Agarose immobilisiert ist. Die Inmunkomplexe werden an Protein A bzw. G
gebunden und konnen durch Zentrifugation pelletiert werden. Proteine, die mit dem zu
untersuchenden Protein assoziiert sind, werden auf diese Weise coprizipitiert und kdnnen
anschlieBend mittels Western-Blot-Analysen untersucht werden.

Um auszuschlielen, dass Proteine indirekt iiber Bindung an eine gemeinsame RNA aufgereinigt
werden, wurde zundchst ein RNase-Verdau durchgefiihrt. Dazu wurde 1 mg des Extrakts, der
spéter fiir die Immunprézipitation eingesetzt wurde, mit 40 ng RNase A und 500 U RNase T1
behandelt und 30 Minuten bei 30°C inkubiert. AnschlieBend wurde der Extrakt in einem
Gesamtvolumen von 500 pl in RIPA-Puffer (VI.2.5) mit 20 pl Protein A- oder G-Agarose
versetzt und eine Stunde lang vorgeklart. Nach Zentrifugation (5 min; 1.200 x g; 4°C) wurde der
Uberstand mit dem jeweiligen Antikdrper (1:100) versetzt und iiber Nacht bei 4°C geschiittelt.
Am néchsten Tag wurden 50 pl Protein A- oder G-Agarose zugegeben und es wurde mindestens
fiinf Stunden lang bei 4°C geschiittelt. Nach dreimaligem Waschen mit RIPA-Puffer wurden die
prézipitierten Proteine in Laemmli-Puffer aufgenommen und durch zehnminiitiges Erhitzen auf
85°C von der Agarose gelost. Der Erfolg der Immunprézipitation sowie die Identitét

coprézipitierter Proteine wurden anschlieSend mit Western-Blot-Analysen iiberpriift.
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VIL.3.9 Immunprizipitations-qRT-PCR-Assay

Zur Untersuchung der Bindung von Proteinen an endogene mRNA wurden Immunprézipitations-
gRT-PCR-Analysen durchgefiihrt. Dabei wurden unter Zusatz von RNase-Inhibitoren
gewonnene Proteinextrakte mit einem Antikoérper gegen das entsprechende Protein
immunprézipitiert und anschlieBend die mitprizipitierte mRNA in qRT-PCR-Analysen
quantifiziert. Als Negativkontrolle dienten Immunprizipitationen mit einem IgG-Antikdrper.
Diese Methode ermdglichte einen relativen Vergleich der intrazelluliren Bindung verschiedener
RNA-bindender Proteine unter Kontrollbedingungen und nach Zytokin-Stimulation.

Zur Gewinnung der Proteinextrakte wurden DLD-1-Zellen in @ 14 cm-Zellkulturschalen
ausgesdt und die iNOS-Expression fiir vier Stunden mit Zytokinen induziert wie beschrieben
(VIL.1.4). Die Lyse der Zellen erfolgte unter Zugabe von 400 pl Lysepuffer (10 mM HEPES
pH 7,9; 1,5 mM MgCl,; 10 mM KCI; 0,5 mM DTT; 0,1 % NP-40; 50 mM NaF; 10 mM Na3;VOy.
10 mM Natriumpyrophosphat; 50 mM B-Glycerophosphat; 10nM Okadaische Saure;
0,2 % VRC; 100 U/ml RNasin und 1/25 v/v Protease-Inhibitor-Cocktail) pro Zellkulturschale.
Das Lysat wurde 30 Minuten bei 4°C geschiittelt, durch Aufziehen in einer Spritze mit einer
0,7 x 30 mm Kaniile homogenisiert und schlieBlich bei 20.000 x g und 4°C zehn Minuten lang
zentrifugiert. Im Uberstand wurde anschlieBend die Proteinkonzentration bestimmit.

Fiir die Immunprézipitation wurden zundchst 50 ul Protein A/G plus-Agarose in 475 pul NT-2-
Puffer (50 mM Tris-HCI, pH 7,4; 150 mM NaCl; 1 mM MgCl,; 0,05 % NP-40), 200 pg t-RNA
und 0,5 mg/ml Heparin mit 5 pl spezifischem Antikdrper liber Nacht bei 4°C inkubiert. Am
nichsten Tag wurde einmal mit NT-2-Puffer gewaschen, dann wurden 1,5 mg des zuvor mit
20 ul Protein A/G plus-Agarose vorgeklarten Extrakts (in einem Gesamtvolumen von 500 pl in
NT-2-Puffer mit 50 mM NaF; 10mM Na3;VO; 10 mM Natriumpyrophosphat; 50 mM
B3-Glycerophosphat; 10 nM Okadaische Séure; 0,2 % VRC; 100 U/ml RNasin und 1/25 v/v
Protease-Inhibitor-Cocktail) zugegeben. AuBerdem wurden 1 mM DTT und 15 mM EDTA
zugefiigt. Das EDTA sorgte dabei durch Entzug der Mg*'-Ionen fiir eine Freisetzung der RNA
von den Ribosomen, sodass diese besser fiir Bindungen verfiigbar war (Tenenbaum et al., 2002).
Die Mischung wurde fiir mindestens drei Stunden bei 4°C geschiittelt, dann wurde zentrifugiert
(5 min; 1.200x g; 4°C) und das Pellet viermal mit NT-2-Puffer, der 0,2 % VRC enthielt,
gewaschen. Anschlieend wurde das Pellet in 100 pl NT-2-Puffer mit 0,1 % SDS und 0,5 mg/ml
Proteinase K aufgenommen und die Proteine fiir 15 Minuten bei 55°C verdaut. Zur Normierung
wurde vor der RNA-Aufreinigung 1 ng in vitro-transkribierte Luciferase (Plasmid pGI3-T7-
basic) zugegeben. Die RNA wurde dann iiber Sdulenchromatographie mit dem RNeasy MinElute
Cleanup Kit aufgereinigt.

Anschliefend wurde mittels QRT-PCR-Analysen die gebundene Menge an iNOS-mRNA und die
Menge der Luciferase-mRNA bestimmt. Zur Auswertung wurde zundchst auf den jeweiligen
Luciferase-C(T)-Wert bezogen und anschlieBend der durch Immunprézipitation mit einem IgG-

Antikorper ermittelte Hintergrundwert subtrahiert.
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VIL.3.10 Immunfluoreszenzfarbung

Fiir die Immunfluoreszenz-Analysen zur Uberpriifung der Lokalisation von Proteinen wurden
die Zellen auf sterile Deckgldschen in 6-Loch-Platten ausgesidt und die Expression der iNOS
induziert wie beschrieben (VII.1.4). Nach vierstlindiger Zytokin-Inkubation wurden die Zellen
mit PBS gewaschen und anschlieBend durch Zugabe von 4 %igem Paraformaldehyd in PBS bei
Raumtemperatur 15 Minuten lang fixiert. AnschlieBend wurde mit PBS rehydriert und
unspezifische Bindungsstellen durch Zugabe von 1 % BSA in PBS geblockt. Dann wurde
zweimal mit PBS gewaschen, bevor die Inkubation mit dem ersten Antikorper erfolgte. Dazu
wurden 100 pl des 1:50 verdiinnten Primédrantikorpers in Blockierpuffer fiir eine Stunde direkt
auf das Deckglas gegeben. Nach erneutem Waschen mit PBS wurde eine 1:200-Verdiinnung des
fluoreszenzmarkierten Sekundérantikdrpers in Blockierpuffer auf das Deckglas gegeben und eine
Stunde lang bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Danach wurde dreimal mit PBS
gewaschen und zur Anférbung der Zellkerne eine Minute lang mit 2 pl DAPI-Losung (1 mg/ml
DAPI in Methanol) im Dunkeln inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBS wurde das
Deckglas auf einen Objekttriger aufgebracht und die emittierte Fluoreszenz mit einem

Fluoreszenzmikroskop analysiert.

VII.4 Statistik

Statistische Auswertungen erfolgten mittels faktorieller ANOVA (analysis of variance), gefolgt
von Fisher’s PLSD-(protected least significant difference-)Test. Sie wurden mit dem Computer-
Programm StatView (ABACUS) durchgefiihrt. p<0,05 wurde als signifikant betrachtet. Die
Berechnung von Halbwertszeiten erfolgte mit Hilfe des Programms Graphpad Prism (Graphpad

Software).
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VIII Ergebnisse

VIII.1 Wege der post-transkriptionellen Regulation der humanen
iNOS-Expression

Die Expression der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) in humanen Zellen wird durch
Behandlung mit inflammatorischen Stimuli wie Zytokinen oder Lipopolysaccharid (LPS)
erreicht (Kleinert et al., 2004). Wihrend unter Basalbedingungen keine iNOS-mRNA- und
iINOS-Proteinexpression detektierbar ist, weist der iNOS-Promotor bereits eine messbare
Aktivitdt auf, die nach der Stimulation nur noch um das Zwei- bis Fiinffache gesteigert werden
kann (Forstermann et al., 2003; Kleinert ef al., 2004). Die iNOS-mRNA- und -Proteinexpression
ist nach Zytokinbehandlung jedoch um ein Vielfaches davon erhoht, sodass die Induktion der
INOS-Expression nicht allein durch eine Steigerung der Transkriptionsrate erklart werden kann.
Frithere Studien unserer Arbeitsgruppe zeigten bereits eine Beteiligung der 3’-untranslatierten
Region der iNOS-mRNA und des RNA-bindenden Proteins HuR an der post-transkriptionellen
Regulation der iNOS-Expression durch Modulation der mRNA-Stabilitét (Rodriguez-Pascual et
al., 2000). Im Folgenden sollte nun der Mechanismus der post-transkriptionellen Regulation der

iINOS-Expression weiterfiihrend untersucht werden.

VIII.1.1 Einfluss der Hemmung der Translation durch Cycloheximid

Zunichst wurde der Einfluss von kurzlebigen, labilen Proteinen auf die Regulation der iNOS-
Expression durch Hemmung der Translation mit Cycloheximid (CHX) untersucht. Diese Studien
wurden in humanen Alveolarepithel-Karzinomzellen (A549/8) durchgefiihrt, die stabil mit einem
Konstrukt transfiziert worden waren, das ein 16 kb-Fragment des humanen iNOS-Promotors vor
einem Luciferase-Reportergen enthielt (A549/8-16kb). Auf diese Weise konnten die Aktivitét
des transfizierten iNOS-Promotors durch Messung der Luciferase-Expression und die endogene
INOS-mRNA-Expression getrennt voneinander betrachtet werden. Die Zellen wurden nach
18-stiindiger Inkubation in Serum-freiem Medium zunéchst eine Stunde lang entweder in DMSO
oder in CHX (1 oder 10 pg/ml in DMSO) vorinkubiert, bevor die iNOS-Expression durch
Zugabe eines Zytokingemisches (CM), bestehend aus TNF-a (10 ng/ml), IFN-y (100 U/ml) und
IL-1B (50 U/ml) (VIL.1.4), fiir sechs Stunden stimuliert wurde. Nach dieser Inkubationszeit ist
eine maximale Expression der iNOS-mRNA zu erwarten. Kontrollzellen wurden sechs Stunden
lang in Serum-freiem Medium ohne Zytokine inkubiert (Co). AnschlieBend wurde RNA isoliert
(VIL.2.13) und RNase-Verdauungsschutzanalysen mit Sonden gegen die iNOS- und Luciferase-
mRNA durchgefiihrt (VI1.2.14). Zur Auswertung wurde jeweils die iNOS- bzw. Luciferase-
mRNA-Expression in Zytokin-stimulierten Zellen, die nicht mit CHX behandelt wurden, als
100 % gesetzt. In Kontrollzellen ohne Zytokinbehandlung ist kaum eine iNOS-mRNA-
Expression erkennbar, wihrend die Luciferase-mRNA deutlich exprimiert ist, was auf die basale

Aktivitdt des iNOS-Promotors zuriickzufiihren ist. Nach Zugabe des Zytokingemisches wird die
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INOS-mRNA-Expression stimuliert; unter dem Einfluss steigender Mengen an CHX nimmt
diese Expression jedoch um bis zu 75% ab. Die Luciferase-mRNA-Menge, die die
Promotoraktivitit widerspiegelt, wird von der CHX-Behandlung nicht signifikant beeinflusst
(Abbildung 4). Labile Proteine scheinen demzufolge einen Einfluss auf die iNOS-mRNA-
Stabilitét, nicht jedoch auf die iNOS-Promotoraktivitdt zu haben.
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Abbildung 4: Hemmung der Translation mit CHX vermindert die iNOS-mRNA-Expression, aber nicht die
iNOS-Promotoraktivitit

Densitometrische Auswertung von sechs unabhdngigen Gelen von RNase-Verdauungsschutzanalysen mit radioaktiv
markierten antisense-Sonden gegen die iNOS-mRNA und gegen die Luciferase-mRNA (Luc). A549/8-Zellen, die
stabil mit einem Konstrukt transfiziert worden waren, das ein 16 kb-Fragment des humanen iNOS-Promotors vor
einem Luciferase-Reportergen enthielt, wurden fiir eine Stunde in DMSO oder mit 1 oder 10 ug/ml CHX
vorinkubiert und fiir sechs Stunden mit Zytokinen stimuliert (CM). Zur Kontrolle wurden Zellen fiir sechs Stunden in
Serum-freiem Medium ohne Zytokine inkubiert (Co). Die Sdulen (Mittelwert + SEM) reprdsentieren die relativen
iNOS- bzw. Luciferase-mRNA-Mengen in Bezug auf die iNOS- bzw. Luciferase-mRNA-Menge in CM-stimulierten
A549/8-16kb-Zellen (*: p<0,05; **: p<0,01 vs. relative mRNA-Menge in CM-stimulierten Zellen).

VIIIL.1.2 Einfluss der Hemmung der p38-MAPK durch SB 203580

Da die p38-MAPK (Mitogen-aktivierte Proteinkinase) an der Stabilisierung von mRNAs
beteiligt ist, die AU-reiche Elemente enthalten (Kracht und Saklatvala, 2002), wurde der Effekt
der p38-MAPK auf die iNOS-Promotoraktivitit und die iINOS-mRNA-Expression durch
pharmakologische Hemmung mit SB 203580 iiberpriift. SB 203580 hemmt spezifisch die a- und
B-Isoform der p38-MAPK (Cuenda et al., 1997; Dashti et al., 2001; Enslen et al., 1998). Diese
Studien wurden in AS549/8-16kb-Zellen und in DLD-1-16kb-Zellen (humanen Kolon-
Adenokarzinomzellen) durchgefiihrt. Beide Zelllinien enthielten stabil integriert ein Konstrukt
aus einem 16 kb-Fragment des humanen iNOS-Promotors vor einem Luciferase-Reportergen.
Die Zellen wurden nach 18-stiindiger Inkubation in Serum-freiem Medium zunéchst eine Stunde
lang mit verschiedenen Konzentrationen von SB 203580 (0-10 uM) in DMSO vorbehandelt,
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bevor die iNOS-Expression durch Zugabe eines Zytokingemisches (VII.1.4) fiir sechs Stunden
induziert wurde (CM). Kontrollzellen wurden fiir sechs Stunden in Serum-freiem Medium ohne
Zytokine inkubiert (Co). Dann wurde RNA isoliert und die iNOS- und Luciferase-mRNA-
Konzentrationen mittels qRT-PCR-Analysen (VII.2.15) bestimmt. Zur Auswertung wurde
jeweils die iINOS- bzw. Luciferase-mRNA-Expression in Zytokin-stimulierten Zellen, die nicht
mit SB 203580 behandelt wurden, als 100 % gesetzt. Auch hier ist anhand der Expression der
Luciferase-mRNA eine Basalaktivitdit des iNOS-Promotors zu erkennen, wohingegen die
Expression der iNOS-mRNA erst nach Zytokin-Stimulation signifikant induziert wird.
Hemmung der p38-MAPK vermindert die iNOS-mRNA-Expression konzentrationsabhingig mit
einem maximalen Effekt einer ca. 70 %igen Reduktion. Ein Einfluss der p38-MAPK auf die
Luciferase-mRNA-Expression und somit auf die iNOS-Promotoraktivitdt ist nicht vorhanden
(Abbildung 5).
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Abbildung 5: Hemmung der p38-MAPK durch SB 203580 verringert die iNOS-mRNA-Expression, aber
nicht die iINOS-Promotoraktivitit

DLD-1-16kb-Zellen wurden zundchst fiir eine Stunde mit dem p38-MAPK-Inhibitor SB 203580 (0-10 uM) in DMSO
vorinkubiert. Dann wurde zusdtzlich die iNOS-Expression mit einem Zytokingemisch induziert (CM). Die jeweiligen
Kontrollzellen (Co) wurden nicht mit Zytokinen behandelt. Anschlieffend wurden die iNOS-mRNA-Expression und
die Luciferase-mRNA-Expression (Luc) mittels gqRT-PCR-Analysen bestimmt. Die Messpunkte (Mittelwert + SEM)
aus vier unabhdngigen qRT-PCR-Analysen reprisentieren die relativen iNOS- bzw. Luciferase-mRNA-Mengen in
Bezug auf die iNOS- bzw. Luciferase-mRNA-Menge in CM-stimulierten DLD-1-16kb-Zellen, die nicht mit SB
behandelt wurden (¥**: p<0,001; ns: nicht signifikant verschieden von CM-stimulierten Zellen,).

Fiir die Bestimmung der iNOS-Proteinexpression nach Hemmung der p38-MAPK wurden die
DLD-1-Zellen zunéchst eine Stunde lang in 10 uM SB 203580 (SB+) oder DMSO (SB-)

vorinkubiert. Die Induktion der iNOS-Expression erfolgte darauthin durch zusétzliche
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Inkubation mit Zytokinen (CM) fiir acht Stunden (VII.1.4). Zur Kontrolle wurden Zellen ohne
Zytokine in Serum-freiem Medium inkubiert (Co). Dann wurden die Zellen lysiert (VII.3.1) und
Western-Blot-Analysen mit einem monoklonalen Antikérper gegen die humane iNOS
durchgefiihrt. Als Kontrolle fiir eine gleichmiflige Ladung des Gels wurde zusitzlich die
Expression von B-Tubulin bestimmt. Nach Inkubation mit SB 203580 konnte eine verminderte
Expression des iNOS-Proteins nach Zytokin-Stimulation detektiert werden (Abbildung 6A), was
den positiv regulierenden Effekt der p38-MAPK auf die iNOS-Expression bestitigt. Des
Weiteren ist auch die iNOS-vermittelte NO-Produktion nach Behandlung von DLD-1-Zellen mit
10 uM SB 203580 (SB+) im Vergleich zu nur in DMSO inkubierten Zellen (SB-) um ca. 40 %
abgeschwicht (Abbildung 6B). Das von den Zellen produzierte NO wurde dabei nach
48-stlindiger Zytokin-Inkubation (CM) im Zellkulturiiberstand als kumulatives Nitrit mit dem
NO-Analyzer gemessen. Kontrollzellen wurden fiir 48 Stunden in Serum-freiem Medium ohne
Zytokine inkubiert (Co).

Neben dem Vorhandensein von regulierenden Proteinen spielt demzufolge auch der p38-MAPK-

Signaltransduktionsweg eine Rolle fiir die post-transkriptionelle Regulation der iNOS-

Expression.
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Abbildung 6: Hemmung der p38-MAPK durch SB 203580 verringert die iNOS-Proteinexpression und die
INOS-vermittelte NO-Produktion.

A) Reprdsentativer Blot fiir drei unabhdngige Western-Blot-Analysen mit monoklonalen Antikorpern gegen iNOS
und f3-Tubulin (B-Tub.). Analysiert wurden je 50 ug zytoplasmatische Proteinextrakte aus unstimulierten (Co) oder
fiir acht Stunden mit Zytokinen behandelten (CM) DLD-1-Zellen in Gegenwart (SB+) oder Abwesenheit (SB-) von
10 uM SB 203580. Als Positivkontrolle diente bakteriell exprimiertes, humanes iNOS-Protein (rP).

B) Analyse der iNOS-vermittelten NO-Produktion in DLD-1-Zellen nach Inkubation mit 10 uM SB 203580 (SB+)
oder DMSO (SB-). Die NO-Produktion wurde nach 48-stiindiger Behandlung mit (CM) oder ohne (Co) Zytokine als
Nitrit im Zellkulturiiberstand gemessen. Die Sdulen (Mittelwert + SEM) reprisentieren relative Nitritmengen in
Bezug auf die Nitritmenge in CM-stimulierten DLD-1-Zellen, die nicht mit SB behandelt wurden. (***: p<0,001 vs.
CM-inkubierte DLD-1-Zellen).
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VIIL.2 Regulation der humanen iNOS-Expression durch das RNA-
bindende Protein Tristetraprolin (TTP)

Das RNA-bindende Protein Tristetraprolin (TTP) ist an der exosomalen Degradation von ARE-
haltigen mRNAs beteiligt (Chen et al., 2001), und es gibt einige Hinweise, dass die Expression
und post-translationale Modifikation von TTP von der p38-MAPK entweder direkt oder iiber
deren Substrat MK-2 (MAPK-akitvierte Proteinkinase 2) reguliert wird (Carballo et al., 2001;
Tchen et al., 2004). Daher wurde zunichst der Effekt des RNA-bindenden Proteins TTP auf die
Expression der humanen iNOS untersucht. Dazu wurden DLD-1-Zellen stabil mit einem
Konstrukt transfiziert, das eine Expression der TTP-cDNA unter der Kontrolle des SV40-
Promotors ermoglichte (DLD-1-pZeo-hTTPs). Um Zellen mit verminderter TTP-Expression zu
generieren, wurden DLD-1-Zellen mit einem Konstrukt transfiziert, das eine TTP-cDNA in
antisense-Orientierung ebenfalls unter der Kontrolle des SV40-Promotors enthielt (DLD-1-pZeo-
hTTPas).

