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Zusammenfassung \%

Zusammenfassung

Die Proliferation, Differenzierung und biologische Aktivitat von Immunzellen, sowie die Kommunikation
zwischen ihnen und mit Nicht-lmmunzellen wird in Entziindungsprozessen von spezifischen
Proteinmediatoren beeinflul3t, den Zytokinen. lhre Genregulation erfolgt unter anderem post-
transkriptionell Uber die Degradationsrate der mRNA. Diese wird durch die Interaktion von cis-
Elementen des Transkripts, im Falle von Zytokin-mRNAs die AU-reichen Elemente, mit trans-
regulierenden Proteinen bestimmt. Die post-transkriptionelle Regulation erlaubt eine schnelle
Induktion und gleichzeitig eine streng limitierte Synthese.

In dieser Arbeit wurde der EinfluR von inflammatorisch wirkendem Ultravioletten Licht (UV) im
Vergleich zum pro-inflammatorischen Zytokin Interleukin-1 (IL-1) auf die Stabilitat von Zytokin-mRNAs
untersucht. Dazu wurden tetrazyklinregulierbare Reporterkonstrukte in HelLa-Zellen transfiziert. Diese
Konstrukte enthalten die p-Globin DNA, in der die AU-reichen cis-Elemente des IL-8- bzw des
Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierenden Faktors (GM-CSF) -Transkripts als Insertion
vorliegen. Die Kinetik der RNA-Degradation wurde nach Transkriptionshemmung mit Tetrazyklin
mittels sequentieller Northern Blot-Analysen bestimmt. Es konnte gezeigt werden, da UV eine
stabilisierende Wirkung auf die basal instabilen Hybrid-RNAs besitzt. Eine dominant-negative Form
der p38 MAP Kinase, die die IL-1 induzierte Transkript-Stabilisierung hemmt, konnte den UV-Effekt
nicht inhibieren. UV induziert zudem eine Stabilisierung der nicht AU-reichen Transkripte von
Luziferase, vom Grin-fluoreszierenden Protein (GFP) und vom tissue inhibitor of matrix
metalloproteinases 1 (TIMP-1). Diese Transkripte konnten durch konstitutiv aktive Formen der MAP
Kinase Kinase MKK®6, einem selektiven Aktivator des p38 Signalwegs, und der beiden
Ubergeordneten MAP Kinase Kinase Kinasen MEKK-1 und TAK1, die neben p38 noch die MAP
Kinasewege JNK und ERK1/2, sowie NF-xB aktivieren kdnnen nicht stabilisiert werden.

Da UV bei HeLa-Zellen auch Caspase-vermittelte Apoptose induzieren kann, wurden Caspase-1- und
Caspase-3-ahnliche Proteasen mit einem spezifischen Inhibitor, ZVAD-fmk, gehemmt. Dieser zeigte
allerdings keine Wirkung auf die UV-induzierte Stabilisierung der f-Globin-IL-8 Hybrid-RNA.

In Gel-Retardationsversuchen konnte nach UV-Bestrahlung eine erhdhte Bindung des Proteins HUR
an die 3" UTR der Transkripte von IL-8- und GM-CSF beobachtet werden. Die Aktivierung der MAP
Kinasewege p38, JNK, ERK1/2, sowie NF-xB hatten keinen nachweisbaren Einfluf3 auf diese Bindung.
Es konnte keine Interaktion von HUR mit den Transkripten von GFP und TIMP-1 nachgewiesen

werden.

Diese Ergebnisse legen nahe, dal3 die beiden Stimuli UV und IL-1 die mRNA-Degradation durch
Aktivierung verschiedener Mechanismen und mit unterschiedlicher Transkriptspezifitat beeinflussen.

Die genaue WIirkungsweise von UV bedarf weiterer Analysen.

mRNA-Stabilitat - AU-reiche Elemente - Ultraviolettes Licht
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Abstract

The proliferation, differentiation and the biological activity of immune cells, as well as the
communication between them and with non-immune cells is influenced by specific protein mediators,
the cytokines. Their genes are regulated in part post-transcriptionally via the degradation rate of the
mRNA. The latter is determined by the interaction of cis-elements of the transcript, the AU-rich
elements in case of cytokine mMRNASs, with trans-regulating proteins. The post-transcriptional regulation
allows rapid induction and, at the same time, strictly limited synthesis.

In this work, the influence of inflammation-inducing ultraviolet light (UV) on the stability of cytokine
MRNAs was investigated in comparison to the pro-inflammatory cytokine interleukin-1 (IL-1). For this
purpose, tetracycline-regulatable reporter constructs were transfected into HelLa cells. These
constructs contain the f-globin DNA with an insertion of AU-rich cis elements of the transcripts of IL-8
or of granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF). The kinetics of RNA degradation
was determined following transcription inhibition with tetracycline using sequential Northern Blot
analyses. It could be demonstrated that UV had a stabilising effect on the basally unstable hybrid-
RNAs. A dominant-negative form of the p38 MAP kinase, which inhibits the IL-1-induced transcript
stabilization, could not inhibit the UV effect. UV induced, in addition, a stabilization of the non-AU-rich
transcripts of luciferase, of the green fluorescent protein (GFP), and of the tissue inhibitor of matrix
metalloproteinases 1 (TIMP-1). These transcripts could not be stabilized by constitutively active forms
of the MAP kinase kinase MKK®6, a selective activator of the p38 signaling pathway and the two
upstream MAP kinase kinase kinases MEKK-1 and TAK1 which, in addition to p38, could also activate
the MAP kinase pathways JNK and ERK1/2, as well as NFxB.

As, in the case of Hela cells, UV can also induce caspase-mediated apoptosis, caspase-1 and
caspase-3-like proteinases were inhibited with a specific inhibitor, ZVAD-fmk. This, however, showed
no effect on the UV-induved stabilization of the p-globin-IL-8 hybrid RNA.

In gel-retardation experiments, following UV irradiation an increased binding of the protein HuUR to the
3" UTR of IL-8 and GM-CSF could be observed. The activation of the MAP kinase pathways p38, JNK
and ERK1/2, as well as NFxB, had no demonstrable effect on this binding. For the transcripts of GFP

and TIMP-1 no interaction with HUR could be shown.
These results suggest that both stimuli -UV and IL-1- influence mRNA degradation, by activation of
different mechanisms and with different transcript specificity. The precise action of UV will require

further analysis.

MRNA-stability - AU-rich elements - ultraviolet light
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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Zytokine

Die Reaktion des Organismus auf schadigende Einflisse von Mikroorganismen,
Viren, toxische Substanzen, UV-Licht und unspezifische Gewebezerstérungen
werden von Kkleinen, l6slichen Proteinen, den Zytokinen, koordiniert. Diese
beeinflussen die Proliferation, die Differenzierung und die biologische Aktivitat der
Immunzellen und stellen ein Kommunikationsnetzwerk zwischen ihnen und Nicht-
Immunzellen dar. Sie sind zudem in Prozesse involviert, in denen die von ihnen
gesteuerten Effektorfunktionen selbst zur Schadigung von Gewebe beitragen, z.B.
bei akut- oder chronisch-inflammatorischen Erkrankungen.

Zytokine konnen in verschiedene Klassen eingeteilt werden: 1. Hamatopoetische
Wachstumsfaktoren, 2. Interferone, 3. Lymphokine, 4. Monokine, 5. Chemokine und
6. Andere Zytokine. Bei der Klassifizierung gilt allerdings zu beachten, dal3 einige
Zytokine multiple biologische Funktionen besitzen, die fur mehr als eine Kategorie

charakteristisch sind [Liles und Van Voorhis, 1995].

Hamatopoetische Wachstumsfaktoren sind Zytokine, die die Bildung und die
Differenzierung von Blutzellen regulieren [Clark, 1988; Pimentel, 1990; Liles und Van
Voorhis, 1995]. Zu ihnen z&hlen die Kolonie-stimulierenden Faktoren, Erythropoetin
und der Stammzell-Faktor [Liles und Van Voorhis, 1995]. Der Granulozyten-
Makrophagen-Kolonie-stimulierende  Faktor (GM-CSF) bestehnt aus 127
Aminosauren. Er wird unter anderem von Tyl-Zellen, Ty2-Zellen, zytotoxischen
Lymphozyten und Mastzellen gebildet. Der spezifische Rezeptor ist CD116, fc. GM-
CSF ist zum einen in die Myelopoese involviert, spielt aber auch eine Rolle bei der
Differenzierung von B-Lymphozyten und bei der Aktivierung von Makrophagen und

deren Differenzierung zu Dentritischen Zellen [Janeway et al., 1999]

Chemokine (chemoattractant cytokine) sind Proteine mit geringem Molekulargewicht
(5-15 kDa), die, je nach Molekul, chemotaktische Wirkungen auf Monozyten,
Lymphozyten, neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten, Natirliche
Killerzellen, Dentritische Zellen und Endothelzellen austiben [Proost et al., 1996].

Zudem wird immer offensichtlicher, dal3 sie eine Rolle in Prozessen spielen, die mit
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der Chemotaxis einhergehen, wie die Expression von Adhasionsmolekiilen,
Sekretion von Proteasen, Inhibition von Apoptose, Hamatopoese und Angiogenese.
AulRerdem spielen sie bei Krankheiten wie Krebs (Regression von Tumoren und
Metastasierung), Autoimmunkrankheiten und bakteriellen, wie viralen Infektionen
eine mal3gebliche Rolle bei der Koordination der beteiligten Zellen. [Proost et al.,
1996]. Chemokine sind sekundér pro-inflammatorische Mediatoren, von denen die
meisten nicht in unstimulierten Zellen gebildet werden. lhre Stimulation mit priméar
pro-inflammatorischen Mediatoren, wie Interleukin-1 (IL-1) oder Tumor Nekrose
Faktor (TNF) fuhren aber zu einer Induktion auf transkriptioneller und post-
transkriptioneller Ebene (s.u.) [Schall, 1991; Baggiolini et al., 1994; Graves und
Jiang, 1995].

Chemokine werden in zwei Unterfamilien aufgeteilt. Die a- oder CXC-Chemokine und
die p- oder CC-Chemokine. Sie unterscheiden sich in der Anordnung der ersten
beiden Cysteine. Diese sind bei den CXC-Chemokinen durch eine Aminoséaure
getrennt, wahrend sie bei der CC-Unterfamilie direkt nebeneinander liegen. Diese
beiden Cysteine sind tber Disulfidbriicken mit zwei weiteren konservierten Cysteinen
verbunden [Baggiolini et al., 1995; Prieschl et al., 1995; Proost et al., 1996]. Zwei
neue Unterfamilien mit bisher je einen Mitglied sind die y- oder C-Chemokine
(Lymphotactin) und CXXXC-Chemokine (Fractalkine) [Kelner et al. 1994; Proost et
al., 1996; Janeway et al., 1999].

Im Gegensatz zu klassischen chemotaktischen Faktoren, wie Komplementfaktor 5a
(C5a) Leukotrien B; (LTB4), platelet-activating factor (PAF) und fMLP (formyl-
methionyl-leucyl-phenylalanin), die nicht spezifisch auf bestimmte Untergruppen der
Leukozyten wirken, sind die Chemokin-Unterfamilien in ihrer Wirkung selektiv [Proost
et al., 1996]. CC-Chemokine sind chemotaktisch fur Monozyten, basophile und
eosinophile Granulozyten und T-Lymphozyten. Zu ihnen gehdéren die monocyte
chemotactic proteins MCP-1-4, macrophage inflammatory proteins MIP-1a und MIP-
15 und RANTES (Regulated on Activation, Normal T Expressed and Secreted)
[Baggiolini et al., 1995: Proost et a., 1996]. CXC-Chemokine wirken spezifisch auf
neutrophile Granulozyten. lhnen gehéren z.B. Interleukin-8 (IL-8), NAP-2, GROaq,
GROp, GROy, ENA-78 (epithelial neutrophil-activating peptide-78), und GCP-2
(granulocyte chemotactic protein-2) an.

Unter den CXC-Chemokinen ist IL-8 der wichtigste Faktor fur die lokale Akkumulation

von neutrophilen Granulozyten. Nicht zuletzt, weil es von einer Reihe verschiedener
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Zelltypen produziert wird, und somit in jedem Gewebe vorkommen kann. Neben
seiner chemotaktischen Wirkung induziert es bei neutrophilen Granulozyten die
Sekretion von lysosomalen Enzymen [Walz et al., 1987], die erhdhte Adhérenz an
Endothelzellen [Detmers et al., 1990], die Sekretion von LTB, [Uberblick in Liles und
Van Voorhis, 1995] und die erhdhte Expression von Mac-1 und CR-1 [Huber et al.,
1991].

Die IL-8-Synthese wird wie oben bereits erwahnt durch primér pro-inflammatorische
Zytokine (IL-1, TNF), auf transkriptioneller und post-transkriptioneller Ebene induziert.
Die Induktion erfolgt Uber drei verschiedene Signaltransduktionswege, die alle vom
gleichen Rezeptortyp aktiviert werden konnen. Neben der transkriptionellen
Aktivierung Uber NF-xB- und den SAPK/IJNK-Weg, erfolgt eine Stabilisierung der
messenger RNA (mMRNA) tber den p38 MAP Kinaseweg [Holtmann et al., 1999].

1.2 Post-transkriptionelle Genregulation

Die Expression eines Gens kann auf unterschiedlichen Ebenen kontrolliert werden.
Dazu gehoren Transkription, mRNA-Splicing, mRNA-Stabilitat, Translation und post-
translationelle Mechanismen, wie Protein-Stabilitdt und -Modifikation [Day und Tuite,
1998]. Die mRNA-Menge wird durch zwei Prozesse reguliert, die RNA-Synthese
(transkriptionelle Regulation) und den RNA-Abbau, also ihre biologische
Halbwertszeit (post-transkriptionelle Regulation). Post-transkriptionelle Regulations-
mechanismen erlauben der Zelle eine schnelle Induktion und eine streng limitierte
Synthese des kodierten Proteins. Die Halbwertszeit von einzelnen RNAs kann in
eukaryotischen Zellen von einigen Minuten bis zu vielen Stunden variieren [Sachs,
1993]. Sie ist abhangig von bestimmten cis-Elementen der Ribonukleinsduren und
daran bindenden trans-regulierenden Proteinen [Beelman und Parker, 1995;
Jacobson und Peltz, 1996].

In eukaryotischen Zellen gibt es verschiedene Mechanismen der RNA-Degradation.
Bei den meisten ist die Deadenylierung im Zytoplasma der erste Schritt [Chen et al.,
1995; Dehlin et al., 2000; Jacobson und Peltz, 1996; Wilson und Treisman, 1988;
Brewer und Ross, 1988; Shyu et al, 1991; Sachs, 1993]. Decker und Parker [1994]

konnten zeigen, dald dieser Schritt in Hefe in mehrere Phasen aufgeteilt ist. In der
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initialen Verkirzung wird der Poly(A)-Schwanz langsam um wenige Nukleotide
verkirzt. Die zweite erfolgt in einer mRNA-spezifischen Geschwindigkeit und hat
einen 5-15 Nukleotide langen Oligo(A)-Schwanz als Produkt. Dieser wird in der
terminalen Deadenylierung abgebaut. Im Anschlu3 erfolgt die Entfernung der 5~ 7-
Methylguanosin-Kappe (decapping) und ein exonukleolytischer Abbau in 5 - 3'-
Richtung. Eine Variante von diesem Mechanismus ist die exonukleolytische
Degradation in 3" -5 -Richtung ohne vorheriges decapping [Beelman und Parker,
1995; Day und Tuite, 1998]. Ein RNA-Abbau in 5 - 3"-Richtung kann auch
Deadenylierungs-unabhangig nach Entfernung der 5-Kappe erfolgen. Dieser Weg
wurde im Zusammenhang mit dem Abbau von falsch prozessierter RNA beschrieben
[He et al.,, 1993]. Eine weitere Mdglichkeit ist die Deadenylierungs-unabhéngige
endonukleolytische Spaltung. Sie wurde fur c-myc [Bernstein et al., 1992] und den
Transferrin-Rezeptor beschrieben [Binder et al., 1994].

Die individuelle biologische Halbwertszeit einer mRNA wird von internen
Sequenzelementen bestimmt. Sie beeinflussen die Geschwindigkeit, mit der die
Deadenylierung und der weitere Abbau stattfindet [Decker und Parker, 1994]. Solche
Elemente kdnnen in allen Regionen des Transkriptes lokalisiert sein [Day und Tuite,
1998]. Beispiele fur Stabilitats-bestimmende cis-Elemente sind die iron-response
elements (IREs) in der 3" UTR des Transferrin-Rezeptors [Casey et al., 1989] und die
AU-reichen Elemente (ARES), die in vielen instabilen mRNAs von Zytokinen, Proto-
Onkogenen und einigen nuklearen Transkriptionsfaktoren vorkommen [Shaw und
Kamen, 1986; Chen et al., 1995].

Es wird vorgeschlagen, die AREs in drei Klassen einzuteilen, die sich im Aufbau und
in den Deadenylierungskinetiken unterscheiden. AREs der Klasse | werden vor
allem in mRNAs gefunden, die fur nukleare Transkriptionsfaktoren kodieren, wie c-
fos. Sie besitzen einige verstreute Kopien des Pentanukleotids AUUUA, die mit
Uridin-reichen Sequenzen gekoppelt sind. Die zweite Klasse besitzt mindestens zwei
Uberlappende Kopien des Nonamers UUAUUUA(U/A)(U/A) und ist ebenfalls in einer
Uridin-reichen Region lokalisiert. AREs dieser Klasse sind vor allem in der 3" UTR
von Zytokin-Transkripten, wie GM-CSF zu finden. Die dritte Klasse beinhaltet AREs,
die das Pentanukleotid AUUUA nicht besitzen. Zu ihnen gehort c-jun. Mit
zunehmenden Hinweisen auf diese Klasse zeichnete sich ab, daf} die Annahme,

AUUUA sei die zentrale Sequenz eines ARE wahrscheinlich nicht mehr haltbar ist
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[Chen und Shyu, 1995]. Die AREs der Klasse | und Ill besitzen eine distributive
Deadenylierungskinetik, d.h. die Poly(A)-Schwanze aller vorhandenen Transkripte
des entsprechenden Gens werden synchron abgebaut, erst dann erfolgt die
Degradation aller RNA-Korper. Bei den Klasse [I-AREs wird der Poly(A)-Schwanz
asynchron abgebaut (Prozessive Kinetik). Dadurch findet die Deadenylierung einiger
Transkripte parallel zum Abbau anderer statt [Chen und Shyu, 1995; Xu et al., 1997].

Es wurden bisher mehrere ARE-bindende Proteine beschrieben, von denen
angenommen wird, dafll sie in die Stabilisierung und Destabilisierung von
Transkripten involviert sind. Darunter Tristetrapolin, ein CCCH-Zinkfingerprotein, das
an der Destabilisierung von TNFa mRNA in Maus-Makrophagen beteiligt ist [Carballo
et al., 1998; Lai et al., 1999]. Ein weiteres ist AUF1 [Zhang et al., 1993; DeMaria et
al., 1997, Sirenko et al., 1997; Lafon et al., 1998], auch hnRNP DO genannt [Kajita et
al., 1995]. Von ihm existieren vier durch pra-mRNA-splicing entstehende Isoformen
mit einem Molekulargewicht von 37, 40, 42 und 45 kDa [Wagner et al., 1998]. Es
wurde im Zusammenhang mit ARE-vermittelter Destabilisierung [Loflin et al., 1999]
und Hitzeschock-induzierter Stabilisierung beschrieben [Laroia et al., 1999]. Auch ein
weiteres heteronukledres Ribonukleoprotein, hnRNP Al, wurde als ARE-bindend
identifiziert [Hamilton et al., 1997]. Bei HuR, einem RNA-bindenden ELAV-Protein
(embryonic lethal, abnormal vision) konnte nachgewiesen werden, dal3 eine
Erhbéhung seiner cytoplasmatischen Konzentration zur Stabilisierung von einem
Reporterkonstrukt mit c-fos ARE fihrt [Peng et al., 1998], sowie zur Stabilisierung
von Reporterkonstrukten mit AREs der Klasse | und Il [Fan und Steitz, 1998a]. Einen
Effekt auf die Degradation von c-jun (Klasse IlI-ARE) konnten Peng et al. [1998] nicht
zeigen. HuR hat ein Molekulargewicht von 32 kDa und wird in allen proliferierenden
Zellen exprimiert. Es besitzt drei RNA-recognition motifs (RRMs). RRM 1 und 2
binden wahrscheinlich AREs, wéhrend RRM 3 den Poly(A)-Schwanz bindet [Ma et
al., 1997]. Da HuR ein shuttling-Signal (HNS - HuR nuclear-cytoplasmic shuttling
sequence) besitzt [Fan und Steitz, 1998b], wird angenommen, dal? HuR die
Transkripte im Kern bindet und sie durch die Kernporen in das Zytoplasma eskortiert
[Fan und Steitz, 1998a]. Ob das wieder freigesetzte HuR dann in den Kern
zurticktransportiert oder abgebaut wird ist noch nicht geklart [Keene, 1999].