Zunidchst wurde die Expression von TTP in den DLD-1-pZeo-hTTPs- und DLD-1-pZeo-
hTTPas-Zellen analysiert. Als Vergleich dienten DLD-1-Zellen, die nur mit dem Resistenzvektor
gegen Zeocin transfiziert waren (DLD-1-pZeo). Mit Proteinextrakten aus diesen Zellen wurden
Western-Blot-Analysen mit einem polyklonalen Antikoérper gegen TTP durchgefiihrt. Zur
Ladungskontrolle wurde aulerdem die Expression von B-Tubulin bestimmt. Wie erwartet, zeigen
die DLD-1-pZeo-hTTPs-Zellen eine deutlich hohere und die DLD-1-pZeo-hTTPas-Zellen eine
geringere TTP-Expression als die Kontrollzellen (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Expression von TTP in stabil transfizierten DLD-1-Zellen

Reprdsentativer Blot fiir drei unabhdngige Western-Blot-Analysen mit einem polyklonalen Antikorper gegen TTP
und einem monoklonalen Antikorper gegen [-Tubulin (3-Tub.). Analysiert wurden je 50 ug zytoplasmatische
Proteinextrakte aus Kontrollzellen (DLD-1-pZeo) oder aus DLD-1-Zellen, die mit Konstrukten transfiziert worden
waren , die eine TTP-cDNA in sense- (pZeo-hTTPs) oder antisense-Orientierung (pZeo-hTTPas) enthielten.

Vorarbeiten in unserer Arbeitsgruppe ergaben, dass TTP einen positiven Effekt auf die iNOS-
Expression ausiibt (Fechir et al., 2005a), was im Gegensatz zu seinen bisher beschriebenen
destabilisierenden Eigenschaften steht (Blackshear, 2002). Dazu wurden DLD-1-pZeo-, DLD-1-
pZeo-hTTPs- und DLD-1-pZeo-hTTPas-Zellen fiir zwei bis 24 Stunden mit dem unter VII.1.4
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beschriebenen Zytokingemisch inkubiert. Zur Kontrolle wurden alle Zelllinien fiir sechs Stunden
in Serum-freiem Medium ohne Zytokine inkubiert (Co). AnschlieBend wurde aus diesen Zellen
RNA isoliert und RNase-Verdauungsschutzanalysen mit einer Sonde gegen die iNOS-mRNA
durchgefiihrt. Die iNOS-mRNA-Expression ist unter dem Einfluss der Uberexpression von TTP
nach vier- bis sechsstiindiger Zytokin-Stimulation um ca. das Sechsfache erhoht (Abbildung 8A).
Auch die iINOS-vermittelte NO-Produktion ist in TTP-iiberexprimierenden Zellen deutlich
gesteigert (Fechir ef al., 2005a). Dementsprechend zeigen die DLD-1-Zellen mit verminderter
TTP-Expression eine um die Hélfte reduzierte Zytokin-stimulierte iNOS-mRNA-Expression
(Abbildung 8B) und iNOS-vermittelte NO-Produktion (Fechir et al., 2005a).
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Abbildung 8: TTP erhoht die Expression der humanen iNOS-mRNA

DLD-1-pZeo-, DLD-1-pZeo-hTTPs- und DLD-1-pZeo-hTTPas-Zellen wurden fiir zwei bis 24 Stunden mit Zytokinen
stimuliert. Zur Kontrolle wurden Zellen fiir sechs Stunden ohne Zytokine (Co) inkubiert. Dann wurde RNA isoliert
und RNase-Verdauungsschutzanalysen mit einer Sonde gegen die iINOS-mRNA durchgefiihrt.

A) Densitometrische Auswertung von sieben unabhdngigen Gelen von RNase-Verdauungsschutzanalysen mit RNA
aus DLD-1-pZeo- und DLD-1-pZeo-hTTPs-Zellen. Die Messpunkte (Mittelwert + SEM) entsprechen den relativen
iINOS-mRNA-Mengen in Bezug auf die INOS-mRNA-Menge in fiir vier Stunden CM-stimulierten DLD-1-pZeo-Zellen
(*: p<0,05; ***: p<0,001,; ns: nicht signifikant verschieden von gleich behandelten DLD-1-pZeo-Zellen).

B) Densitometrische Auswertung von sechs unabhdngigen Gelen von RNase-Verdauungsschutzanalysen mit RNA
aus DLD-1-pZeo- und DLD-1-pZeo-hTTPas-Zellen. Die Messpunkte (Mittelwert + SEM) entsprechen den relativen
iINOS-mRNA-Mengen in Bezug auf die INOS-mRNA-Menge in fiir vier Stunden CM-stimulierten DLD-1-pZeo-Zellen
(***: p<0,001; ns: nicht signifikant verschieden von gleich behandelten DLD-1-pZeo-Zellen).

Weitere Vorarbeiten zeigten, dass TTP nicht an die humane iNOS-mRNA bindet. Dies wurde in

UV-Crosslink-Experimenten mit *’P-markierten, in vitro-transkribierten Sonden der iNOS-
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mRNA (3’-UTR, cds, 5’-UTR) und aufgereinigtem GST-TTP-Fusionsprotein untersucht
(Abbildung 9). Die Bindung von GST-HuR an die iNOS-3’-UTR (Rodriguez-Pascual et al.,
2000) diente dabei als Positivkontrolle zur Uberpriifung der Sonden. Die Funktionalitit des
aufgereinigten TTP-Fusionsproteins wurde durch die in der Literatur beschriebene Bindung an
die c-fos-s-mRNA (Worthington et al, 2002) gezeigt. Als Negativkontrollen wurden

aufgereinigtes GST oder das zur Stabilisierung in den Proben enthaltene BSA eingesetzt.

3-UTR 5.UTR  cds c-fos-3’-UTR
- B
_>
- - > -
-»> -e
BSA GST HuR TTP GST TTP GST TTP GST TTP GSTHuR

Abbildung 9: TTP bindet nicht an die INOS-mRNA

Reprdsentative Autoradiographie von UV-Crosslink-Experimenten. Verschiedene in Gegenwart von [o-PJUTP
transkribierte RNA-Sonden (iNOS-3’-UTR (3’-UTR), iNOS-5"-UTR (5-UTR), iNOS-codierende Sequenz (cds),
c-fos-3’-UTR) wurden mit 0,6 ug BSA, GST, GST-HuR (HuR) oder GST-TTP (TTP) inkubiert. Die Pfeile zeigen die
Bildung von RNA-Protein-Komplexen an.

VIIL.2.1. TTP stabilisiert die humane iNOS-mRNA

Um zu tiberpriifen, ob der Effekt von TTP auf die humane iNOS-Expression durch Modulation
der mRNA-Stabilitit ausgelibt wird, wurden Actinomycin D-Experimente durchgefiihrt. Dazu
wurden DLD-1-pZeo-, DLD-1-pZeo-hTTPs- und DLD-1-pZeo-hTTPas-Zellen zur Induktion der
INOS-Expression fiir sechs Stunden mit dem unter VII.1.4 beschriebenen Zytokingemisch
inkubiert. AnschlieBend wurde zum Stoppen der Transkription Actinomycin D (10 pg/ml)
zugegeben und nach null, zwei, vier, sechs und 18 Stunden RNA isoliert. Dann wurde die iNOS-
mRNA-Expression mittels qRT-PCR-Analysen bestimmt. Zur Auswertung wurde der O h-
Actinomycin D-Wert der jeweiligen Zelllinie als 100 % gesetzt und die restlichen Werte jeweils
darauf bezogen. Verglichen mit DLD-1-pZeo-Kontrollzellen (t,= 3,95+ 0,24 h) erhoht die
Uberexpression von TTP die Halbwertszeit der iNOS-mRNA um ungefihr den Faktor zwei
(t=6,76 £ 0,64 h). Dementsprechend ist die Stabilitit der iNOS-mRNA in DLD-1-pZeo-
hTTPas-Zellen verringert (t,,= 3,12 £ 0,16 h) (Abbildung 10).
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Abbildung 10: TTP stabilisiert die humane iNOS-mRNA

DLD-1-pZeo-, DLD-1-pZeo-hTTPs- und DLD-1-pZeo-hTTPas-Zellen wurden zur Induktion der iNOS-Expression
fiir sechs Stunden mit einem Zytokingemisch inkubiert. Dann wurden 10 ug/ml Actinomycin D zugegeben und nach
null bis 18 Stunden RNA isoliert. Die relative iNOS-mRNA-Expression wurde mittels gqRT-PCR-Analysen bestimmt.

Dargestellt ist die Auswertung von sechs unabhdngigen qRT-PCR-Analysen. Die Messpunkte (Mittelwert + SEM)
stellen relative iNOS-mRNA-Mengen in Bezug auf die iNOS-mRNA-Menge des 0 h-Actinomycin D-Werts dar
(*: p<0,05; **: p<0,01; ns: nicht signifikant verschieden von gleich behandelten DLD-1-pZeo-Zellen).

VIIIL.2.2. TTP hat keinen Effekt auf den iNOS-Promotor

Einige RNA-bindende Proteine sind neben ihren RNA-regulierenden Eigenschaften auch in der
Lage, DNA zu binden und die Promotoraktivitit zu beeinflussen (Donev et al., 2002; Fiset und
Chabot, 2001; He et al., 2000; Katahira et al., 2001). Aus diesem Grund wurde ein moglicher
Effekt von TTP auf die iNOS-Promotoraktivitit mittels Luciferase-Reportergenanalysen
tiberpriift. Dazu wurden die DLD-1-pZeo-, DLD-1-pZeo-hTTPs- und DLD-1-pZeo-hTTPas-
Zellen transient mit pXP2-16kb, einem Konstrukt mit einem 16 kb-Fragment des humanen
iNOS-Promotors vor einem Luciferase-Reportergen, transfiziert (VII.1.5). Zur Normierung der
Transfektionseffizienz wurde pRL-EFla, ein Renilla-Konstrukt unter der Kontrolle des
EF1a-Promotors, cotransfiziert. 30 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen zunéchst
fiir 18 Stunden in Serum-freiem Medium und anschlieBend fiir sechs Stunden in Gegenwart
(CM) oder Abwesenheit (Co) eines Zytokingemisches (VII.1.4) inkubiert. Nach Lyse der Zellen
wurde die Luciferase- und Renilla-Aktivitidt mit einem Luminometer bestimmt. Zur Auswertung
wurde jeweils der Wert der unstimulierten Zellen als 100 % gesetzt. In allen drei Zelllinien war
nach Zytokin-Stimulation ein gleich starker Anstieg der Promotoraktivitit um ungefdhr das
Dreifache zu beobachten (Abbildung 11). TTP hat demnach keinen Einfluss auf die iNOS-
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Promotoraktivitit. Daraus ldsst sich folgern, dass der Effekt von TTP auf die iNOS-Expression

ausschlieBlich iiber post-transkriptionelle Mechanismen vermittelt wird.
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Abbildung 11: TTP hat keinen Einfluss auf die iNOS-Promotoraktivitit

DLD-1-pZeo-, DLD-1-pZeo-hTTPs- und DLD-1-pZeo-hTTPas-Zellen wurden mit einem Luciferase-Reportergen
unter der Kontrolle eines 16 kb-Fragments des humanen iNOS-Promotors (pXP2-16kb) und pRL-EF 1 « transfiziert
und die iNOS-Expression durch Inkubation mit einem Zytokingemisch (CM) fiir sechs Stunden induziert. Zur
Kontrolle wurden Zellen fiir sechs Stunden in Serum-freiem Medium inkubiert (Co). Nach Lyse der Zellen wurde die
Luciferase- und Renilla-Aktivitidt bestimmt. Dargestellt ist die Auswertung von vier unabhdngigen
Luciferasemessungen. Die Sdulen (Mittelwert + SEM) reprdsentieren die relative Luciferase-Aktivitit der CM-
inkubierten Zellen in Bezug auf die Luciferase-Aktivitit der jeweiligen unstimulierten Zellen (*: p<0,05;

*¥**: p<0,001 vs. unstimulierte Zellen; ns: nicht signifikant verschieden von gleich behandelten DLD-1-pZeo-
Zellen).

VIIL.2.3. Die Expression von TTP ist in DLD-1-Zellen nach Zytokin-
Stimulation erhoht

Um einen genaueren Einblick in den Mechanismus der TTP-vermittelten Regulation der iNOS-
Expression zu bekommen, wurde die Proteinexpression von TTP nach Stimulation der iNOS-
Expression mit Zytokinen untersucht. Dazu wurden Wildtyp-DLD-1-Zellen fiir zwei, vier, sechs,
acht, zehn oder 24 Stunden mit einem Zytokingemisch stimuliert (VIIL.1.4) (CM). Zur Kontrolle
wurden DLD-1-Zellen in Serum-freiem Medium ohne Zytokine fiir sechs oder 24 Stunden
inkubiert (Co). Aus den Zellen wurden dann zytoplasmatische Proteinextrakte gewonnen. Mit
diesen Extrakten wurden Western-Blot-Analysen mit einem polyklonalen Antikdrper gegen TTP
durchgefiihrt. Zur Ladungskontrolle wurde auBlerdem die B-Tubulin-Expression analysiert. Man

erkennt einen deutlichen Anstieg der TTP-Proteinexpression nach Behandlung der Zellen mit
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Zytokinen mit einer maximalen Expression nach sechsstiindiger Zytokin-Stimulation
(Abbildung 12). Die Zeitkurve der TTP-Expression weist einen dhnlichen Verlauf auf wie bereits
fiir die Expression der iNOS-mRNA bekannt. Es ist deshalb wahrscheinlich, dass eine erhohte
TTP-Expression fiir die Stabilisierung der iNOS-mRNA nach Stimulation mit Zytokinen
verantwortlich ist.
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Abbildung 12: Die TTP-Proteinexpression ist in DLD-1-Zellen nach Stimulation mit Zytokinen erhéht

In DLD-1-Zellen wurde die iNOS-Expression durch Zugabe eines Zytokingemisches fiir zwei, vier, sechs, acht, zehn
oder 24 Stunden induziert (CM). Zur Kontrolle wurden Zellen fiir sechs oder 24 Stunden ohne Zytokine inkubiert
(Co). Mit 50 ug zytoplasmatischen Proteinextrakten aus diesen Zellen wurden dann Western-Blot-Analysen mit
einem polyklonalen Antikorper gegen TTP und einem monoklonalen Antikérper gegen [-Tubulin (f3-Tub.)
durchgefiihrt. Zur Gréflenkontrolle wurde ein Proteinmarker aufgetragen (M). Dieser Blot ist fiir drei weitere,
unabhdngige Western-Blot-Analysen reprdsentativ.

VIIL.2.4. Hemmung der p38-MAPK mit SB 203580 vermindert die Zytokin-
induzierte TTP-Expression in DLD-1-Zellen

Um ein mogliches Zusammenspiel von TTP und der p38-MAPK bei der Regulation der iNOS-
Expression untersuchen zu konnen, wurde der Effekt der Hemmung der p38-MAPK durch
SB 203580 auf die Expression von TTP in DLD-1-Zellen analysiert. Dazu wurden Wildtyp-
DLD-1-Zellen nach 18-stiindiger Inkubation in Serum-freiem Medium zunichst fiir eine Stunde
mit 10 uM SB 203580 (SB+) oder DMSO (SB-) vorinkubiert, bevor die iNOS- und TTP-
Expression durch Zugabe eines Zytokingemisches (VII.1.4) fiir sechs Stunden induziert wurde
(CM). Kontrollzellen wurden fiir sechs Stunden in Serum-freiem Medium ohne Zytokine
inkubiert (Co). Aus diesen Zellen wurde dann entweder RNA isoliert oder es wurden
zytoplasmatische Proteinextrakte gewonnen. Die RNA wurde mittels qRT-PCR-Analysen mit
einer Sonde gegen die humane TTP-mRNA untersucht. Die TTP-Proteinexpression wurde in
Western-Blot-Analysen mit einem polyklonalen Antikdrper gegen TTP bestimmt. Zur
Normierung der aufgetragenen Proteinmenge wurde zusétzlich die Expression von B-Tubulin
analysiert. Sowohl auf mRNA- (Abbildung 13A) als auch auf Proteinebene (Abbildung 13B) ist
eine deutlich verringerte Zytokin-stimulierte TTP-Expression nach Hemmung der p38-MAPK zu

79



Ergebnisse

erkennen. Die Zytokin-vermittelte Aktivierung der p38-MAPK ist somit sehr wahrscheinlich fiir

den Anstieg der TTP-Expression nach Stimulation mit Zytokinen mitverantwortlich.
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Abbildung 13: Hemmung der p38-MAPK durch SB 203580 vermindert die Zytokin-induzierte TTP-
Expression in DLD-1-Zellen

DLD-1-Zellen wurden fiir eine Stunde in Gegenwart (SB+) oder Abwesenheit (SB-) von 10 uM SB 203580 in DMSO
inkubiert und dann fiir sechs Stunden mit einem Zytokingemisch behandelt (CM). Zur Kontrolle wurden Zellen fiir
sechs Stunden in Serum-freiem Medium ohne Zytokine inkubiert (Co). Dann wurde entweder RNA isoliert oder es
wurden zytoplasmatische Proteine gewonnen.

A) Auswertung von sieben unabhdngigen qRT-PCR-Analysen mit einer Sonde gegen die TTP-mRNA. Die Sdulen
(Mittelwert + SEM) reprdsentieren relative TTP-mRNA-Mengen in Bezug auf die TTP-mRNA-Menge in CM-
inkubierten DLD-1-Zellen (***: p<0,001 vs. CM-inkubierte DLD-1-Zellen).

B) Reprdsentativer Blot fiir drei weitere, unabhdngige Western-Blot-Analysen mit 50 ug zytoplasmatischen
Proteinextrakten und einem polyklonalen Antikorper gegen TTP sowie einem monoklonalen Antikérper gegen
f3-Tubulin (B-Tub.).
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VIIL.3 Aufreinigung und Identifizierung von weiteren Proteinen,
die mit der 3’-UTR der iNOS-mRNA interagieren

Zur Identifizierung von weiteren Proteinen, die mit der 3’-UTR der iNOS-mRNA interagieren
und damit auch an der Regulation der iNOS-Expression beteiligt sein konnten, wurden
Streptavidin-Biotin-gekoppelte RNA-Affinititschromatographie-Aufreinigungen durchgefiihrt.
Als Sonden hierfiir wurden biotinylierte iNOS-3’-UTR-RNA-Transkripte eingesetzt. Zur
Aufreinigung wurde eine iNOS-3’-UTR-RNA verwendet, die alle AU-reichen Sequenzen
enthielt (3’-UTR); als Negativkontrolle diente ein Transkript der iNOS-3’-UTR-RNA ohne AU-
reiche Elemente (3°-UTRA—-ARE). Diese RNA-Sonden wurden mit zytoplasmatischen Extrakten
aus fir vier Stunden mit Zytokinen stimulierten (CM) oder unbehandelten (Co) DLD-1-Zellen
(VII.1.4) inkubiert. Nach Bindung der biotinylierten Sonden an Streptavidin-Agarose und
mehreren Waschschritten wurden die an die RNA gebundenen Proteine eluiert und in SDS-
Polyacrylamidgelen elektrophoretisch aufgetrennt. Die mittels Coomassie-Farbung sichtbar
gemachten Banden wurden ausgeschnitten und anschliefend die Identitdt der Proteine durch
MALDI-TOF-Analysen ermittelt. (Diese Versuche wurden in Kooperation mit C. Schneid
durchgefiihrt.) Auf diese Weise konnten das ,,KH-type splicing regulatory protein“ (KSRP), das
Poly-A-bindende Protein (PABP) und das heterogene nukledre Ribonukleoprotein El
(hnRNP E1) als Proteine identifiziert werden, die an die 3’-UTR-Sequenz der humanen iNOS-
mRNA binden.
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Abbildung 14: Aufreinigung von Proteinen, die mit der 3’-UTR der iNOS-mRNA interagieren
Reprdsentatives Gel der Analyse einer Streptavidin-Biotin-gekoppelten RNA-Affinititschromatographie unter
Verwendung von 200 mg zytoplasmatischen Extrakten aus DLD-1-Zellen und 60 ug biotinylierter iNOS-3’-UTR-
RNA-Sonde.

Die zytoplasmatischen Extrakte wurden aus DLD-1-Zellen gewonnen, die zur Induktion der iNOS-Expression fiir
sechs Stunden mit einem Zytokingemisch behandelt worden waren (CM). Zur Kontrolle wurden Extrakte aus
DLD-1-Zellen gewonnen, die fiir sechs Stunden ohne Zytokine inkubiert worden waren (Co). Nach Inkubation der
Extrakte mit den RNA-Transkripten und Streptavidin-Agarose wurden nach mehreren Waschschritten die Proteine
eluiert, iiber SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt, durch Coomassie-Fdrbung sichtbar gemacht und
mittels MALDI-TOF-Analysen identifiziert. Zur Gréfienkontrolle wurde ein Proteinmarker aufgetragen (M).
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Zur Uberpriifung der Methode wurden mit den aufgereinigten Eluaten Western-Blot-Analysen
mit einem monoklonalen Antikérper gegen HuR durchgefiihrt, da bereits bekannt war, dass HuR
an die iNOS-3’-UTR bindet (Rodriguez-Pascual et al., 2000). Tatsdchlich wurde HuR im Eluat
der mit der iNOS-3’-UTR-RNA durchgefiihrten Aufreinigung gefunden, nicht aber im Eluat der
Aufreinigung mit der iNOS-3’-UTR ohne AU-reiche Elemente (Abbildung 15A). Um die
Ergebnisse der Aufreinigung zu bestdtigen, wurde auBerdem mit den gleichen Eluaten eine
Western-Blot-Analyse mit einem monoklonalen Antikérper gegen KSRP durchgefiihrt. Auch
KSRP fand sich erwartungsgeméal in der Aufreinigung mit der iNOS-3’-UTR wieder, nicht aber
nach Verwendung der 3’-UTR ohne AU-reiche Sequenzen (Abbildung 15B).
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Abbildung 15: Identifizierung von Proteinen, die mit der iNOS-3’-UTR interagieren

Fiir die RNA-Affinitdtschromatographie wurden zundchst zytoplasmatische Extrakte aus DLD-1-Zellen gewonnen,
die fiir sechs Stunden mit einem Zytokingemisch stimuliert worden waren. Diese Extrakte wurden mit biotinylierten
iNOS-3-UTR-Transkripten mit (3’-UTR) oder ohne (3’-UTRA-ARE) AU-reiche Sequenzen und Streptavidin-
Agarose inkubiert. Nach mehreren Waschschritten konnten die gebundenen Proteine eluiert werden.