Ob eines dieser ARE-bindenden Proteine in Signal-induzierte mRNA-Stabilisation

involviert ist, ist bis jetzt unbekannt.
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Es gibt einige Hinweise auf extrazellulare Stimuli, die eine Anderung der
Degradationsrate von mRNAs induzieren. Phorbol Ester-Behandlung verlangert die
Halbwertszeit von GM-CSF Transkripten [Shaw und Kamen, 1986; Bickel et al.,
1990] und Calcium-lonophor die von IL-3 in Mastzellen der Maus [Wodnar-Filipowicz
und Moroni, 1990]. In Maus-Makrophagen fihrt anti-inflammatorisches Interleukin-10
zu einer erhohten Degradationsrate von CAT-Reporterkonstrukten mit den AREs aus
der KC mRNA [Kishore et al., 1999]. Fur c-fos konnte kirzlich eine Stabilisierung
durch Ultraviolettes Licht (UV) gezeigt werden [Blattner et al., 2000].

Auch die direkte Beteiligung von Signalkaskaden an der Regulation der RNA-
Stabilitat konnte in einigen Fallen dokumentiert werden. Die c-jun N-terminale Kinase
(JNK) ist an der Kontrolle des Abbaus von IL-3 in Mastzellen [Ming et al., 1998] und
von IL-2 in T-Zellen beteiligt [Chen et al., 1998]. Winzen et al. [1999] und Holtmann et
al. [1999] konnten zeigen, dalR die IL-1 induzierte Stabilisierung von IL-8 Uber den
p38 MAP Kinase-Weg verlauft. Uber den gleichen Signalweg wird auch die
Stabilisierung von Cyclooxygenase mRNA vermittelt [Lasa et al., 2000]. Offen bleibt
bis jetzt, welche trans-regulierenden Faktoren durch diese Stimuli und Signalwege

rekrutiert werden.

1.3 MAP Kinasekaskaden

Mitogen-aktivierte Proteinkinase Kinasen (MAPKK) besitzen im Unterschied zu
anderen Proteinkinasen die Fahigkeit, sowohl Serin/Threonin-, als auch Tyrosin-
Reste ihrer Substrate zu phosphorylieren. Sie werden deshalb auch als Dual-
spezifische Kinasen bezeichnet [Dhanasekaran und Reddy, 1998]. Sie sind ein
Besstandteil von MAP Kinasekaskaden. Diese spielen eine entscheidende Rolle in
der Signaltransduktion von zellularen Rezeptoren, und vermitteln eine Modulation der
Genregulation und zytoplasmatischer Aktivitaten in  Prozessen wie z.B.
Zellproliferation, Zellbewegung, Differenzierung und Apoptose [Dhanasekaran und
Reddy, 1998; Cobb, 1999; Schaeffer und Weber, 1999]. Die MAP-Kinasen sind
evolutionar stark konserviert, und existieren in der Hefe ebenso wie in humanen
Zellen. Sie bilden Signalkaskaden aus jeweils drei hierarchisch angeordneten
Proteinen, den MAP-Kinasen (MAPK), MAP Kinasen Kinasen (MAPKK, MKK oder
MEK) und MAP Kinasen Kinasen Kinasen (MAPKKK oder MEKK). MAPKKK
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phosphorylieren und aktivieren dadurch MAPKK, diese wiederum phosphorylieren
und aktivieren MAPK. Aktivierte MAPK regulieren die Aktivitat von
Transkriptionsfaktoren oder unter ihnen agierender Kinasen [Schulze-Osthoff et al.,
1997; Cobb, 1999; Schaeffer und Weber, 1999; Widmann et al.,, 1999]. In
Saugetierzellen konnen fiinf voneinander unabhéangige MAPK Module unterschieden
werden, die den Signalwegen ihren Namen geben: die extracellular signal-regulated
kinase 1 und 2 (ERK1/2), p38 (SAPK2), c-jun N-terminale Kinase (JNK/SAPK), ERK5
und ERK3/4 [Schaeffer und Weber, 1999; Widmann et al., 1999].

ERK1/2 werden durch Wachstumsfaktoren stimuliert, die Rezeptoren mit
gekoppelten Tyrosinkinasen binden. Die direkte Aktivierung wird von den MAPK/ERK
Kinasen 1 und 2 (MEK1/2 oder MKK1/2) induziert. ERK1/2 aktivieren
Transkriptionsfaktoren und einige Proteinkinasen, die an Prozessen wie Proliferation,
Differenzierung und Zellzyklus-Regulation beteiligt sind, darunter Elk-1, die S6
Kinase p90"“ (MAPKAP Kinase 1) und die zytosolische Phospholipase A, [Widmann
et al., 1999; Schulze-Osthoff et al., 1997; Lin et al., 1993].

Der ERK5-Signalweg kann durch oxidativen Stress, Hyperosmolaritat [Abe et al.,
1996] und Serum [Kato et al., 1997] stimuliert werden. Der spezifische Aktivator von
ERKS5 ist MKK5 (MEK5). Im Zusammenhang mit Serum-Stimulation wurde Uber die
Aktivierung von dem Transkriptionsfaktor MEF2C berichtet, der die Expression von c-
jun induziert [Kato et al., 1997].

Der ERKS3/4-Signalweg ist bis jetzt nicht so gut untersucht. Fir ERK3 ist eine
Aktivierung durch PKC Isoformen beschrieben worden [Sauma und Friedman, 1996].
ERK 4 kann durch den nerve growth facor (NGF) und EGF Uber einen Ras-
abhangigen Signalweg aktiviert werden [Peng et al., 1996].

Der JNK-Signalweg wird durch Stress, wie z.B. UV, Hitzeschock, ionisierende
Strahlung, DNA-schéadigende Substanzen, sowie durch Zytokine, Differenzierungs-
und Wachstumsfaktoren stimuliert und reguliert Prozesse wie z.B. Zellwachstum,
Differenzierung, Uberleben der Zelle, RNA-Stabilitat und Apoptose [Widman et al.,
1999; Schulze-Osthoff et al., 1997; Chen et al., 1998]. Es existieren 10 verschiedene

JNK-Isoformen, die aus drei Genen (jnk 1-3) und differentiellem splicing hervorgehen
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[Gupta et al., 1996; Schulze-Osthoff et al., 1997]. Wahrend JNK1 und 2 ubiquitér
exprimiert werden, ist die Synthese von JNK3 auf das Gehirn reduziert [Yang et al.,
1997]. JNKs phosphorylieren unter anderem eine Reihe von Transkriptionsfaktoren,
darunter c-jun, junD, ATF-2, Elk-1 [Schulze-Osthoff et al., 1997] und induzieren die
Bindung von Nucleolin und YB-1 an die IL-2 mRNA [Chen et al., 2000]. Die
ubergeordneten MAPKK von JNK sind MKK4 und MKK?7. Die Inaktivierung des
Signalwegs wird durch dual-spezifische Phosphatasen, sogenannte MAP Kinase
Phosphatasen (MKPs) reguliert, wie z.B. M3/6 [Muda et al., 1996] und MKP-1 [Hirsch
und Stork, 1997; Franklin und Kraft, 1997].

Der p38 Signalweg umfal3t vier verschiedene homologe Proteine: p38a, p38p, p38y
und p380 [Jiang et al., 1997]. Sie werden von einer Reihe von Stimulatoren aktiviert,
darunter UV, osmotischer Schock, Hitzeschock, Lipopolysaccharide (LPS) und
Zytokine, wie z.B. IL-1 und TNF [Widman et al., 1999]. Die ubergeordneten MAPKK
von p38 sind MKK3, MKK4 [Derijard et al.,, 1995] und MKK6 [Stein et al., 1996;
Morigushi et al., 1996]. Dabei ist MKK6 der starkste Aktivator von p38, die im
Gegensatz zu MKK3 alle Isoformen stimuliert [Schulze-Osthoff et al., 1997; Enslen et
al., 1998; Wang et al., 1997]. Negativ reguliert wird der p38-Signalweg ebenfalls
durch MKPs, wie z.B. M3/6 [Muda et al., 1996]. Durch den p38 Signalweg werden
Prozesse wie z.B. Apoptose und Entwicklung der Zelle koordiniert. Zudem hat es den
Anschein, als ob p38 eine Schlusselrolle in der Regulation inflammatorischer
Zellantworten spielt. So fuhrt eine Inhibition von p38 mit Pyrinidyl Imidazolen zur
Blockierung der IL-1- und TNF-Synthese in humanen Monozyten [Lee et al.,
1994;Young et al., 1993] und zur Inhibition der IL-2-Synthese in T-Zellen [Ward et
al., 1997]. Zudem wird die durch IL-2 und IL-7 induzierte Proliferation von T-Zellen
durch den p38-spezifischen Inhibitor SB203580 blockiert [Crawley et al., 1997]. Wie
oben bereits erwahnt, wird durch p38 zudem eine Stabilsierung der mRNA von IL-8,
IL-6, sowie von Reporter-RNAs mit AU-reichen Regionen aus GM-CSF und c-fos
vermittelt [Winzen et al., 1999]. Substrate von p38 sind die MAP Kinase aktivierten
Proteinkinasen 2 und 3 (MAPKAP K2/3 oder MK2/3) [Rousse et al., 1994; Winzen et
al.,, 1999; McLaughlin et al.,, 1996; Ludwig et al., 1996] und eine Reihe von
Transkriptionsfaktoren, darunter ATF-2 und Elk-1 [Raingeaud et al., 1995; Raingeaud
et al., 1996], c-fos und c-jun [Hazzalin et al., 1996], CREB und ATF-1 [Tan et al.,
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1996; lordanov et al., 1997], CHOP [Wang und Ron, 1996], Max [Zervos et al., 1995]
und MEF2C [Han et al., 1997].

Von den Ubergeordneten MAPKKK sind bisher 14 verschiedene bekannt: RAF-1
[Kyriakis et al., 1992], Mos [Posada et al., 1993], MEKK-1 [Lange-Carter et al., 1993],
MEKK-2 und MEKK-3 [Blank et al., 1996], MEKK-4 [Gerwins et al., 1997], B-Raf
[Vaillancourt et al, 1994], TAK1 [Yamaguchi et al., 1995], A-Raf [Wu et al., 1996], Tpl-
2 [Salmeron et al., 1996], MUK [Hirai et al., 1996], SPRK [Rana et al., 1996], ASK-1
[Ichijo et al., 1997] und MST [Hirai et al., 1997]. Sie sind zum Grol3teil in der Lage
mehrere MAP Kinasewege zu aktivieren, einige aktivieren zudem den NF-xB-
Signalweg, wie z.B. MEKK-1 [Lee et al., 1997; Nemoto et al.,, 1998] und TAK-1
[Ninomiya-Tsuji et al., 199

IL-1

Q TNF

IL-1R

AP LRI

-

TNF-Rezeptor

‘ NIK, MEKK1, TAK, ASK, ? MAPKKK's
MKK7 MKK4 MKK3,6 MEK1,2 | MAPKK's
. NFkB ¢ / \ ¢ L
SAPK/INK's p38MAPK's ErRk12 | MAPK's
v v v v
Entziindung,  Entziindung, Apoptose,  Proliferation,
Apoptose, Zellentwicklung Differenzierung,
Zellentwicklung, Zellentwicklung

Differenzierung
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1.4 Ultraviolettes Licht (UV)

Ultraviolette Strahlung (UV) wird in die Bereiche UV-A (320-380 nm), UV-B (280-320
nm) und UV-C (200-280 nm) eingeteilt. Die drei UV-Spektren unterscheiden sich in
ihrer biologischen Wirkung. UV-A wird von den meisten Biomolektlen nur schwach
absorbiert, hat aber oxidative Wirkung, wodurch reaktive Sauerstoffverbindungen
entstehen. UV-B besitzt in seiner Wirkung ebenfalls einen oxidativen Anteil, wird
aber, wie UV-C, sehr stark von Makromolekilen absorbiert. Die Transmission durch
das Gewebe nimmt aufgrund der geringeren Absorption mit der Wellenlange zu. So
kann ein sehr geringer Anteil der UV-A Strahlung noch von Blutkomponenten
absorbiert werden [Tyrrell, 1995].

Bestrahlung von Gewebe mit UV-B kann bei hohen Dosen Entziindungen induzieren.
Das prominenteste Beispiel ist der Sonnenbrand [Miller et al., 1994]. Es konnte
nachgewiesen werden, dal3 UV eine Modulation der Expression verschiedener Gene
von Transkriptionsfaktoren, Proteasen und Zytokinen induziert [Kondo et al., 1993;
Bender et al., 1997]. Darunter IL-1, IL-3, IL-6, TNF, GM-CSF [Schwarz und Luger,
1989] und IL-8 [Kondo et al., 1993]. In den Fallen von IL-6 [de Vos et al., 1994], c-
fos, KIN17, c-jun, IkB und c-myc [Blattner et al., 2000] konnten Abnahmen der
MRNA-Degradationsraten in Folge der UV-Bestrahlung gezeigt werden. Zudem
konnten Wang et al. [2000] vor kurzem eine UV-induzierte Stabilisierung der p21

MRNA nachweisen, in die HUR involviert ist.

Bis heute ist allerdings nicht hinreichend geklart, tber welche Mechanismen UV
wirkt. Anfangs wurden DNA-Schaden als Zwischenprodukte der zellularen Antwort
diskutiert [Stein et al., 1989]. Bender et al. [1997] konnten zeigen, dal’ die spaten
Zellreaktionen durch solche Schaden induziert werden. Die friihen Antworten werden
auf die UV-induzierte Phosphorylierung der Tyrosin-Reste einiger Wachstumsfaktor-
Rezeptoren zuriickgefuhrt. Diese korreliert mit der Inhibition von Tyrosin-
Phosphatasen [Bender et al., 1997]. Neben der Phosphorylierung von Zellrezeptoren
konnte auch die Phosphorylierung einiger zellularer Proteine gezeigt werden
[Englaro et al., 1998]. Zudem werden von UV die drei MAP Kinasewege, ERK1/2,
SAPK/JINK und p38 [Englaro et al., 1998; Derijard et al., 1994; Sachsenmaier et al.,
1994] aktiviert, sowie die Transkriptionsfaktoren NFxB und AP-1 [Stein et al., 1989;
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Devary et al., 1991] und die in die Apoptose involvierten Caspasen 3 und 1 [Shimizu
et al., 1999].

1.5 Ziel der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollte die Wirkung von UV auf die post-transkriptionelle
Regulation von Zytokin- und anderen kurzlebigen RNAs in HelLa-Zellen untersucht
werden. Dabei war von Interesse, Uber welche Mechanismen UV wirkt, und ob es

Unterschiede in der Wirkungsweise und der Transkriptspezifitat zu IL-1 gibt.

Ferner sollte in Gel-Retardationstests nach Proteinen gesucht werden, die RNAs

abhéangig von UV-Bestrahlung binden und diese identifiziert werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material
2.11 Geréate
Brutschrank

LS-p-Counter

Elektrophoresekammern

Filmentwickler
Geltrockner

Heizblock
Hybridisierungsofen
lonenaustauscheranlage
Luminometer
Magnetruhrer

Mikroskop

Mikrotiterplattenleser
Mischgerat
PCR-Maschine
pH-Meter
Plattenlesegerat
Schuttelgerat
Schuttelinkubator
Schuttelwasserbad
Schweil3gerat

Spannungsgerate

Sterilbank
UV-Spektrometer

Typ 27771 (Heraeus, Hanau))

Typ 1409/1411 (Wallac, Turku, Finnland)
Eigenbau der Werkstatt der MHH
BioRad (Munchen)

Optimax (Protec)

Biometra, Gottingen

Thermomixer 5436 (Eppendorf, Hamburg)
Hybaid (MWG)

Milli-Q"F PLUS (Millipore)

Lumat LB-9501 (Berthold)

MR 2002 (Heidolph, Kehlheim)

Laborlux (Leitz)

ULWCD (Olympus, Tokyo, Japan)
Modell MR 5000 (Dynatech, Denkendorf)
Reax 2000 (neoLab, Heidelberg)

Vario V (Landgraf, Langenhagen)

Typ CG 820 (Schott, Géttingen)

MR 5000 (Schott, Géttingen)
Bellydancer (Stovall, Greensboro, USA)
Certomat H (Braun, Melsungen)
(Kottermann, Haningsen)

PolyStar 401 M-RPA2

Desagatronic 2000/300 (Desaga, Heidelberg),
ST305 (Gibco BRL Life Technoilogies, Eggenstein)

HeraSAFE (Heraeus)
160A (Shimadzu)
Gene Quant Il (Pharmacia)
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UV-Transilluminator

Waagen
Western Blot-Kammer

Zentrifugen

2.1.2 Verbrauchsmaterial

Amersham

Eppendorf, Hamburg

Greiner, Nurnberg
Kodak, Rochester, USA
Landgraf, Langenhagen
Millipore

Nunc, Wiesbaden

Roche Diagnostics

(Bachofer, Reutlingen)

mit Videoscanner GelDoc 1000 (BioRad)

mit Video Copy Prozessor (Mitsubishi)

1204 MP, 1265 MP 1602 MP (Satorius, Gottingen)
SammyDry (Schleicher und Schuell, Dassel)
Tischzentrifuge 112 (Sigma, Osterode)
Klhlzentrifugen 2K15, 3K20 und 3K30 (Sigma,
Osterode)

Klhlzentrifuge J2-21 mit Rotor JA-14 (Beckmann,
Minchen)

Kihlzentrifugen RT 6000B (DuPont Sorvall
Instruments, Nemours GmbH, Bad Homburg)
Ultrazentrifuge TL-100 mit Rotor TLA 100.3/1468

(Beckmann, Miunchen)

Hybond-N Membran

Kristall-Spitzen (10 pl)

ReaktionsgefalRe (1,5 ml, 2,0 ml)
Plastik-Einmalpipetten ( 2 ml, 10 ml, 25 ml)
Rontgenfilm X-OMAT AR

PCR-Gefal3e (0,5 ml)

Immobilon (PVDF Membran)

4-well Platten

Gewebekulturflaschen (50 ml, 250 ml)
Gewebekulturschalen

Immunoplate (96 wells, Rundboden)
Plastikréhrchen (10 ml, 50 ml)
Zentrifugationsrohrchen (15 ml mit Schraubdeckel)
CSPD

DIG-11-UTP



Material und Methoden

14

Sarstedt, Nurnbrecht

Sartorius, Géttingen

Whatmann, Maisstone, UK

2.1.3 Enzyme

DNase | (RNase-frei)

Klenow Fragment (2U/ul)
Proteinase K

Pipettenspitzen (200 ul, 1000 pl)
Reaktionsgefalie (1,5 ml)
Sterilfilter Miniart NML
Filterpapier 3MM (1,5 mm)

Roche Diagnostics
MBI Fermentas, Wilna

Roche Diagnostics

Reverse Transkriptase (MMLV) Stratagene GmbH, Heidelberg

RNase Block (40U/ul)

RNaseT1
T3- Polymerase
T7-Polymerase

Tag-DNA-Polymerase
2.1.4 Antikorper
Anti-AUF-1
Anti-c-myc
Anti-Digoxygenin-AP
Anti-GFP
Anti-hnRNP Al 9H10
Anti-HUR mab 19F12
Esel Anti-Maus-AP

Ziege Anti-Maus-AP (H+L)
Ziege Anti-Maus-POD

Stratagene GmbH, Heidelberg
MBI Fermentas, Wilna

Roche Diagnostics

Roche Diagnostics

Roche Diagnostics

Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein

freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von
Dr. Gary Brewer, Winston-Salem, USA
Roche Diagnostics

Roche Diagnostics

Roche Diagnostics

freundlicherweise zur Verfigung gestellt von
Dr. Gideon Dreyfuss, Philadelphia, USA
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von
Dr. Henry Furneaux, New York, USA
Dianova

Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.

Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.
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2.1.5 Chemikalien und Lésungen

Die Chemikalien und Lésungen wurden, sofern nicht anders angegeben, von den

Firmen Sigma, Fluka, Merk, Serva, Biomol, Roth, Baker und Pharmacia bezogen

(Qualitatsstufe ,Fur die Molekularbiologie“, RNase-frei)

2.1.6 Kits

Macherey-Nagel
Qiagen

NucleoBond PC500; Cat.-No. 740 574 50
QIAshredder; Cat.-No. 79656
RNeasy MiniKit; Cat.-No. 74106

2.1.7 Plasmide, Bakterienstamme und eukaryotische Zellen

Plasmide

pcDLRaHA-TAK1
pcDNA3 MK2¢

pCDNA3 MK2k76r
pcDNA3 MKK6e

pCS3MT

pCS3MT flag NIK
pCS3MT flag p38acr
pCS3MT MKK7 3E
pEF TAB1
pEGFP-C1

peVHA JNK,

pFC MEKK-1
pPMCL-HA-MKK1 R4F
pTet BBB GM-CSFare
pTet BBB IL-8972.1310
pTet myc HUR

[Holtmann et al., 2000]

[Engel et al., 1995]

[Winzen et al., 1999]

freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von
Matthias Gaestel, Wirzburg, Deutschland
[Holtmann et al., 1999]

[Winzen et al., 1999]

[Winzen et al., 1999]

[Holland et al., 1997]

[Shibuya et al., 1996]

Clontech

[Holtmann et al., 1999]

Stratagene

[Mansour et al., 1994]

[Xu et al., 1998]

[Winzen et al., 1999]

freundlicherweise zur Verfliigung gestellt von
Ann-Bin Shyu, Houston, USA



Material und Methoden

16

pUHC 13-3
pUHD 10 CAT TIMP-1

Bakterienstdimme

Escherichia coli K12

Eukaryotische Zellinien

HelLa
HelLa tTA

2.1.8 Puffer

Auftragspuffer
(DNA, RNA)

10 x Blocklosung

Coomassie-Farbelésung

Detektionspuffer

Elektrodenpuffer
(SDS-PAGE)

[Gossen und Bujard, 1992]
s.3.2.3

LK1114

ATCC CCL-2

[Gossen und Bujard, 1992]

50 %
04 %
1,0 mM

10 %

in Maleinsaurepuffer bei 65°C losen

1,0 gl
3,6 %
7,22 %

0,1 M
0,1 M

25,0 mM
215 mM
0,1 %

Glycerol (v/v)
Bromphenolblau (w/v)
EDTA, pH 8,0

epitheliales Cervixkarzinom (human)

Blockreagenz-Pulver (w/v) (Roche Diagnostics)

Coomassie Brilliant Blue
Methanol (v/v)
Essigsaure (v/v)

Tris-HCI, pH 9,5
NaCl

Tris-HCI, pH 8,5
Glycin
SDS (w/v)
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2 X HeBS-Puffer

Hybridisierungslésung
(Northern Blot)

Luziferase-Reagenz

Lysepuffer

(Luziferase Test)

Lysepuffer

(zytosolische Extrakte)

16,4 g/l NaCl

11,9 g/l HEPES
0,21 g/l Na;HPO,
pH eingestellt auf 7,05

25,0 ml Formaldehyd

12,5 ml 20 x SSPE

10,0 ml 10 x Blocklésung

0,5 ml 10% (w/v) N-Laurylsarkosin
50 pl 20% (w/v) SDS

1.95 ml  H,O

20,0 mM Tricin

1,07 mM (MgCO3)4sMg(OH),*5H,0
2,67 mM MgSO,

33,3 mM DTT

270 pM Coenzym A

530 uM ATP

470 uM Luciferin

pH eingestellt auf 7,8

4,3 ml 200 mM KH;PO,
457 ml 200 mM K;HPO,
200 pl  0,2% (v/v)Triton X-100
ad 100 ml H,O

10,0 mM HEPES, pH 7,9
10,0 mM KCI

1,5 mM MgCl;

25 % Nonidet-P40 (v/v)
1,0 pg/ml Leupeptin

1,0 pg/ml Aprotinin

0,5 mM PMSF
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Maleinsaurepuffer 0,1 M Maleinsaure
0,15 M NaCl
pH mit NaOH auf 7,5 eingestellt

10 x MOPS 200 mM 3-(N-Morpholino)propansulfonséaure
50 mM Natriumacetat
10 mM EDTA
pH eingestellt auf 7,0

Shift-Auftragspuffer 20 % Glyzerin (v/v)
0,1 % Bromphenolblau (w/v)

5 x Shift-Puffer 100 mM HEPES, pH 7,8
500 mM KClI
10 mM MgCl,
15 % Glyzerin (v/v)
25 mM DTT
2,5 mM PMSF
25 pg/ml Pepstatin A

20 x SSC 3,0 M NaCl
300 mM Tri-Natrium-Citrat
pH eingestellt auf 7,0

20 x SSPE 3,0 M NacCl
200 mM NaH,PO,
20 mM EDTA
pH eingestellt auf 7,4

50 x TAE-Puffer 20 M Tris
01 M EDTA

pH mit Essigséaure eingestellt auf 8,0
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10 x TBE-Puffer

TBS

TE-Puffer

Waschpuffer

Western-Puffer |

Western-Puffer Il

Western-Puffer IlI

Western-Puffer IV

09 M Tris
09 M Borsaure
20 mM EDTA, pH 8,0

50 mM Tris-HCI, pH 7,5
150 mM NacCl

10,0 mM Tris-HCI, pH 8,0
1,0 mM EDTA

Maleinsaurepuffer + 0,3% (v/v) Tween 20

0,4 % SDS (w/v)
60 mM Milchsaure
100 mM Tris

pH eingestellt auf 8,4

0,1 % SDS (w/v)
15 mM Milchsaure
25 mM Tris

pH eingestellt auf 8,4

20 %  Methanol (v/v)
60 mM Milchsaure
20 mM Tris

pH eingestellt auf 3,8

10 % Methanol (v/v)
100 mM Tris
pH eingestellt auf 10,4
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2.1.9 Medien

LB-Medium 10 g Bacto-Trypton
59 Bacto-Hefe-Extrakt
5g NacCl
ad1ll H,O

pH 7,5 einstellen

Zur Selektion Ampicillin-resistenter Bakterienklone wird Ampicillin in einer

Endkonzentration von 100 pg/ml zugesetzt.

Bacto-Trypton und -Hefeextrakt wurden von Difco Laboratories (Detroit, USA)

bezogen.

Zellkulturmedium Dulbeccos modifiziertes Eagle Medium (DMEM)
Glutamin (2 mM) (Gibco)
Penicillin G (100 U/ml) (Sigma)
Streptomycin (100 pg/ml) (Sigma)
5-10% Fotales Kalberserum (FKS), hitzeinaktiviert
(56°C, 10 min) (PAN)

Trypsin/EDTA (Gibco) 10 x Stammldsung in PBS verdinnt
PBS (Gibco) 10 x Stammlésung in H,O verdinnt
Zellstimulanzien Interleukin-1

Ultraviolettes Licht (312 nm, 254 nm)
Zellinhibitoren Actinomycin D (Sigma)

ZVAD-fmk (Calbiochem)

Cycloheximid (Sigma)
Doxycyclin bzw Tetrazyklin (fir HeLa tTA) (Sigma)
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2.2 Zellkultur

2.2.1 Zellhaltung und Zellpassage

Die Kultivierung aller eingesetzten Zellinien erfolgte in 50 ml und 250 ml
Zellkulturflaschen bei 37°C in einer mit Wasserdampf gesattigten Atmosphare mit 5%
CO,-Gehalt. Die Zellen werden in dem entsprechenden Kulturmedium (HelLa tTA:
DMEM + 5% (v/v) FKS, s. 2.1.9) gezichtet.

Die Passagierung der adharenten Zellen erfolgt in Abstanden von 3-4 Tagen. Sie
werden dazu mit PBS gewaschen und mit einer 1 x Trypsin/EDTA-L6sung abgeldst.
Die Zellen werden in frischem Medium aufgenommen und in der gewinschten

Zelldichte ausgesant.

2.2.2 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl und -vitalitdt werden 50 ul einer Zellsuspension mit dem
gleichen Volumen einer 0,1%igen (w/v) Tryphanblaulésung in PBS versetzt. Mit Hilfe
einer Neubauer-Zahlkammer (Assistent) werden die Zellen unter dem Mikroskop

gezahlt und die Zelldichte nach folgender Formel berechnet:

Gezahlte Zellen x Verdunnungsfaktor
Anzahl gezahlter Groliquadrate

x 10*

Zelldichte [mI™] =

Routineméalig werden zwei Grofdquadrate der Kammer ausgezahlt. Bei allen

Versuchen betrug die Zellvitalitat nahezu 100%.
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2.2.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Fur das Einfrieren werden die abtrypsinierten und in Medium aufgenommenen
adharenten Zellen bei 300 x g und 4°C fur sechs Minuten abzentrifugiert. Die Zellen
werden anschliel3end in eiskaltem Einfriermedium mit 10% DMSO und 20% FKS
resuspendiert und in 1 ml Portionen auf Kryorohrchen verteilt. Anschliel3end werden
die Rohrchen in einen 4°C kalten Cryo Freezing Container (Nalgene) gestellt und
zunachst bei —80°C eingefroren. 24 Stunden spater werden die Rd&hrchen in
flissigen Stickstoff umgelagert. Der Inhalt einer 250 ml Flasche wird bei dieser

Prozedur auf ein bis zwei Kryoréhrchen verteilt.

Zum Auftauen werden die Zellen bei 37°C angetaut, tropfenweise mit 1 ml FKS
versetzt und die Suspension in 10 ml kaltes Medium mit 20% FKS uberfihrt. Nach
ein bis zwei Waschschritten (Zentrifugation: 6 min, 250 x g, 4°C) werden die Zellen
im gleichen Medium ausgesaht.

2.2.4 Transfektion von Zellen mit Calcium-Chlorid

Puffer und LOsungen

= 250 mM CacCl;

= 2 Xx HeBS-Puffer

= 10% Glycerol (in DMEM)
= PBS

Alle verwendeten Medien und Puffer werden auf 37°C vorgewarmt. Jeweils 5 x 10°
adharente HelLa-Zellen werden am Abend vor der Transfektion in Zellkulturschalen
(Nunc, 9 cm ) in 10 ml DMEM-Medium mit 10% FKS (s. 2.1.8) ausgesat.

Eine Stunde vor der Transfektion wird das Medium erneuert. Eine Plasmid-DNA
Menge von 16-25 pg wird in 500 pl 250 mM CacCl; pipettiert. AnschlielRend werden
vorsichtig 500 pl 2 x HeBS-Puffer zugegeben und 2 Minuten bei RT inkubiert, wobei

sich ein weil3er Niederschalg bildet, der tropfenweise auf die Zellen gegeben wird.
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Vier Stunden spéater wird ein Glycerol-Schock durchgefihrt. Dazu wird das Medium
abgenommen, 2 ml einer 10%igen Glycerol-Losung (in Zellkulturmedium mit 10%
FKS, s. 2.1.9) auf die Zellen gegeben und 3 Minuten bei RT inkubiert. Es wird

dreimal mit PBS gewaschen und 10 ml frisches Medium zugegeben.

Im Falle einer sich anschlieRenden Northern Blot-Analyse (s. 2.6) wurden die Zellen
zwei Stunden nach dem Glycerol-Schock abtrypsiniert und auf die gewlnschte
Anzahl von 4-wells (4-well-Platten, NUNC) verteilt. Am n&chsten Tag wurde durch
Zugabe von Doxycyclin (3 pg/ml) oder Actinomycin D (5 pg/ml) die Transkription der
transfizierten Reporterkonstrukte bzw die Transkription insgesamt zu einem Zeitpunkt
null inhibiert. Die Zellen wurden dann nach den gewiinschten Zeitintervallen nach
einem Waschschritt mit PBS in Puffer RLT+10 mM DTT (Puffer RLT aus Qiagen
RNeasy Minikit, s. 2.1.6; Puffervolumen abhéngig von Zellzahl nach
Herstellerangaben verwendet) lysiert. Erfolgte keine sofortige Gesamt-RNA-
Praparation (s. 2.4.2), wurden die Lysate bei -80°C gelagert.

2.2.5 Apoptose-Farbung

Zellen werden durch Zugabe des interkalierenden Farbstoffs Hoechst 33258 (5 pl/1,5
x 10° Zellen) mit anschlieRender Inkubation von 1 Stunde bei 37°C und 5% CO,
angefarbt. Die Zellen werden unter dem Mikroskop fotografiert (Bandbreite der
Anregung: 380-490 nm).
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2.3  Préaparation von Zellen

2.3.1 Préaparation von zytosolischen Extrakten (nach Wang et al., 2000)

Puffer und LOsungen

= PBS
= Lysepuffer

Alle Arbeitsschritte werden auf Eis durchgefihrt.

Die adharenten Zellen werden nach Abnehmen des Mediums einmal mit PBS
gewaschen. AnschlieRend werden sie von der Zellkulturschale abgeschabt und in 1
ml PBS aufgenommen. Sie werden 5 Minuten bei 600 x g und 4°C pelletiert und das
Pellet in Lysepuffer resuspendiert (40 pl Lysepuffer pro 10° Zellen). Nach 5 miniitiger
Inkubation auf Eis werden die Zelltrimmer 4 Minuten bei 1000 x g und 4°C
abzentrifugiert, und der Uberstand funfmal in fliissigem Stickstoff eingefroren und
wieder aufgetaut. Daran schliel3t sich ein erneuter Zentrifugationsschritt (10 Minuten,
1000 x g, 4°C) an. Der Uberstand wird abgenommen und bei —80°C gelagert. Zuvor
wurden 5 pl fir eine Proteinbestimmung abgenommen (s. 2.7.1).

2.3.2 Préaparation von Lysaten fur Luziferase-Aktivitats-Bestimmungen

Puffer und LOsungen

= PBS
= 0,2% (v/v) Triton X-100
= Lysepuffer

Alle Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgefuhrt.

Die Zellen werden nach Abnahme des Mediums einmal mit PBS gewaschen,
abgeschabt und abzentrifugiert (1 Minute, 13.000 x g, 4°C). Das Pellet wird in 100 pl
Lysepuffer pro 10° Zellen resuspendiert und 15 Minuten auf Eis inkubiert.
Anschlielend wird 15 Minuten bei 10.000 x g und 4°C zentrifugiert und der
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Uberstand bei —80°C gelagert, bis er im Luziferase-Aktivitats-Test (s. 2.7.4)

eingesetzt wird.

2.4  Praparation, Synthese und Analyse von Nukleinséuren

2.4.1 Praparation von Plasmid-DNA

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien wird der Macherey-Nagel

NucleoBond 500-Kit verwendet und nach Herstellerangaben benutzt.

2.4.2 Isolierung von Gesamt-RNA

Die Isolierung von Gesamt-RNA wurde mit dem Qiagen RNeasy MiniKit nach
Herstellerangaben durchgefuhrt Zur Homogenisierung der Lysate wurde der
QIAshredder benutzt (s. 2.1.6).

2.4.3 Konzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung der Konzentration von DNA oder RNA wird die Absorption bei 260
nm in einer Quarzkivette (Halb-Mikrokuvette, 100 pl Spezialkiivette) gemessen. Eine

ODygp entspricht einer Konzentration von:

50 pg/ml doppelstrangiger DNA
40 pg/ml  einzelstrangiger DNA
40 pg/ml RNA

31 pug/ml  Oligonukleotid
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2.4.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die Detektion nicht radioaktiv markierter Nukleinsauren erfolgt tGber Ethidiumbromid,
welches in die doppelstrangige DNA interkaliert und sich auch an einzelstrangige
DNA und RNA anlagern kann, so dal} die Banden auf einem UV-Transilluminator
sichtbar gemacht werden kdnnen.

Radioaktiv markierte Nukleinsduren werden tber Autoradiographien detektiert.

DNA-Gelelektrophorese

Aus der Grolie der DNA-Fragmente ergibt sich die Agarose-Konzentration des Gels,
das fur die Auftrennung verwendet wird. In der Regel wird mit 1,2%igen Gelen
gearbeitet, bei extrem kleinen Fragmenten (ca. 50 Basenpaaren) werden 2-3%ige
Gele verwendet. Den Gelen wird Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 0,5
pug/ml zugesetzt. Die Elektrophorese wird bei einer Spannung von 3-4 V/cm
durchgefuhrt. Der Laufpuffer ist 1 x TAE (s. 2.1.8).

RNA-Gelelktrophorese

= 10 x MOPS
= Auftragspuffer

Auftragsmix 3,75 ul Formaldehyd
15 pl  10x MOPS
1,0 pl  Ethidiumbromid (200 pg/ml)
3,0 ul Auftragspuffer

1%iges Agarosegel 1,2 g Agarose
12,0 ml 10 x MOPS
22,1 ml  Formaldehyd
86,0 ml  H,O
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Die Auftrennung der RNA findet unter denaturierenden Bedingungen statt. 10 pl
Probe wird mit 9,25 pl Auftragsmix versetzt und flr 15 Minuten bei 56°C denaturiert.
Danach wird die Probe auf Eis abgeschreckt und aufgetragen. Es wird eine

Spannung von 4 V/cm angelegt. Als Laufpuffer wird 1 x MOPS verwendet.

2.45 RNA-Markierung mit a-**P-UTP durch in vitro Transkription

Puffer und LOsungen

= 10 x Transkriptionspuffer (Roche Diagnostics)

= 10 mM ATP, 10 mM CTP, 10 mM GTP, 0,18 mM UTP (Roche Diagnostics)
»  ¢-*P-UTP (400 Ci/mmol oder 800 Ci/mmol)

= SP6-, T3- oder T7-Polymerase (Roche Diagnostics)

= RNase-Inhibitor (40 U/ul; MBI Fermentas)

= 10 mM Tris-HCI, pH 7,4

= tRNA (2,0 pg/ul)

= DNase |

= 10 mM Tris.HCI, pH 7,4

= NucTrap-Saulen (Stratagene)

Reaktionsansatz 1-2 pg DNA-Template
2,0 pl 10 x Transkriptionspuffer
3,0 pul  NTP-Mix (ATP,CTP,GTP; je 10 mM)
2,0 pl  UTP (0,18 mM)
50 ul  a-*P-UTP
1,0 ul  RNase-Inhibitor
2,0 pl RNA-Polymerase
ad 20 ul H,O

Der Ansatz wird fur eine Stunde bei 37°C inkubiert und danach mit 2 pul DNase | die
DNA abgedaut (15 min, 37°C). Die RNA wird Uber NucTrap-Saulen aufgereinigt,
welche die vollstandige Abtrennung der nicht eingebauten Nukleotide bis zu einer
Grol3e von 17 Basen gewahrleisten. Dazu wird der Ansatz mit Saulenpuffer (935,7 ul



Material und Methoden 28

10 mM Tris-HCI+64,3 pl tRNA (2,0 pg/ul)) verdinnt und nach Herstellerangaben
behandelt. Vor und nach der Abtrennung werden je 2 ul Aliguots enthommen und
deren Aktivitditsmengen Uber die Zahlraten der Cerenkov-Strahlung (in cpm) im p-
Counter gemessen [Berger, 1984]. Die spezifische Aktivitat der markierten RNA liegt
bei 0,5-1,9x10°> cpm/ng. Zur Kontrolle der synthetisierten RNA werden 5 pl der
markierten RNA auf einem Agarosegel aufgetrennt (s. 2.4.3) und mit einem
Rontgenfilm detektiert.

2.4.6 RNA-Markierung mit DIG-11-UTP durch in vitro Transkription

Die Markierung der RNA mit DIG-11-UTP erfolgte nach Herstellerangaben

2.5 Gel-Retardationsanalyse

Puffer und L6sungen

= 5 x Shiftpuffer

= Shift-Auftragspuffer

= Rotiphorese NF Acrylamid/Bisacrylamid-Losung 30% (Roth; Art.-Nr. A124.1)
= 10xTBE

= APS

= TEMED

nicht-denaturierende Polyacrylamid-Gel (5%iq)

6,7 ml Rotiphorese NF Acrylamid/Bisacrylamid-Lésung 30% (Roth)
1,0 ml 1xTBE

32,1 ml  H,O

280 Il APS

28 ul  TEMED
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Die Gel-Retardationsanalyse ermoglicht die Detektion und Untersuchung von RNA-
Protein-Komplexen. Die Reaktion wird wie folgt auf Eis angesetzt:

50 pl  Zytosol (10 pg in 1 x Shiftpuffer)
10,0 Il tRNA-Mix (4 pl 5 x Shiftpuffer/2 pl tRNA (2 pg/ul)/4 pl H,0)
5,0 pl radioaktiv markierte RNA (2x10° cpm)

Der Ansatz wird 10 min bei 30°C inkubiert. Da die RNA meist zu grof3 ist, um in das
Gel einzudringen, wird der Ansatz mit 30 U RNase T1 fir 20-30 Minuten bei 37°C
inkubiert. Die RNase T1 spaltet die RNA nach der Base Guanin, so dal3 die RNA in
verschieden groRen Fragmenten vorliegt. Es werden 5 pl Auftragspuffer zugefigt
und die Proben werden auf einem 5%igen, nicht denaturierenden Polyacrylamid-Gel
aufgetrennt. Vor dem Auftrag der Proben muld das Gel bei ca. 7 V/cm vorlaufen, bis
eine konstante Stromstarke erreicht ist. Der Gellauf erfolgt bei der gleichen
Spannung fur ca. 2,5 Stunden. Als Elektrodenpuffer wird 0,25 x TBE-Puffer
verwendet. Nach dem Lauf wird das Gel auf ein Whatman-Papier Gberfihrt und mit
Folie abgedeckt bei 80°C eine Stunde auf einem Vakuum-Geltrockner getrocknet.
Die Banden werden bei —80°C mit einem Rdntgenfilm detektiert.

Bei Versuchen mit AntikGrpern gegen die RNA-Protein-Komplexe (Super-Shift) wird
0,8 pg Antikoérper nach 20 minutiger Inkubation mit RNase T1 zugegeben und 10 min
bei 37°C inkubiert.
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2.6 Northern Blot

2.6.1 Northern Blot

Puffer und LOsungen

* 10xSSC
= 2xSSC

Die Northern Blot-Methode ermdglicht, auf einem Agarose-Gel aufgetrennte RNA

unter Ausnutzung von Kapillarkraften auf eine Nylonmembran zu transferieren.