A) Reprdsentativer Western-Blot fiir zwei weitere Western-Blot-Analysen, die mit affinititschromatographisch
aufgereinigten Extrakten und einem monoklonalen Antikorper gegen HuR durchgefiihrt wurden. Als Positivkontrolle
diente bakteriell exprimiertes und aufgereinigtes GST-HuR.

B) Reprisentativer Western-Blot fiir zwei weitere Western-Blot-Analysen, die mit affinitdtschromatographisch
aufgereinigten Extrakten und einem monoklonalen Antikorper gegen KSRP durchgefiihrt wurden. Als
Positivkontrolle diente bakteriell exprimiertes und aufgereinigtes His-KSRP.
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VII1.4 Das RNA-bindende Protein KSRP reguliert die Expression
der humanen iNOS

Da das RNA-bindende Protein KSRP eine der prominentesten Banden bei der Aufreinigung der
iINOS-mRNA-3’-UTR-bindenden Proteine darstellte, wurde zuerst seine Beteiligung an der

Regulation der humanen iNOS-Expression untersucht.

VIIL.4.1 Immundepletion von KSRP erhoht die Stabilitat der iNOS-3’-UTR-
mRNA in in vitro-mRNA-Degradations-Analysen

Da KSRP an der exosomalen Degradation von ARE-haltigen mRNAs beteiligt ist (Chen ef al.,
2001; Gherzi et al., 2004), wurde zunéchst der Effekt von KSRP auf die iNOS-Expression in in
vitro-mRNA-Degradations-Analysen (VIL.2.16) untersucht. Dazu wurden in vitro-generierte >*P-
markierte Transkripte der iNOS-3’-UTR eingesetzt, die entweder alle AU-reichen Sequenzen
enthielten (iNOS-3’-UTR) oder deren AREs deletiert worden waren (non-AU). Die Transkripte
besallen jeweils eine 5’-Cap-Struktur und einen Poly-A-Schwanz (Abbildung 16A). Die
Degradation der Transkripte wurde nach Inkubation mit zytoplasmatischen Proteinextrakten
analysiert. Die Extrakte dafiir wurden aus DLD-1-Zellen gewonnen, die fiir vier Stunden mit
einem Zytokingemisch (VII.1.4) stimuliert worden waren (Kontrolle). Um den Effekt von KSRP
auf die Degradation der Transkripte untersuchen zu konnen, wurde ein Teil dieser Extrakte mit
einem polyklonalen Antikdrper gegen KSRP immundepletiert (KSRP-depletiert). Der Erfolg der
Depletion wurde in Western-Blot-Analysen mit einem Antikdrper gegen KSRP iiberpriift. Zur
Normierung der aufgetragenen Proteinmenge wurde auch die Expression von B-Tubulin
analysiert (Abbildung 16B).
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Abbildung 16: Sonden und Extrakte fiir die in vitro-mRNA-Degradations-Analyse

A) Schema der humanen iNOS-3’-UTR-RNA-Transkripte mit 5’-Cap-Struktur und Poly-A-Schwanz, die fiir die in
vitro-mRNA-Degradations-Analysen eingesetzt wurden. Die Positionen der AREs sind mit Pfeilen markiert.

B) Verschiedene KSRP-depletierte Extrakte (IP o-KSRP+) wurden zur Uberpriifung der Depletion im Vergleich zu
den Ausgangsextrakten (IP a-KSRP-) in Western-Blot-Analysen mit monoklonalen Antikérpern gegen KSRP und
f3-Tubulin (B-Tub.) untersucht.
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Fiir die in vitro-mRNA-Degradations-Analysen wurde die iNOS-3’-UTR- oder non-AU-RNA
fiir 0, 10, 20 oder 30 Minuten mit den zytoplasmatischen Extrakten inkubiert. Nach Abstoppen
der Degradation wurden die Transkripte aufgereinigt und iiber Polyacrylamid-Harnstoffgele
aufgetrennt. Immundepletion von KSRP erhoht die Stabilitit der iNOS-3’-UTR
(t, Kontrolle= 13,46 + 0,96 min; t,, KSRP-depletiert= 32,18 £ 2,93 min) (Abbildung 17A), hat
aber keinen Einfluss auf den Abbau der non-AU-RNA (t, Kontrolle= 38,81 £ 2,34 min;
ty, KSRP-depletiert= 42,10 + 5,26 min) (Abbildung 17B). Wie aufgrund der destabilisierenden
Eigenschaften der AREs (Bevilacqua et al., 2003; Chen und Shyu, 1995) zu erwarten, ist das
Transkript ohne AU-reiche Sequenzen unter Kontrollbedingungen deutlich stabiler als dasjenige
mit AREs.
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Abbildung 17: Immundepletion von KSRP erhoht die Stabilitit der iINOS-3’-UTR in in vitro-mRNA-
Degradations-Analysen

In DLD-1-Zellen wurde die iNOS-Expression durch Zugabe eines Zytokingemisches fiir vier Stunden stimuliert.
Dann wurden zytoplasmatische Proteinextrakte gewonnen (Kontrolle). Ein Teil dieser Extrakte wurde mit einem
polyklonalen Antikérper gegen KSRP immundepletiert (KSRP-depletiert). Die Extrakte wurden mit *>P-markierten
RNA-Transkripten der iNOS-3’-UTR mit (iNOS-3’-UTR) oder ohne AREs (non-AU), die eine 5 -Cap-Struktur und
einen Poly-A-Schwanz enthielten, fiir 0-30 Minuten inkubiert. Der Abbau wurde durch Zugabe von SDS gestoppt
und die isolierte RNA in denaturierenden Polyacrylamid-Harnstoffgelen analysiert.

A) Densitometrische Auswertung von acht unabhdngigen Gelen von in vitro-mRNA-Degradations-Analysen unter
Verwendung von iNOS-3’-UTR-RNA mit AREs. Die Messpunkte (Mittelwert + SEM) reprdsentieren relative iNOS-
3’-UTR-RNA-Mengen (100 %= 0 Minuten Inkubation; Kreise: zytoplasmatische Extrakte aus CM-stimulierten
DLD-1-Zellen; Quadrate: KSRP-depletierte-Extrakte aus CM-stimulierten DLD-1-Zellen; ***: p<0,001;
**: p<0,01; ns: nicht signifikant verschieden von undepletierten Extrakten).

B) Densitometrische Auswertung von fiinf unabhéngigen Gelen von in vitro-mRNA-Degradations-Analysen unter
Verwendung von iNOS-non-AU-RNA ohne AREs. Die Messpunkte (Mittelwert £ SEM) reprisentieren relative iNOS-
non-AU-RNA-Mengen (100 %= 0 Minuten Inkubation; Rauten: zytoplasmatische Extrakte aus CM-stimulierten
DLD-1-Zellen; Quadrate: KSRP-depletierte-Extrakte aus CM-stimulierten DLD-1-Zellen; ns: nicht signifikant
verschieden von undepletierten Extrakten).
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VIIL.4.2 Uberexpression von KSRP fiihrt zu einer Herunterregulation der
iNOS-Expression

Um zu untersuchen, ob KSRP auch in lebenden Zellen eine Rolle fiir die Regulation der iNOS-
Expression spielt, wurden DLD-1-Zellen stabil mit einem Konstrukt transfiziert, das die KSRP-
cDNA unter der Kontrolle des CMV-Promotors enthielt (DLDI1-pcDNA-HisHSRP). Zur
Kontrolle wurden DLD-1-Zellen generiert, die nur den Klonierungsvektor exprimierten (DLD-1-
pcDNA3). Die KSRP-Uberexpression der stabil transfizierten Zellen im Vergleich zu den
Kontrollzellen wurde in Western-Blot-Analysen mit einem monoklonalen Antikdrper gegen
KSRP {iberpriift (Abbildung 18). Zur Normierung der aufgetragenen Proteinmenge wurde

parallel auch die Expression von -Tubulin analysiert.
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Abbildung 18: Expression von KSRP in DLD-1-Zellen, die stabil mit einem KSRP-cDNA-Konstrukt
transfiziert wurden

Reprdsentativer Blot fiir drei unabhdngige Western-Blot-Analysen mit 50 ug Extrakten aus stabil transfizierten
DLD-1-Zellen (pcDNA3, pcDNA-HisKSRP) und monoklonalen Antikorpern gegen KSRP und [3-Tubulin (3-Tub.).

Zur Analyse der iNOS-mRNA-Expression in diesen Zellen wurde fiir verschiedene Zeiten mit
einem Zytokingemisch stimuliert (VII.1.4). Zur Kontrolle wurden Zellen fiir sechs Stunden ohne
Zytokine inkubiert (Co). Anschliefend wurde RNA isoliert und qRT-PCR-Analysen mit einer
Sonde gegen die humane iNOS-mRNA durchgefiihrt. Zur Auswertung wurde die iNOS-mRNA-
Expression in fiir sechs Stunden mit Zytokinen stimulierten DLD-1-pcDNA3-Zellen als 100 %
gesetzt. In den KSRP-iiberexprimierenden Zellen (pcDNA-HisKSRP) ist die Expression der
INOS-mRNA auf weniger als 10 % der iNOS-mRNA-Expression in DLD-1-pcDNA3-
Kontrollzellen verringert (Abbildung 19A). Fiir die Bestimmung der iNOS-vermittelten NO-
Produktion wurden die Zellen fiir sechs bis 48 Stunden mit Zytokinen stimuliert. Zur Kontrolle
wurden Zellen fiir sechs Stunden in Serum-freiem Medium ohne Zytokine inkubiert (Co). Dann
wurde die kumulative Nitritmenge im Zellkulturiiberstand mit dem NO-Analyzer gemessen
(Abbildung 19B). Die Nitritproduktion in Kontrollzellen, die fiir 48 Stunden mit Zytokinen

stimuliert worden waren, wurde als 100 % gesetzt. Auch auf Ebene der NO-Produktion ist eine
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deutliche Verminderung der iNOS-Expression um bis zu 60 % unter dem Einfluss der
Uberexpression von KSRP zu beobachten.

A)
)
g 120 -= pcDNA3
c §_ -+ pcDNA-HisKSRP
02 1100
3 1
s 9
20 80 -
X
48
Ss
N 60
Eo
n £
Qs 40
Z0
= <
(]
©
x 2 20
o
>
S 0 . : :
Co 2 4 6 8 10 24
Zytokin-Inkubationszeit (h)
B)
Il pcDNA3
100+ ]
c [ IpcDNA-HisKSRP
[]
g _ 80
$3%
x£3 60
L 7 *kdk
H
&<
. 00 40- dekk
= -
Z3%0
g **
R 20 ns I * ﬁ
el 58
N ml (N
Co 6 8 10 24

48
Zytokin-Inkubationszeit (h)

Abbildung 19: Uberexpression von KSRP verringert die iNOS-Expression

DLD-1-pcDNA3- und DLD-1-pcDNA-HisKSRP-Zellen wurden fiir zwei bis 48 Stunden mit einem Zytokingemisch
stimuliert. Zur Kontrolle wurden Zellen fiir sechs Stunden in Serum-freiem Medium inkubiert (Co).

A) Auswertung von sechs unabhdngigen qRT-PCR-Analysen mit RNA aus DLD-1-pcDNA3- und DLD-1-pcDNA-
His-KSRP-Zellen und einer Sonde gegen die iNOS-mRNA. Die Messpunkte (Mittelwert + SEM) reprisentieren
relative iNOS-mRNA-Mengen in Bezug auf die iNOS-mRNA-Menge in fiir sechs Stunden mit Zytokinen behandelten
DLD-1-pcDNA3-Zellen (***: p<0,001; ns: nicht signifikant verschieden von gleich behandelten DLD-1-pcDNA3).
B) Auswertung von zwolf unabhdngigen Nitritmessungen von Uberstinden aus DLD-1-pcDNA3- und DLD-1-
pcDNA-His-KSRP-Zellen. Die Siulen (Mittelwert + SEM) reprdsentieren relative Nitritmengen in Bezug auf die
Nitritmenge in fiir 48 Stunden mit Zytokinen behandelten DLD-1-pcDNA3-Zellen (***: p<0,001; **: p<0,01;
*: p<0,05; ns: nicht signifikant verschieden von gleich behandelten DLD-1-pcDNA3-Zellen).
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VIIL.4.3 Verminderung der KSRP-Expression erhoht die Expression der
iNOS

VII1.4.3.1Analyse nach Transfektion eines Konstrukts, das die KSRP-cDNA in
antisense-Orientierung enthalt

Um den Effekt der Verminderung der KSRP-Expression untersuchen zu konnen, wurden
DLD-1-Zellen stabil mit einem Konstrukt transfiziert, das die KSRP-cDNA in antisense-
Orientierung enthielt (DLD-1-pcDNA-KSRPas). Der Effekt dieser Transfektion auf die KSRP-
Expression wurde zundchst im Vergleich zu DLD-1-pcDNA3-Kontrollzellen in Western-Blot-
Analysen mit einem monoklonalen Antikorper gegen KSRP untersucht. Zur Normierung wurde

zusitzlich die B-Tubulin-Expression analysiert (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Expression von KSRP in DLD-1-Zellen, die stabil mit einem Konstrukt transfiziert wurden,
das die KSRP-cDNA in antisense-Orientierung enthielt

Reprdsentativer Blot fiir drei unabhdngige Western-Blot-Analysen mit 50 ug Extrakten aus stabil transfizierten
DLD-1-Zellen (pcDNA3, pcDNA-KSRPas) und monoklonalen Antikérpern gegen KSRP und f3-Tubulin (3-Tub.).

In den DLD-1-pcDNA3- und DLD-1-pcDNA-KSRPas-Zellen wurde die iNOS-Expression mit
Zytokinen induziert (VII.1.4). Nach sechs Stunden wurde aus Zytokin-stimulierten (CM) oder
unbehandelten Zellen (Co) RNA isoliert und qRT-PCR-Analysen mit einer Sonde gegen die
INOS-mRNA durchgefiihrt. Zur Auswertung wurde die iNOS-mRNA-Menge in CM-
stimulierten DLD-1-pcDNA3-Zellen als 100 % gesetzt. In DLD-1-Zellen mit verminderter
KSRP-Expression (pcDNA-KSRPas) ist die iNOS-mRNA-Expression auf mehr als das
Dreifache erhoht (Abbildung 21A). Fiir die Bestimmung der iNOS-vermittelten NO-Produktion
wurden die Zellen 24 Stunden lang mit (CM) oder ohne (Co) Zytokine inkubiert und die
kumulative Nitritmenge im Zellkulturiiberstand gemessen. In Ubereinstimmung mit den

Ergebnissen auf mRNA-Ebene ist nach Verminderung der KSRP-Expression auch eine
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gesteigerte NO-Produktion im Vergleich zu DLD-1-pcDNA3-Kontrollzellen festzustellen
(Abbildung 21B).
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Abbildung 21: Expression einer KSRP-cDNA in antisense-Orientierung erhoht die iNOS-Expression
DLD-1-pcDNA3- und DLD-1-pcDNA-KSRPas-Zellen wurden fiir sechs oder 24 Stunden mit einem Zytokingemisch
stimuliert (CM). Zur Kontrolle wurden Zellen fiir sechs oder 24 Stunden ohne Zytokine inkubiert (Co).

A) Auswertung von sechs unabhdngigen qRT-PCR-Analysen mit RNA aus DLD-1-pcDNA3- und DLD-1-pcDNA-
KSRPas-Zellen und einer Sonde gegen die iNOS-mRNA. Die Messpunkte (Mittelwert + SEM) reprdsentieren relative
iINOS-mRNA-Mengen in Bezug auf die iINOS-mRNA-Menge in fiir sechs Stunden mit Zytokinen behandelten DLD-1-
pcDNA3-Zellen (***: p<0,001 vs. CM-behandelte DLD-1-pcDNA3-Zellen).

B) Auswertung von zwélf unabhdingigen Nitritmessungen von Uberstinden aus DLD-1-pcDNA3- und DLD-1-
pcDNA-KSRPas-Zellen. Die Séiulen (Mittelwert + SEM) reprdsentieren relative Nitritmengen in Bezug auf die
Nitritmenge in fiir 24 Stunden mit Zytokinen behandelten DLD-1-pcDNA3-Zellen (***: p<0,001 vs. CM-behandelte
DLD-1-pcDNA3-Zellen).
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VII1.4.3.2 Analyse nach Transfektion einer siRNA gegen KSRP

Um den negativ regulierenden Effekt von KSRP auf die iNOS-Expression zu bestdtigen, wurden
RNA-Interferenz-Versuche durchgefiihrt. Diese Methode hat im Gegensatz zum antisense-
Ansatz den Vorteil, dass sie durch die relativ kurzen siRNA-Molekiile die PKR-vermittelte
Aktivierung proinflammatorischer Gene umgeht. Dazu wurden DLD-1- oder A549/8-Zellen mit
einer siRNA gegen KSRP (siKSRP) transfiziert (VII.1.7). Zur Kontrolle wurden Zellen mit einer
siRNA gegen Luciferase (siLUC) transfiziert, da diese in humanen Zellen endogen nicht
exprimiert wird. 30 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen fiir weitere 18 Stunden in
Serum-freiem Medium inkubiert, bevor die Expression der iNOS durch Zugabe eines
Zytokingemisches stimuliert wurde (VII.1.4). Nach sechsstiindiger Inkubation mit (CM) oder
ohne Zytokine (Co) wurde RNA isoliert und zunichst zur Uberpriifung des Transfektionserfolgs
die KSRP-mRNA-Expression in qRT-PCR-Analysen bestimmt. Im Vergleich zu mit siLUC
transfizierten Zellen ist die KSRP-Expression in mit siKSRP transfizierten Zellen Zytokin-
unabhéngig um ca. 40 % reduziert (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Verminderung der KSRP-Expression nach Transfektion einer siRNA gegen KSRP
DLD-1-Zellen wurden mit einer siRNA gegen KSRP (siKSRP) oder zur Kontrolle mit einer siRNA gegen Luciferase
(siLUC) transfiziert. Nach 30 Stunden wurden die Zellen fiir 18 Stunden in Serum-freiem Medium inkubiert,
anschliefend wurde die INOS-Expression durch Zugabe eines Zytokingemisches fiir sechs Stunden stimuliert (CM).
Zur Kontrolle wurden Zellen fiir sechs Stunden ohne Zytokine inkubiert (Co). Dargestellt ist die Auswertung von
sechs unabhingigen qRT-PCR-Analysen mit einer Sonde gegen die KSRP-mRNA zum Uberpriifen der
Herunterregulation der KSRP-mRNA-Expression. Die Siulen (Mittelwert + SEM) reprdsentieren relative KSRP-
mRNA-Mengen in Bezug auf die KSRP-mRNA-Menge in siLUC-transfizierten DLD-1-Zellen (**: p<0,01 vs.
siLUC-behandelte Zellen).
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Um den Effekt der verminderten KSRP-Expression nach der siRNA-Transfektion auf die iNOS-
Expression zu untersuchen, wurde die gleiche RNA in qRT-PCR-Analysen mit einer Sonde
gegen die INOS-mRNA eingesetzt. Zur Auswertung wurde die iNOS-mRNA-Menge in siLUC-
transfizierten und CM-stimulierten DLD-1-Zellen als 100 % gesetzt. Die Verminderung der
KSRP-Expression um 40 % fiihrt zu einem fast vierfachen Anstieg der INOS-mRNA-Expression
(Abbildung 23).
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Abbildung 23: Transfektion einer siRNA gegen KSRP erhoht die iNOS-Expression

DLD-1-Zellen wurden mit einer siRNA gegen KSRP (siKSRP) oder zur Kontrolle mit einer siRNA gegen Luciferase
(siLUC) transfiziert. Nach 30 Stunden wurden die Zellen fiir 18 Stunden in Serum-freiem Medium inkubiert,
anschlieffend wurde die iNOS-Expression durch Zugabe eines Zytokingemisches fiir sechs Stunden stimuliert (CM).
Zur Kontrolle wurden Zellen fiir sechs Stunden ohne Zytokine inkubiert (Co). Dargestellt ist die Auswertung von
sechs unabhdngigen qRT-PCR-Analysen mit einer Sonde gegen die iNOS-mRNA. Die Sdulen (Mittelwert + SEM)
reprdsentieren relative INOS-mRNA-Mengen in Bezug auf die iNOS-mRNA-Menge in siLUC- und CM-behandelten
DLD-1-Zellen (*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001 vs. siLUC- und CM-behandelte Zellen).

VII1.4.4 KSRP destabilisiert die humane iNOS-mRNA
Um zu priifen, ob der KSRP-vermittelte Effekt auf die humane iNOS-Expression auch in

lebenden Zellen iiber eine Destabilisierung der iNOS-mRNA zustande kommt, wurden
Actinomycin D-Experimente durchgefiihrt. Dazu wurden DLD-1-pcDNA3- und DLD-I1-
pcDNA-KSRPas-Zellen zunéchst fiir sechs Stunden mit dem unter VII.1.4 beschriebenen
Zytokingemisch inkubiert. AnschlieBend wurde zum Stoppen der Transkription Actinomycin D
(10 pg/ml) zugegeben, und nach null, zwei, vier, sechs und 18 Stunden RNA isoliert. Dann
wurde die iINOS-mRNA-Expression mittels qRT-PCR-Analysen bestimmt. Zur Auswertung
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wurde der 0 h-Actinomycin D-Wert der jeweiligen Zelllinie als 100 % gesetzt und die restlichen
Werte  jeweils darauf bezogen. Verglichen mit DLD-1-pcDNA3-Kontrollzellen
(t,=4,21 £0,30 h) stabilisiert die Uberexpression einer antisense-KSRP-cDNA die iNOS-
mRNA und erhoht deren Halbwertszeit um ungefdhr den Faktor zwei (t,= 7,68 + 1,26 h)
(Abbildung 24). Daraus ldsst sich schlieBen, dass KSRP die iNOS-Expression auf post-

transkriptioneller Ebene moduliert.

ns ™ @ pcDNA3: t.:=4,21%0,30 h
100 B pcDNA-KSRPas: t4=7,68 + 1,26 h

Rel. iNOS-mRNA-Expression
(% von 0 h-Actinomycin D-behandelten Zellen)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Actinomycin D-Inkubationszeit (h)

Abbildung 24: KSRP destabilisiert die humane iNOS-mRNA

DLD-1-pcDNA3- und DLD-1-pcDNA-KSRPas-Zellen wurden fiir sechs Stunden mit einem Zytokingemisch
stimuliert. Dann wurden 10 ug/ml Actinomycin D zugegeben und nach null bis 18 Stunden RNA isoliert. Die iNOS-
mRNA-Expression wurde mittels qRT-PCR-Analysen bestimmt. Dargestellt ist die Auswertung von vier
unabhdngigen qRT-PCR-Analysen. Die Messpunkte (Mittelwert + SEM) stellen relative iNOS-mRNA-Mengen in
Bezug auf die iNOS-mRNA-Menge des 0 h-Actinomycin D-Werts dar (*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001;
ns. nicht signifikant verschieden von gleich behandelten DLD-1-pcDNA3-Zellen).

VIIL4.5 Stabile, aber nicht transiente Uberexpression von KSRP reguliert die
Aktivitit des humanen iNOS-Promotors herunter

Da fiir KSRP und verwandte Proteine auch DNA-bindende Eigenschaften beschrieben sind (He
et al., 2000), wurde ein moglicher Effekt von KSRP auf die Aktivitit des humanen iINOS-
Promotors untersucht. Dazu wurden zundchst DLD-1-pcDNA3- und DLD-1-pcDNA-HisKSRP-
Zellen transient mit pXP2-16kb, einem Konstrukt mit einem 16 kb-Fragment des humanen
INOS-Promotors vor einem Luciferase-Reportergen, transfiziert. Zur Normierung der
Transfektionseffizienz wurde pRL-EFla, ein Renilla-Konstrukt unter der Kontrolle des

EF1a-Promotors, cotransfiziert. 30 Stunden nach der Transfektion (VII.1.5) wurden die Zellen
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zundchst fiir 18 Stunden in Serum-freiem Medium und anschlieBend fiir sechs Stunden in
Gegenwart (CM) oder Abwesenheit (Co) eines Zytokingemisches (VII.1.4) inkubiert. Nach Lyse
der Zellen wurde die Luciferase- und Renilla-Aktivitdt mit einem Luminometer bestimmt. Zur
Auswertung wurde jeweils der Wert der unstimulierten Zellen als 100 % gesetzt. Unter diesen
Bedingungen ist auch auf die Zytokin-stimulierte iNOS-Promotoraktivitit ein negativ
regulatorischer Effekt von KSRP festzustellen (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Stabile Uberexpression von KSRP reguliert die Aktivitit des iNOS-Promotors herunter
DLD-1-pcDNA3-  und  DLD-1-pcDNA-HisKSRP-Zellen ~ wurden  transient — mit  pXP2-16kb  und
PRL-EF 1« transfiziert. 30 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen zundchst fiir 18 Stunden in Serum-
freiem Medium inkubiert und anschliefend fiir sechs Stunden mit Zytokinen behandelt (CM). Zur Kontrolle wurden
Zellen fiir sechs Stunden ohne Zytokine inkubiert (Co). Nach Lyse der Zellen wurde die Luciferase- und Renilla-
Aktivitit bestimmt. Dargestellt ist die Auswertung von vier unabhdngigen Luciferasemessungen. Die Sdulen
(Mittelwert + SEM) reprisentieren die relative Luciferase-Aktivitdit in Bezug auf die Luciferase-Aktivitit in Co-
behandelten Zellen (***: p<0,001 vs. CM-behandelte DLD-1-pcDNA3-Zellen,).

Um den Effekt von KSRP auf die iNOS-Promotoraktivitit genauer zu analysieren, wurden
DLD-1-Wildtyp-Zellen transient mit pcDNA3 oder pcDNA-HisKSRP sowie jeweils mit pXP2-
16kb cotransfiziert (VII.1.5). Zur Normierung der Transfektionseffizienz wurde auch hier
zusdtzlich mit pRL-EFla transfiziert. Diese transient transfizierten Zellen wurden dann
weiterbehandelt wie oben beschrieben. Zur Auswertung wurde auch hier jeweils die Luciferase-
Aktivitdt in unstimulierten Zellen als 100 % gesetzt. Nach transienter Transfektion ist kein
Effekt von KSRP auf die iNOS-Promotoraktivitit festzustellen (Abbildung 26). Aufgrund des
kiirzeren Zeitraums der KSRP-Uberexpression bei der transienten Transfektion spricht dies fiir

eine indirekte Beeinflussung des iNOS-Promotors durch KSRP.

92



Ergebnisse

Il pcDNA3
400- [CJpcDNA-HisKSRP

= ns
S 300 e
23
¢ § 200
8>
E °\° *kk *k%k
: 100_] F—l
-l

0_

Co CM

Abbildung 26: Transiente Uberexpression von KSRP beeinflusst die Aktivitit des iNOS-Promotors nicht
DLD-1-Wildtyp-Zellen wurden transient mit pcDNA3 oder pcDNA-HisKSRP sowie mit pXP2-16kb und pRL-
EFla transfiziert. 30 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen zundchst fiir 18 Stunden in Serum-freiem
Medium inkubiert und anschlieflend fiir sechs Stunden mit Zytokinen behandelt (CM). Zur Kontrolle wurden Zellen
fiir sechs Stunden ohne Zytokine inkubiert (Co). Nach Lyse der Zellen wurde die Luciferase- und Renilla-Aktivitdt
bestimmt. Dargestellt ist die Auswertung von vier unabhdngigen Luciferasemessungen. Die Sdulen
(Mittelwert +SEM) reprdsentieren die relative Luciferase-Aktivitit in Bezug auf die Luciferase-Aktivitit in Co-
behandelten Zellen (***:p<0,001; ns: nicht signifikant verschieden von CM-behandelten DLD-1-Zellen, die
transient mit pcDNA3 transfiziert wurden,).

VII1.4.6 Keine Verinderung der KSRP-Expression nach Zytokin-Stimulation
Um den Mechanismus der KSRP-vermittelten Destabilisierung der iNOS-mRNA genauer zu

untersuchen, wurde zunichst die Expression von KSRP nach Zytokin-Stimulation in DLD-1-
Zellen analysiert. Dazu wurden DLD-1-Wildtyp-Zellen zur Induktion der iNOS-Expression fiir
verschiedene Zeiten mit einem Zytokingemisch (CM) behandelt (VII.1.4). Zur Kontrolle wurden
DLD-1-Zellen fiir sechs oder 24 Stunden in Serum-freiem Medium ohne Zytokine inkubiert
(Co). Aus diesen Zellen wurden dann Proteinextrakte gewonnen und Western-Blot-Analysen mit
einem monoklonalen Antikdrper gegen KSRP durchgefiihrt. Zur Ladungskontrolle wurde
auBlerdem die Expression von B-Tubulin analysiert. Dabei ist keine Verdnderung der KSRP-

Proteinexpression nach Zytokin-Stimulation festzustellen (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Keine Verinderung der KSRP-Expression nach Zytokin-Stimulation

In DLD-1-Zellen wurde die iNOS-Expression durch Zugabe eines Zytokingemisches fiir zwei, vier, sechs, acht, zehn,
24 oder 48 Stunden induziert (CM). Zur Kontrolle wurden Zellen fiir sechs oder 24 Stunden ohne Zytokine inkubiert
(Co). Mit 50 ug zytoplasmatischen Proteinextrakten aus diesen Zellen wurden dann Western-Blot-Analysen mit
monoklonalen Antikérpern gegen KSRP und [(-Tubulin (-Tub.) durchgefiihrt. Zur Grofienkontrolle wurde ein
Proteinmarker aufgetragen (M). Dieser Blot ist fiir drei weitere, unabhdngige Western-Blot-Analysen reprdsentativ.

VII1.4.7 KSRP interagiert mit der exosomalen Komponente PM-Scl 100

Bisher wurde gezeigt, dass KSRP an der post-transkriptionellen Regulation der iNOS-Expression
beteiligt ist, ohne dass sich nach Zytokin-Stimulation die Menge an KSRP in der Zelle édndert. Es
ist deshalb wahrscheinlich, dass KSRP seinen Effekt auf die iNOS im Zusammenspiel mit
anderen Proteinen vermittelt. Da KSRP ein essentieller Bestandteil des Degradationsapparates
ist, der fiir den exosomal vermittelten Abbau von ARE-haltigen mRNAs verantwortlich ist (Chen
et al., 2001; Gherzi et al., 2004), wurde zunéchst in Co-Immunprazipitations-Analysen (VII.3.8)
eine mogliche Interaktion von KSRP mit PM-Scl 100, einer Hauptkomponente des Exosoms
(Brouwer et al., 2001), untersucht. Dazu wurden zunichst Proteinextrakte aus unbehandelten
(Co) oder fiir vier Stunden mit Zytokinen stimulierten (CM) (VII.1.4) DLD-1-Zellen gewonnen.
Diese wurden dann mit RNase behandelt, um RNA-unabhédngige Interaktionen betrachten zu
konnen. AnschlieBend wurde eine Immunprézipitation mit einem polyklonalen Antikdrper gegen
KSRP durchgefiihrt und die préazipitierten Proteine mittels Western-Blot-Analysen dargestellt.
Als Negativkontrolle wurde eine Immunprizipitation mit einem Praimmunserum (Pri-IS)
durchgefiihrt. Fiir die Western-Blot-Analysen wurde ein Antikérper gegen den PM-Scl-Komplex
verwendet, der neben der Hauptkomponente PM-Scl 100 auch die PM-Scl 75-Komponente
erkennt. Zum Vergleich wurden auflerdem 5 % des eingesetzten Extrakts analysiert (Input).
Zwischen KSRP und der exosomalen Komponente PM-Scl 100 war eine deutliche Interaktion zu
beobachten. Allerdings konnte keine Zytokin-bedingte Verdnderung dieser Wechselwirkung
festgestellt werden (Abbildung 28A). Zum Uberpriifen des Erfolgs der Immunprizipitation von
KSRP wurde aulerdem eine Western-Blot-Analyse mit einem polyklonalen Antikorper gegen

KSRP durchgefiihrt. Man erkennt eine gleichmiBige Prézipitation von KSRP und die schwere
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Kette des Antikorpers, der fiir die Immunprézipitation eingesetzt wurde (hc: ,,heavy chain®).
Auch hier wurden die eingesetzten Extrakte mit analysiert (Input). Zur Normierung wurde
zusitzlich die Expression von 3-Tubulin bestimmt (Abbildung 28B).
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WB: a-PM-Scl 100 |WB: «-PM-Scl 100
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Abbildung 28: KSRP interagiert mit der exosomalen Komponente PM-Scl 100

DLD-1-Zellen wurden fiir vier Stunden mit Zytokinen behandelt (CM) oder in Serum-freiem Medium inkubiert (Co).
Dann wurden die Zellen lysiert und die Extrakte zur Vermeidung RNA-bedingter Interaktionen mit RNase behandellt.
A) Reprdsentativer Blot fiir drei weitere Western-Blot-Analysen mit einem Antikérper gegen PM-Scl 100 (WB:
PM-Scl 100). Eingesetzt wurden zum Vergleich 5 % des Ausgangsextrakts (Input) sowie prdzipitiertes Material aus
Immunprdzipitationen mit einem polyklonalen Antikorper gegen KSRP (IP: a-KSRP) oder als Negativkontrolle mit
einem Praimmunserum (IP: Prd-1S). Die Banden fiir PM-Scl 100 und PM-Scl 75 sind angezeigt.

B) Western-Blot-Analyse mit einem polyklonalen Antikorper gegen KSRP (WB: a-KSRP) zur Uberpriifung der
Effizienz der Immunprizipitation (IP: a-KSRP). Neben KSRP wird auch die schwere Kette des zur Prdzipitation
eingesetzten Antikérpers erkannt (hc). Zum Vergleich wurden 5 % des Ausgangsextrakts (Input) eingesetzt, dabei
wurde zur Normierung zusdtzlich eine Western-Blot-Analyse mit einem monoklonalen Antikérper gegen f3-Tubulin
(B-Tub.) durchgefiihrt. Dieser Blot ist fiir drei weitere Western-Blot-Analysen reprdsentativ.
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VII1.4.8 KSRP interagiert mit TTP

Im Folgenden wurde untersucht, ob KSRP auch mit TTP interagieren kann. Hierfiir wurden Co-
Immunprézipitations-Analysen mit einem polyklonalen Antikorper gegen TTP durchgefiihrt. Die
im Versuch eingesetzten Gesamtzellextrakte wurden aus fiir vier Stunden mit Zytokinen
stimulierten (CM) (VIL.1.4) oder unbehandelten (Co) DLD-1-Zellen gewonnen. Zunichst
wurden diese Extrakte mit RNase behandelt, um eine RNA-vermittelte Interaktion ausschlielen
zu konnen. Mit den Prézipitaten wurden dann Western-Blot-Analysen mit einem monoklonalen
Antikorper gegen KSRP durchgefiihrt. Hierbei zeigt sich eine Interaktion von TTP und KSRP,
die nach Zytokin-Stimulation deutlich verstirkt ist. Eine Immunprizipitation mit einem
Pridimmunserum als Negativkontrolle zeigt keine Prézipitation von KSRP. Zum Vergleich
wurden 5 % des eingesetzten Extrakts analysiert (Input) (Abbildung 29).

IP:  o-TTP IP:  PriS | kDa
WB: o-KSRP [WB: o-KSRP
100
KSRP wmmm | = 70
55

Input Co CM Co CM

Abbildung 29 : KSRP interagiert mit TTP

DLD-1-Zellen wurden fiir vier Stunden mit Zytokinen (CM) oder in Serum-freiem Medium (Co) inkubiert.
Anschlieffend wurden Gesamtzellextrakte gewonnen und ein RNase-Verdau durchgefiihrt. Dann wurden die Extrakte
mit einem polyklonalen Antikorper gegen TTP (IP: o-TTP) oder mit Prdimmunserum (IP: Prd-1S) inkubiert.
Coprdzipitiertes KSRP wurde in Western-Blot-Analysen mit einem monoklonalen Antikérper gegen KSRP analysiert
(WB: o-KSRP). Zum Vergleich wurden 5 % des eingesetzten Extrakts aufgetragen (Input). Dieser Western-Blot ist
reprdsentativ fiir insgesamt drei Co-Immunprdzipitations-Analysen.

VII1.4.9 Die Interaktion von KSRP und TTP ist nach Hemmung der
p38-MAPK durch SB 203580 vermindert

Um zusitzlich einen Effekt des p38-MAPK-Inhibitors SB 203580 auf die TTP-KSRP-
Interaktion zu analysieren, wurden DLD-1-Zellen vor der Stimulation mit Zytokinen (VII.1.4)
fiir eine Stunde mit 10 uM SB 203580 (SB+) oder DMSO (SB-) vorbehandelt. Mit den
gewonnenen Extrakten wurden nach einem RNase-Verdau Immunprézipitationen mit einem
monoklonalen Antikdrper gegen KSRP durchgefiihrt. Western-Blot-Analysen mit einem
polyklonalen KSRP-Antikorper zeigen eine gleichmédBige Prézipitation von KSRP in allen

Extrakten. Zum Vergleich wurden 5% des eingesetzten Extrakts aufgetragen (Input)
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(Abbildung 30B). Die Analyse der TTP-Proteinexpression zeigt nach Hemmung der p38-MAPK
eine Abschwichung der unter Zytokinen verstiarkten Interaktion von KSRP und TTP
(Abbildung 30A). Als Negativkontrolle wurde ein Prdimmunserum fiir die Immunprézipitation

eingesetzt; hier war nur die schwere Kette des Immunglobulins (hc: ,,heavy chain®) detektierbar.
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Abbildung 30: Die Interaktion von KSRP und TTP ist nach Hemmung der p38-MAPK vermindert
DLD-1-Zellen wurden fiir eine Stunde mit 10 uM SB 203580 (SB+) oder DMSO (SB-) und anschliefend fiir vier
Stunden mit (CM) oder ohne Zytokine (Co) inkubiert. Dann wurden Gesamtzellextrakte gewonnen, mit RNase
behandelt und anschliefend eine Immunprdzipitation mit einem monoklonalen Antikérper gegen KSRP durchgefiihrt
(IP: o-KSRP). Als Negativkontrolle diente die Inkubation mit einem Prdimmunserum (IP: Prd-IS).

A) Coprdazipitiertes TTP wurde in Western-Blot-Analysen unter Verwendung eines polyklonalen Antikorpers
analysiert (WB: o-TTP). In der Negativkontrolle erkennt man die schwere Kette (hc: , heavy chain®) des
Immunglobulins. Der Blot ist fiir insgesamt drei Western-Blot-Analysen reprdsentativ.

B) Zur Normierung des prdzipitierten KSRP wurden Western-Blot-Analysen mit einem polyklonalen Antikdrper
gegen KSRP durchgefiihrt (WB: a-KSRP). Zur Kontrolle wurden zusdtzlich 5 % des eingesetzten Extrakts
aufgetragen (Input). Die Banden fiir KSRP (KSRP) und fiir die schwere Kette des Immunglobulins (hc) sind
markiert.
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VIIL.4.10 Uberexpression einer nicht-bindenden KSRP-Mutante erhoht die
Expression der iNOS

Da TTP die iNOS-mRNA stabilisiert, ohne mit ihr zu interagieren, wurde der Effekt der Bindung
von KSRP an die iNOS-mRNA {iberpriift. Deletion der -carboxy-terminalen RNA-
Bindungsdoméne (KH4) von KSRP erzeugt eine dominant-negative KSRP-Isoform, die mit dem
Exosom interagieren kann, aber nicht mehr in der Lage ist, an ARE-haltige mRNAs zu binden
(Gherzi et al., 2004). Um den Effekt dieser nicht-bindenden Mutante auf die iNOS-Expression
zu analysieren, wurden DLD-1-Zellen generiert, die diese stabil {iberexprimierten
(DLD-1-pcDNA-KSRPdel). Zundchst wurde die Expression der KSRP-Mutante in diesen Zellen
mit Western-Blot-Analysen liberpriift. Zum Vergleich wurden DLD-1-pcDNA3-Kontrollzellen
analysiert (Abbildung 31).

kDa

KSRP F 75

KSRPdel -l
pcDNA3 + -
pcDNA-KSRPdel -  +

Abbildung 31: Expression einer nicht-bindenden KSRP-Mutante in stabil transfizierten DLD-1-Zellen
Reprdsentativer Blot fiir drei unabhdngige Western-Blot-Analysen mit einem monoklonalen Antikorper gegen KSRP.
Eingesetzt wurden 50 ug Extrakte aus stabil transfizierten DLD-1-Zellen (pcDNA3, pcDNA-KSRPdel). Die
Positionen von KSRP und der nicht-bindenden KSRP-Mutante (KSRPdel) sind angezeigt.

Die DLD-1-pcDNA3- und DLD-1-pcDNA-KSRPdel-Zellen wurden fiir sechs Stunden mit
Zytokinen stimuliert (CM) (VIL.1.4) oder in Serum-freiem Medium inkubiert (Co). Dann wurde
RNA isoliert und die iNOS-mRNA-Expression mittels qRT-PCR-Analysen untersucht. Zur
Auswertung wurde die iNOS-mRNA-Menge in CM-stimulierten DLD-1-pcDNA3-Zellen als
100 % gesetzt. Im Vergleich zu den Kontrollzellen ist die Zytokin-stimulierte iNOS-Expression
in DLD-1-Zellen, die die nicht-bindende KSRP-Mutante exprimieren, auf ungefiahr das Doppelte
erhoht (Abbildung 32A). Zusédtzlich wurde auch die iNOS-vermittelte NO-Produktion als
kumulatives Nitrit im Zellkulturiiberstand dieser Zellen nach 24-stiindiger Inkubation mit (CM)
oder ohne Zytokine (Co) gemessen. Verglichen wurde wiederum mit CM-stimulierten
DLD-1-pcDNA3-Zellen. Auch die NO-Produktion ist in den DLD-1-pcDNA-KSRPdel-Zellen
auf mehr als das Doppelte erhoht (Abbildung 32B). Die Bindung von KSRP an die iNOS-mRNA

ist demnach fiir die Vermittlung des destabilisierenden Effekts notwendig.
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Abbildung 32: Uberexpression einer nicht-bindenden KSRP-Mutante erhoht die iNOS-Expression

Mit pcDNA3 oder pcDNA-KSRPdel stabil transfizierte DLD-1-Zellen wurden fiir sechs oder 24 Stunden mit einem
Zytokingemisch stimuliert (CM). Zur Kontrolle wurden Zellen fiir sechs oder 24 Stunden in Serum-freiem Medium
inkubiert (Co).

A) Auswertung von fiinf unabhdingigen qRT-PCR-Analysen mit RNA aus DLD-1-pcDNA3- und DLD-1-pcDNA-
KSRPdel-Zellen und einer Sonde gegen die iNOS-mRNA. Die Sdulen (Mittelwert = SEM) reprdsentieren relative
iNOS-mRNA-Mengen in Bezug auf die iNOS-mRNA-Menge in fiir sechs Stunden mit Zytokinen inkubierten DLD-1-
pcDNA3-Zellen (***: p<0,001; *: p<0,05 in Bezug auf CM-inkubierte DLD-1-pcDNA3-Zellen).