Die RNA wird auf einem Agarose-Gel aufgetrennt (s. 2.4.4). Das Gel wird
anschlieRend zweimal 15 Minuten in H,O gewaschen und 15 Minuten in 10 x SSC
aquilibriert. Das Gel wird mit der Oberseite nach unten auf eine in 10 x SSC-
getrankte Filterpapierbriicke gelegt. Die Enden des Filterpapiers tauchen in 10 x
SSC. Das Gel wird rundherum mit Parafiim abgedichtet. Auf das Gel wird
Luftblasenfrei die Nylonmembran und drei Whatman-Filterpapiere gelegt, die zuvor
alle in 10 x SSC aquilibriert werden. Darauf werden drei Windeln (Strampelpeter,
Hartmann), eine Glasplatte und ein Metallblock (ca. 1 kg) angeordnet. Die Blotzeit
betragt ca. 18 Stunden. Danach wird die Nylonmembran mit 2 x SSC gewaschen und
10 Minuten bei 90°C getrocknet. Anschliel3end wird die RNA durch 75 Sekunden
Bestrahlung mit UV (302 nm) auf der Membran immobilisiert. Der Blot wird entweder
gleich hybridisiert (s. 2.6.2) oder bei 4°C gelagert.
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2.6.2 Hybridisierung, Stringenzwasche und Detektion

Puffer und LOsungen

= 5xSSPE

= 2XxSSC/0,1% SDS

* 0,1 xSSC/0,1%SDS

= Blocklésung

= Hybridisierungslésung
=  Waschpuffer

Hybridisierung

Die Membran wird in 5 x SSPE aquilibriert. Die Hybridisierung findet dann im
Hybridisierungsofen bei 68°C statt. Zuert wird die Membran 2 Stunden in der
Hybridisierungslosung préhybridisiert, um unspezifische Bindungsstellen zu
blockieren. Danach wird die mit DIG-11-UTP markierte RNA-Sonde (s. 2.4.6) 5
Minuten aufgekocht, auf Eis abgeschreckt und in frische Hybridisierungslésung

gegeben. Die Hybridisierung erfolgt fur ca. 24 Stunden bei 68°C.

Stringenzwéasche

Um die unspezifisch gebundene und ungebundene RNA-Sonde zu entfernen, wird
die Membran stringent gewaschen. Die Membran wird einmal kurz mit 2 x SSC/0,1%
SDS gespult und dann zweimal 5 Minuten in dergleichen Losung bei RT gewaschen.
Im Anschluf3 folgen zwei Waschschritte bei 68°C mit 0,1 x SSC/0,1% SDS fur je 15

Minuten.
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Detektion

Die Detektion erfolgt mittels einem Antikérper (Anti-Digoxygenin-AP, Fab-Fragment;
Roche Diagnostics) gegen DIG-11-UTP. Dieser ist mit einer Alkalischen
Phosphatase konjugiert, die das Substrat CSPD (Roche Diagnostics) umsetzt. Das
chemilumineszente Produkt ist Uber eine Autoradiographie detektierbar.

Die Membran wird kurz in Waschpuffer aquilibriert, dann in 1 x Blocklésung 30
Minuten bei RT hybridisiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren.
Anschlie3end wird das Anti-DIG-AP Fab-Fragment 1:10.000 in Blocklésung verdiinnt
zur Membran gegeben und 30 Minuten bei RT inkubiert. Es folgen zwei 15 minitige
Waschschritte mit Waschpuffer, um die nicht-gebundenen und unspezisch-
gebundenen Antikorper zu entfernen. Die Membran wird 2 Minuten in
Detektionspuffer aquilibriert, in eine Plastikfolie eingeschweil3t, 2 ml CSPD
zugegeben und fir eine gleichmalige Verteilung gesorgt. Nach 5 Minuten
Inkubationszeit wird das Substrat abgenommen und die Banden durch einen

Rontgenfilm detektiert.

2.7 Analyse von Proteinen

2.7.1 Protein-Konzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentrationsbestimmung wird nach der Bradford-Methode [Bradford,
1976] durchgefuhrt. Sie beruht auf einer Farbreaktion, die photometrisch bestimmt
werden kann. Die Losung (BioRad Protein Assay Farbstoff-Konzentrat; Cat. No. 500-
0006) enthalt unter anderem den Farbstoff Coomassie Blau, der an Proteine bindet,
wodurch sich das Absorptionsspektrum verschiebt. Dieses wird dann bei 595 nm
gemessen. 100 pl Proteinverdinnung werden mit 100 pl der 40%igen Farblosung
(Gebrauchslésung) gemischt und die Absorption bestimmt. Als Standard wird eine

BSA-Eichreihe verwendet.
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2.7.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelktrophorese

Puffer und LOsungen

= Elektrodenpuffer

Die Auftrennung von Proteingemischen erfolgt in einer diskontinuierlichen SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (DISK-SDS-PAGE) nach Laemmli [Laemmli, 1970].
Als Gele werden die Pre-Cast-Gels (10% Tris-Glycin-Gele; 1,0 mm x 12 wells) der
Firma Novex benutzt (Cat. No. EC60752). Die Auftrennung erfolgt bei einer

konstanten Stromstarke von 20 mA.

Bei Bedarf werden die Proteine im Gel 5 Minuten mit Coomassie-Gebrauchslésung
angefarbt. Die Entfarbung des Gels erfolgt mit einem 7% Essigsaure/7% Methanol-
Gemisch.

2.7.3 Western Blot (semi dry Blot) und Immunochemische Detektion

Puffer und Losungen

=  Western-Puffer |

=  Western-Puffer Il

=  Western-Puffer IlI
= Western-Puffer IV
= TBS

Die auf einem SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennten Proteine werden auf eine
PVDF-Membran (Immobilon, Millipore) transferiert. Filterpapiere werden in den
Puffern I-IV eingelegt. Die PVDF-Membran wird in 100% Methanol &quilibriert und
dann gut mit H,O gewaschen. Das Blotten wird in einer Elektroblotkammer
durchgefuhrt. Auf die Platte der Kathode werden nacheinander zwei Filterpapiere mit
Puffer I und ein Filterpapier mit Puffer Il gelegt. Darauf kommt das Gel und die PVDF
Membran, die beiden zuvor in Puffer | aquilibriert werden. Auf die Membran werden

ein Filterpapier mit Puffer Il und eins mit Puffer IV gelegt und die Blotkammer mit der
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Anodenplatte geschlossen. Der Transfer erfolgt fiir zwei Stunden bei 1,0 V/cm?. Die
PVDF-Membran wird anschlieRend mit einer Coomassie-Farbelbésung angefarbt (4
Minuten) und dann mit 50% Methanol entfarbt, so dal3 die Proteinbanden sichtbar
sind. Die Membran wird fotografiert, die GroRenstandards eingezeichnet, und die

Membran mit 100% Methanol vollstandig entfarbt.

Im Anschlu3 wird eine Immunochemische Detektion durchgefiihrt. Dazu wird die
Membran in TBS Aaquilibriert, mit 5% (w/v) Magermilchpulver in TBS die
unspezifischen Bindungsstellen durch 1-2 stiindige Inkubation geblockt und danach
ein spezifischer Antikorper zugegeben (in 5% Magermichpulver in TBS + 0,1%
NaNs). Mit diesem wird U/N bei 4°C inkubiert. Der Blot wird sechsmal mit TBS +
0,05% (v/v) Tween 20 gewaschen und dann fur 2 Stunden mit einem AP-konjugierten
Zweitantikorper bei RT inkubiert. Der Blot wird erneut sechsmal mit TBS + 0,05%
(v/v) Tween 20 gewaschen und anschlieRend in Detektionspuffer (pH 8,8) aquilibriert.
Nach 5 mindtiger Inkubation in CSPD (Roche Diagnostics) werden die Proteinbanden

mit einem Rontgenfilm detektiert.

2.7.4 Bestimmung der Luziferase-Aktivitat

Die fur die Luziferase-Aktivitatsmessung praparierten Lysate (s. 2.3.2) beinhalten das
Protein Luziferase. Mischt man das Zellysat mit luziferinhaltigem Reagenz, wird
Luziferin als Substrat der Luziferase unter Freisetzung eines Photons oxidiert. Die
Lichtreaktion kann im Luminometer gemessen werden.

Es werden jeweils Doppelwerte der Probe gemessen. Dazu werden 20 ul Lysat mit

100 pl Luziferase-Reagenz gemischt und im Luminometer gemessen.



Ergebnisse 35

3. Ergebnisse

Die Expression von Zytokin-, Proto-Onkogen- und anderen kurzlebigen mRNAs wird
durch transkriptionelle und posttranskriptionelle Mechanismen reguliert. Die erhéhte
RNA-Synthese und die Stabilitat der mRNA einerseits, die effektive Degradation
andererseits, ermdglichen eine schnelle und gleichzeitig streng limitierte Synthese
der kodierten Proteine. Um die Kinetik der RNA-Degradation zu analysieren, wurde
auf HeLa-Zellen zurlckgegriffen, in denen das Tetrazyklin-regulierbare Expressions-
system von Gossen und Bujard [1992] vorliegt (s. Abb 3.1). Diese Zellen sind stabil
mit einem Konstrukt transfiziert, das ein Tetrazyklin-sensitives Transaktivatorprotein
unter der Kontrolle eines konstitutiv aktiven CMV-Promotors exprimiert. Dieser
Transaktivator kann an transfizierte Plasmide mit Tetrazyklin-regulierbaren
Promotoren binden und ermdéglicht somit die Transkription der nachgeschalteten
cDNA. Bei Zugabe von Tetrazyklin oder seinem Derivat Doxycyclin erfahrt der
Transaktivator eine Konformationsdnderung. Der Promotor kann nicht mehr

gebunden werden und die Transkription wird spezifisch unterbunden.

CMV- Tet-sensitive
Promoter |Transaktivator cDI

Tet-sensitiver
Transaktivator |

N
M

Y

A.Ohne (G > Transkription

Tetrazyklin _|;$g)}qgegg,?nsiver IL-8 CDNA I—

B. Mit _ Q Tetrazyklin
Tetrazyklin N

Tran%iption

_| Tetresponsiverl g A |_

Abb. 3.1 Schema des Tetrazyklin-regulierbaren Expressionssystem nach Gossen und Bujard
[1992] am Beispiel der IL-8 cDNA. (A) Der Tetrazyklin-sensitive Transaktivator bindet
den Tetrazyklin-responsiven Promotor und erméglicht die Transkription der IL-8 cDNA.
(B) Durch Tetrazyklin erfahrt der Transaktivator eine Konformationsanderung. Der

Promotor kann nicht mehr gebunden werden, die Transkription ist inhibiert.
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Der Vorteil dieses regulierbaren  Systems  gegenuber allgemeinen
Transkriptionsinhibitoren, wie z.B. Actinomycin D, liegt zum einen in der Selektivitat.
Dadurch ist gewahrleistet, daf’ nicht die Transkription von Genen unterbunden wird,
deren Proteine mal3geblich an der Degradation von mRNAs beteiligt sind. Zum
anderen kann die Verteilung von RNA-bindenden Proteinen, wie z.B. HuR, zwischen
Kern und Cytoplasma durch generelle Transkriptionshemmung mittels Actinomycin D
stark verandert werden [Peng et al.,, 1998]. Dies wird mit dem Tetrazyklin-

regulierbaren Expressionssystem ebenfalls vermieden.

Anstelle der cDNAs von IL-8 und GM-CSF wurden in dieser Arbeit
Reporterkonstrukte in die Zellen transfiziert (f-Globin-IL-8972-1310; f-Globin-GM-
CSFare; S. Abb. 3.2). Konstruiert wurden diese aus einer genomischen Kaninchen f-
Globin DNA, indem in ihre 3° UTR ein Teil der 3 UTR von IL-8 bzw das ARE von
GM-CSF eingefugt wurde. Von der IL-8 cDNA wurde ein Fragment mit den
Nukleotiden 972-1310 in das Reporterkonstrukt tbertragen. Dieser Bereich umfal3t
einige verstreute AUUUA Motive. Vier von ihnen befinden sich in der Region ab
Basenposition 1050. Zwei von ihnen liegen dabei als gekoppelte Gruppe vor. Ein
weiteres Motiv beginnt an der Position 1153. Sein genetisches Umfeld besitzt eine
hohe Dichte an Adenin und Uracil. Das ARE von GM-CSF ist auf einen Bereich von
51 Nukleotiden eingrenzbar [Shaw und Kamen, 1986]. Dieser enthalt acht mal das
Pentanukleotid AUUUA, davon funf in einer gekoppelten Gruppe.

AUG UGA
A

[3-Globin IL-8 3-UTR [[3-Globin
t972:1310)

Abb. 3.2 Aufbau einer f-Globin Reporter-RNA am Beispiel von f-Globin-IL-897,.1310. Sie besteht
aus einer vollstdndigen S-Globin RNA, in deren 3" UTR die Nukleotide 972-1310 der
IL-8 3" UTR inseriert sind.

Wie in Abb. 3.3 zu sehen ist, ist die f-Globin mRNA (A) tber einen Zeitraum von 6
Stunden stabil, wohingegen die Hybrid-RNA mit der Insertion aus der 3" UTR von IL-
8 (B) bereits nach 45 Minuten fast vollstandig degradiert ist. Neben der Instabilitat
wurde mit der IL-8 3" UTR zusatzlich eine durch IL-1 induzierbare Stabilisierung
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Ubertragen. Das Konstrukt ist nach IL-1 Stimulation Uber einen Zeitraum von einer

Stunde voll nachweisbar.

Vektor

I— - 1
A
BRRAN ..

0 0,5 1 3 6 Stunden

—— Vektor ——
B
. - ﬂ-GlObin-|L-8972_1310

0 0,5 0,75 1 Stunden

B-Globin-IL-8y,, 15,4

0 0,5 0,75 1 Stunden

Doxycyclin

Abb. 3.3 Vergleich der Stabilitdt von f-Globin und f-Globin-IL-8972.1310-RNA und Einfluf von IL-
1. HelLa-Zellen wurden mit den angegebenen Plasmiden und Leervektor transfiziert.
Am folgenden Tag wurde Doxycyclin (3 pg/ml) fur die angegebenen Zeiten
zugegeben. Bei (C) erfolgte zusatzlich eine Stimulation mit IL-1 (20U/ml) zum

Zeitpunkt null. Anschlieend wurde die Gesamt-RNA isoliert, auf einem 1%igen

Agarosegel aufgetrennt (10 pug pro Spur) und mit einer f-Globin-RNA antisense-Sonde
die p-Globin- bzw die p-Globin-IL-8g72.1310-RNA mittels Northern Blot Analysen

nachgewiesen.

Als weiterer Stimulus, der zur Stabilisierung von kurzlebigen mRNAs fihrt, wird
Ultaviolette Strahlung (UV) beschrieben [Blattner et al., 2000; Wang et al., 2000]. Die
Wirkung von UV auf den Abbau von fS-Globin-IL-8g72-1310 und f-Globin-GM-CSFage,
sowie auf die Degradation von anderen kurzlebigen mRNAs, und die dabei
beteiligten Signalwege und Proteinfaktoren wurden in der vorliegenden Arbeit

analysiert.
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3.1 Stabilitat der p-Globin-IL-8475.1310- und B-Globin-GM-CSFpge-
RNAs in Abhangigkeit von Ultraviolettem Licht

3.1.1 Dosis-Wirkungseffekt von UV-Licht

Die Auswirkung von UV auf die Stabilitdtt der mRNA wurde abhangig von der
Bestrahlungszeit in sequentiellen Northern Blot Analysen (siehe 2.6) bestimmt. Die
verwendete Strahlung gehoért mit einer Wellenlange von 312 nm zum UV-B Bereich.

In der Abb. 3.4 ist die kurze Halbwertszeit der IL-8- bzw GM-CSF-Hybrid-RNA in
unbehandelten Kontrollzellen sichtbar (A). Sie wurde in Abb. 3.5 quantifiziert und
liegt etwa bei einer Stunde. Im Vergleich zu Abb. 3.3 existiert hier eine langere
basale Halbwertszeit, die in den Versuchen zwischen 30 und 60 Minuten schwankt.
Nach 5 und 10 Sekunden Bestrahlungszeit ist keine Veranderung der
Degradationsrate sichtbar. Erst beim 30 Sekunden-Wert zeigt sich eine deutliche
Verlangerung der Halbwertszeit beider Transkripte auf knapp 3 Stunden. Eine
weitere Verringerung der mRNA-Degradationsrate ist nach 60 Sekunden UV-B-

Bestrahlung auszumachen. Die Halbwertszeit liegt hier bei annahernd 5 Stunden.

,—Kontrolle E— |—58ek. UV—l
A
h_ g B g B-Globin-IL-8972-1310
B-Globin-GM-CSF,ge
——10 Sek. UV ——— ———30 Sek. UV,
C . D i N . B-Globin-IL-847;.1310
k4 B N

B-Globin-GM-CSFare

—60 Sek. UV
E . B-Globin-1L-8972-1310
B-Globin-GM-CSFare

0 1 2 4 6 0 1 2 4 6 Stunden

Doxycyclin

Abb. 3.4 Dosis-abhangige Stabilisierung von pg-Globin-IL-8975.1310 und f-Globin-GM-CSFare
durch UV-B. Die Zellen wurden mit den beiden Reporterkonstrukten und Leervektor
transfiziert. Die Kontrolle (A) blieb unbehandelt. Die anderen Kulturen wurden fiur die
angegebene Zeit UV-bestrahlt (B-E) und 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Anschlieend
wurde Doxycyclin (3 pg/ml) fir die angegebenen Zeiten zugegeben. Die Gesamt-RNA
wurde isoliert, auf einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt (10 pg pro Spur) und die

Hybrid-RNAs wie bei Abb. 3.3 beschrieben nachgewiesen.
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Abb. 3.5 Quantifizierung der RNA-Degradation. Es wurde eine Volumenanalyse der f-Globin-

IL-8972-1310- Und S-Globin-GM-CSFagre-Banden mit dem Programm Molecular Analyst
1.4 der Firma BioRad durchgefihrt. Die ermittelte mittlere OD wurde graphisch

aufgetragen. (A) f-Globin-1L-8g72.1310 (B) f-Globin-GM-CSFaRE.

Da die Bestrahlungszeit von 60 Sekunden den starksten Effekt gezeigt hatte und die
mit der Bestrahlung einhergehende Apoptose-Rate nach dieser Zeit noch relativ

gering war (s. Abb 3.15), wurden die Zellen im Verlaufe der Arbeit immer fir 60
Sekunden bestrahilt.

3.1.2 Vergleich der Stabilisierung durch UV und MAP Kinase Kinase Kinasen

Die Bestrahlung von HelLa-Zellen mit UV flhrt zu einer Stabilisierung der Hybrid-
RNAs mit den Insertionen IL-8972-1310 bzw GM-CSFare (S. Abb. 3.4 und 3.5). UV ist in
der Lage, die MAP Kinasewege ERK1/2, SAPK/IJNK und p38, sowie NFxB zu
aktivieren [Englaro et al., 1998; Derijard et al., 1994; Sachsenmaier et al., 1994,
Stein et al., 1989; Devary et al., 1991]. Um zu analysieren, ob UV eine ahnlich starke
Verlangerung der Halbwertszeit induziert, wie MAP Kinase Kinase Kinasen, wurde

die Modulation der Degradationskinetik von UV der von zwei MAPKKK, MEKK-1 und
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der Transforming Growth Factor fp-Activated MAPKKK TAK-1, gegenibergestellt.
MEKK-1 aktiviert NF-xB [Lee et al., 1997; Nemoto et al., 1998], SAPK/INK [Yan et
al., 1994; Yuijiri et al., 1998], ERK [Lange-Carter et al., 1993; Yuijiri et al., 1998] und
den p38 MAP Kinase Signalweg [Guan et al., 1998]. In HelLa-Zellen wurde eine
konstitutiv aktive Form (N-terminale Deletionsmutante), MEKK-1A, exprimiert. TAK-1
wurde zuerst im Zusammenhang mit der TGF-f Signaltransduktion beschrieben
[Yamaguchi et al., 1995]. Sie aktiviert den NF«B-Weg [Ninomiya-Tsuji et al., 1999],
ebenso SAPK/JINK [Shirakabe et al., 1997] und p38 MAPK [Moriguchi et al., 1996].
Ninomiya-Tsuji et al. [1999] konnten nachweisen, daf TAK1 die im IL-1 Signhalweg
rekrutierte MAPKKK darstellt. TAK1 benotigt fur seine Aktivitat einen Koaktivator, das
TAK1 binding protein TAB1 [Shibuya et al., 1996].