B) Auswertung von fiinf unabhdingigen Nitritmessungen von Uberstinden aus DLD-1-pcDNA3- und DLD-1-pcDNA-
KSRPdel-Zellen. Die Sdulen (Mittelwert + SEM) reprdsentieren relative Nitritmengen in Bezug auf die Nitritmenge
in fiir 24 Stunden mit Zytokinen inkubierten DLD-1-pcDNA3-Zellen (***: p<0,001; **: p<0,01 in Bezug auf CM-
inkubierte DLD-1-pcDNA3-Zellen).
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VII1.4.11 Bindung von KSRP an die INOS-mRNA

Um die Bindungsstelle von KSRP an der iNOS-mRNA genauer lokalisieren zu kdnnen, wurden
UV-Crosslink-Experimente (VIL.3.7) mit einem GST-KSRP-Fusionsprotein und verschiedenen
Fragmenten der 3’-UTR der iNOS-mRNA als Sonden durchgefiihrt. Die eingesetzten Fragmente
und ihre Lage in der iNOS-3’-UTR sind in Abbildung 33 dargestellt.

iNOS-3'-UTR
Yy vy
/—— I — AAA

YYY YV 3.UTR(1-477)

non AU (1-231) YYY VvV AU (232-477)
- A (232-329)
\AA B (327-430)
GAUGGAGAUAUUUACAUGAAUUGCAUUUUACUUUAAUC Wildtyp vy C (387-477)
GAUGGAGAUGGGCCCAUGAAUUGCAUUUUACUUUAAUC mut 1 T C mut 1
GAUGGAGAUAUUUACAUGAAUUGCCGGCCGCUUUAAUC mut 2 J_ C mut 2
GAUGGAGAUGGGCCCAUGAAUUGCCGGCCGCUUUAAUC mut 1 + 2 — Cmut1+2

Abbildung 33: Fragmente fiir UV-Crosslink-Experimente und ihre Lage in der iNOS-mRNA

Schema der humanen iNOS-3’-UTR-mRNA (477 nt) und der Transkripte fiir UV-Crosslink-Experimente. Die initiale
UGA-Sequenz entspricht dem Stopcodon fiir die Translation. AUUUA und AUUUUA-Sequenzen sind mit
Pfeilspitzen angezeigt. Aufserdem sind die Sequenzen der Mutationen in Fragment C dargestellt.

VII1.4.11.1 KSRP bindet an den AU-reichen Teil der iNOS-3’-UTR-mRNA

Zunichst wurde die Bindung von KSRP an die 3’-UTR der iNOS-mRNA {iberpriift. Wie
aufgrund der RNA-Affinitdtschromatographie-Aufreinigung zu erwarten, interagiert KSRP mit
der iNOS-3’-UTR. Als Negativkontrolle diente der GST-Anteil des Fusionsproteins oder BSA,
das keine Bindung aufwies. Als Positivkontrolle ist die bereits bekannte Bindung von HuR an
die iNOS-3’-UTR dargestellt (Rodriguez-Pascual et al., 2000). In weiteren UV-Crosslink-
Analysen konnte festgestellt werden, dass KSRP nur mit dem Teil der iNOS-3’-UTR interagiert,
der die AU-reichen Sequenzen enthilt (Abbildung 34).
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Abbildung 34: KSRP bindet an den AU-reichen Teil der iINOS-mRNA

Autoradiographie eines reprdsentativen Gels von UV-Crosslink-Experimenten. 2P-markierte RNA-Transkripte
(3°-UTR, non-AU, AU (Abbildung 33)) wurden mit BSA, GST, GST-KSRP (KSRP) oder GST-HuR (HuR) inkubiert.
Die Positionen der RNA-Protein-Komplexe sind angezeigt.

VII1.4.11.2 KSRP bindet an das am 3’-Ende der iNOS-3’-UTR gelegene ARE

Es erfolgte eine weitere Aufgliederung des AU-reichen Teils der iNOS-3’-UTR in die Fragmente
A, B und C (Abbildung 33). Von diesen enthélt Fragment A kein AU-reiches Element; in
Fragment B befinden sich drei und in Fragment C zwei AU-reiche Sequenzen. In UV-Crosslink-
Experimenten mit diesen Transkripten zeigt das GST-KSRP-Fusionsprotein die hochste Affinitét
zu Fragment C (Abbildung 35). Darauthin wurden die beiden AU-Motive in Fragment C einzeln
oder getrennt zu GC-reichen Sequenzen mutiert (Abbildung 33). Auch diese Transkripte wurden
mit GST-KSRP inkubiert. Es zeigt sich, dass KSRP nach Mutation des ersten AREs noch an das
Fragment binden kann, jedoch ist nach Mutation des zweiten AREs oder nach Mutation beider
AREs in Fragment C keine Interaktion mehr von KSRP mit den Transkripten festzustellen
(Abbildung 35). Demzufolge bindet KSRP an das am 3’-Ende der iNOS-3’-UTR-mRNA
gelegene AU-reiche Element.

3’-UTR FragA FragB FragC mut 1 mut 2 mut 1+2
= KSRP pviid

GST-KSRP GST oo -y

KSRP S

Abbildung 35: KSRP bindet an das am 3’-Ende der iNOS-3’-UTR-mRNA gelegene ARE

Autoradiographie eines reprdsentativen Gels von UV-Crosslink-Experimenten. 2P_markierte Transkripte der
iNOS-3’-UTR, Fragment A (FragA), Fragment B (FragB) und Fragment C (FragC) (Abbildung 33) wurden mit
GST-KSRP (KSRP) inkubiert. Die Positionen der RNA-Protein-Komplexe sind angezeigt (linke Bildhdilfte).
2P_markierte Transkripte von Fragment C mit Mutation des 5’-AREs (mut 1), des 3’-AREs (mut 2) oder beider
AREs (mut 1+2) wurden mit GST oder GST-KSRP (KSRP) inkubiert. Die Positionen der RNA-Protein-Komplexe
sind angezeigt (rechte Bildhdlfte).
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VIIL.4.12 Konkurrenz von KSRP und HuR um die gleiche Bindungsstelle an
der iNOS-mRNA

Neben KSRP interagiert auch das RNA-bindende Protein HuR mit dem am 3’-Ende der iNOS-
3’-UTR-mRNA gelegenen ARE (Rodriguez-Pascual ef al., 2000). Im Folgenden wurde deshalb
untersucht, ob KSRP und HuR um diese Bindungsstelle konkurrieren. Dazu wurden UV-
Crosslink-Experimente mit **P-markierten Transkripten von Fragment C, gleichbleibenden
Mengen von GST-HuR und steigenden Mengen von GST-KSRP durchgefiihrt. Ebenso wurde
das Bindungsverhalten von gleichbleibenden Mengen GST-KSRP unter Zugabe steigender
Mengen von GST-HuR untersucht. Beide Versuche zeigen, dass sowohl KSRP als auch HuR in
der Lage sind, sich gegenseitig von ihrer Bindungsstelle zu verdringen (Abbildung 36).

KSRP - B "o e

o [
HuR e S Sl aun e e -
KSRP (ug) 0o 03 06 09 1,2 06 06 06 06 0,6
HuR (pg) 06 06 0,6 0,6 0,6 0 0,3 06 09 1,2

Abbildung 36: KSRP und HuR konkurrieren um die gleiche Bindungsstelle an der iNOS-3’-UTR-mRNA
Autoradiographie eines reprdasentativen Gels von UV-Crosslink-Experimenten. 2P-markierte Transkripte von
Fragment C wurden gleichzeitig mit gleichbleibenden Mengen GST-HuR (HuR; 0,6 ug) und ansteigenden Mengen
GST-KSRP (KSRP; 0-1,2 ug) (linke Bildhdilfie) oder mit gleichbleibenden Mengen GST-KSRP (KSRP; 0,6 ug) und
ansteigenden Mengen GST-HuR (HuR; 0-1,2 ug) (rechte Bildhdlfte) inkubiert. Die RNA-Proteinkomplexe von KSRP
und HuR sind angezeigt.

VIIL.4.13 Keine Verinderung der Bindungsaffinitit von KSRP an die
iINOS-3’-UTR in RNA-Affinititschromatographie- und
Immunpraizipitations-UV-Crosslink-Analysen

Um zu tiberpriifen, ob sich nach Stimulation der iNOS-Expression mit Zytokinen die Affinitét
der Bindung von KSRP an die iNOS-3’-UTR-mRNA verindert, wurden zunéchst erneut RNA-
Affinitdtschromatographie-Aufreinigungen (VII.2.17) mit 2 mg zytoplasmatischen Extrakten aus
unbehandelten (Co) oder Zytokin-stimulierten (CM) (VII.1.4) DLD-1-Zellen und einer
biotinylierten Sonde der iNOS-3’-UTR mit (3’-UTR) oder ohne AREs (3’-UTRAARE)
durchgefiihrt. In anschlieBenden Western-Blot-Analysen mit einem monoklonalen Antikorper
gegen KSRP wurde wie erwartet eine Bindung von KSRP nur an das ARE-haltige Transkript

102



Ergebnisse

gefunden. Allerdings war kein Unterschied der Bindungsaffinitdt nach Inkubation von Extrakten
aus Kontrollzellen oder Zytokin-stimulierten Zellen festzustellen. Zum Vergleich wurde
aufgereinigtes His-KSRP aufgetragen (Abbildung 37A). Eine mdgliche Anderung der
Bindungsaffinitdit von KSRP an die iNOS-3’-UTR wurde weiterhin mithilfe einer zweiten
Methode, der kombinierten Immunprézipitations-UV-Crosslink-Analyse, untersucht. Hierbei
wurden Extrakte aus unbehandelten (Co) oder fiir verschiedene Zeiten mit Zytokinen
stimulierten DLD-1-Zellen (VII.1.4) mit einem polyklonalen Antikérper gegen KSRP
immunprézipitiert. Mit den Préazipitaten wurden anschlieBend UV-Crosslink-Experimente unter
Verwendung eines **P-markierten iNOS-3’-UTR-Transkripts durchgefiihrt. Auch hier ergab sich
keine Anderung der Bindungsaffinitit von KSRP an die iNOS-3’-UTR nach Zytokin-Stimulation
(Abbildung 37B). Demnach é&ndert sich die Affinitdit der Bindung von KSRP an die
iINOS-3’-UTR nach Zugabe einer in vitro-transkribierten Sonde zu Extrakten aus unbehandelten
oder Zytokin-stimulierten DLD-1-Zellen nicht.

A)
3-UTR 3’-UTR His-
AARE | KSRP
KSRP e wrf W 75k
Co CM Co CM
B)

*‘“ﬂ S W0 B 8 0@ KSRP

Co 2 4 6 8

Zytokin-Inkubationszeit (h)

Abbildung 37: Keine Verinderung der Bindungsaffinitit von KSRP an eine iNOS-3’-UTR-Sonde

A) Eine reprdsentative Western-Blot-Analyse von drei RNA-Affinitdtschromatographie-Aufreinigungen. DLD-1-
Zellen wurden fiir vier Stunden mit (CM) oder ohne (Co) Zytokine behandelt. Nach Lyse der Zellen wurden 2 mg
zytoplasmatische Extrakte mit biotinylierten iNOS-3’-UTR-Transkripten mit (3-UTR) oder ohne AREs
(3’-UTRAARE) inkubiert und die daran gebundenen Proteine eluiert. Anschlieffende Western-Blot-Analysen wurden
mit einem monoklonalen Antikdrper gegen KSRP durchgefiihrt. Als Positivkontrolle wurde ein His-KSRP-
Fusionsprotein aufgetragen.

B) Reprdsentativer Immunprdzipitations-UV-Crosslink fiir insgesamt vier Analysen. DLD-1-Zellen wurden fiir zwei,
vier, sechs oder acht Stunden mit einem Zytokingemisch behandelt. Zur Kontrolle wurden Zellen fiir vier Stunden
ohne Zytokine inkubiert (Co). Extrakte aus diesen Zellen wurden mit einem polyklonalen Antikérper gegen KSRP
immunprézipitiert; mit dem Prizipitat und einem *’P-markierten Transkript der iNOS-3’-UTR wurden dann UV-
Crosslink-Experimente durchgefiihrt. Die RNA-Protein-Komplexe sind angezeigt.
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VII1.4.14 Die endogene Bindung von KSRP an die iNOS-3’-UTR ist nach
Zytokin-Stimulation verringert, wihrend gleichzeitig die endogene
Bindung von HuR zunimmt

Da sich die Affinitdt der Bindung von KSRP an die iNOS-3’-UTR nach Zytokin-Stimulation
nicht zu dndern scheint, sollte nun die Relevanz der Konkurrenz von KSRP und HuR um die
gleiche Bindungsstelle an der iNOS-3’-UTR analysiert werden. Dazu wurden die endogenen
Bindungsverhéltnisse mittels kombinierter Immunprézipitations-qRT-PCR-Analysen (VIIL.3.9)
untersucht. Verwendet wurden dazu Extrakte aus fiir vier Stunden mit Zytokinen stimulierten
(CM) (VII.1.4) oder unbehandelten (Co) DLD-1-Zellen. Nach Immunprézipitation der Extrakte
mit monoklonalen Antikérpern gegen HuR oder KSRP unter RNase-freien Bedingungen wurde
die prazipitierte iNOS-mRNA in qRT-PCR-Analysen detektiert. Zum Normieren wurde vor der
Aufreinigung der prizipitierten RNA in vitro-transkribierte Luciferase zugegeben, die dann auch
in qRT-PCR-Analysen bestimmt wurde. Als Negativkontrolle wurde eine Immunprézipitation
mit einem [gG-Antikdrper durchgefiihrt. Die in diesem Ansatz detektierte iNOS-mRNA-Menge
wurde im Verlauf der weiteren Auswertung als Hintergrundwert jeweils von der iNOS-mRNA-
Menge nach Immunprizipitation mit dem KSRP- oder HuR-Antikdrper abgezogen. Dann wurde
die von HuR gebundene iNOS-mRNA-Menge durch die von KSRP gebundene iNOS-mRNA-
Menge dividiert, sodass das Verhiltnis der Bindung von HuR und KSRP mit oder ohne
Zytokinbehandlung dargestellt werden konnte. Dabei konnte festgestellt werden, dass sich das
Verhiltnis der HuR-Bindung zur Bindung von KSRP an die iNOS-mRNA nach Zytokin-
Stimulation um ungefdhr das Dreifache erhoht (Abbildung 38). Das bedeutet, dass unter dem
Einfluss von Zytokinen die Bindung von HuR an die iNOS-3’-UTR zunimmt, wohingegen
gleichzeitig die Bindung von KSRP an diese Bindungsstelle abgeschwécht wird.
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Abbildung 38: Zytokin-Stimulation verstirkt die Bindung von HuR an die iNOS-3’-UTR, wihrend
gleichzeitig die Bindung von KSRP abgeschwiicht wird

DLD-1-Zellen wurden fiir vier Stunden mit (CM) oder ohne (Co) Zytokine inkubiert. Nach Lyse der Zellen wurde die
von HuR oder KSRP gebundene iNOS-mRNA mit spezifischen Antikérpern prdzipitiert und in gRT-PCR-Analysen
quantifiziert. Zur Normierung wurde vor der Aufreinigung der prdzipitierten RNA in vitro-transkribierte Luciferase
zugegeben und in den qRT-PCR-Analysen mitbestimmt. Als Hintergrundwert wurde die durch Inkubation mit einem
IgG-Antikérper prizipitierte iNOS-mRNA subtrahiert. Dann wurde der Wert der HuR-gebundenen iNOS-mRNA-
Menge durch den Wert der KSRP-gebundenen iNOS-mRNA-Menge geteilt, sodass das Verhdltnis beider Bindungen
dargestellt werden konnte. Gezeigt ist eine reprisentative Analyse von zwolf unabhingigen IP-qRT-PCR-
Experimenten. Die Siulen (Mittelwert = SEM) reprisentieren die von HuR gebundene iNOS-mRNA-Menge dividiert
durch die von KSRP gebundene iNOS-mRNA-Menge (**: p<0,01 in Bezug auf das Bindungsverhdltnis ohne
Zytokin-Stimulation).
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VIIL.S Das Polypyrimidin-Trakt-bindende Protein (PTB) reguliert
die humane iINOS-Expression

Da fiir KSRP und PTB ein dhnliches Verteilungsmuster in der Zelle beschrieben wurde (Hall et
al., 2004) und bekannt ist, dass PTB mit der murinen iNOS interagiert (Soderberg et al., 2002),
wurde auch eine mdgliche Beteiligung von PTB an der Regulation der humanen iNOS-

Expression analysiert.

VIIL.5.1 PTB und KSRP weisen die gleiche subzellulire Lokalisation auf

Zunichst wurde die Verteilung von KSRP und PTB in der Zelle untersucht. Daflir wurden
DLD-1-Zellen stabil mit einem EGFP-PTB-Konstrukt transfiziert, das zur Expression eines
Fusionsproteins aus dem ,enhanced green fluorescent protein“ und PTB fiihrte
(DLD-1-pEGFP-PTB). Mittels FACS (Fluoreszenz-aktiviertes Zell-Sortieren) wurden die EGFP-
positiven Zellen angereichert. In diesen Zellen konnte dann auch die PTB-Lokalisation direkt
durch die griine Fluoreszenz des EGFP-Anteils des EGFP-PTB-Fusionsproteins analysiert
werden. Als Kontrolle dienten DLD-1-Zellen, die nur den EGFP-Leervektor enthielten
(DLD-1-pEGFP). Die Zellen wurden zunichst fiir vier Stunden mit Zytokinen stimuliert (CM)
oder in Serum-freiem Medium inkubiert (Co). Dann wurden sie fixiert und
Immunfluoreszenzfarbungen (VIL.3.10) unter Verwendung eines monoklonalen Antikorpers
gegen KSRP durchgefiihrt. Die Bindung des Primérantikorpers an KSRP wurde durch Kopplung
an einen Cy3-markierten Sekundirantikorper sichtbar gemacht. AuBlerdem wurde zur besseren
Unterscheidung der Zellkompartimente der Zellkern mit DAPI angefarbt. In den
Fluoreszenzfarbungen der DLD-1-pEGFP-PTB-Zellen ist deutlich zu erkennen, dass sowohl
PTB als auch KSRP vornehmlich im Zellkern lokalisiert sind. Es fallt jedoch auf, dass sich PTB
meist in der Ndhe des Nukleolus punktformig anreichert, wahrend KSRP etwas diffuser verteilt
zu sein scheint. Nach Zytokin-Stimulation dndert sich aber weder die Lokalisation von PTB noch
die Verteilung von KSRP in der Zelle (Abbildung 39). Die DLD-1-pEGFP-Kontrollzellen zeigen
eine gleichmdBige Verteilung von EGFP im Zellkern und im Zytoplasma, sodass der EGFP-
Anteil des EGFP-PTB-Fusionsproteins die Lokalisation von PTB nicht beeinflusst (Daten hier
nicht gezeigt).
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Abbildung 39: PTB und KSRP weisen die gleiche subzellulire Lokalisation auf

DLD-1-pEGFP-PTB-Zellen wurden fiir vier Stunden mit einem Zytokingemisch stimuliert (CM). Zur Kontrolle
wurden Zellen fiir vier Stunden ohne Zytokine inkubiert (Co). Nach Fixierung der Zellen erfolgte die Inkubation mit
einem monoklonalen KSRP-Antikérper, dessen Bindung an KSRP wurde durch Inkubation mit einem
fluoreszenzmarkierten Sekunddrantikérper sichtbar gemacht. PTB konnte direkt durch die griine Fluoreszenz des
EGFP-Anteils des Fusionsproteins analysiert werden. Zellkerne wurden mit DAPI angefdirbt. Die Lokalisation der
Proteine wurde dann mittels Fluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht. Eine reprdsentative von insgesamt drei
Immunfluoreszenzfirbungen ist hier dargestellt.

VIILS.2 PTB interagiert mit KSRP
Aufgrund der rdaumlichen Nihe erschien es wahrscheinlich, dass auch PTB und KSRP

miteinander interagieren konnen. Um dies zu testen, wurden Co-Immunprézipitations-Analysen
mit einem polyklonalen Antikoérper gegen KSRP durchgefiihrt (IP: a-KSRP). Dazu wurden
Gesamtzellextrakte aus unbehandelten (Co) oder flir vier Stunden mit Zytokinen stimulierten
(CM) DLD-1-Zellen (VII.1.4) eingesetzt. Diese wurden zundchst mit RNase behandelt, um die
Detektion RNA-vermittelter Interaktionen zwischen Proteinen zu vermeiden. Als
Negativkontrolle wurde eine Immunprézipitation mit einem Praimmunserum (IP: Pri-IS)
durchgefiihrt. AnschlieBende Western-Blot-Analysen mit einem monoklonalen Antikorper gegen
PTB zeigen eine deutliche Interaktion zwischen KSRP und PTB (Abbildung 40A). Zum
Vergleich wurden auch 5% des eingesetzten Extrakts analysiert (Input). Der Erfolg der
Immunprézipitation von KSRP wurde in einer Western-Blot-Analyse mit einem monoklonalen
Antikorper gegen KSRP iiberpriift (Abbildung 40B). Zytokinbehandlung der DLD-1-Zellen

verursacht keine Verdanderung der Wechselwirkung zwischen KSRP und PTB.
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Abbildung 40: PTB interagiert mit KSRP

In DLD-1-Zellen wurde die iNOS-Expression durch Zugabe eines Zytokingemisches fiir vier Stunden stimuliert
(CM). Zur Kontrolle wurden Zellen fiir vier Stunden in Serum-freiem Medium inkubiert (Co). Dann wurden
Gesamtzellextrakte gewonnen. Diese wurden zundchst mit RNase vorbehandelt, um die Detektion RNA-bedingter
Interaktionen zwischen Proteinen zu vermeiden. Dann wurden mit einem polyklonalen Antikérper gegen KSRP
(IP: a-KSRP) oder einem Prdimmunserum (IP: Prd-1S) Co-Immunprdzipitations-Analysen durchgefiihrt. Die
prdzipitierten Proteine wurden mittels Western-Blot-Analysen sichtbar gemacht.

A) Reprdsentativer Blot fiir drei Western-Blot-Analysen mit einem monoklonalen Antikérper gegen PTB
(WB: a-PTB). Zum Vergleich wurden 5 % des Ausgangsextrakts (Input) eingesetzt.

B) Western-Blot-Analyse mit einem monoklonalen Antikérper gegen KSRP (WB:a-KSRP) zur Uberpriifung der
Effizienz der Immunprdzipitation. Zum Vergleich wurden 5 % des Ausgangsextrakts (Input) eingesetzt. Dieser Blot
ist fiir drei Western-Blot-Analysen représentativ.
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VIIL5.3 Uberexpression von PTB erhoht die Expression der iNOS

Um zu iiberpriifen, ob PTB einen Einfluss auf die Expression der humanen iNOS hat, wurden
DLD-1-pEGFP-PTB-Zellen und Kontrollzellen (DLD-1-pEGFP) fiir sechs Stunden mit
Zytokinen (CM) stimuliert oder in Serum-freiem Medium ohne Zytokine (Co) inkubiert
(VIL.1.4). Dann wurde RNA isoliert und die iNOS-mRNA-Expression in qRT-PCR-Analysen
bestimmt. Zur Auswertung wurde die iNOS-mRNA-Menge in CM-stimulierten DLD-1-pEGFP-
Zellen als 100 % gesetzt. In diesen Versuchen ist eine bis zu dreifache Steigerung der Zytokin-
stimulierten iNOS-mRNA-Expression in den PTB-iiberexprimierenden Zellen im Vergleich zu
Kontrollzellen erkennbar (Abbildung 41A). Auch auf Ebene der iNOS-vermittelten NO-
Produktion bestitigt sich der positiv regulatorische Effekt von PTB auf die iNOS-Expression
(Abbildung 41B). Hierzu wurden die DLD-1-pEGFP- und DLD-1-pEGFP-PTB-Zellen fiir
24 Stunden mit Zytokinen stimuliert (CM) oder in Serum-freiem Medium ohne Zytokine
inkubiert (Co), bevor im Zellkulturiiberstand die kumulative Nitritmenge mittels NO-Analyzer
bestimmt wurde. Hier ist in den DLD-1-pEGFP-PTB-Zellen eine Verdoppelung der Zytokin-
stimulierten NO-Produktion im Vergleich zu Kontrollzellen festzustellen. Uberexpression von

PTB erhoht demnach die Expression der humanen iNOS.
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Abbildung 41: Uberexpression von PTB erhoht die iNOS-Expression

DLD-1-pEGFP- und DLD-1-pEGFP-PTB-Zellen wurden fiir sechs oder 24 Stunden mit einem Zytokingemisch (CM)
stimuliert. Zur Kontrolle wurden Zellen fiir sechs oder 24 Stunden in Serum-freiem Medium inkubiert (Co).

A)  Auswertung von sechs unabhdngigen qRT-PCR-Analysen mit RNA aus DLD-1-pEGFP- und
DLD-1-pEGFP-PTB-Zellen und einer Sonde gegen die iNOS-mRNA. Die Messpunkte (Mittelwert + SEM)
reprdsentieren relative iNOS-mRNA-Mengen in Bezug auf die iNOS-mRNA-Menge in fiir sechs Stunden mit
Zytokinen behandelten DLD-1-pEGFP-Zellen (***: p<0,001 vs.CM-behandelte DLD-1-pEGFP-Zellen).

B) Auswertung von neun unabhingigen Nitritmessungen von Uberstinden aus DLD-1-pEGFP- und
DLD-1-pEGFP-PTB-Zellen. Die Sdulen (Mittelwert + SEM) reprdsentieren relative Nitritmengen in Bezug auf die
Nitritmenge in fiir 24 Stunden mit Zytokinen behandelten DLD-1-pEGFP-Zellen (***: p<0,001 vs. CM-behandelte
DLD-1-pEGFP-Zellen).
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VIIL.5.4 Verminderung der PTB-Expression erniedrigt die iNOS-mRNA-
Expression

Um auch den Effekt der Verminderung der PTB-Expression auf die iNOS-Expression
untersuchen zu konnen, wurde eine siRNA gegen PTB (siPTB) transient in DLD-1-Zellen
transfiziert. Als Negativkontrolle diente die transiente Transfektion einer siRNA gegen
Luciferase (siLUC). Nach 30 Stunden erfolgte zunéchst eine 18-stiindige Inkubation in Serum-
freiem Medium, bevor die iNOS-Expression durch Zugabe von Zytokinen (VII.1.4) fiir sechs
Stunden induziert wurde (CM). Zur Kontrolle wurden Zellen fiir sechs Stunden ohne Zytokine
inkubiert (Co). Nach Isolierung der RNA wurde zunéchst der Erfolg der Herunterregulation der
PTB-Expression durch qRT-PCR-Analysen mit einer Sonde gegen die PTB-mRNA {iberpriift.
Abbildung 42A zeigt eine um ungefdhr 40 % verringerte mRNA-Expression von PTB
unabhingig von der Zytokinbehandlung im Vergleich zu mit einer siRNA gegen Luciferase
transfizierten Zellen. Des Weiteren wurden nach Lyse der mit siRNA transfizierten Zellen
Western-Blot-Analysen mit einem monoklonalen Antikorper gegen PTB durchgefiihrt. Zur
Ladungskontrolle wurde die Expression von 3-Tubulin analysiert. Auch auf Proteinebene ist die
Expression von PTB vermindert (Abbildung 42B).
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Abbildung 42: Verminderung der PTB-Expression nach Transfektion einer siRNA

DLD-1-Zellen wurden mit einer siRNA gegen PTB (siPTB) oder zur Kontrolle mit einer siRNA gegen Luciferase
(siLUC) transfiziert. Dann wurde die iNOS-Expression durch Zugabe eines Zytokingemisches fiir sechs Stunden
stimuliert (CM). Zur Kontrolle wurden Zellen fiir sechs Stunden ohne Zytokine inkubiert (Co).

A) Auswertung von sechs unabhdngigen gRT-PCR-Analysen mit einer Sonde gegen die PTB-mRNA zum Uberpriifen
der Herunterregulation der PTB-mRNA-Expression. Die Sdulen (Mittelwert + SEM) reprisentieren relative PTB-
mRNA-Mengen in Bezug auf die PTB-mRNA-Menge in siLUC-behandelten Zellen (***: p<0,001 vs. siLUC-
behandelte Zellen).

B) Reprdsentativer Blot fiir drei Western-Blot-Analysen mit monoklonalen Antikérpern gegen PTB und [3-Tubulin
(B-Tub.) zur Uberpriifung der Herunterregulation der PTB-Expression nach Transfektion von siRNA auf
Proteinebene.
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Um den Effekt der verminderten PTB-Expression nach der siRNA-Transfektion auf die iNOS-
Expression zu untersuchen, wurde die gleiche RNA in qRT-PCR-Analysen mit einer Sonde
gegen die INOS-mRNA eingesetzt. Zur Auswertung wurde die iNOS-mRNA-Menge in siLUC-
transfizierten und CM-stimulierten DLD-1-Zellen als 100 % gesetzt. Die Verminderung der
PTB-Expression fiihrte zu einer etwas mehr als 20 %igen Verringerung der iNOS-mRNA-
Expression (Abbildung 43).
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Abbildung 43: Verminderung der PTB-Expression erniedrigt die INOS-mRNA-Expression

DLD-1-Zellen wurden mit einer siRNA gegen PTB (siPTB) oder Luciferase (siLUC) transfiziert. Dann wurde die
iINOS-Expression durch Zugabe eines Zytokingemisches fiir sechs Stunden stimuliert (CM). Zur Kontrolle wurden
Zellen fiir sechs Stunden ohne Zytokine inkubiert (Co). Dargestellt ist die Auswertung von sechs unabhdngigen qRT-
PCR-Analysen mit einer Sonde gegen die iNOS-mRNA. Die Sdulen (Mittelwert + SEM) reprdsentieren relative
iNOS-mRNA-Mengen in Bezug auf die iNOS-mRNA-Menge in siLUC- und CM-behandelten DLD-1-Zellen
(***: p<0,001 vs. siLUC- und CM-behandelte Zellen,).

VIILS.5 Keine Verinderung der Expression von PTB nach Zytokin-
Stimulation

Nun wurde untersucht, ob sich die Expression von PTB nach Induktion der iNOS-Expression mit
Zytokinen verdndert. Dazu wurden DLD-1-Zellen fiir verschiedene Zeiten mit Zytokinen
behandelt (CM) (VII.1.4). Zur Kontrolle wurden DLD-1-Zellen fiir 24 Stunden in Serum-freiem
Medium ohne Zytokine inkubiert (Co). AnschlieBend wurden aus diesen Zellen Proteinextrakte
gewonnen. Die PTB-Expression wurde dann mittels Western-Blot-Analysen mit einem
monoklonalen Antikdrper gegen PTB untersucht. Zur Normierung der aufgetragenen
Proteinmenge wurde auch die Expression von B-Tubulin bestimmt. Es war jedoch keine

Verdnderung der PTB-Expression nach Stimulation mit Zytokinen festzustellen (Abbildung 44).
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Abbildung 44: Keine Verinderung der PTB-Expression nach Zytokin-Stimulation

In DLD-1-Zellen wurde die iNOS-Expression durch Zugabe eines Zytokingemisches fiir zwei, vier, sechs, acht, zehn,
24 oder 48 Stunden induziert (CM). Zur Kontrolle wurden Zellen fiir 24 Stunden ohne Zytokine inkubiert (Co). Mit
je 50 ug Proteinextrakten aus diesen Zellen wurden dann Western-Blot-Analysen mit monoklonalen Antikérpern
gegen PTB und f3-Tubulin (f-Tub.) durchgefiihrt. Dieser Blot ist reprdsentativ fiir drei Western-Blot-Analysen.

VIIL.5.6 PTB bindet an die 3’-UTR und an die 5°-UTR der humanen iNOS-
mRNA

Des Weiteren wurde analysiert, ob PTB mit der humanen iNOS-mRNA interagiert. Dazu wurden
UV-Crosslink-Experimente mit einem GST-PTB-Fusionsprotein und in vitro-transkribierten,
2P-markierten Sonden von verschiedenen Fragmenten der iNOS-mRNA durchgefiihrt. Als
Negativkontrolle wurde GST verwendet, das mit keinem der Fragmente interagiert. GST-PTB
zeigt eine deutliche Bindung nicht nur an die iNOS-3°-UTR, sondern auch an die iNOS-5’-UTR
(Abbildung 45A). Eine weitere Aufteilung der 3’-UTR in die Fragmente A, B und C wie unter
VIIL.4.11 beschrieben zeigt eine schwache Interaktion von PTB mit allen Fragmenten. Da PTB
an polypyrimidinreiche Sequenzen mit der Konsensussequenz ,,UCUU* bindet (Perez et al.,
1997a), wurde das Vorkommen dieser Elemente in der iNOS-3’-UTR-Sequenz iiberpriift.
Tatsdchlich enthélt jedes der Fragmente A, B und C ein ,,UCUU“-Element (Abbildung 45B).
Eine weitere Unterteilung der iNOS-5’-UTR in Exon 1 (Ex1) und Exon 2 (Ex2) ldsst eine klare
Bindung von PTB an Exon 1 erkennen (Abbildung 45A). Dieses enthélt auch ein ,,UCUU*-
Element in einem zusétzlich pyrimidinreichen Kontext (Abbildung 45B). Demnach bindet PTB
wahrscheinlich an die ,,UCUU*-Sequenzen der 3’°- und 5’-untranslatierten Regionen der iNOS-
mRNA.
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Abbildung 45: PTB interagiert mit der 3’- und 5’-UTR der iNOS-mRNA

A) Autoradiographie eines reprdsentativen Gels von UV-Crosslink-Experimenten. 2P_markierte RNA-T: ranskripte
(3°-UTR, FragA, FragB, FragC, 5°-UIR, Exl, Ex2) (Abbildung 41B) wurden mit GST oder GST-PTB (PTB)

inkubiert. Die Positionen der RNA-Protein-Komplexe sind angezeigt.

B) Schema der humanen iNOS-mRNA und der Transkripte fiir UV-Crosslink-Experimente. Start- (AUG) und

Stopcodon (UGA) der Translation sind angegeben. UCUU-Sequenzen sind mit Pfeilspitzen angezeigt.
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IX Diskussion

IX.1 Regulation der humanen iINOS-Expression durch post-
transkriptionelle Mechanismen

Die Expression eukaryoter Gene wird sowohl durch transkriptionelle als auch durch post-
transkriptionelle Mechanismen reguliert. Ein zentraler Teil der post-transkriptionellen
Modulation der Genexpression wird dabei iiber Regulation der mRNA-Stabilitdt vermittelt. Die
Stabilitdit verschiedener mRNAs variiert betrdchtlich und kann durch eine Vielzahl
extrazelluldrer Stimuli beeinflusst werden (Wilusz et al., 2001). Eine genaue Kontrolle der
mRNA-Stabilitdt ermoglicht es den Zellen, die Expression bestimmter Gene fein abzustimmen.
Durch Verinderungen der Menge einer RNA kann letztendlich auch die Produktion des
entsprechenden Proteins schnell an die erforderlichen Gegebenheiten angepasst werden. Die
Geschwindigkeit des RNA-Abbaus wird von in der mRNA lokalisierten cis-Elementen
bestimmt, die von frans-agierenden Faktoren erkannt werden. Eine Dysregulation der Expression
dieser RNA-bindenden Proteine oder Mutationen in den Sequenzen der cis-Elemente und damit
verbunden einhergehende Funktionsstorungen der Regulation der mRNA-Stabilitdt werden mit
verschiedenen Krankheitsbildern, wie chronisch inflammatorischen Erkrankungen (Kontoyiannis
et al., 1999), Tumorentstehung (Gouble et al., 2002) oder M. Alzheimer (Hollams ef al., 2002) in
Verbindung gebracht. Die am besten charakterisierten cis-Elemente, die fiir den Abbau von
mRNA in eukaryoten Zellen verantwortlich gemacht werden, sind die AU-reichen Elemente
(AREs). AREs befinden sich vor allem in den 3’-untranslatierten Regionen (3’-UTRs) der
mRNA von Zytokinen, Proto-Onkogenen und Wachstumsfaktoren, deren Expression eine exakte
Regulation erfordert (Bakheet et al, 2001). Diese AU-reichen Sequenzen sind an der
Deadenylierung und am mRNA-Abbau beteiligt (Shyu et al., 1991); sie spielen aber auch eine
Rolle beim ,,5’-Decapping® (Gao et al., 2001). Inzwischen sind mehr als 15 Proteine bekannt,
die an AU-reiche Elemente binden (Hollams et al., 2002), jedoch wurde erst fiir wenige eine
Beteiligung an der Regulation der mRNA-Stabilitéit beschrieben. Zu diesen zdhlen beispielsweise
das ARE-RNA-bindendene Protein 1 (AUF 1) (Zhang et al., 1993), die ELAV-Proteine, wie z.B.
HuR (Brennan und Steitz, 2001), KSRP (Chen ef al., 2001) und die Tristetraprolin-Familie der
Zinkfinger-RNA-bindenden Proteine (Lai ef al., 1999).

Die Regulation der Expression der humanen iNOS findet auf verschiedenen Ebenen statt. Da die
Induktion der iNOS-Expression nach Stimulation mit LPS oder Zytokinen nicht alleine durch
eine Steigerung der Promotoraktivitit erklarbar ist, ist eine Beteiligung post-transkriptioneller
Mechanismen an der Regulation der iNOS-Expression wahrscheinlich. Die 3’-UTR der humanen
INOS-mRNA enthilt fiinf AU-reiche Elemente. In Transfektionsexperimenten konnte bereits
gezeigt werden, dass die humane iINOS-3’-UTR eine heterologe Reporter-mRNA destabilisiert
(Rodriguez-Pascual et al., 2000). Des Weiteren wurde HuR als Faktor beschrieben, der die
INOS-mRNA stabilisiert. Dabei bindet HuR an die 3’-UTR der iNOS-mRNA. Eine Verdnderung
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der Expression von HuR nach Zytokin-Stimulation konnte jedoch nicht festgestellt werden
(Rodriguez-Pascual et al., 2000).

Um zu untersuchen, ob weitere Proteine an der Regulation der iNOS-mRNA-Stabilitét beteiligt
sind, wurde in A549/8-Zellen, die ein Konstrukt aus einem 16 kb-Fragment des humanen iNOS-
Promotors vor einem Luciferase-Reportergen enthielten, die Translation mit Cycloheximid
blockiert, sodass keine weitere Proteinbiosynthese stattfinden konnte. AnschlieBend wurde die
iINOS-Expression mit Zytokinen stimuliert. Der Effekt der Inhibition der Proteinsynthese konnte
dann auf Ebene der Promotoraktivitit und auf mRNA-Ebene getrennt analysiert werden.
Cycloheximid-Behandlung der Zellen verursachte eine Verminderung der iNOS-mRNA-
Expression, aber nicht der iNOS-Promotoraktivitit (Abbildung 4). Diese Beobachtung liefert
einen ersten Hinweis darauf, dass mehrere labile Proteine mit einer kurzen Halbwertszeit {iber
post-transkriptionelle Mechanismen an der Regulation der iNOS-Expression beteiligt sind.

Ein wichtiger Signaltransduktionsweg, der an der Regulation der Expression von ARE-haltigen
mRNAs beteiligt ist, ist der p38-MAP-Kinase-Signaltransduktionsweg (Kracht und Saklatvala,
2002). Hemmung der p38-MAPK durch pharmakologische Inhibition oder Uberexpression einer
dominant-negativen p38-MAPK fiihren zu einem gesteigerten Abbau von verschiedenen mRNAs
mit AU-reichen Sequenzen, wie der Cyclooxygenase-2-mRNA (Ridley et al., 1998) und der IL-
1B-mRNA (Kracht und Saklatvala, 2002), sowie zu einer verringerten Expression der iNOS in
Ratten-Mesangialzellen und murinen Makrophagen (Lui et al., 2004).

Um den Effekt der Inhibition der p38-MAPK auf die iNOS-Promotoraktivitdt sowie auf die
INOS-mRNA- und die iNOS-Proteinexpression zu analysieren, wurden DLD-1-Zellen
verwendet, die stabil mit einer Plasmid-DNA transfiziert worden waren, die ein 16 kb-Fragment
des humanen iNOS-Promotors vor einem Luciferase-Reportergen enthielt. qRT-PCR-Analysen,
Western-Blot-Experimente und Nitritbestimmungen zeigten, dass eine Inhibition der p38-MAPK
durch SB 203580 die iNOS-mRNA- und die iNOS-Proteinexpression vermindert, aber keinen
Einfluss auf die Expression der Luciferase und damit auf die iNOS-Promotoraktivitit austibt
(Abbildung 5 und 6). Die gleichen Ergebnisse wurden auch durch Inhibition der p38-MAPK
mittels Uberexpression einer dominant-negativen Isoform erzielt (Fechir et al., 2005a). Ein
negativer Effekt der Hemmung der p38-MAPK auf die iNOS-Expression wurde auch in
humanen osteoarthritischen Chondrozyten (Martel-Pelletier et al., 1999) und in humanen
Nierenepithelzellen (Poljakovic et al., 2003) gezeigt. In transienten Transfektionen mit
Fragmenten des humanen oder Ratten-iNOS-Promotors konnte eine Verminderung der LPS-
und/oder Zytokin-induzierten Promotoraktivitit nach SB 203580-vermittelter Hemmung des
p38-MAPK-Signaltransduktionsweges beobachtet werden (Bhat et al., 2002; Kristof et al.,
2001). Die Versuche in den DLD-1-16kb-Zellen zeigen jedoch deutlich, dass die Aktivitét eines
stabil transfizierten humanen iNOS-Promotors von der Hemmung der p38-MAPK nicht
beeinflusst wird. Demnach scheint die p38-MAPK die iNOS-Expression in DLD-1-Zellen iiber

post-transkriptionelle Mechanismen zu regulieren.
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IX.2  Regulation der iNOS-Expression durch TTP

Der genaue Mechanismus der p38-vermittelten Stabilisierung von ARE-haltigen mRNAs ist
nicht bekannt. Es wurde aber beschrieben, dass die p38-MAP-Kinase entweder direkt (Carballo
et al., 2001) oder tiber ihr Substrat MAPKAP-2/MK-2 (Tchen et al., 2004) die Expression und
Phosphorylierung des RNA-bindenden Proteins Tristetraprolin (TTP) positiv beeinflusst. Dies
deutet darauf hin, dass die p38-MAPK-vermittelte Stabilisierung AU-reicher mRNAs zumindest
teilweise iiber eine Modulation der Expression oder Aktivitit von TTP stattfindet.

Aus diesem Grund wurde eine Beteiligung von TTP an der Regulation der iNOS-Expression
untersucht. Fiir TTP wurde bisher ein destabilisierender Einfluss auf AU-reiche mRNAs wie
beispielsweise die TNF-o-mRNA (Carballo ef al., 1998) oder die GM-CSF-mRNA (Carballo et
al., 2000) beschrieben. In Vorarbeiten mit DLD-1-Zellen, die mit einem eukaryoten
Expressionsvektor transfiziert worden waren, der fiir TTP codierte, wurde die iNOS-Expression
auf mRNA-Ebene und auf Ebene der iNOS-vermittelten NO-Produktion analysiert. Die
Uberexpression von TTP fiihrte unerwarteterweise zu einer gesteigerten Zytokin-induzierten
INOS-mRNA-Expression und NO-Produktion im Vergleich zu Kontrollzellen, die stabil mit dem
pZeo-Expressionsvektor transfiziert waren (Abbildung 8A). Dementsprechend war die iNOS-
Expression in DLD-1-Zellen, die die TTP-cDNA in antisense-Orientierung enthielten, verringert
(Abbildung 8B) (Fechir ef al., 2005a). Um diese Ergebnisse zu bestitigen, wurden zusétzlich
RNA-Interferenz-Experimente mit einer siRNA gegen TTP in DLD-1- und A549/8-Zellen
durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen stabil mit einem Vektor transfiziert, der fiir eine siRNA
codierte, die gegen die humane TTP-mRNA gerichtet war. Als Kontrollzellen dienten Zellen, die
nur mit dem Vektor transfiziert waren. In beiden Zelllinien konnte auf diese Weise eine ca.
50 %ige Verminderung der TTP-mRNA- und der TTP-Proteinexpression erreicht werden. Die
verringerte TTP-Expression flihrte zu einer Herunterregulation der Zytokin-induzierten iNOS-
mRNA-Expression um ungefahr 70 % (Fechir ef al., 2005a) und bestitigte somit die Ergebnisse
in den TTP-iiberexprimierenden Zellen. Demnach erhht TTP im Gegensatz zu seinen bisher
beschriebenen destabilisierenden Eigenschaften (Carballo et al., 1998) die Expression der
humanen iNOS.