— Vektor —

— w - 1
ﬁ-G'ObIn-|L-897z.1310 b : A B ﬂ-G|0bin-|L-8972.1310
BGlobin-GM-CSFare | B-Globin-GM-CSF e
6 0 1 2 4 6

0 1 2 4 Stunden
—— Vektor ——— —— MEKK-1 ———
B-Globin-IL-8472.1310 .. " _ cC D “'.. B-Globin-IL-8e72.1310
B-Globin-GM-CSF are
0 05 1 3 6 o 05 1 3 6

—— MEKK-1 ———

E . . . . . B-Globin-GM-CSF are

0 05 1 3 6 Stunden

TAK1+
— Vektor — —— TAB1L —
ﬂ'G|0bin'|L'8972-1310 & F G - ine If-GIobin-IL-8972.1310
B-Globin-GM-CSF are had B-Globin-GM-CSF are
0 2 4 8 16 0 2 4 8 16 Stunden
Doxycyclin
Abb. 3.6 Stabilisierung von p-Globin-IL-8975.1310 und f-Globin-GM-CSFage durch UV und

MAPKKK. Die Zellen wurden mit den angegebenen Plasmiden und Leervektor
transfiziert. Die UV-Bestrahlung in (A) erfolgte fur 60 Sekunden mit anschlieRender
Inkubation fir 2 Stunden bei 37°C. Doxycyclin (3 pg/ml) wurde fir die angegebenen
Zeiten zugegeben. Die Gesamt-RNA wurde isoliert, auf einem 1%igen Agarosegel
aufgetrennt (10 pg pro Spur) und die Hybrid-RNAs wie bei Abb. 3.3 beschrieben

nachgewiesen.
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In Abb. 3.6 ist noch einmal die schnelle Degradation der beiden Hybrid-RNAs (A, C,
F) zu beobachten, ebenso die UV-induzierte Stabilisierung (B). Bei Koexpression von
MEKK-1A erfahren die beiden Transkripte ebenfalls eine starke Stabilisierung (D+E).
Beide RNAs sind uber 6 Stunden nachweisbar. Die in Abb. 3.7 A und B quantifizierte
Halbwertszeit liegt bei knapp 3 Stunden. Die Hybrid-RNAs werden durch MEKK-1
nicht so lange stabilisiert wie durch UV; die Halbwertszeit liegt hier bei etwa 5
Stunden. Die Expression von der MAPKKK TAK1 (G) fuihrt ebenfalls zu einer
niedrigeren Degradationsrate. Die Halbwertszeit liegt bei knapp 2 Stunden. UV fuhrt
hier zur starksten Abnahme der Degradationsrate. Der Effekt kann in seiner Starke
nicht durch Einsatz einzelner MAPKKK simuliert werden. AuRerdem modulieren die

beiden MAPKKK die Degradation der Hybrid-RNAs unterschiedlich stark.

< Kontrolle
LEO\Y

MEKK-1
X TAK1/TAB1

100

10 1

verbleibende mRNA [%)]

0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2
Zeit [h] Zeit [h]

Abb. 3.7 Starkere Stabilisierung der Hybrid-RNAs S-Globin-1L-8g75.1310 und S-Globin-GM-CSFage
durch UV im Vergleich zu MAPKKK. Die Quantifizierung der Degradation wurde wie

bei Abb. 3.5 beschrieben durchgefuhrt. (A) p-Globin-IL-8g75.1310. (B) f-Globin-GM-
CSF/_\RE.
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3.1.3 Beteiligung des p38 MAP Kinasewegs an der UV-induzierten

Stabilisierung

Winzen et al. [1999] konnten zeigen, dald die Stabilisierung von f-Globin-IL-8972-1310
und f-Globin-GM-CSFare Uber den p38 MAP Kinaseweg und die nachgeschaltete
MAP Kinase aktivierten Proteinkinase 2 (MAPKAP K2 oder MK2) [Stokoe et al.,
1992; Freshney et al., 1994; Rouse et al., 1994] vermittelt wird. MEKK-1 und TAK1
wirken Uber diesen Signalweg auf die Degradationsrate. Auch UV vermag p38 zu
aktivieren [Englaro et al., 1998]. Es stellte sich somit die Frage, ob UV Uber die
gleichen Mechanismen wirkt wie die MAPKKK. Dazu wurden dominant-negative
Formen der p38 MAP Kinase (p38acr) und von MK2 (MK2¢7er) in HelLa-Zellen
transfiziert und diese anschlieBend UV-bestrahlt. Zur Kontrolle der inhibitorischen
Wirkung von p38acr bzw MK2k76r wWurden Zellen benutzt, in denen diese mit einer
konstitutiv aktiven Form von MKK6 (MKK62g) kotransfiziert vorlagen. MKK6 ist ein
spezifischer Aktivator des p38 Signalwegs [Raingeaud et al., 1996].

— Vektor I pP38acr MK2x76r
A ' B ,.-l"'" . [f-GIobin-IL-8972.1310
B-Globin-GM-CSFare
p38AGF MK2K76R_|
m. .' . “. ' . BGlobin-IL-8s7 1310
BGlobin-GM-CSFge
MKK6:e+ MKK 6+
—— MKK6= | P38acr 1 T MK2x76r
Y
G ' .- H ' - . 3 I . BGlobin-IL-8972.1310
== .
.. , BGlobin-GM-CSFage
aid
0O 1 2 4 6 0 1 2 4 6 0 1 2 4 6 Stunden
Doxvcyclin
Abb. 3.8 Der p38 Kinaseweg ist an der UV-induzierten Stabilisierung von pf-Globin-IL-8972.1310

und S-Globin-GM-CSFagre hicht beteiligt. Die Zellen wurden mit den angegebenen
Plasmiden und Leervektor transfiziert. Die UV-Bestrahlung erfolgte -wo angegeben-
fur 60 Sekunden mit anschlieRender Inkubation fiir 2 Stunden bei 37°C. Doxycyclin (3
png/ml) wurde fur die angegebenen Zeiten zugegeben. Die Gesamt-RNA wurde isoliert,
auf einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt (10 pg pro Spur) und die Hybrid-RNAs wie

bei Abb. 3.3 beschrieben nachgewiesen.
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In Abb. 3.8 ist zu sehen, dal} die beiden dominant-negativen Formen von p38 (B)
und MK2 (C) wie erwartet keine stabilisierende Wirkung auf die Hybrid-RNAs
besitzen. Die konstitutiv aktive MAPKK MKK6 (G) bewirkt eine deutliche
Stabilisierung der Transkripte. Diese Wirkung wird durch p38acre (H) effektiv
gehemmt. Die Degradationskinetik zeigt eine &ahnliche Halbwertszeit wie in der
Kontrolle (A). Auch die dominant negative MK2 inhibiert den Effekt von MKK6. Auf
die UV-induzierte Stabilisierung der Hybrid-RNAs zeigen p38acr (E) und MK2k76r (F)
keinerlei Wirkung. Die Transkripte zeigen die gleiche Degradationskinetik wie bei UV-
bestrahlten Zellen ohne Koexpression von dominant-negativen Kinasen (D). Anders
als das pro-inflammatorische Zytokin IL-1 [Winzen et al.,1999] vermittelt UV seinen
stabilisierenden Effekt auf die AU-reichen Hybrid-RNAs nach diesem Ergebnis nicht

Uber den p38 Kinaseweg.

3.2  Transkriptspezifitat der von UV und vom p38 MAP Kinaseweg
induzierten Stabilitat

UV und IL-1-rekrutierte MAP Kinasen wirken Uber verschiedene Signalwege oder
Mechansimen auf die Stabilitat von Hybrid-mRNAs mit Klasse II-AREs von IL-8 und
GM-CSF. Daher stellte sich die Frage, welche Art von Transkripten durch den

jeweiligen Mechanismus reguliert wird.

3.2.1 Stabilitat der mRNA von Luziferase

Luziferase ist ein Enzym aus dem Nordamerikanischen Gluhwirmchen Photinus
pyralis (Insecta, Ordnung: Coleoptera). Es hat ein Molekulargewicht von 62 kDa und
setzt die Substrate Luziferin, ATP und molekularen Sauerstoff proportional zu
biolumineszenten Licht um.

DE Wet et al. [1987] beschrieben Luziferase als Reporter fir eukaryotische
Promotoraktivitdts-Analysen. Die mRNA besitzt keine AU-reichen Elemente. Das
verwendete Luziferase-Konstrukt (pUHC13-3) wurde von Gossen und Bujard [1992]
beschrieben. Mit der Verwendung von Luziferase im Stabilitatstest, sollten erste
Erkenntnisse Uber die Transkriptselektivitdt der durch UV aktivierten Mechanismen

und des p38 Kinasewegs gewonnen werden.
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Als Aktivatoren wurden UV und die konstitutiv aktive Form von MKK6 (MKK62g),
einem selektiven Aktivator des p38 MAP Kinasewegs, eingesetzt. In den mit
Leervektor transfizierten Kontrollzellen besitzt die Luziferase mMRNA eine
Halbwertszeit von 1 Stunde (s. Abb 3.9 (A+B) und 3.10). In den UV-bestrahlten
Zellen (D) ist eine deutliche Stabilisierung des Transkripts zu beobachten. Die mRNA
ist hier Uber 6 Stunden nachweisbar, mit einer Halbwertszeit von etwa 3 Stunden.

MKKE6 (C) zeigt keinen Effekt auf die Degradationsrate der Luziferase mRNA.

— Vektorl — — Vektor —
A B
B -
0 2 4 8 16 0 1 2 4 6 Stunden
— MKK6,. — —— uv —
C D
- - L 2 2 R
0 2 4 8 16 0 1 2 4 6  Stunden
Doxycyclin
Abb. 3.9 Die Luziferase mRNA wird durch UV stabilisiert, durch MKK6 nicht. Die Zellen wurden

mit den pUHC13-3 (Luziferase), den angegebenen Plasmiden und Leervektor
transfiziert und wie angegeben behandelt. Die UV-Bestrahlung erfolgte fir 60
Sekunden mit anschlieRender Inkubation fur 2 Stunden bei 37°C. Doxycyclin (3 pug/ml)
wurde flr die angegebenen Zeiten zugegeben. Die Gesamt-RNA wurde isoliert, auf
einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt (10 pug pro Spur) und die Hybrid-RNAs wie bei

Abb. 3.3 beschrieben nachgewiesen.



Ergebnisse 45

1 Kontrolle
= UV
MKKG6
2,
<
pd
[0 d
£
()
o
c
()
—
Q
2
(@)
>
10 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
Zeit [h]
Abb. 3.10 Quantifizierung der Luziferase mRNA-Degradation. Die Quantifizierung wurde wie bei

Abb. 3.5 beschrieben durchgefihrt.

Auch die Luziferase mRNA zeigt unterschiedliche Degradationsraten in Abhangigkeit
von externen Stimuli. Sie wird, obwohl aus der Klasse der Insecta stammend, in
einem humanen Zellsystem durch UV-Strahlung stabilisiert. Im Unterschied zu den

AU-reichen Hybrid-RNAs besitzt der p38 Kinaseweg hier keine stabilisierende
Wirkung.
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3.2.2 Stabilitat der mRNA vom green fluorescent protein (GFP)

Die green-fluorescent proteins (GFP) sind eine einzigartige Klasse von Proteinen, die
in die Biolumineszenz der Cnidaria (Nesseltiere) involviert sind. Sie dienen als
Energie-Transfer Akzeptoren und erhalten, abhé&ngig vom Organismus, ihre Energie
von einem Luziferase-Oxyluziferin-Komplex oder einem Ca®"-aktivierten
Photoprotein. Das emittierte grine Licht besitzt dieselbe Wellenlange wie die
emittierte Fluoreszenz des Proteins [Cody et al., 1993]. Das hier verwendete GFP
stammt aus der Qualle Aequorea victoria. Das Protein hat ein Molekulargewicht von
27 kDa. Es absorbiert Strahlung bis zu einer maximalen Wellenlange von 395 nm
und emittiert griines Licht bei 509 nm [Stearns, 1995].

Die mRNA wurde in einen Stabilitatstest eingesetzt, um einen weiteren Ruckschluf3
auf die Substrat-Selektivitat der verwendeten Aktivatoren ziehen zu kénnen. Der
Expressionsvektor pEGFP-C1 wurde von der Firma Clontech bezogen. Die damit

exprimierte RNA besitzt keine AU-reichen Elemente in ihrer 3" UTR.

Als Aktivatoren wurden UV und MKKG6 eingesetzt. Als Kontrolle dienen mit Leervektor
transfizierte Zellen. Die GFP mRNA zeigt in der Kontrolle eine basal hohe Stabilitat
(s. Abb 3.11 (A)). Die Halbwertszeit liegt bei etwa 2,5 Stunden (s.a. Abb. 3.12). Nach
UV-Induktion ist das Transkript tUber sechzehn Stunden nachweisbar (B). Die
Halbwertszeit betréagt anndhernd funf Stunden. Die konstitutiv aktive Form von MKK6
fuhrt nicht zu einer Modulation der Degradationsrate (C). Damit entspricht das
Ergebnis dem mit Luziferase mMRNA gezeigten, und weist auf eine unterschiedliche
Transkriptselektivitat beider Stabilisierungsmechanismen hin.

Um zu analysieren, ob weitere Kinasewege aul3er p38 eine stabilisierende Wirkung
auf das GFP-Transkript haben, wurden zusatzlich MAPKKK als Aktivatoren in den
Versuch eingesetzt. MEKK-1 aktiviert wie TAK1 mit seinem Koaktivator TAB1 die
Kinasewege SAPK/IJNK und ERK1/2, sowie NFxB. TAK1/TAB1 vermittelt nach
eigenen Ergebnissen [Holtmann et al., 2000] die IL-1 induzierte Stabilisierung von
MRNAs mit Klasse II-AREs. Beide MAPKKK zeigen keine Wirkung auf die

Degradationsrate des GFP-Transkripts.
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Die GFP RNA wird durch UV stabilisiert, durch unterschiedliche MAP Kinasen nicht.
Die Zellen wurden mit dem pEGFP-C1 Vektor, den angegebenen Plamiden und
Leervektor transfiziert und wie angegeben behandelt. Die UV-Bestrahlung erfolgte fur
60 Sekunden mit anschlieBender Inkubation flr 2 Stunden bei 37°C. Doxycyclin (3
png/ml) wurde fur die angegebenen Zeiten zugegeben. Die Gesamt-RNA wurde isoliert,
auf einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt (10 pg pro Spur) und die Hybrid-RNAs wie
bei Abb. 3.3 beschrieben nachgewiesen.
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Abb. 3.12 Quantifizierung der GFP mRNA-Degradation. Die Quantifizierung wurde wie bei Abb.

3.5 beschrieben durchgefuhrt.

Das GFP Transkript erfahrt ebenso wie Luziferase eine Modulation der
Degradationsrate in Abh&ngigkeit von UV-Bestrahlung. Auch bei GFP handelt es sich
um eine artfremde mRNA, die eine Regulation in humanen Zellen erfahrt. Der p38
Kinaseweg wirkt auch hier nicht stabilisierend auf das Transkript.

Da die beiden MAPKKK MEKK-1 und TAK1l die Degradationsrate des GFP-
Transkripts nicht beeinflussen, ist eine post-transkriptionelle Regulation von GFP
durch die MAP Kinasewege JNK und ERK1/2, sowie NFxB unwahrscheinlich. Damit
scheint UV seine Wirkung im Falle von GFP nicht tber die Aktivierung von MAP-

Kinasen oder NFxB zu vermitteln.
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3.2.3 Stabilitat der mRNA von tissue inhibitor of matrix metalloproteinases 1

Monozytare Zellen sind ein integraler Bestandteil der Immunantwort bei chronischen
Entzindungen, die mit der Zerstérung von lokalem Gewebe assoziiert sind. Der
Anteil der Monozyten an der Gewebszerstérung wird, zum Teil, ihrer Produktion an
Matrix Metalloproteinasen (MMPs) zugeschrieben [Zhang et al., 1998]. Die Induktion
dieser proteolytischen Enzyme ist ein wichtiger Mechanismus bei der Migration
monozytarer Zellen in Gewebe und Korperflissigkeiten [Van Ranst et al., 1991]. lhre
unregulierte Aktivitat wurde mit einer Reihe von Krankheitsprozessen in Verbindung
gebracht, darunter Arthritis, Metastase von Tumorzellen und Arteriosklerose. Ein
entscheidener Regulationsmechanismus der MMP-Aktivitat ist die Bindung an eine
Familie homologer Proteine, der tissue inhibitors of matrix metalloproteinases TIMP1-
4 [Brew et al., 2000].

Das TIMP-1 Transkript besitzt eine kurze Halbwertszeit. Es wurde zudem uber
unterschiedliche Degradationsraten in U937 Zellen in Zusammenhang mit PMA-
Behandlung berichtet [Doyle et al., 1997]. Dennoch befinden sich keine AREs in der
3" UTR der TIMP-1 mRNA. Auch wegen seiner Bedeutung in inflammatorischen
Prozessen sollte das TIMP-1 Transkript in RNA-Stabilitatstests untersucht werden.
Das TIMP-1-Konstrukt wurde hergestellt, indem die Nukleotide 19-782 der TIMP-1
MRNA in den pUHD10 CAT-Vektor [Winzen et al., 1999] mit BamH1 einkloniert

wurden.

Als Stimulatoren wurden UV und die konstitutiv aktiven Formen von MKK6, MEKK-1
und TAK1, letztere zusammen mit ihrem Koaktivator TAB1, eingesetzt. Als Kontrolle

dienten mit Leervektor transfizierte Zellen.
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Abb. 3.13 UV stabilisiert im Gegensatz zu MAP Kinasekaskaden die mRNA von TIMP-1. Die
Zellen wurden mit dem pUHD10CAT-TIMP-1 Vektor, den angegebenen Plamiden und
Leervektor transfiziert. Die UV-Bestrahlung in (B) erfolgte fir 60 Sekunden mit
anschlieRender Inkubation fiir 2 Stunden bei 37°C. Doxycyclin (3 pg/ml) wurde fir die
angegebenen Zeiten zugegeben. Die Gesamt-RNA wurde isoliert, auf einem 1%igen
Agarosegel aufgetrennt (10 pg pro Spur) und die Hybrid-RNAs wie bei Abb. 3.3

beschrieben nachgewiesen.



Ergebnisse 51

100 I Kontrolle
1 - = UV
MEKK-1
g MKK6
< x TAK1/TAB1
pd
o
S
)
©
c
O
o)
Q@
2
)
>
10 T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Zeit [h]
Abb. 3.14 Quantifizierung der TIMP-1 mRNA-Degradation. Die Quantifizierung wurde wie bei

Abb. 3.5 beschrieben durchgefihrt.

In Kontrollzellen besitzt die TIMP-1 mRNA eine kurze Halbwertszeit. Sie liegt bei
etwa einer Stunde (s. Abb. 3.13 (A) und 3.14). In den UV-bestrahlten Zellen (B) ist
eine Stabilisierung des Transkripts zu beobachten. Die Halfte ist nach etwa 3,5
Stunden degradiert. Die mRNA ist Uber 16 Stunden nachweisbar. Bei Koexpression
von MKK®6 (C) ist keine Veranderung der Degradationsrate auszumachen. Die TIMP-
1 mRNA wird wie in der Kontrolle sehr schnell degradiert. Auch die beiden MAPKKK
MEKK-1 (D) und TAK1 (E) zeigen keinen Effekt.

UV als Strel3-Stimulus wirkt auf andere Weise auf die mRNA-Stabilitat als das pro-
inflammatorische Zytokin IL-1. In inflammatorische Prozesse involvierte Proteine
erfahren hier unterschiedlich kontrollierte post-transkriptionelle Regulationen.
Auffallig ist auch, dafd durch Koexpression von MEKK-1 der UV-Effekt nicht simuliert
werden kann, also weder p38, noch SAPK/INK, ERK1/2 oder NFxB an dieser

Regulation beteiligt sind. Ebenso die im IL-1 Signalweg rekrutierte TAK1 zeigt keinen
Effekt.
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3.3 Beteiligung von Caspase-Signalwegen an der UV-induzierten
Stabilisierung von mRNAs

Ultraviolettes Licht ist in der Lage in Zellen den programmierten Zelltod, Apoptose, zu
induzieren [Chan et al., 1999]. Bei diesem Prozess spielen Proteasen sowohl bei der
Initiation, als auch bei der Exekution eine entscheidende Rolle. Eine der wichtigsten
Protease-Familien sind dabei die Caspasen (Cystein-Aspartasen). Bei ihnen handelt
es sich um evolutionar konservierte Proteasen, die hochspezifische, proteolytische
Spaltungen von Proteinen in apoptotischen Zellen durchfihren. Sie werden
konstitutiv als inaktive pro-Formen in den meisten Zellen exprimiert. Ihre Aktivierung
erfolgt autokatalytisch oder Uber Proteolyse durch Ubergeordnete Proteasen
[Nicholson und Thornberry, 1997; Shearwin-Whyatt und Kumar, 1999; Earnshaw et
al., 1999; Mack et al., 2000; Nicotera, 2000]. Substrate der Caspasen sind neben
Inhibitoren der untergeordneten Caspasen intrazellulare Peptide, Proteine des
Zytoskeletts, nukleéare Strukturproteine und Enzyme, Komponenten der DNA-
Reparatur-Maschinerie und eine Reihe von Protein Kinasen [Nicholson und
Thornberry, 1997; Earnshaw et al., 1999]. Zudem initiieren sie durch Proteolyse von
DNase-Inhibitoren, wie z.B. den Inhibitor der Caspase-aktivierten DNase (CAD), die
Spaltung der DNA [Nagata, 2000].

Da die UV-induzierte Stabilisierung der Luziferase-, GFP- und TIMP-1-RNA nicht
durch MAP Kinasen zu simulieren war, und in einem Teil der HeLa-Zellen durch UV-
Bestrahlung Apoptose induziert wurde, sollte analysiert werden, ob moglicherweise
Caspase-Signalwege an dieser RNA-Stabilisierung beteiligt sind. Die Uberlegung ist,
dal3 destabilisierende, trans-regulierende Proteine oder RNasen durch Caspasen
gespalten werden, und damit die Stabilisierung der Transkripte einhergeht. Chan et
al. [1999] konnten UV-induzierte Apoptose in Madin-Darby Canine Nieren-Zellen
durch den Caspase-Inhibitor ZVAD-fmk effektiv hemmen. Dies ist ein Breitband-
wirkender Caspase-Inhibitor, der Caspase-1-ahnliche und Caspase-3-ahnliche
Proteasen hemmt [Dodel et al., 1998; Chan et al., 1999; Li et al., 2000].



Ergebnisse 53

Um die Wirkung von ZVAD-fmk in HeLa-Zellen zu testen wurde der Inhibitor in einer
Endkonzentration von 100 uM zu den Zellen gegeben, diese dann 30 Minuten bei
37°C inkubiert und anschlieBend fur 60 Sekunden UV-bestrahlt. 7 Stunden spéter
wurden die Zellen mit dem interkalierenden Farbstoff Hoechst 33258 angefarbt (s.
2.2.5). Dieser Farbstoff bindet verstarkt die wahrend der Apoptose kondensierte
DNA. Die Zellen wurden anschlieRend unter dem Mikroskop auf apoptotischen
Phanotyp untersucht und fotografiert. In Abb 3.15 sind zum einen lichtmikroskopische
Aufnahmen mit zusétlicher Fluoreszenz (A,C,E), zum anderen Fluoreszenz-Bilder (B,
D, F) dargestellt. Die unbehandelten Zellen zeigen die normale Morphologie, sie sind
langgestreckt, nur einzelne abgerundet (A). Bei der Fluoreszenz-Aufnahme der
Kontrollzellen ist keine fragmentierte DNA detektierbar. Bei den UV-bestrahlten
Zellen sind viele abgerundete, tote Zellen sichtbar (C, s. Pfeil). Es ist auch hier schon
die Fluoreszenz des Farbstoffs Hoechst 33258 erkennbar, noch besser allerdings auf
dem Fluoreszenz-Bild (D, s. Pfeil). Zellen, die vor der UV-Bestrahlung mit ZVAD-fmk
behandelt wurden, besitzen eine deutlich geringere Apoptoserate. Es sind nur

wenige abgerundet (E) und es ist kaum kondensierte DNA detektierbar (F).



Ergebnisse 54

Abb. 3.15

UV-induzierte Apoptose in HelLa-Zellen und Wirkung des Caspase-Inhibitors A/AD-fmk.
Die Zellen wurden 60 Sekunden bei 312 nm UV-bestrahlt und 7 Stunden bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend wurden sie wie unter 2.2.5 beschrieben mit Hoechst 33258
eingefarbt und unter dem Licht-Mikroskop fotografiert. (A,C,E) Morphologische
Aufnahmen. (B,D,F) Fluoreszenzaufnahmen. (A+B) Unbehandelte Zellen. (C+D) UV-
bestrahlte Zellen. (E+F) Zu den Zellen wurde 30 Minuten vor der UV-Bestrahlung 100 uM
ZVAD-fmk gegeben.

ZVAD-fmk inhibiert demnach in HelLa-Zellen UV-induzierte Apoptose. Um zu testen,

ob Caspase-Signalwege in die UV-induzierte Stabilisierung von mRNA involviert
sind, wurden HeLa-Zellen mit BBB 1L-8975.1310 transfiziert und die RNA-Stabilitat in

Abhangigkeit von UV und UV+ZVAD-fmk in sequentiellen Northern Blot Analysen

bestimmt (s. 2.6). In Abb. 3.16 ist die gewohnt schnelle Degradation von IL-8972-1310 in

Leervektor-transfizierten Zellen (A) zu beobachten. Die Halbwertszeit des Transkripts

liegt hier bei etwa einer Stunde, ebenso wie bei den mit ZVAD-fmk behandelten
Zellen (B). ZVAD-fmk hat also allein keinen Effekt auf die RNA-Degradationsrate. In

den UV-bestrahlten Zellen (C) wird die Hybrid-RNA erwartungsgemals stabilisiert. Die
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Halbwertszeit ist gegeniber der Kontrolle deutlich verlangert. Sie liegt bei etwas tber
4 Stunden. In den UV-bestrahlten Zellen, die zuvor mit ZVAD-fmk inkubiert wurden
(D), ist das Transkript ebenfalls stabil. Zudem ist nach 6 Stunden eine hohere RNA-
Menge detektierbar als in den UV-bestrahlten Zellen. Caspase-1- oder Caspase-3-
ahnlichen Proteasen sind scheinbar nicht an der UV-induzierten Transkript-
Stabilisierung beteiligt. Ob eine Hemmung der Caspasen tatséchlich die

Stabilisierung verstarkt, mufdte in weiteren Versuchen tberprift werden.

Vektor+
— \ektor — —— 2D —
A . B
BBB IL-847, 1310 . - . ]
U
W 1 —— A&AD —
C & D .
STe. L L LT
Stunden 0 2 4 6 0 2 4 6
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Abb. 3.16 Die UV-induzierte Stabilisierung von BBB IL-8975.1310 ist nicht durch ZVAD-fmk

hemmbar. Die Zellen wurden mit den angegebenen Plasmiden und Leervektor
transfiziert und wie angegeben behandelt. ZVAD-fmk wurde in einer Endkonzentration
von 100 uM zugegeben und die Zellen 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Im Anschlul
erfolgte ggf. die UV-Bestrahlung (60 Sekunden, 312 nm) mit anschlieender
Inkubation fir 2 Stunden bei 37°C. Doxycyclin (3 pug/ml) wurde fir die angegebenen
Zeiten zugegeben. Die Gesamt-RNA wurde isoliert, auf einem 1%igen Agarosegel
aufgetrennt (10 pg pro Spur) und die Hybrid-RNAs wie bei Abb. 3.3 beschrieben

nachgewiesen.
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3.4 Komplexbildung von AU-reichen Regionen mit zytosolischen
Proteinen aus HelLa-Zellen

Die Stabilitat von Zytokin-mRNAs hé&ngt von der Interaktion trans-regulierender
Proteine mit den cis-Elementen der Transkripte ab. Um regulatorische Proteine zu
identifizieren, die die AREs in der 3" UTR von IL-8 und GM-CSF binden, wurden Gel-
Retardationstests (s. 2.5) durchgefuhrt. Einige RNA-bindende Proteine, wie HuR,
AUF-1 und hnRNP Al wechseln zwischen Zellkern und Zytosol [Fan und Steitz,
1998a; Fan und Steitz, 1998b; Houven van Oordt et al., 2000; Kim et al., 2000; Arao
et al.,, 2000]. Es wird angenommen, dal3 die auf mRNAs stabilisierend wirkenden
Proteine die Transkripte im Kern binden, und dann zusammen in das Zytoplasma
transportiert werden [Fan und Steitz, 1998a]. Daher wurden zytosolische Proteine

extrahiert (s. 2.3.1) und in die Gel-Retardationstests eingesetzt (s. 2.5).

In die Gel-Retardationstests wurden Fragmente der IL-8-RNA (Nukleotide 1039-
1200) und der GM-CSF-RNA (53 Nukleotid-ARE) eingesetzt.

In Abb. 3.17 A ist zu sehen, dal GM-CSFare-RNA mit zytosolischen Proteinen aus
HelLa-Zellen Komplexe bildet. Das starke Signal der freien, nicht mit Zytosol
inkubierten RNA (Spur 1) schwacht sich bei Inkubation mit Zytosol aus
unbehandelten HelLa-Zellen (Spur 2) ab. Es sind mehrere RNA-Protein-Komplexe
unterschiedlicher gelelektrophoretischer Mobilitat zu erkennen (Komplexe U,V und
Komplexgruppe W). Bei Inkubation mit Zytosol aus UV-bestrahlten Zellen (Spur 3)
besitzen die beiden Komplexe U und V eine hdhere Intensitat als in unbehandelten
Zellen. Die Komplexgruppe W wird von UV kaum beeinfluf3t.

Auch die IL-8 3" UTR1039-1200-RNA bildet Komplexe bei Inkubation mit zytosolischen
Proteinen (s. Abb 3.17 B). Hier sind die Komplexe Y und Z bei Inkubation mit Zytosol
aus UV-bestrahlten Zellen (Spur 3) starker ausgepragt als bei Zytosol aus

unbehandelten Zellen (Spur 2).
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Abb 3.17
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GM-CSFare und IL-8 3" UTR1039-1200 bilden Komplexe mit zytosolischen Proteinen aus
HelLa-Zellen. (A) Jeweils 2x10° cpm a-¥P-UTP in vitro markierte GM-CSFare-RNA (s.
2.4.5) wurden pro Ansatz ohne (1), oder mit 10 pug Zytosol aus unbehandelten Zellen
(2) bzw aus UV-bestrahlten Zellen (3) fur 10 Minuten bei 30°C inkubiert (s. 2.5). Die
RNA wurde anschlieBend fir 30 Minuten bei 37°C mit 30 U RNase T1 verdaut und die
Probe in einem 5%igen nicht-denaturierenden Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. (B)
Spuren 1, 2 und 3 wie bei A, jedoch mit IL-8 3" UTR 1939-1200-RNA.
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3.4.1 Identifizierung komplexbildender Proteine

Zur ldentifizierung von Komplex-bildenden Proteinen wurden spezifische Antikérper
gegen bereits bekannte RNA-bindende Proteine, wie z.B. HUR, AUF-1 (hnRNP DO)
und hnRNP Al in den Gel-Retardationstest eingesetzt. Die Zugabe des Antikorpers
erfolgte vor dem Gellauf (s. 2.5). Bindet ein Antikérper ein Protein, das im Gel einen
Komplex mit der RNA bildet, vergrof3ert sich die molekulare Masse des Komplexes.
Die bisherige Komplex-Bande wird in ihrer Intensitat schwacher, zudem taucht ein
neuer Komplex mit geringerer elektrophoretische Mobilitat auf. Man spricht hier von

einem sogenannten supershift.

In Abb. 3.18 A ist noch einmal die Bildung der drei Komplexe U, V und W mit GM-
CSFare in UV-bestrahlten Zellen sichtbar (Spur 1). In Spur 2 wurde ein monoklonaler
Antikdrper gegen das RNA-bindende Protein HUR eingesetzt. Es ist deutlich zu
sehen, dal3 die beiden Komplexe U und V in ihrer Intensitat gegentber Spur 1
abnehmen. AufRerdem sind zwei neue Komplexe mit héherem Molekulargewicht
erkennbar (S1 und S2). Hier liegt ein supershift vor, d.h. HUR ist an diesen beiden
Komplexen beteiligt. Die Komplexgruppe W erfahrt durch den Anti-HUR Antikérper
keine Veranderung. In Spur 3 wurde ein monoklonaler Antikdrper gegen AUF1
eingesetzt und in Spur 4 ein monoklonaler Anti-hnRNP Al Antikdrper. In den letzten
beiden Spuren ist keine Veranderung der Komplexe U und V sichtbar. Allerdings
erfahrt der untere Teil der Komplexgruppe W durch den Anti-AUF1 AntikOrper einen
supershift. Es ensteht auch hier ein neuer Komplex mit niedriger elektrophoretischer
Mobilitat (S3). AUF1 ist demnach an einem Teil der Komplexgruppe W beteiligt.

In Abb. 3.18 B ist die Bildung von Komplexen zytosolischer Proteine UV-bestrahlter
Zellen mit der IL-8 3" UTR1p39-1200 Sichtbar (Spur 1). In Spur 2 wurde ebenfalls ein
Anti-HUR Antikorper eingesetzt. Die beiden Komplexe Y und Z nehmen deutlich an
Intensitat ab, und es ist ein neuer Komplex mit geringer elektrophoretischer
Beweglichkeit detektierbar (S4). Auffallig ist, daf3 kein zweiter Komplex nachweisbar
ist, der einen supershift erfahren hat. Moglicherweise dissoziiert einer der beiden
Komplexe Y und Z durch Bindung des Antikorpers. HuR ist auch an Komplexen mit
der IL-8 3" UTR1039-1200 beteiligt. Komplex X wird durch den Anti-HUR Antikérper nicht
verandert. Bei Einsatz von einem Anti-AUF1 Antikérper in Spur 3 ist eine leichte

Abnahme der Intensitat der Komplexe Y und Z. Ein supershift konnte allerdings nicht
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detektiert werden. In Anbetracht eines nachgewiesenen supershift-Komplexes mit
GM-CSFare konnte die niedrigere Intensitat der Komplexe Y und Z auf geringere
Auftragsmengen zuriickzufiihren sein, anstatt auf einen supershift mit nicht
detektierbaren hochmolekularem Komplex. Dies muf3te durch weitere Versuche
geklart werden.

< S4

< Z
< Y

<4+ X

Abb 3.18 HuR ist ein Bestandteil der Komplexe zwischen zytosolischen Proteinen und GM-CSFare

bzw IL-8 3 UTRy039.1200- (A) 2x10° cpm a-?P-UTP markierte GM-CSFare-RNA wurden
wie bei Abb 3.17 beschrieben mit 10 pug Zytosol aus UV-bestrahlten Zellen inkubiert.
Nach 20 Minuten Verdau mit RNase T1 wurden die entsprechenden Antikorper
zugegeben und weitere 10 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Auftrennung erfolgte in einem
5%igen nicht-denaturierenden Polyacrylamidgel. (1) kein Antikérper-Zusatz. (2) Zusatz
von Anti-HUR Antikdrper. (3) Zusatz von Anti-AUF-1 Antikérper. (4) Zusatz von Anti-
hnRNP Al Antikérper. (B) Spuren 1,2 und 3 wie bei A, jedoch mit a-2P-UTP markierter
IL-8 3" UTR1039-1200 anstelle von GM-CSFaRkE.

Um das Ergebnis aus dem supershift zu verifizieren, wurden zuséatzlich zytosolische
Proteine aus Hela-Zellen extrahiert, die zuvor mit einem Tetrazyklin-regulierbaren
Expressionsvektor fur ein myc-Epitop markiertes HUR (myc-HuR) transfiziert wurden.
In Abb. 3.19 ist zu sehen, dal3 die mit der IL-8 3" UTR1039-1200 gebildeten Komplexe Y
und Z bei Einsatz von Zytosol aus mit myc-HuR transfizierten Zellen (Spur 2) eine
wesentlich starkere Intensitéat aufweisen, als bei Verwendung von Zytosol aus Zellen

ohne myc-HuR Transfektion (Spur 1). Die Uberexpression von myc-HuR fiihrt also
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bereits zu einer Zunahme der HuR-haltigen Komplexe. Der schwach ausgepréagte
Komplex X wird von myc-HuR nicht beeinflu3t. Die Inkubation von der IL-8 3"
UTR1039-1200 Mit Zytosol myc-HuUR transfizierten Zellen, die zusatzlich mit UV bestrahlt
wurden, fihrt zu einer noch starkeren Auspragung der beiden Komplexe Y und Z,
insbesondere des Komplexes Y (Spur 4). Die Verwendung von Zytosol aus myc-HuUR
transfizierten, unbestrahlten Zellen fuhrt zu einer starkeren Intensitat der beiden
Komplexe, als die Benutzung von Zytosol aus UV-bestrahlten, nicht mit myc-HuUR

transfizierten Zellen (Spur 3).

Abb. 3.19 Die Expression von myc-HuR verstarkt die Komplexbildung

zytosolischer Proteine mit IL-8 3° UTR1039.1200. 2X10° cpm  a-3?P-UTP

markierte 1L-8 3" UTR1039.1200-RNA wurden wie bei Abb 3.17 beschrieben

a1 mit 10 pg des jeweiligen Zytosols inkubiert und mit RNase T1 verdaut.
Die Auftrennung erfolgte in einem 5%igen nicht-denaturierenden
Polyacrylamidgel. (1) Zytosol aus unbestrahlten, nicht-transfizierten

 §

Zellen. (2) zytosol aus unbestrahlten, myc-HuR-transfizierten Zellen. (3)

z»
Y »
X—» a | Zytosol aus UV-bestrahlten, nicht-transfizierten Zellen. (4) Zytosol aus

1 2 3 4 UV-bestrahlten, myc-HuR-transfizierten Zellen.

Zusammenfassend konnte hier gezeigt werden, dal3 HUR an jeweils zwei Komplexen
mit GM-CSFare und der IL-8 3" UTRip39-1200 beteiligt ist. Die Auspragung dieser
Komplexe verstarkt sich signifikant durch den Einfluf3 von UV.

In den folgenden Versuchen wurde immer Zytosol aus myc-HuR transfizierten Zellen

verwendet, da hiermit die Bindung von HuR an die RNAs deutlicher detektierbar ist.

3.4.2 Einflul des p38 MAP-Kinasewegs auf die Komplexbildung

Da HuR bereits von Peng et al. [1998] als stabilisierend wirkendes Protein fur Hybrid-
RNAs mit c-fos ARE beschrieben wurde und auch GM-CSF und IL-8 bindet, sollte
untersucht werden, ob HUR moglicherweise ein regulatorisches Zielprotein des p38
MAP-Kinasewegs darstellt. Dazu wurden zytosolische Extrakte von Hela-Zellen
gewonnen, die zuvor mit Expressionsvektoren fir myc-HuUR, sowie konstitutiv aktiven
Formen der Kinasen MKK6 (MKKG62e), MK2 (MK2:g) bzw MEKK-1 (MEKK-1A)

transfiziert wurden. Zusatzlich wurden Zytosole aus Zellen hergestellt, die dominant-
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negative Formen von p38 (p38acr) und MK2 (MK2k7er) exprimieren. Damit sollte
analysiert werden, ob diese mdglicherweise die durch UV induzierte, vermehrte
Translokation von HuUR ins Zytoplasma (s. Seite 56) und die damit einhergehende

erhohte Bindung an die eingesetzten RNAs unterbinden.

In Abb. 3.20 A ist zu sehen, dal3 Lysat aus Zellen mit einer konstitutiv aktiven Form
von MEKK-1 (Spur 1) zu einer starkeren Auspragung des Komplexes V mit GM-
CSFare fuhrt, als Lysat aus Leervektor transfizierten Zellen (Spur 4). Der durch UV
ebenfalls in seiner Intensitat verstarkte Komplex U (s. Spur 5-8) ist von dem MEKK-1
Effekt kaum betroffen. Die beiden konstitutiv aktiven Kinasen MKK6,g (Spur 2) und
MK22e (Spur 3) zeigen keine Wirkung. Die durch MEKK-1 induzierte erhdhte Bindung
von HuUR kann durch zusétzliche UV-Bestrahlung noch weiter verstéarkt werden (Spur
5). Dabei fallt auf, daf? hier ein additiver Effekt von MEKK-1 und UV existiert, der aber
nur den Komplex V tangiert (vgl. Spur 5 und 8). Die Kombinationen von MKK6,¢ und
UV (Spur 6) bzw MK2;e und UV (Spur 7) zeigen keinen Unterschied in der
Komplexintensitdt zu dem Zytosol aus Leervektor-transfizierten, UV-bestrahlten
Zellen (Spur 8).