In weiteren Vorarbeiten wurde die Bindung von TTP an die humane iNOS-mRNA untersucht.
Erstaunlicherweise konnte in UV-Crosslink-Experimenten keine Interaktion eines GST-TTP-
Fusionsproteins mit verschiedenen Fragmenten der INOS-mRNA (3°-UTR, codierende Sequenz,
5’-UTR) nachgewiesen werden (Abbildung 9). Das gleiche GST-TTP-Fusionsprotein war jedoch
in der Lage, die bereits beschriebenen Bindungen an die c-fos-3’-UTR (Worthington et al.,
2002) (Abbildung 9) und an die humane TNF-a-3’-UTR (Carballo et al., 1998) (Daten nicht
gezeigt) einzugehen, sodass davon ausgegangen werden kann, dass nicht eine fehlende
Funktionalitidt des Fusionsproteins flir das Ausbleiben der Bindung von TTP an die iNOS-
mRNA verantwortlich ist. Folglich interagiert TTP nicht durch direkte Bindung mit der iNOS-
mRNA.
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In dieser Arbeit sollte nun der Mechanismus der TTP-vermittelten Erhohung der iNOS-
Expression untersucht werden. Zunédchst wurden mit den stabil transfizierten Zellen (DLD-1-
pZeo, DLD-1-pZeo-hTTPs, DLD-1-pZeo-hTTPas) Actinomycin D-Experimente durchgefiihrt,
um nachzuweisen, ob der Effekt von TTP auf die iNOS iiber eine Verdnderung der mRNA-
Stabilitidt vermittelt wird. Tatsdchlich war nach Actinomycin D-Zugabe die Halbwertszeit der
INOS-mRNA in den TTP-iiberexprimierenden Zellen verglichen mit den Kontrollzellen erhoht.
Dementsprechend war die Stabilitdit der iINOS-mRNA in Zellen mit verminderter TTP-
Expression erniedrigt (Abbildung 10). Daraus ldsst sich folgern, dass die TTP-vermittelte
Modulation der iNOS-Expression iiber post-transkriptionelle Effekte von TTP zustande kommt.
Da aber fiir einige RNA-bindende Proteine wie AUF 1 (Fuentes-Panana et al., 2000) oder
hnRNP A1 (Shen und Masters, 2001) auch DNA-bindende Eigenschaften beschrieben sind und
diese Proteine auch Effekte auf die Promotoraktivitit verschiedener Gene ausiiben konnen,
wurde zusitzlich ein moglicher Effekt von TTP auf den iNOS-Promotor untersucht. Dazu wurde
pXP2-16kb, ein Plasmid mit einem 16 kb-Fragment des humanen iNOS-Promotors vor einem
Luciferase-Reportergen, transient in die DLD-1-pZeo-, DLD-1-pZeo-hTTPs- und DLD-1-pZeo-
hTTPas-Zellen transfiziert und die Luciferase-Aktivitit bestimmt. In diesen Versuchen konnte
keine Verdnderung der Zytokin-induzierten iNOS-Promotoraktivitit festgestellt werden
(Abbildung 11). Dementsprechend reguliert TTP die Expression der iNOS ausschlieBlich tiber
post-transkriptionelle Mechanismen.

Um den Mechanismus, iiber den TTP diese post-transkriptionellen Effekte ausiibt, genauer zu
charakterisieren, wurde zunédchst die Expression von TTP nach Zytokin-Stimulation in DLD-1-
Zellen analysiert. Dabei konnte festgestellt werden, dass Inkubation der Zellen mit Zytokinen,
die die Expression der iNOS induzieren, auch eine Steigerung der Expression von TTP sowohl
auf mRNA-Ebene (Fechir et al., 2005a) als auch auf Proteinebene zur Folge hat (Abbildung 12).
Dabei war die Zeitkurve der Induktion der TTP-Expression vergleichbar mit der der iNOS-
mRNA-Expression nach Stimulation mit Zytokinen (Rodriguez-Pascual et al., 2000). Das
Maximum sowohl der iNOS-mRNA-Expression als auch der TTP-Expression lag bei ungefahr
vier bis sechs Stunden. Des Weiteren fiel der Zeitpunkt der Abnahme der iNOS-mRNA-
Expression mit dem Riickgang der TTP-Proteinexpression zusammen. Diese Versuche zeigen
demnach, dass TTP eine wichtige Rolle bei der Stabilisierung der iNOS-mRNA spielt. Dabei
wird der stabilisierende Effekt wahrscheinlich iiber eine erhohte Expression von TTP nach
Zytokin-Stimulation vermittelt. Der Riickgang der TTP-Expression nach sechs bis acht Stunden
konnte tliber einen negativen Riickkopplungsmechanismus zu erkldren sein, wobei TTP seine
eigene mRNA durch Bindung an die TTP-3’-UTR destabilisiert (Tchen et al., 2004).

Da Behandlung von DLD-1-Zellen mit SB 203580 die Zytokin-induzierte iNOS-Expression
verminderte, wurde auch der Effekt der Hemmung der p38-MAPK auf die Zytokin-induzierte
TTP-Expression analysiert. Tatsdchlich erniedrigte eine Inkubation von DLD-1-Zellen mit
SB 203580 die Expression von TTP auf mRNA- und Proteinebene (Abbildung 13). Ein dhnlicher
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Effekt der p38-MAPK auf die post-transkriptionelle Regulation von TTP wurde in murinen
RAW-Makrophagen beschrieben (Tchen et al., 2004). Es ist demzufolge wahrscheinlich, dass
der stabilisierende Effekt der p38-MAPK auf die iNOS-mRNA iiber eine Erhohung der
Expression des stabilisierenden Proteins TTP zustande kommt.

Auch iiber eine Phosphorylierung von TTP durch die p38-MAPK und deren Substrat MK-2 nach
Aktivierung durch proinflammatorische Stimuli wurde berichtet (Carballo et al., 2001; Mahtani
et al., 2001; Zhu et al., 2001). Nach p38-vermittelter Phosphorylierung kann TTP in
Abhingigkeit von Bindung an 14-3-3-Proteine aus dem Zellkern ins Zytoplasma translozieren
(Johnson et al., 2002). Eine Translokation von TTP konnte in DLD-1-Zellen bisher aber nicht
beobachtet werden. Auflerdem gibt es Hinweise, dass eine Phosphorylierung von TTP dessen
Bindungsaffinitdit an mRNA vermindern kann (Carballo et al., 2001). Das in den UV-Crosslink-
Experimenten eingesetzte GST-TTP-Fusionsprotein zeigte jedoch unabhdngig von einer
Phosphorylierung keine Bindung an die iNOS-mRNA. Dennoch kann ein Effekt einer p38-
vermittelten Phosphorylierung von TTP auf die iNOS-Expression nicht ausgeschlossen werden.
Die bisher beschriebenen destabilisierenden Effekte von TTP wurden jeweils durch eine direkte
Interaktion von TTP mit der jeweiligen mRNA (TNF-a, GM-CSF, c-fos, Interleukin-3, IFN-8-
und -y) vermittelt (Carballo et al., 2000; Lai und Blackshear, 2001; Worthington et al., 2002). Es
wurde aber auch beschrieben, dass nicht-bindende TTP-Mutanten in der Lage sind, die TNF-a-
mRNA zu stabilisieren. Dabei konnte die Expression der TTP-Mutanten den destabilisierenden
Effekt des Wildtyp-TTPs inhibieren. Es wird jedoch angenommen, dass TTP mit weiteren
Enzymen oder Proteinkomplexen interagiert und dadurch deren Fihigkeit zur Deadenylierung
und zum weiteren Abbau von mRNA funktionell stimuliert (Lai ef al., 2002). Da Wildtyp-TTP
nicht an die iINOS-mRNA bindet, scheint der stabilisierende Effekt von TTP auf die iNOS-
Expression demnach indirekt ausgeiibt zu werden. Das macht eine Beteiligung weiterer
regulatorischer Proteine an der Modulation der iINOS-mRNA-Stabilitit wahrscheinlich.
Beispielsweise konnte TTP die mRNA-Stabilitdt anderer RNA-bindender Proteine beeinflussen,
die ihrerseits die iINOS-mRNA stabilisieren oder destabilisieren. Des Weiteren konnte eine
Interaktion von anderen Proteinen mit TTP deren Bindungsaffinitit an die iINOS-mRNA
verdndern und auf diese Weise die Expression der iNOS beeinflussen. Es wurde beispielsweise
beschrieben, dass eine Komplexbildung von TTP mit 14-3-3-Proteinen die Degradation ARE-
haltiger mRNAs inhibiert (Stoecklin et al., 2004). AuBlerdem ist bekannt, dass TTP fiir die
Aktivierung des Exosoms, welches den 3’-5’-Abbau von mRNAs initiiert, notwendig ist (Chen
et al., 2001). So konnte auch eine Inaktivierung des Exosoms durch ein Verhindern von dessen
Interaktion mit der INOS-mRNA eine Stabilisierung der mRNA zur Folge haben.
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IX.3 Regulation der iNOS-Expression durch KSRP
Da der indirekt vermittelte Effekt von TTP auf die Stabilisierung der iNOS-mRNA die

Beteiligung weiterer Faktoren erfordert, wurden zur Isolierung von Proteinen, die mit der
3’-UTR der iNOS-mRNA interagieren, RNA-Affinititschromatographie-Aufreinigungen
durchgefiihrt. Auf diese Weise konnten das ,,KH-type splicing regulatory protein® (KSRP), das
Poly-A-bindende Protein (PABP) und das heterogene nukledre Ribonukleoprotein El
(hnRNP E1) als iNOS-mRNA-bindende Proteine identifiziert werden (Abbildung 14).
hnRNP E1 ist nicht nur an der Regulation der Translation verschiedener mRNAs beteiligt
(Ostareck-Lederer ef al., 2002), sondern wurde auch als Regulator der mRNA-Stabilitit fiir die
humane Renin-mRNA (Morris et al., 2004) und die Kollagen-Typ I- und III-mRNA (Thiele et
al., 2004) beschrieben. PABP bindet an den Poly-A-Schwanz von mRNAs und scheint fiir
verschiedene post-transkriptionelle Regulationsmechanismen von Bedeutung zu sein (Mangus et
al., 2003). Es gibt jedoch auch Hinweise auf eine Bindung von PABP an AU-reiche Elemente
von mRNAs (Bollig ef al., 2003; Dean et al., 2004; Sladic et al., 2004). KSRP spielt eine
wichtige Rolle bei der exosomal vermittelten Degradation von ARE-haltigen mRNAs (Chen et
al., 2001; Gherzi et al., 2004).

In dieser Arbeit wurde zunichst die Beteiligung von KSRP an der Regulation der iNOS-
Expression weiterfiihrend untersucht.

Mittels in vitro-mRNA-Degradations-Analysen konnte gezeigt werden, dass die Stabilitdt einer
»> -gecappten und 3’-polyadenylierten iNOS-3’-UTR-RNA nach Inkubation mit KSRP-
depletierten Extrakten im Vergleich zur Inkubation mit Kontrollextrakten erhoht war
(Abbildung 17). Deletion der AU-reichen Elemente der iNOS-3’-UTR fiihrte ebenfalls zu einer
Erhohung der iNOS-mRNA-Stabilitit. Bemerkenswert ist hierbei, dass Immundepletion von
KSRP keinen Einfluss auf den Abbau der Transkripte ohne AREs hatte. Diese in vitro-Versuche
geben einen ersten Hinweis auf die Bedeutung von KSRP fiir die ARE-vermittelte Regulation
der iNOS-mRNA-Stabilitit.

Zur Analyse des Einflusses von KSRP auf die iNOS-Expression in lebenden Zellen wurden
stabil transfizierte DLD-1-Zelllinien mit erhohter (DLD-1-pcDNA-HisKSRP) oder erniedrigter
(DLD-1-pcDNA-KSRPas) KSRP-Expression generiert. In diesen Zellen konnte ein negativ
regulatorischer Effekt von KSRP auf die Zytokin-induzierte iNOS-mRNA-Expression und auf
die iNOS-vermittelte NO-Produktion festgestellt werden (Abbildung 19 und 20). In DLD-1- und
A549/8-Zellen (Linker et al., 2005) durchgefiihrte RNA-Interferenz-Experimente mit siRNAs
gegen die humane KSRP-mRNA bestitigten diese Ergebnisse (Abbildung 23). Des Weiteren
konnte auch eine verringerte TNF-o-mRNA-Expression in KSRP-iiberexprimierenden DLD-1-
Zellen beobachtet werden (Daten nicht gezeigt), was einen Hinweis darauf gibt, dass der
destabilisierende Einfluss von KSRP auf ARE-haltige mRNAs einen allgemein giiltigen

Mechanismus darstellt.
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Um zu tberpriifen, ob KSRP die iNOS-Expression iiber eine Modulation der mRNA-Stabilitét
verringert, wurden Actinomycin D-Experimente durchgefiihrt. In den KSRP-iiberexprimierenden
DLD-1-Zellen war eine Messung des mRNA-Abbaus jedoch nicht moéglich, da die iINOS-
mRNA-Expression aufgrund des destabilisierenden Effekts von KSRP zu gering war. Eine
Hemmung der Transkription mit Actinomycin D in den DLD-1-pcDNA-KSRPas-Zellen hatte
aber eine Erhohung der Halbwertszeit der iNOS-mRNA zur Folge. Demnach wird der Effekt von
KSRP auf die iNOS-Expression auch in lebenden Zellen iiber eine Destabilisierung der iNOS-
mRNA vermittelt.

Da, wie bereits erwéhnt, einige RNA-bindende Proteine auch in der Lage sind, DNA zu binden
und die Promotoraktivitit zu modulieren, wurde auch fiir KSRP eine mdgliche Beteiligung an
der Regulation der iNOS-Promotoraktivitit untersucht. Dazu wurden die DLD-1-pcDNA-
HisKSRP-Zellen und die DLD-1-pcDNA3-Kontrollzellen transient mit pXP2-16kb (einem
Konstrukt mit einem 16 kb-Fragment des humanen iNOS-Promotors vor einem Luciferase-
Reportergen) transfiziert. Die Bestimmung der Luciferase-Aktivitit zeigte eine deutlich
erniedrigte Zytokin-induzierte Promotoraktivitit in den KSRP-iiberexprimierenden Zellen
(Abbildung 25), sodass zundchst ein negativer Effekt von KSRP auch auf die iNOS-
Promotoraktivitit angenommen wurde. Dies wiirde fiir eine Doppelfunktion von KSRP bei der
Regulation der iNOS-Expression durch Destabilisierung der iNOS-mRNA auf post-
transkriptioneller Ebene und Verminderung der Promotoraktivitit auf transkriptioneller Ebene
sprechen. Um diese Doppelfunktion zu bestitigen, wurden weitere Transfektionsexperimente
durchgefiihrt. Hierbei wurden DLD-1-Wildtyp-Zellen verwendet, die sowohl mit pXP2-16kb als
auch mit pcDNA-HisKSRP oder dem Expressionsvektor pcDNA3 transient transfiziert wurden.
Die Bestimmung der Luciferase-Aktivitit nach dieser transienten Transfektion ergab keinen
Hinweis auf eine verdnderte Promotoraktivitit in den DLD-1-Zellen, die KSRP transient
iiberexprimierten (Abbildung 26). Eine mogliche Erklarung fiir diese Divergenz wire ein negativ
regulatorischer Effekt von KSRP auf fiir die iNOS-Promotoraktivitit wichtige
Transkriptionsfaktoren wie STAT-1a oder NF-kB. Ein destabilisierender Effekt von KSRP auf
den Transkriptionsfaktor Pitx-2 wurde bereits beschrieben (Briata et al., 2003). Eine verdnderte
mRNA-Stabilitdit und somit eine verringerte Expression von Transkriptionsfaktoren wiirde
letztendlich auch zu einer erniedrigten Expression der iNOS durch eine Verminderung der
Promotoraktivitit fiihren. Dieser indirekte Vorgang wiirde allerdings mehr Zeit beanspruchen als
eine direkte Wirkung von KSRP auf den iNOS-Promotor. In stabil transfizierten KSRP-
iiberexprimierenden Zellen wiirde eine andauernde Herunterregulation der Expression von
Transkriptionsfaktoren nach transienter Transfektion von pXP2-16kb demnach einen sichtbaren
Effekt verursachen, wihrend nach transienter Transfektion eines Konstruktes mit einer KSRP-
cDNA die Zeit bis zur Lyse der Zellen nicht ausreichend wére, um denselben Effekt
hervorzurufen. Demzufolge findet die KSRP-vermittelte Beeinflussung der iNOS-

Promotoraktivitidt wahrscheinlich auf indirektem Weg statt.
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Im Gegensatz dazu scheint die Destabilisierung der iNOS-mRNA durch KSRP direkt vermittelt
zu werden. Da die Induktion der iNOS-Expression in DLD-1-Zellen die Behandlung mit einem
komplexen Zytokingemisch erfordert, wurde die Auswirkung der Zytokin-Stimulation auf die
Expression von KSRP analysiert. Weder auf mRNA- (Daten nicht gezeigt) noch auf
Proteinebene konnte eine Verdnderung der KSRP-Expression beobachtet werden
(Abbildung 27). Western-Blot-Analysen ergaben weiterhin keine Hinweise auf eine mogliche
Veranderung der Lokalisation von KSRP in der Zelle. Briata et al. konnten kiirzlich eine p38-
vermittelte Phosphorylierung von KSRP nach Differenzierung von Muskelzellen zeigen, die in
der Folge zu einer verringerten Bindung von KSRP an ARE-haltige Transkripte und so zu deren
Stabilisierung fiihrte (Briata ef al., 2005). Co-Immunprézipitations-Experimente in DLD-1-
Zellen gaben jedoch keinen Hinweis auf eine verdnderte Phosphorylierung von KSRP nach
Induktion der iNOS-Expression mit Zytokinen (Daten nicht gezeigt). Demnach scheint die
gesteigerte iINOS-mRNA-Stabilitdt nach Zytokin-Stimulation in DLD-1-Zellen nicht mit einer
verdnderten Expression, Lokalisation oder Phosphorylierung von KSRP einherzugehen. Die
bisherigen Beobachtungen lassen infolgedessen darauf schlieen, dass ein komplexes
Zusammenspiel verschiedener Faktoren fiir die Induktion der iNOS-Expression notwendig ist.

Es wurde bereits beschrieben, dass KSRP imstande ist, das Exosom an ARE-haltige mRNAs
heranzufiihren und auf diese Weise den exosomal vermittelten Abbau dieser mRNAs zu
ermoglichen (Chen et al., 2001; Gherzi et al., 2004). Aus diesem Grund wurde in Co-
Immunpréazipitations-Analysen untersucht, ob KSRP in DLD-1-Zellen mit dem Exosom
interagiert. Um auszuschliefen, dass die Bindung verschiedener RNA-bindender Proteine an
dieselbe RNA zu einer RNA-abhédngigen Prézipitation fiihrt, wurden die eingesetzten Extrakte
zuvor mit RNase behandelt. Diese Analysen zeigten eine Interaktion von KSRP mit der
exosomalen Komponente PM-Scl 100 (Abbildung 28). Diese Wechselwirkung wurde jedoch
durch Zytokin-Stimulation nicht verdndert. Somit scheint KSRP die iNOS-mRNA Zytokin-
unabhingig durch Interaktion mit dem Exosom zu destabilisieren.

Auch fiir TTP wurde eine Beteiligung am exosomalen Abbau von mRNAs mit AU-reichen
Elementen beschrieben (Chen et al., 2001). In humanen DLD-1-Zellen erwies sich TTP jedoch
als stabilisierender Faktor fiir die iNOS-mRNA. In weiteren Co-Immunprézipitations-Analysen
wurde daher untersucht, ob KSRP und TTP miteinander in Wechselwirkung treten. Wie
Abbildung 29 zeigt, wurde eine Interaktion von KSRP und TTP in DLD-1-Zellen beobachtet.
Diese Wechselwirkung war nach Zytokin-Stimulation deutlich verstirkt, was wahrscheinlich auf
die gesteigerte TTP-Expression unter diesen Bedingungen zuriickzufiihren ist. Daher wurde im
ndchsten Schritt untersucht, ob Hemmung der p38-MAP-Kinase einen Einfluss auf diese
Interaktion hat. Tatsdchlich fiihrte Vorinkubation der DLD-1-Zellen mit SB 203580 zu einer
Verminderung der Interaktion von KSRP und TTP nach Zytokin-Stimulation (Abbildung 30).
Dies ist demnach als Folge der verringerten Zytokin-induzierten TTP-Expression nach Inhibition

der p38-MAPK aufzufassen. Bisher kann somit zusammengefasst werden, dass das Wechselspiel
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von p38-MAPK, TTP und KSRP eine wichtige Rolle bei der Stabilisierung der iNOS-mRNA
nach Zytokin-Stimulation spielt.

Da TTP seinen Effekt auf die iNOS vermittelt, ohne mit der iNOS-mRNA in Interaktion zu
treten, wurde untersucht, ob die Bindung von KSRP an die iNOS-3’-UTR fiir die
destabilisierende Wirkung erforderlich ist. Dazu wurde die iNOS-Expression in DLD-1-Zellen,
die eine nicht-bindende KSRP-Mutante iiberexprimieren, analysiert. UV-Crosslink-Experimente
zeigten, dass die KSRP-Mutante, der die vierte RNA-Bindedoméne fehlt (Gherzi et al., 2004),
tatsdchlich nicht mehr in der Lage ist, mit der iNOS-3’-UTR zu interagieren (Daten nicht
gezeigt). Die erhohte iNOS-mRNA-Expression und iNOS-vermittelte NO-Produktion in den
DLD-1-pcDNA-KSRPdel-Zellen verglichen mit Kontrollzellen (Abbildung 32) bestdtigt die
Notwendigkeit der Bindung von KSRP fiir die Vermittlung des destabilisierenden Effekts.