Abb. 3.20 B zeigt die Bildung von Komplexen zwischen der IL-8 3" UTR1039-1200 Und
den oben erwahnten Zytosolen. In Spur 1 ist eine ganz schwache Zunahme der
beiden Komplexe Y und Z bei Inkubation der RNA mit dem MEKK-1A-enthaltenem
Zytosol im Vergleich zu Zytosol aus untransfizierten Zellen (Spur 4) zu sehen. Die
Zytosole mit den konstitutiv aktiven Formen von MKK6 und MK2 zeigen auch hier
keinen Effekt auf die Komplexintensitat. In Spur 5 ist erkennbar, daf? UV und MEKK-1
eine additive Wirkung auf die Komplexstarke von Y und Z besitzen (vgl. Spur 8).
Auch hier liegt keine zusatzliche Wirkung von MKK62e (Spur 6) bzw MK2,e auf die

UV-induzierte Zunahme (Spur 7) vor.
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Abb. 3.20
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MEKK-1A induziert eine verstarkte Komplexbildung zwischen zytosolischen Proteinen
und GM-CSFagre bzw IL-8 3" UTRi039.1200. (A) 2x10° cpm a-?P-UTP markierte GM-
CSFare-RNA wurden wie bei Abb. 3.17 beschrieben mit 10 pug des jeweiligen Zytosols
inkubiert und RNase T1 verdaut. Die Auftrennung erfolgte in einem 5%igen nicht-
denaturierenden Polyacrylamidgel. (1) Zytosol aus unbestrahlten, myc-HuR und MEKK-
1A transfizierten Zellen. (2) Zytosol aus unbestrahlten, myc-HUR und MKK6e
transfizierten Zellen. (3) Zytosol aus unbestrahlten, myc-HUR und MK2x transfizierten
Zellen. (4) Zytosol aus unbestrahlten, Leervektor-transfizierten Zellen. (5) Zytosol aus
UV-bestrahlten, myc-HuUR und MEKK-1A transfizierten Zellen. (6) Zytosol aus UV-
bestrahlten, myc-HUR und MKKG6,e transfizierten Zellen. (7) Zytosol aus UV-bestrahlten,
myc-HUR und MK2;e transfizierten Zellen. (8) Zytosol aus UV-bestrahlten, Leervektor-
transfizierten Zellen. (B) Wie A, jedoch mit a-2P-UTP markierter IL-8 3’ UTR1039-1200"
RNA, anstelle von GM-CSFaRE.
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Bei Verwendung von Zytosolen aus unbestrahlten Zellen, die mit einer dominant-
negativen Form von p38 transfiziert sind (s. Abb. 3.21 A; Spur 3), zeigte sich keine
Veranderung der Komplexintensitat mit GM-CSFare gegenlber Zytosolen aus nicht
p38ack-transfizierten, unbestrahlten Zellen (Spur 1). Auch die starkere
Komplexbildung nach UV-Bestrahlung (Spur 2) blieb durch p38acr unbeeinfluldt (Spur
4). Ebenso zeigte MK2k76r keinen Effekt auf die Starke der Komplexe zwischen GM-
CSFare und Zytosol aus unbestrahlten (Spur 5) und UV-bestrahlten Zellen (Spur 6).
Auch die Komplexbildung zwischen IL-8 3" UTR1039-1200 Und zytosolischen Proteinen
aus unbehandelten und UV-bestrahlten Zellen blieb durch die dominant-negativen
Kinasen weitgehend unbeeinfluldt (s. Abb. 3.21 B).
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Abb. 3.21 Dominant-negative Formen von p38 und MK2 zeigen keinen Effekt auf die
Komplexbildung zwischen zytosolischen Proteinen und GM-CSFare bzw IL-8 3" UTR1g30-
1200- (A) 2x10° cpm a-*P-UTP markierte GM-CSFare-RNA wurden wie bei Abb. 3.17
beschrieben mit 10 pug des jeweiligen Zytosols inkubiert und RNase T1 verdaut. Die
Auftrennung erfolgte in einem 5%igen nicht-denaturierenden Polyacrylamidgel. (1)
Zytosol aus unbestrahlten, myc-HuR transfizierten Zellen. (2) Zytosol aus UV-bestrahlten,
myc-HuR transfizierten Zellen. (3) Zytosol aus unbestrahlten, myc-HUR und p38acr
transfizierten Zellen. (4) Zytosol aus UV-bestrahlten, myc-HUR und p38scr transfizierten
Zellen. (5) Zytosol aus unbestrahlten, myc-HUR und MKZ2er transfizierten Zellen. (6)

Zytosol aus UV-bestrahlten, myc-HUR und MK27er transfizierten Zellen. (B) Wie A,
jedoch mit a-**P-UTP markierter IL-8 3" UTR1039.1200-RNA..
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Es scheint, als ob der p38-Signalwegs nicht an der UV-induzierten erhéhten Bindung
von HUR an die GM-CSFare- bzw IL-8 3" UTR1039-1200-RNA beteiligt ist, da weder
konstitutiv aktive Formen der am p38-Signalweg beteiligten Kinasen, noch ihre

dominant-negativen Formen die Komplexbildung beeinflussen.

3.4.3 EinfluR weiterer MAP Kinasewege auf die Komplexbildung

Da eine konstitutiv aktive Form der MAPKKK MEKK-1 zu einer erhdhten Bindung von
HuR an die GM-CSFagre- bzw IL-8 3" UTR1039-1200-RNA flihrt, dieser Effekt aber nicht
durch den p38 Signalweg vermittelt wird, sollten die MAP Kinasewege JNK und
ERK1/2, sowie der NF-«B-Signalweg auf deren Wirkung auf HUR untersucht werden.
Dazu wurden zytosolische Lysate von Zellen extrahiert, die zuvor mit konstitutiv
aktiven Formen von MKK7 (MKK7szg) und JNKz Wildtyp (WT), MKK1 (MKK1gaf),
sowie dem NIK WT transfiziert wurden. MKK7s3g ist eine schwach aktive Form,
deshalb wurde zur Verstarkung einer maoglichen Wirkung JNK, WT als Substrat
kotransfiziert. NIK WT wirkt in der Zelle als aktive Form. Aul3erdem wurden noch
einmal die Lysate mit MKK62: und MEKK-1A in die Versuche eingesetzt, um die

Ergebnisse aus Abb. 3.20 zu verifizieren.

In Abb. 3.22 A ist wie schon in Abb. 3.20 die verstarkte Bindung von HUR an die GM-
CSFare-RNA infolge der MEKK-1-Wirkung zu sehen (Spur 3 und 4). Der Komplex V
ist wie schon in Abb. 3.20 mit Lysat aus MEKK-1 transfizierten Zellen (Spur 3) starker
ausgepragt als mit Lysat der Leervektor-transfizierten Kontroll-Zellen (Spur 1). Die
Komplexe U und W werden kaum tangiert. Bei zuséatzlicher UV-Bestrahlung zeigt
sich die bereits bekannte additive Wirkung von UV und MEKK-1 (Spur 4) im
Vergleich zu UV (Spur 2). Bei diesem Versuch scheint MKK6 allerdings ebenfalls
eine erhohte Bindung von HuUR zu induzieren. Im Gegensatz zu MEKK-1 jedoch bei
den beiden Komplexen U und V (vgl. Spur 5 und Spur 1). Zudem besitzt MKK6 fir
beide Komplexe eine additive Wirkung mit UV (Spur 6). Die gleiche Wirkung wie
MKK6 zeigen die MAPKK MKK7 zusammen mit JNK> (Spuren 7 und 8) und auch
MKK1 (Spur 9 und 10), wenn auch mit etwas geringerer Intensitat. Nur NIK (Spuren

11 und 12) zeigt keinen Effekt verglichen mit den Kontrollen (Spuren 1 und 2).
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Abb. 3.22

Verschiedene MAP Kinasen zeigen einen EinfluR auf die Komplexintensitat zwischen
zytosolischen Proteinen und GM-CSFage (A) bzw IL-8 3" UTR1039-1200 (B)- 2x10° cpm a-
32p_.UTP markierte GM-CSFare-RNA wurden wie bei Abb. 3.17 beschrieben mit 10 pg
des jeweiligen Zytosols inkubiert und RNase T1 verdaut. Die Auftrennung erfolgte in
einem 5%igen nicht-denaturierenden Polyacrylamidgel. (1) Zytosol aus unbestrahlten,
myc-HuR transfizierten Zellen. (2) Zytosol aus UV-bestrahlten, myc-HuR transfizierten
Zellen. (3). Zytosol aus unbestrahlten, myc-HUR und MEKK-1A transfizierten Zellen. (4)
Zytosol aus UV-bestrahlten, myc-HuR und MEKK-1A transfizierten Zellen. (5) Zytosol aus
unbestrahlten, myc-HUR und MKKG6, transfizierten Zellen. (6) Zytosol aus UV-
bestrahlten, myc-HuR und MKK6,e transfizierten Zellen. (7) Zytosol aus unbestrahlten,
myc-HUR, MKK7s3e und JNK,WT transfizierten Zellen. (8) Zytosol aus UV-bestrahlten,
myc-HUR, MKK7s3e und JNK,WT transfizierten Zellen. (9) Zytosol aus unbestrahlten,
myc-HUR und MKK1gr4r transfizierten Zellen. (10) Zytosol aus UV-bestrahlten, myc-HuR
und MKK1g4r transfizierten Zellen. (11) Zytosol aus unbestrahlten, myc-HUR und NIK WT
transfizierten Zellen. (12) Zytosol aus UV-bestrahlten, myc-HUR und NIK WT
transfizierten Zellen.
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In Abb. 3.22 B ist die verstarkte Auspragung der Komplexe Y und Z zwischen HuUR
und IL-8 3" UTR1039-1200 Mit Lysat aus MEKK-1A transfizierten Zellen zu sehen (Spur
3; vgl. mit Kontrolle in Spur 1). Bei Verwendung von Lysat aus zusatzlich UV-
bestrahlten Zellen ist auch hier ein additiver Effekt (Spur 4) gegentber Lysat aus nur
UV-bestrahlten Zellen (Spur 2) sichtbar. Zudem ist auch hier eine verstarkte
Auspragung der Komplexe durch die Kinasen MKK6 (Spuren 5 und 6) und
MKK7/INK> (Spuren 7 und 8) zu beobachten. MKK1 (Spuren 9 und 10) zeigt hier nur
einen sehr schwachen Effekt. Allerdings ist von der Wirkung der MAPKK nur der
Komplex X betroffen, wahrend durch MEKK-1 ebenfalls Komplex Z verstarkt wird.
Wie auch schon mit GM-CSFage ist ein additiver Effekt in der Wirkung der Kinasen
zusammen mit UV zu beobachten. Zudem besitzt auch hier MKK6 eine starkere
Wirkung als die anderen beiden MAPKK. Die Expression von NIK (Spuren 11 und
12) bleibt auch hier ohne Effekt.

Die durch MEKK-1A erhohte Intensitat einzelner Komplexe zwischen zytosolischen
Proteinen und GM-CSFare bzw IL-8 3" UTR1039-1200 konnte in Abb. 3.20 und Abb.
3.22 bestatigt werden. Allerdings weichen die Ergebnisse in Bezug auf MKK62e
voneinander ab. Interessant ist der additive Effekt von UV und MAP Kinasen. In Abb.
3.19 bewirkt die Expression von myc-HuR eine signifikante Erh6hung der
Komplexintensitat mit IL-8 3" UTR1039-1200. Erfahrungen der Arbeitsgruppe zeigen,
daR MAP Kinasen teilweise die Expression von Plasmid-kodierten Proteinen
erhdhen. Daher sollte Gberprift werden, ob die MAP Kinasen die Verstarkung der

Komplexe moglicherweise Uber eine erhohte myc-HUR Expression bewirken.

Um dies néher zu analysieren wurden Western Blot Analysen durchgefiihrt. Neben
Zytosol mit transfizierter MEKK-1A, wurde Zytosol mit MKK62g, MKK7s3g/INKoWT,
MKKZ1grar, NIK WT und von UV-bestrahlten Zellen untersucht. Als Antikérper wurde
Anti-c-myc verwendet, der gegen das myc-Epitop vom transfizierten HUR gerichtet
ist. Wie in den beiden Abbildungen 3.23 und 3.24 zu sehen ist, wird in den fur Gel-
Retardationstests eingesetzten zytosolischen Lysaten die Menge von myc-HuR
durch MEKK-1 (Abb 3.23, Spur 2 und 3) im Vergleich zur Kontrolle (Spur 1) massiv
erhoht. Das dies nicht auf eine verstarkte Translokation von HUR vom Kern ins
Zytosol, sondern auf eine absolut erh6hte HuR-Menge zuriickzufiihren ist, zeigen
ahnliche Versuche mit SDS-Lysaten (Daten nicht gezeigt). Auch MKK6 (Spur 4 und
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5) induziert eine erhéhte myc-HuR-Menge. MKK7/JNK; und MKK1 sind in ihrer
Wirkung etwas schwacher als MKK6. NIK und interessanterweise auch UV wirken
nicht aktivierend auf die Expression von dem transfizierten myc-HuR. Die erhéhte
Menge von myc-HUR durch MAP Kinasen Kkorreliert zu der gezeigten
Komplexintensitat in Abb. 3.22 und erklart die beobachteten Zunahmen nach Kinase-
Expression. UV und die Kinasen wirken demnach auf unterschiedliche Weise auf die

Komplexintensitat.
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Abb 3.23 MAP Kinasen bewirken eine erhdhte myc-HUR Konzentration in HelLa-Zellen. Es wurden
je 100 ug vom entsprechenden zytoplasmatischem Hela-Lysat in einem 10%igem SDS-
Polyacrylamidgel (s. 2.7.2) aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Myc-
HuR wurde mit einem spezifischen Anti-myc Antikdrper und einem AP-konjugierten
Sekundarantikdrper nachgewiesen (s. 2.7.3). Einige Lysate wurden doppelt aufgetragen.
(1) Lysat aus myc-HuR transfizierten Zellen. (2+3) Lysat aus myc-HuR und MEKK-1A
transfizierten Zellen. (4+5) Lysat aus myc-HUR und MKKG6,¢ transfizierten Zellen. (6+7)
Lysat aus myc-HUR, MKK7s3g und JNK,WT transfizierten Zellen. (8) Lysat aus myc-HuR
und MKK1gr4r transfizierten Zellen. (9) Lysat aus myc-HuR und NIK WT transfizierten
Zellen. (10) Lysat aus myc-HUR transfizierten Zellen. (11) Lysat aus UV-bestrahlten

Zellen.
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Quantifizierung der myc-HuR-Expression. Es wurde eine Volumenanalyse der myc-HuR-
Banden mit dem Programm Molecular Analyst 1.4 der Firma BioRad durchgefiihrt. Die

ermittelte mittlere OD wurde graphisch aufgetragen. Bei MEKK-1A, MKK6: und
MKK7s3e/JNK, wurde der Mittelwert von den Doppelwerten bestimmt und aufgetragen.
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3.5 Komplexbildung von nicht AU-reichen mRNAs mit
zytosolischen Proteinen aus HelLa-Zellen

UV stabilisiert neben AU-reichen RNAs auch nicht-AU-reiche Transkripte, wie z.B.
Luziferase, GFP und TIMP-1 (s. 3.2). Um zu analysieren, ob HuR generell an UV-
induzierter RNA-Stabilitat beteiligt ist wurden Lysate von unbestrahlten und UV-
bestrahlten HelLa-Zellen extrahiert, und auf inre Komplexbildung mit GFP- bzw TIMP-
1-RNA untersucht. Die Bindung von HuR wurde mittels spezifischer Antikorper

analysiert.

3.5.1 Komplexbildung von GFP-RNA mit zytosolischen Proteinen

In Abb. 3.25 ist zu sehen, dal GFP mRNA mit dem Zytosol aus unbehandelten
Zellen nur einen Komplex (A) mit hoher elektrophoretischer Mobilitat bildet (Spur 1).
Er lauft kurz Gberhalb der freien RNA. Die Inkubation der RNA mit Zytosol aus UV-
bestrahlten Zellen ergibt keine Veranderung des Bandenmusters (Spur 2). Der
Komplex A ist zudem von gleicher Intensitat wie in Spur 1. Dies Ergebnis gibt keinen
Hinweis auf eine Beteiligung der darin enthaltenen Proteine an der UV-induzierten
Transkriptstabilitat. Der Einsatz von Anti-HuR Antikérpern fihrt nicht zu einem
supershift des gebildeten Komplexes bei Lysaten aus unbehandelten (Spur 3) und
UV-bestrahlten Zellen (Spur 4). HUR scheint daher nicht am Komplex A beteiligt zu

sein.

Abb. 3.25 HuR ist nicht an der Bildung von Komplexen zytosolischer

| Proteine mit GFP mRNA beteiligt . 2x10° cpm a-*P-UTP markierte GFP-
RNA wurden wie bei Abb. 3.17 beschrieben mit 10 pg des jeweiligen

Zytosols inkubiert und mit RNase T1 verdaut. Die Auftrennung erfolgte in
| einem 5%igen nicht-denaturierenden Polyacrylamidgel. (1) Zytosol aus
AP unbestrahlten Zellen. (2) Zytosol aus UV-bestrahlten Zellen. (3) Zytosol

aus unbestrahlten Zellen mit Zusatz von Anti-HuR Antikérper. (4) Zytosol

freie RNA [ aus UV-bestrahlten Zellen mit Zusatz von Anti-HuR Antikdrper.

12 34
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3.5.2 Komplexbildung von TIMP-1-RNA mit zytosolischen Proteinen

TIMP-1 mRNA bildet mit dem Zytosol von unbehandelten HelLa-Zellen zwei RNA-
Protein-Komplexe (B und C; s. Abb. 3.26, Spur 1) mit mittlerer elektrophoretischer
Mobilitat. Die gleichen Komplexe werden mit Zytosol aus UV-bestrahlten Zellen
gebildet (Spur 2). Die Intensitat des Komplexes bleibt dabei unverdndert. UV zeigt
unter den gewahlten Bedingungen keinen Einflul3 auf die Bildung und die
Auspragungsstarke von TIMP-1 RNA-Protein-Komplexen.

Abb 3.26  Kein Hinweis auf Proteine, die an der UV-induzierten TIMP-1
MRNA Stabilisierung beteiligt sind. 2x10° cpm a-P-UTP markierte TIMP-
1-RNA wurden wie bei Abb. 3.17 beschrieben mit 10 pug des jeweiligen
Zytosols inkubiert und mit RNase T1 verdaut. Die Auftrennung erfolgte in
einem 5%igen nicht-denaturierenden Polyacrylamidgel. (1) Zytosol aus

unbestrahlten Zellen. (2) Zytosol aus UV-bestrahlten Zellen.

c »
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dald unter den gleichen Bedingungen wie
mit AU-reichen RNAs, mit den RNAs von GFP und TIMP-1 keine erhéhte
Komplexbildung mit zytosolischen Proteinen aus HelLa-Zellen nach UV-Bestrahlung
zu beobachten ist. Zudem konnte keine Beteiligung von HuR an mit GFP-mRNA
gebildeten Komplexen nachgewiesen werden, d.h. eine generelle Beteiligung von
HuR an UV-induzierter Transkriptstabilitat ist nach den hier vorliegenden

Ergebnissen eher unwahrscheinlich.
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4. Diskussion

Eine starke und schnelle Induktion von Zytokinen durch pro-inflammatorische
Zytokine, wie IL-1 oder TNF, ebenso wie durch Stref3-Stimuli, wird auch durch eine
Verlangerung der biologischen Halbwertszeit des Transkripts erzielt [Elias und Lentz,
1990; Ng et al., 1994; Leverkus et al., 1998; Levy et al., 1998]. Ein Stref3-Stimulus,
der eine modulierende Wirkung auf die Genexpression von Transkriptionsfaktoren,
Proteasen und Zytokinen besitzt, ist UV [Kondo et al., 1993; Bender et al.,1997]. Fur
einige Transkripte, darunter IL-6, c-fos, c-myc und c-jun konnte eine Zunahme der
Halbwertszeit infolge von UV-Bestrahlung nachgewiesen werden [de Vos et al.,
1994; Blattner et al., 2000]. Gemeinsames Charakteristikum dieser mRNAs ist eine
AU-reiche Sequenz in der 3" UTR. In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst die
Wirkung von UV auf die Stabilitat AU-reicher Hybrid-RNAs untersucht. Konstruiert
wurde ihr Expressionsvektor aus einer genomischen Kaninchen pg-Globin DNA,
indem in ihre 3" UTR ein AU-reicher Teil der 3° UTR von der IL-8 mRNA bzw das
ARE von der GM-CSF mRNA eingefugt wurde. Kontrolliert wird die Expression Uber
einen Tetrazyklin-regulierbaren Promotor. Diese Reporter erlauben eine gezielte
Untersuchung der Regulation der Stabilitit von Transkripten durch AU-reiche
Elemente, ohne Beeinflussung durch weitere, transkriptspezifische cis-Elemente. Fir
GM-CSF konnte eine Verringerung der Degradationsrate infolge von Phorbol Ester-
Behandlung gezeigt werden [Shaw und Kamen, 1986]. IL-8 besitzt nach Induktion mit
verschiedenen Substanzen eine verlangerte Halbwertszeit [Kasahara et al., 1991;
Stoeckle, 1991; Tobler et al.,, 1992; Chaudhary und Avioli, 1996; Villarete und
Remick, 1996; Winzen et al.,, 1999]. Die Regulation wird durch die AU-reichen
Elemente auf f-Globin Reporter-RNA Ubertragen. Auch UV induziert nach den hier
vorliegenden Ergebnissen eine Stabilisierung der verwendeten Hybrid-RNAs mit IL-8
3" UTRg72.1310 bzw GM-CSFare. Dieser Effekt ist Dosis-abhangig (s. Abb. 3.4 und
3.5).

Eine Theorie geht davon aus, dal3 einige der durch UV induzierten Wirkungen auf
Zytokine zurickzufuhren sind, deren Sekretion durch UV stimuliert wird, wie z.B. IL-1
[Ubersicht in Tyrrell, 1995]. IL-1 fihrt unter anderem zu einer Induktion von
Chemokinen auf transkriptioneller und post-transkriptioneller Ebene [Schall, 1991,

Baggiolini et al., 1994; Graves und Jiang, 1995]. Winzen et al. [1999] konnten zeigen,



Diskussion 72

daR die IL-1 induzierte Stabilisierung der S-Globin-IL-8 3" UTRg72-1310-RNA durch den
p38 Kinaseweg vermittelt wird, ebenso die Transkriptstabilitdt von fS-Globin-GM-
CSFare. Im Falle einer UV-induzierten IL-1 Sekretion sollte die beobachtete
Stabilisierung der Hybrid-RNAs ebenfalls tber den p38 Kinaseweg vermittelt werden.
Eine dominant-negative Form der p38 Kinase hatte demnach mit der induzierten
Stabilitat interferieren missen. Eine Hemmung der UV-Wirkung war aber weder mit
p38acr Noch mit der dominant-negativen MK2x¢r detektierbar, wahrend beide die
Wirkung von MKKG6 als spezifischen p38 Aktivator effektiv inhibieren (s. Abb. 3.8).
Diese Ergebnisse sprechen gegen eine Beteiligung des p38 Kinasewegs bei der UV-
induzierten Transkriptstabilisierung. MKK6 wurde in dieser Studie eingesetzt, weil sie
den p38 Weg spezifisch aktiviert. AuRerdem werden durch MKK6, im Gegensatz zu
MKK3 als weitere selektiv p38 aktivierende MAPKK, alle vier Isoformen von p38
aktiviert [Schulze-Osthoff et al., 1997; Enslen et al., 1998; Wang et al, 1997].