Die Lokalisierung der genauen Bindungssequenz von KSRP in der iNOS-3’-UTR ergab, dass
KSRP an das am 3’-Ende der 3’-UTR gelegene AU-reiche Element bindet (Abbildung 35).
Frithere Experimente hatten gezeigt, dass auch das die iNOS stabilisierende Protein HuR mit
diesem ARE der iNOS-mRNA interagiert (Rodriguez-Pascual et al., 2000). In UV-Crosslink-
Experimenten konnte nun gezeigt werden, dass KSRP und HuR iz vitro um diese Bindungsstelle
konkurrieren (Abbildung 36). Das lieB vermuten, dass nach Zytokin-Stimulation die
Bindungsaffinitit von KSRP an die iNOS-3’-UTR vermindert sein kdnnte und gleichzeitig eine
verstirkte Bindungsaffinitdt des stabilisierenden HuR zu einer Steigerung der iNOS-Expression
fiihren konnte. Um diese Hypothese zu iiberpriifen, wurde die Bindungsaffinitdt von KSRP unter
Verwendung von Extrakten aus unbehandelten oder Zytokin-stimulierten Zellen und einer in
vitro-transkribierten iNOS-3’-UTR-Sonde untersucht (Abbildung 37). Unter diesen Bedingungen
war jedoch keine Verdnderung der Bindungsaffinitit von KSRP nach Induktion der iNOS-
Expression festzustellen. Im Gegensatz zu diesem in vitro-Ansatz zeigten Immunprézipitations-
gRT-PCR-Analysen ein deutlich erhohtes Verhiltnis der endogenen HuR-Bindung zur KSRP-
Bindung an die iNOS-3’-UTR nach Zytokin-Stimulation (Abbildung 38). Das bedeutet, dass die
endogene Bindung von KSRP an die iNOS-mRNA nach Zytokin-Stimulation vermindert ist,
wiéhrend gleichzeitig die endogene Bindung von HuR zunimmt. Demzufolge kann eine
gesteigerte  INOS-mRNA-Expression nach Zytokin-Induktion durch eine HuR-vermittelte
Stabilisierung der iNOS-mRNA aufgrund einer vermehrten Bindung von HuR an die 3’-UTR
erklart werden. Ein &dhnliches Prinzip wurde auch fiir die Regulation der IL-1B-mRNA-
Expression beschrieben (Suswam et al., 2005).

Da diese Beobachtungen in Experimenten mit in vitro-transkribierter und damit in grofem
Uberschuss vorliegender iNOS-3’-UTR-RNA nicht gemacht werden konnten, ist davon
auszugehen, dass kleinste Verdnderungen oder Verschiebungen innerhalb dieses Systems
letztendlich fiir die markante Induktion der iNOS-Expression nach Zytokin-Stimulation
verantwortlich sind. Dabei scheint ein Zusammenspiel der p38-MAPK und der RNA-bindenden
Proteine TTP, KSRP und HuR mit der iNOS-mRNA von gro3er Bedeutung zu sein.
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IX.4 Regulation der iNOS-Expression durch PTB

Da es bereits Hinweise fiir eine Beteiligung von PTB an der Regulation der murinen iNOS-
Expression gibt (Soderberg ef al., 2002) und PTB mit KSRP in neuronalen Zellen colokalisiert
(Hall et al., 2004), wurde auch der Einfluss dieses RNA-bindenden Proteins auf die Regulation
der humanen iNOS-Expression untersucht.

Zunichst wurde mit Hilfe von Immunfluoreszenz-Analysen die Lokalisation von PTB und KSRP
in DLD-1-Zellen unter Kontrollbedingungen und nach Zytokin-Stimulation dargestellt
(Abbildung 39). Hierbei konnte beobachtet werden, dass sich sowohl KSRP als auch PTB
vorwiegend im Zellkern befinden, was dem Verteilungsmuster in neuronalen Zellen entspricht.
Allerdings wies PTB eine Anreicherung in spezifischen Foci in der Ndhe des Nukleolus auf,
wihrend KSRP diffuser verteilt war. Stimulation der Zellen mit Zytokinen ergab keine
Verdnderung der Lokalisation beider Proteine und somit auch keinen Hinweis auf eine
Translokation von KSRP oder PTB vom Zellkern ins Zytoplasma.

Aufgrund der @hnlichen rdumlichen Verteilung lag die Untersuchung einer mdglichen
Interaktion von PTB und KSRP nahe. Co-Immunprizipitations-Analysen bestdtigten eine solche
Wechselwirkung, allerdings wiederum ohne Verdnderung nach Zytokin-vermittelter Induktion
der iNOS-Expression (Abbildung 40).

Deshalb sollte untersucht werden, ob PTB iiberhaupt einen Einfluss auf die humane iNOS-
Expression ausiibt. Die Analyse der iNOS-mRNA-Expression und der iNOS-vermittelten NO-
Produktion in PTB-iiberexprimierenden DLD-1-Zellen zeigte verglichen mit Kontrollzellen
einen deutlichen positiv regulatorischen Effekt von PTB auf die iNOS-Expression
(Abbildung 41). RNA-Interferenz-Experimente mit einer siRNA gegen die humane PTB-mRNA
in DLD-1- und A549/8-Zellen (Daten nicht gezeigt) konnten dies bestitigen (Abbildung 43).
Jedoch schien der in RNA-Interferenz-Analysen in DLD-1-Zellen beobachtete Effekt von PTB
auf die iINOS nicht sehr stark ausgeprigt zu sein. Als mogliche Erkldrung dafiir konnte die
Autoregulation der PTB-Expression durch alternatives Spleilen seiner Pri-mRNA dienen. Dabei
entsteht eine SpleiBvariante, die durch den Mechanismus des ,,nonsense mediated decay*
abgebaut wird. Auf diese Weise ist PTB in der Lage, seine Proteinexpression an die jeweiligen
Erfordernisse ~ der  Zellen  anzupassen  (Wollerton et al, 2004). Dieser
Autoregulationsmechanismus konnte einer Verminderung der PTB-Expression durch transiente
Transfektion entgegenwirken. Trotz dieses moglichen Effekts konnte deutlich gezeigt werden,
dass PTB die Zytokin-stimulierte Expression der humanen iNOS steigert. Dabei dnderte sich
nach Stimulation von DLD-1-Zellen mit Zytokinen jedoch weder die mRNA- (Daten nicht
gezeigt) noch die Proteinexpression von PTB (Abbildung 44).

UV-Crosslink-Experimente konnten zeigen, dass PTB nicht nur mit der 3’-UTR der iNOS-
mRNA, sondern auch mit der 5’-untranslatierten Region interagiert. Wahrend eine eindeutige
Bindungsstelle in der 3’-UTR nicht klar definiert werden konnte, schien PTB in der 5’-UTR vor

allem an das Exon 1 der iNOS-mRNA zu binden. Eine Analyse der genauen Nukleotidsequenz
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zeigte das Vorhandensein der PTB-Konsensussequenz ,,UCUU* (Perez et al., 1997a), die sich in
Exon1 zudem in einem pyrimidinreichen Kontext befindet. Auch in der iNOS-3’-UTR
existieren mehrere solcher ,,UCUU*“-Sequenzen, allerdings liegen diese nicht in einem giinstigen
pyrimidinreichen Umfeld. Diese Beobachtung lisst darauf schlieBen, dass PTB an die sowohl in
der iNOS-3’-UTR als auch in der iNOS-5’-UTR vorhandenen ,,UCUU*-Sequenzen bindet,
wobei die Bindungsaffinitit an die 5’-UTR dabei deutlich héher zu sein scheint.
Zusammenfassend spricht dies fiir eine PTB-vermittelte positive Regulation der humanen iNOS-
Expression durch Bindung von PTB an die iNOS-3’-UTR und/oder 5’-UTR. Dabei scheint PTB
Zytokin-unabhingig mit dem bereits vorgestellten Proteinkomplex um KSRP assoziiert zu sein.
Bisher konnte jedoch noch kein Mechanismus fiir die Regulation der iNOS-Expression durch
PTB aufgeklart werden. Weiterfiihrende Transfektionsexperimente unserer Arbeitsgruppe mit
einem 16 kb-Fragment des humanen iNOS-Promotors vor einem Luciferase-Reportergen (pXP2-
16kb) in den PTB-iiberexprimierenden DLD-1-Zellen zeigten keine Beteiligung von PTB an der
Regulation der iNOS-Promotoraktivitét, was auf einen post-transkriptionellen Einfluss von PTB
auf die humane iINOS-Expression schlieen lésst.

Die Bindung von PTB an die iNOS-5’-UTR impliziert zusitzlich einen Effekt auf die
Translation der iNOS-mRNA. Fiir PTB wurde bereits ein Einfluss auf die Cap-unabhingige
IRES-vermittelte Translation beschrieben (Borman et al., 1993; Niepmann et al., 1997). Dabei
bindet PTB an das IRES-Element (Huez et al., 1998). Es wurde sowohl {iiber einen
translationsfordernden Effekt von PTB (Cho et al., 2005) als auch iiber einen negativ
regulatorischen Effekt von PTB auf die Translation (Cornelis et al., 2005) berichtet. In der
Struktur der INOS-mRNA konnte jedoch bisher kein IRES-Element ausfindig gemacht werden.
Auch eine Beteiligung von PTB an der Regulation der iNOS-Expression durch den
Mechanismus des ,,nonsense mediated decay* (NMD) wire moglich. Dabei konnte PTB durch
alternatives Spleilen der iNOS-Pra-mRNA das Auftreten eines vorzeitigen Stopcodons und
damit die Markierung der iNOS-mRNA fiir den NMD beeinflussen. Es wurden bereits mehrere
Spleivarianten der iNOS-mRNA beschrieben, die jedoch alle translatiert werden (Eissa et al.,
1996). In der 5’-UTR der iNOS-mRNA befindet sich aber auch ein pORF, dessen
Vorhandensein bereits ausreichend fiir einen Abbau der mRNA durch den NMD sein konnte.
Des Weiteren ist eine indirekte Beteiligung des ,,nonsense mediated decay* an der Regulation
der iNOS-Expression durch einen Einfluss auf die Autoregulation der PTB-Expression
(Wollerton et al., 2004) nicht auszuschlief3en.

Die Aufklarung des genauen Mechanismus der PTB-vermittelten Regulation der iNOS-
Expression geht jedoch iiber den Rahmen dieser Arbeit hinaus und wird Gegenstand weiterer

Studien unserer Arbeitsgruppe sein.
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IX.5 Ein komplexes Zusammenspiel von RNA-bindenden

Proteinen reguliert die humane iNOS-Expression

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von RNA-bindenden Proteinen und ihr Zusammenspiel bei
der post-transkriptionellen Regulation der humanen iNOS-Expression dargestellt. Die folgende

Tabelle soll zundchst nochmals die wichtigsten Eigenschaften der einzelnen Proteine

zusammenfassen:
Protein Effekt auf die Bindung an die iNOS- | Expression nach Interaktion/
iNOS- mRNA Zytokin- Regulation
Expression Stimulation
TTP | stabilisiert die keine gesteigert p38-MAPK,
iINOS-mRNA KSRP
KSRP |destabilisiert die | ARE am 3’-Ende der unverdndert PM-Scl 100,
INOS-mRNA 3°-UTR; Abnahme nach TTP, PTB
Zytokin-Stimulation
HuR" |stabilisiert die ARE am 3’-Ende der unverandert, nicht
INOS-mRNA 3’-UTR; Zunahme nach | Abnahme nach untersucht
Zytokin-Stimulation 8 Stunden
PTB |erhoht die INOS- |3’-UTR; unverandert KSRP
Expression 5’-UTR (Exonl)

! (Rodriguez-Pascual et al., 2000)

Tabelle 11: Effekte der untersuchten RNA-bindenden Proteine auf die Regulation der iNOS-Expression

Es ist sehr wahrscheinlich, dass die bisher untersuchten Proteine nicht die einzigen sind, die an
der Regulation der iNOS-Expression beteiligt sind. Friithere Arbeiten konnten bereits einen
Einfluss des Proteins AUF 1 darstellen, welches die iNOS-Expression vermindert (Kleinert et
al., 2002). Weitere Untersuchungen zeigten inzwischen auch eine Beteiligung von hnRNP Al,
das wahrscheinlich durch Bindung an die 5’-UTR einen positiven Effekt auf die iNOS-
Expression ausiibt. Ebenso bewirken TIA-1 und TIAR entgegen ihren beschriebenen negativ
regulatorischen Eigenschaften eine Erh6hung der iNOS-Expression (Fechir et al., 2005b).

Des Weiteren wurden durch die RNA-Affinitdtschromatographie-Aufreinigung mit der iNOS-
3’-UTR-RNA zusitzlich die RNA-bindenden Proteine PABP und hnRNP E1 identifiziert, deren
Effekt auf die iNOS-Expression noch untersucht werden muss. Demzufolge findet die post-
transkriptionelle Regulation der iNOS-Expression durch ein komplexes Zusammenspiel von
regulatorischen Proteinen wahrscheinlich auf mehreren Ebenen statt, wobei die Modulation der
iINOS-mRNA-Stabilitit von besonderer Bedeutung zu sein scheint.
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Aufgrund der vorliegenden Erkenntnisse ldsst sich die Stabilisierung der iNOS-mRNA nach
Stimulation mit Zytokinen wie folgt erkldren:

In unstimulierten DLD-1-Zellen bindet KSRP an die 3’-UTR der iNOS-mRNA und fiihrt das
Exosom an diese heran, wodurch der Abbau der iNOS-mRNA ermoglicht wird. Nach
Stimulation mit Zytokinen ist sowohl die Expression von TTP als auch dessen Interaktion mit
KSRP erhoht. Da TTP nicht mit der iNOS-mRNA interagiert, ist die Folge dieser verstarkten
Wechselwirkung eine Verminderung der Bindung des KSRP-Exosom-Komplexes an die iNOS-
3’-UTR. Aufgrund der Konkurrenz von KSRP und HuR um dieselbe Bindungsstelle an der
INOS-mRNA fiihrt diese Verlagerung von KSRP zu einer Verstirkung der Bindung von HuR an
die iINOS-3’-UTR. Diese gesteigerte Interaktion ermoglicht darauthin eine Stabilisierung der
INOS-mRNA durch HuR, was letztendlich zu einer Erhohung der iNOS-Expression fiihrt
(Abbildung 46).

Zusammenfassend zeigt dieser Mechanismus, dass komplexe Interaktionen in einem Netzwerk
von RNA-bindenden Proteinen notwendig sind, um die fein abgestimmte post-transkriptionelle
Regulation der iNOS-Expression zu bewerkstelligen. Innerhalb dieses Netzwerks scheint KSRP
eine Art Schliisselmolekiil zu sein, das durch verschiedene Interaktionen die Effekte anderer
RNA-bindender Proteine wie TTP oder HuR verbindet, die ihrerseits dann zur Stabilisierung der
INOS-mRNA beitragen. Geringfiigige Verdnderungen innerhalb dieses Systems scheinen somit
fiir die markante Induktion der iNOS-Expression nach Zytokin-Stimulation verantwortlich zu
sein.

Dartiber hinaus sind sehr wahrscheinlich weitere RNA-bindende Proteine, wie beispielsweise
PTB, mit diesem Netzwerk assoziiert. Die zusidtzliche Bindung von PTB an die 5’-UTR der
INOS-mRNA impliziert eine mogliche weitere Regulation der iNOS-Expression auf Ebene der
Translation. Dariiber hinaus konnte PTB die iNOS-Expression iiber Mechanismen wie den
,honsense mediated decay* (NMD) modulieren.

Der Einfluss von PTB und weiteren Proteinen auf die Regulation der iNOS-Expression und ihre
Verbindung mit dem bisher bekannten, an die iNOS-3’-UTR gekoppelten Regulationssystem
kann hier jedoch nicht abschlieBend geklart werden und wird Gegenstand weiterer

Untersuchungen sein.
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Abbildung 46: Stabilisierung der iNOS-mRNA nach Stimulation mit Zytokinen

A) In unstimulierten Zellen bindet KSRP an die 3’-UTR der iNOS-mRNA und fiihrt das Exosom an diese heran.
Somit wird der Abbau der iNOS-mRNA durch den Exonukleasekomplex ermoglicht.

B) Nach Stimulation mit Zytokinen ist die Expression von TTP in Abhdngigkeit von der p38-MAPK gesteigert.
Gleichzeitig ist auch die Interaktion zwischen TTP und KSRP verstirkt. Da TTP nicht an die iNOS-mRNA bindet,
fiihrt dies wahrscheinlich zu einer Verminderung der Bindung des KSRP-Exosom-Komplexes an die iNOS-mRNA-
3’-UTR. Da KSRP und HuR um die gleiche Bindungsstelle an der iNOS-mRNA konkurrieren, erméglicht dies in der
Folge eine verstirkte Interaktion des stabilisierenden Proteins HuR mit der iNOS-3-UTR. Auf diese Weise ist HuR

in der Lage, die iNOS-mRNA vermehrt zu stabilisieren. Dies fiihrt letztendlich zu einer Erhohung der iNOS-
Expression.
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X Zusammenfassung

Die Expression der humanen induzierbaren NO-Synthase (iNOS) wird sowohl {iber
transkriptionelle als auch iiber post-transkriptionelle Mechanismen reguliert. Dabei spielt die
Modulation der iNOS-mRNA-Stabilitdt durch RNA-bindende Proteine eine bedeutende Rolle.

In dieser Arbeit konnte eine Beteiligung des p38-MAPK-Signaltransduktionsweges sowie der
RNA-bindenden Proteine TTP, KSRP, HuR und PTB an der Regulation der iNOS-Expression
dargestellt werden.

Hemmung der p38-MAPK fiihrte zu einer Reduktion der iNOS-mRNA-Expression, hatte aber
keinen Effekt auf die iNOS-Promotoraktivitit. Das RNA-bindende Protein Tristetraprolin (TTP)
erhohte die Stabilitit der iNOS-mRNA nach Zytokin-Stimulation, ohne jedoch mit ihr zu
interagieren. Die Proteinexpression von TTP war unter dem Einfluss von Zytokinen erhoht;
Inhibition der p38-MAPK verursachte eine Verminderung der Zytokin-stimulierten TTP-
Expression.

Das ,,KH-type splicing regulatory protein” (KSRP) iibte einen destabilisierenden Effekt auf die
INOS-mRNA aus. Der Abbau der mRNA wird dabei wahrscheinlich durch eine Zytokin-
unabhingige Interaktion von KSRP mit dem Exosom vermittelt. Ebenso konnte zwischen KSRP
und TTP eine Wechselwirkung beobachtet werden, die nach Induktion der iNOS-Expression mit
Zytokinen verstdrkt und durch p38-MAPK-Inhibitoren hemmbar war. Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass die Bindung von KSRP an die iNOS-mRNA-3’-UTR fiir die Vermittlung
des destabilisierenden Effekts essentiell ist. Eine genaue Lokalisierung der KSRP-Bindungsstelle
ergab, dass KSRP ebenso wie HuR mit dem AU-reichen Element am 3’-Ende der 3°-UTR
interagiert. KSRP und HuR sind in der Lage, um diese Bindungsstelle zu konkurrieren. Nach
Zytokin-Stimulation war dementsprechend die endogene Bindung von KSRP an die iNOS-
mRNA vermindert, wihrend die endogene Bindung von HuR an die iNOS-mRNA verstérkt war.
Die Stabilisierung der iNOS-mRNA nach Zytokin-Stimulation ergibt sich demnach aus einer
Verminderung der Bindung des KSRP-Exosom-Komplexes an die iNOS-mRNA als Folge der
verstirkten Interaktion von TTP und KSRP. Dies ermdglicht parallel eine vermehrte Bindung
von HuR an die iNOS-3’-UTR und fiihrt damit zu einer Stabilisierung der iNOS-mRNA und so
letztendlich auch zu einer Erhdhung der iNOS-Expression.

AuBlerdem konnte eine Beteiligung des Polypyrimidin-Trakt-bindenden Proteins (PTB) an der
Regulation der humanen iNOS-Expression gezeigt werden. PTB erhdhte die Expression der
INOS und interagierte Zytokin-unabhédngig mit KSRP.

Zusammenfassend ldsst sich schlieBen, dass ein Zusammenspiel verschiedener Proteine in einem
komplexen Netzwerk fiir die fein abgestimmte Regulation der humanen iNOS-Expression auf

post-transkriptioneller Ebene verantwortlich ist.
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Zusammenfassung

Summary

The expression of the human inducible nitric oxide synthase (iNOS) is regulated both by
transcriptional and post-transcriptional mechanisms. For post-transcriptional regulation of iNOS
expression modulation of mRNA stability plays an important role.

It could be demonstrated that the p38-MAPK signal transduction pathway and the RNA binding
proteins TTP, KSRP, HuR and PTB are involved in the post-transcriptional regulation of iNOS
expression.

Inhibition of the p38-MAPK resulted in a reduction of iNOS mRNA expression but not iNOS
promoter activity. The RNA binding protein tristetraprolin (TTP) stabilized iNOS mRNA after
cytokine stimulation without binding to it. TTP expression was enhanced after cytokine
treatment. Inhibition of the p38-MAPK resulted in a reduction of the cytokine-stimulated TTP
expression.

The ,,KH-type splicing regulatory protein” (KSRP) showed a destabilizing effect on the iNOS
mRNA. The degradation of the iNOS mRNA is most likely mediated by cytokine-independent
interaction of KSRP with the exosome. KSRP and TTP also displayed an interaction which was
increased by cytokine stimulation and could be reduced by p38-MAPK inhibition. In addition it
could be demonstrated that binding of KSRP to the iNOS mRNA is essential for its destabilizing
effect. Mapping of the exact binding site revealed an interaction of KSRP with the most
3’-located ARE in the iNOS-3’-UTR. This is also the binding site for HuR, an iNOS stabilizing
protein. It could be shown that KSRP and HuR compete for this binding site. After cytokine
treatment intracellular binding to the iNOS mRNA was reduced for KSRP and enhanced for
HuR.

In conclusion, stabilization of the iINOS mRNA after cytokine treatment results from an
enhanced interaction of TTP and KSRP that leads to a dislodgement of the KSRP-exosome-
complex from the iNOS mRNA. In parallel, binding of HuR to the iNOS-3’-UTR is increased.
This facilitates stabilization of the iINOS mRNA and as a consequence increases iNOS
expression.

Moreover an involvement of the polypyrimidine tract binding protein (PTB) in the regulation of
iINOS expression was shown. PTB was able to enhance iNOS expression and displayed a
cytokine-independent interaction with KSRP.

According to these findings, an interplay of different RNA binding proteins in a complex
network seems to be essential for the fine-tuned post-transcriptional regulation of human iNOS

expression.
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