Es besteht die Moglichkeit, daf3 UV seine stabilisierende Wirkung tber andere MAP
Kinasewege, wie z.B. ERK1/2 oder SAPK/INK induziert. Letzterer vermittelt in T-
Zellen eine Uber den T-Zell-Rezeptor und CD28 oder durch Expression von MEKK-
1A induzierte Stabilitat der IL-2 mRNA [Chen et al., 1998]. Dabei werden allerdings
Bereiche der 57, sowie der 3" UTR des IL-2-Transkripts als cis-Elemente bendtigt.
Die Bereiche der 3" UTR konnten nicht durch andere Sequenzen mit AREs ersetzt
werden, was auf einen anderen, Transkript-spezifischeren Mechanismus hinweist. Es
ist bisher ungeklart, ob hier spezifische Eigenschaften der IL-2 mRNA oder Zell-
spezifische Regulationsmechanismen (T-Zellen bei Chen et al.,, HelLa-Zellen bei
Winzen et al.) von mRNA-Stabilitat zum Tragen kommen. Eine Beteiligung des
SAPK/JINK Kinasewegs wurde auch im Zusammenhang mit der Stabilisierung von IL-
3 mMRNA in Mastzellen beschrieben [Ming et al., 1998]. Dabei wurde eine Beteiligung
von p38 nicht ausgeschlossen.

Auch eine Rolle des ERK1/2 Kinasewegs wurde im Zusammenhang mit mRNA-
Stabilisierung beschrieben. Basierend auf der Verwendung von PD98059, einem
Inhibitor der ERK-aktivierenden MAP Kinase Kinase MKK1, wurde vermutet, dal3
ERK die mRNA des Muscarin-Rezeptors stabilisiert [Lee und Malek, 1998].
AulRerdem besteht die Mdglichkeit, dal UV andere, noch nicht bekannte MAP
Kinasewege induziert. Moglicherweise tber eine UV-aktivierbare MAPKKK, wie z.B.
die MAP three kinase (MTK) [Takekawa et al., 1997].
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Die konstitutiv aktiven Formen der beiden MAPKKK MEKK-1 und TAK1 aktivieren die
MAP Kinasewege SAPK/JNK, ERK1/2 und p38, sowie NFxB [Lee et al., 1997;
Nemoto et al., 1998; Yan et al., 1994; Yuijiri et al., 1998; Lange-Carter et al., 1993;
Guan et al., 1998; Ninomiya-Tsuji et al., 1999; Shirakabe et al., 1997; Moriguchi et
al., 1996]. Im Gegensatz zu UV konnten sie keine Stabilisierung der TIMP-1-, GFP-
und Luziferase-Transkripte induzieren. Diese Ergebnisse sprechen gegen eine
Beteiligung der aktivierten MAP Kinasewege und von NFxB an der UV-induzierten
Verlangerung der Halbwertszeit der oben genannten Transkripte. Die Rekrutierung
dieser Signalwege bei der Stabilsierung der AU-reichen Hybrid-RNAs ist auch eher
unwahrscheinlich. Winzen et al. [1999] konnten keine Stabilisierung der f-Globin-IL-
8972.1310 RNA in HelLa-Zellen durch MKK7s3e als selektiven Aktivator von SAPK/JNK
bzw MKK1gr4r als selektiven Aktivators von ERK1/2 zeigen. Auf3erdem konnten
Blattner et al. [2000] die UV-C-induzierte Stabilisierung von c-fos-RNA nicht durch
Inhibitoren von p38, SAPK/IJNK, ERKs und weiteren Signalwegen hemmen. Dies
unterstitzt die Annahme, dal3 die UV-induzierte Transkriptstabilisierung nicht tber

diese Signalwege vermittelt wird.

Dies schliel3t nicht aus, das andere Kinasewege an der Regulation der IL-8 oder GM-
CSF mRNA beteiligt sind, da hier nur Hybrid-RNAs mit kurzen regulatorischen
Sequenzen benutzt wurden. Andere cis-Elemente, die mdglicherweise in der 5" UTR,
dem kodierenden Bereich oder anderen Bereichen der 3" UTR der IL-8 bzw GM-CSF
MRNA enthalten sind, und Bindungssequenzen fir trans-regulierende Proteine
darstellen, die von anderen Signalwegen rekrutiert werden, bleiben bei diesen

Untersuchungen unbericksichtigt.

Maoglicherweise werden unterschiedliche Regulationsmechanismen durch UV und
das pro-inflammatorische Zytokin IL-1 aktiviert, die sich in ihrer Substratselektivitét
unterscheiden. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von Blattner et al. [2000], die
eine Stabilisierung von c-fos (Klasse | ARE) nach UV-C Bestrahlung beschreiben.
Diese konnte nicht durch Behandlung von NIH 3T3-Zellen mit IL-1a oder
Wachstumsfaktoren hervorgerufen werden. Aul3erdem konnten sie eine UV-C-
induzierte Verlangerung der Halbwertszeit bei der nicht-AU-reichen KIN17 mRNA
und den Transkripten von c-jun (Klasse Il ARE), c-myc und IxB beobachten.

Allerdings konnten sie keinen Effekt auf die mRNAs von u-PA und dem
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Elongationsfaktor-1 (EF-1) zeigen, wobei ersteres Transkripts bereits eine
Halbwertszeit von lber drei Stunden besitzt, und nach der Quantifizierung ihrer
Ergebnisse zu urteilen auch eine sehr schwache Stabilisierung erfahrt. Zudem ist zu
beachten, dal} Blattner et al. [2000] zur Inhibition der Transkription Actinomycin D
verwendet haben. Durch dessen Gebrauch kann es zu Interferenzen mit der mRNA-
Stabilitat kommen [Chen et al., 1995; Kessler und Chasin, 1996, Peng et al., 1996].
Um dieses Problem zu umgehen, wurde in der vorliegenden Arbeit das Tetrazyklin-
regulierbare Expressionssystem nach Gossen und Bujard [1992] verwendet (s. Abb.
3.1). Blattner et al. [2000] schlagen eine breite, aber nicht generelle Wirkung von UV
auf die Stabilitat von mRNAs vor. Die Stabilisierung von dem Transkript des in
inflammatorische Prozesse involviertem TIMP-1 steht mit dieser Hypothese noch in
Einklang. Es ist vorstellbar, daR UV als inflammatorisch wirkender Stimulus viele
verschiedene Transkripte stabilisiert, die z.B. an entzindlichen Prozessen beteiligt
sind. Die hier vorliegenden Ergebnisse mit den Transkripten von Luziferase und GFP
(s. 3..2.1 und 3.2.2) widersprechen allerdings dieser Ansicht. Mit diesen RNAs
erfahren zwei Spezies-fremde Nukleinsauren in einem humanen Zellsystem eine
verlangsamte Degradationsrate. Dabei ist zudem zu beachten, dal3 GFP aus dem
Stamm der Cnidarier und Luziferase aus den Insecta stammt, also hier sehr weit
entfernte Verwandtschaftsverhaltnisse existieren. Dadurch wird die Wahrscheinlich-
keit eines gemeinsamen, konservierten Regulationsmechanismus der Transkripte
gesenkt. Diese Ergebnisse sprechen eher fir einen generellen Stabilisierungs-
mechanismus von mRNAs durch UV. Ahnliche Effekte konnten mit der Aktivierung

der MAP Kinasewege nicht erzielt werden.

Es stellt sich nun die Frage, welche generellen Mechanismen zu einer
Transkriptstabilitat fihren konnen. Blattner et al. [2000] schlieRen bei ihren
Ergebnissen, basierend auf Experimenten mit dem Wachstumsfaktorrezeptor-Toxin
Suramin, eine Beteiligung von Rezeptor-abhangigen Signalwegen an der UV-C-
induzierten Stabilisierung der mMRNAs aus. Stattdessen postulieren sie DNA-Schaden
als Zwischenprodukte der von UV aktivierten Mechanismen. Solche Schaden sind
auch Ausgangspunkt von UV-induzierter, p53-abhangiger Apoptose [Yamaizumi und
Sugano, 1994]. MalRgeblich an Apoptose beteiligt sind Caspasen. Da in den HelLa-
Zellen nach UV-Bestrahlung Apoptose induziert wurde (s. Abb. 3.15), waére es

denkbar, dal3 auch in den UUberlebenden Zellen durch Caspase-Aktivitat
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destabilisierende, trans-regulierende Proteine oder RNasen gespalten werden,
wodurch die mRNAs nicht mehr degradiert werden konnten. Dies wirde zu einer
allgemeinen Transkript-Stabilitat fihren. Durch UV wird nachweislich die Caspase-3
aktiviert [Kumar, 1999; Woo et al., 1998]. Ein mdglicher Weg, der von p53 zur
Aktivierung der Caspase-3 fuhrt ist dabei Uber eine bax-induzierte Erh6hung der
zytosolischen Cytochrom c-Konzentration, die zusammen mit dem Cytochrom c
Adaptermolekil Apaf-1 und dATP zur Aktivierung der Ubergeordneten Caspase-9
fuhrt, die die Caspase-3 aktivieren kann [Kumar, 1999; Robertson und Orrenius,
2000; el-Deiry, 1998]. Interessant ist dabei, das die mMRNA vom antagonistisch zu
bax wirkendem bcl-2 [Robertson und Orrenius, 2000] ein ARE in der 3" UTR tragt.
Bei induzierter Apoptose wird das bcl-2 Genprodukt unter anderem Uber eine
Destabilisierung der mRNA herunterreguliert [Schiavone et al., 2000], was zeigt, daf3
die Stabilisierung von mRNAs auch wahrend der Apoptose selektiv reguliert werden
kann. Chan et al. [1999] konnten UV-induzierte Apoptose in Madin-Darby Canine
Nierenzellen durch einen Inhibitor von Caspase-1- und Caspase-3-dhnlichen
Proteasen, ZVAD-fmk, effektiv hemmen. Diese Ergebnisse konnten fiir HeLa-Zellen
bestatigt werden (s. Abb. 3.15). Die Hemmung von Caspase-3 ist dabei fur die
Inhibierung der Apoptose entscheidend. Caspase-3 defiziente Mause sind resistent
gegen UV-induzierte Apoptose [Uberblick in Kumar, 1999; Wang und Lenardo,
2000]. Auf die UV-induzierte Stabilisierung der f-Globin-1L-8¢72-1310 RNA hatte der
Inhibitor allerdings keinen Effekt, im Gegenteil erfuhr das Transkript eher eine weitere
Stabilisierung gegenuber den UV-bestrahlten Zellen. Dies kann zum Teil technisch
begriindet sein. Wenn die Zellen durch die Transfektion gestrel3t werden, kdnnte der
zusatzliche Strel? durch die UV-Bestrahlung moglicherweise zur erhdhten
Apoptoserate in transfizierten Zellen fihren. Tote Zellen werden vor der Zellyse
weggewaschen. Dadurch kénnte der prozentuale Anteil der Hybrid-RNAs an der
Gesamt-RNA sinken. Durch ZVAD-fmk wirde der Prozentsatz der Hybrid-RNAs
gleich bleiben. In Northern Blot Analysen wirde der Eindruck einer erhéhten Stabilitat
entstehen. Eine Beteiligung von Caspasen an den UV-induzierten Stabilisierungs-

mechanismen in HelLa-Zellen ist nach den Ergebnissen allerdings unwahrscheinlich.

Im Zusammenhang mit der UV-induzierten Transkriptstabilitat kénnte die Bildung von
Stref3-Granula stehen. Zu diesen Strukturen gehéren die heat stress granules

(HSGs). Sie wurden in Pflanzenzellen gefunden, die einem Hitzeschock unterzogen
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wurden [Uberblick in Kedersha et al., 1999]. Ahnliche Strukturen wurden in
Saugetierzellen gefunden. In ihnen akkumulieren untranslatierte poly(A)* mRNAs.
Entscheidend dabei ist, dal’ diese Granula reversibel in Zellen sind, die sich von dem
Strel3 erholen, wahrend sie in Zellen, die eine lethale Strel3dosis erhalten haben
irreversibel sind. Initiert wird die Bildung dieser Stre3 Granula (SGs) durch
Phosphorylierung von elF-2a. Kedersha et al. [1999] gehen davon aus, dal’3 dadurch
die Translation aller mRNAs, die nicht fur Hitzeschockproteine kodieren unterbrochen
wird. Dies konnte der Zelle erlauben sofort auf die neue Umgebungssituation durch
gezielte Expression von Hitzeschockproteinen zu reagieren. Da die Bildung der SGs
reversibel ist, werden die darin enthaltenen mRNAs nicht degradiert, d.h. sie sind fur
die Dauer der Stref3reaktion stabil. Interessanterweise werden diese Granula auch
nach UV-Bestrahlung gebildet [Kedersha et al., 1999]. Bei Inkubation der Zellen mit
inflammatorischen Zytokinen, wie z.B. TNFa konnte keine Bildung von SGs
nachgewiesen werden [Kedersha et al., 1999]. Dies konnte die hier vorliegenden
Ergebnissen erklaren. Wahrend IL-1 eine Stabilisierung der AU-reichen Hybrid-RNAs
uber den p38 Kinaseweg induziert, die Transkripte von Luziferase, GFP und TIMP-1
aber nicht stabilisiert, wird durch UV-Bestrahlung die Bildung von SGs induziert, die
zur Akkumulation der meisten mRNAs fuhrt, wodurch diese stabil in der Zelle
vorliegen. Diese Effekte kdnnten nicht durch dominant-negative Formen der am p38
Kinaseweg beteiligten MAP Kinasen inhibiert werden. AulRerdem ware das Ergebnis
von Blattner et al. [2000], daR die mMRNA von dem Elongationsfaktor-1 nicht durch
UV-C stabilisiert wird, mdglicherweise physiologisch sinnvoll, da z.B. die mMRNAs von
Hitzeschockproteinen nicht in SGs akkumulieren [Ubersicht in Kedersha et al., 1999].
Da diese also bei Hitzeschock weiterhin translatiert werden, ware denkbar, daf3 die
MRNAs von den fur die Translation notwendigen Elongationsfaktoren ebenfalls von
der Akkumulation ausgenommen sind. Ob diese Annahmen tatsachlich zutreffen,
mufte in weiteren Experimenten geklart werden. Der mikroskopische Nachweis der
SGs und die spezifische Anfarbung von in ihnen vorliegender RNA sollte dabei der
erste  Schritt sein. Zudem muiuRte die Abhangigkeit der UV-induzierten
Transkriptstabilisierung von elF-2a analysiert werden.

Es stellt sich nun die Frage, ob die Bindung von HuR an die IL-81039.1200- Und GM-
CSFare-RNA in dieses Gedankenmodell einzubeziehen ist. Bei Expression von MAP-
Kinasen ist eine erhdhte Bindung von myc-HuR detektierbar. Die durch MAP-Kinasen



Diskussion 77

nachweislich erhohte transiente Expression von myc-HuR (s. Abb. 3.23 und 3.24)
konnte diese Beobachtung aber erklaren. UV erhdht im Gegensatz dazu nicht die
Expression. Da HuR eine shuttling-Sequenz besitzt [Fan und Steitz, 1998b], kann
daher angenommen werden, dal? UV einen verstarkten Wechsel von HUR vom Kern
in das Zytoplasma induziert. Diese Hypothese wird von Wang et al. [2000]
unterstitzt. Der Grund fur die hoéhere Intensitat der detektierten Komplexe kdnnte
also in einer Zunahme der HuUR-Menge im Zytoplasma liegen. Damit ware auch der
additive Effekt bei Expression von MAP-Kinasen und gleichzeitiger UV-Bestrahlung
erklarbar. Er ist zum einen auf eine erhdhte HuR-Konzentration innerhalb der Zelle,
zum anderen auf eine Akkumulation im Zytoplasma zurtckzufiihren.

Die verstarkte myc-HUR Expression fuhrt zu einer Intensivierung der Komplexe mit
IL-81030-1200- UNd GM-CSFare-RNA. Dagegen war eine Beteiligung von HuR an
Komplexen mit dem GFP-Transkript nicht nachweisbar. Auch eine starkere Intensitat
der Komplexe mit der TIMP-1-mRNA nach UV-Bestrahlung konnte nicht gezeigt
werden, was gegen eine Beteiligung von HuR spricht. Daher kann davon
ausgegangen werden, dal3 die Bindung von HUR an AU-reiche RNA spezifisch ist,
also nicht in einen generellen Stabilisierungsmechanismus involviert ist. Damit stellt
sich das Problem, dal} eine spezifische Bindung eines RNA-bindenden Proteins bei
einem als unspezifisch angenommenen Stimulus nachgewiesen wurde. Eine
Erklarung ware die Hypothese von Gallouzi et al. [2000], daf3 die Akkumulation von
HuR im Zytoplasma nach Hitzeschock auf eine Inhibierung des Zytoplasma-Kern-
Transports zurlckzufihren ist. Dies deckt sich mit der Annahme von Kedersha et al.
[1999], daR die beiden Proteine TIA-1 und TIAR ebenfalls durch eine Stre3-induzierte
Hemmung des Kern-Imports im Zytoplasma angehauft werden. Bei diesen Proteinen
handelt es sich um zwei RNA-bindende, invariante Komponenten von SGs. Sie
rekrutieren moglicherweise poly(A)" mRNA in SGs. Es besteht also die Moglichkeit,
dalR UV zwar den Transport von HuR in das Zytoplasma bewirkt, bzw den
Rucktransport verhindert, aber keine spezifische Bindung an die AU-reichen RNAs
induziert. In Gel-Retardationstests wirde es aufgrund der hohen zytoplasmatischen
HuR-Konzentrationen zu irrefihrenden Ergebnissen kommen. Interessanterweise
konnten Gallouzi et al. [2000] keine Bindung von im Zytoplasma akkumuliertem HuR
an poly(A)" mRNA nachweisen. Sie gehen davon aus, daR Hitzeschock zu einer

Segregation von HuR und mRNA fihrt, und HuR sich in mikroskopisch
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nachweisbaren Foci ablagert. Allerdings schliel3en sie nicht aus, das es sich bei
diesen Foci moéglicherweise um SGs handelt.

Es besteht die Moéglichkeit, dal’ nicht das gesamte zytoplasmatische HuR in solchen
Strukturen akkumuliert. Wang et al. [2000] beschreiben eine Stabilisierung der p21
MRNA durch direkte Interaktion mit HUR nach UV-C-Bestrahlung. Zellen in denen
HuR antisense-mRNAs exprimiert wurden, zeigten nach UV-C-Bestrahlung eine
deutlich geringere Stabilitat der p21 mRNA. Von dem p21 Protein wird angenommen,
daR’ es in die Inhibition von Zellwachstum nach StreReinwirkung involviert ist. Eine
Ausnahme von der Akkumulation in SGs und der damit verbundenen
Translationshemmung [Kedersha et al., 1999] ware physiologisch sinnvoll. Dies
wirde bedeuten, dafd es sich bei der Stabilisierung der p21 mRNA durch HUR um
keinen Effekt einer allgemeinen Transkriptstabilisierung handelt. Der Unterschied
zum Elongationsfaktor-1, der durch UV nicht stabilisiert wird [Blattner et al., 2000],
ware moglicherweise damit erklarbar, dal? EF-1 im Gegensatz zu p21 nicht post-
transkriptionell reguliert wird. Interessant ware in diesem Zusammenhang, ob ein Teil
der in dieser Arbeit verwendeten Hybrid-RNAs vielleicht doch durch HuUR stabilisiert
wird und nicht in SGs akkumuliert. In diesem Fall sollte eine Translation dieser
Transkripte nachweisbar sein. Ein madglcher physiologischer Sinn ware eine
inflammatorische Reaktion auf hohe UV-Dosen. Ob das Modell einer UV-induzierten
sehr breiten Transkriptstabilisierung durch SGs zutrifft, und dartber hinaus die
Translation eines Teils der mRNAs aufrechterhalten wird, mufl3 in weiteren

Experimenten untersucht werden.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dall UV eine
Stabilisierung  von mMRNAs induzieren kann. Im Gegensatz zum pro-
inflammatorischen Zytokin IL-1 wird dieser Effekt nicht Giber den p38 MAP Kinaseweg
vermittelt. Die Verlangerung der Halbwertszeit der artfremden Transkripte von GFP
und Luziferase |aRt einen unspezifischen Stabilisierungsmechanismus vermuten.
Maoglicherweise bieten Stre3-Granula ein geeignetes Modell zur Erklarung der
vorliegenden Ergebnisse. In ihnen koénnte die mRNA fir eine Phase der
Regeneration in der Zelle konserviert, und anschlie3end fir die Wiederaufnahme des

normalen Zellstoffwechsels genutzt werden.
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