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humaner NIS

humaner NIS-Promotor

Renilla reniformis Luciferase-Reportergen
herpes simplex virus thymidine kinase
Identifikator

Immunglobulin G
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Insig insulin induced gene

Kb Kilobasen

KCIO4 Kaliumperchlorat

kDa Kilodalton

LB-Medium lysogeny broth Medium

LDL low density lipoprotein

LDLR LDL-Rezeptor

LDS Lithiumdodecylsulfat

Luc Luciferase

MCF-7 Brustadenokarzinomzellen
MDH1 Malat-Dehydrogenase 1

min Minute/n

minP Minimalpromotor

mNISpro NIS-Promotor der Maus

mgNIS mammary gland NIS

MRNA messenger RNA

MW Mittelwert

NADPH reduziertes Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat
NaOH Natriumhydroxid

NIS Natrium-lodid-Symporter

nm Nanometer

NPF nukleare Proteinfraktion
NSREBP-1/-2 nukleare Form von SREBP-1/-2
NUE NIS upstream enhancer

oD optische Dichte

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PBS phosphate buffered saline
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Abkurzungsverzeichnis

PCR polymerase chain reaction

PI3K Phosphatidylinositol-3-Kinase

PLB passive lysis buffer

pSREBP Vorlauferform von SREBP-1/-2
PUFA polyunsaturated fatty acids

gPCR quantitative PCR

RAR retinioc acid receptor

RARE retinioc acid response element

RIP regulated intramembrane proteolysis
RIPA radioimmunoprecipitation assay buffer
RNA ribonucleic acid

RNAI RNA-Interferenz

RNase Ribonuklease

rNIS NIS der Ratte

rNISpro NIS-Promotor der Ratte

RPL13 ribosomales Protein L13

rpm revolutions per minute

RXR Retinoid-X Rezeptor

S1P site-1 protease

S2P site-2 protease

SAP shrimp alkaline phosphatase

SCAP SREBP-cleavage activating protein
SD Standardabweichung

SDHA Succinat Dehydrogenase Komplex subunit A
SDS sodium dodecyl sulfate

SIRNA small interfering RNA

SLC5A solute carrier familiy 5A

X1l



Abkurzungsverzeichnis

SOC-Medium super optimal broth with catabolite repression Medium
Sp-1 specificity protein-1

SRE sterol regulatory element

SREBP sterol regulatory element-binding protein

T3 Trijodthyronin

T4 Thyroxin

Ta ahnealing temperature

TAE Tris-Acetat-EDTA

TBE Tris-Borsaure-EDTA

TBS Tris-buffered-saline

TBS-T Tris-buffered-saline + Tween 20

TEMED N, N, N, N"-Tetramethylethylendiamin

TEN Tris-EDTA-NaCl

TOP1 Topoisomerase (DNA) |

TPO Thyreoperoxidase

Tris Tris(hydroxymathyl)-aminomethan

TSH Thyreoidea stimulierendes Hormon

Ubc Ubiquitin

UTR untranslatierte Region

YWHAZ tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activa-

tion protein, zeta

X1V



Einleitung

1 Einleitung

Die Versorgung der Weltbevolkerung mit lod Gber die Nahrung ist in einigen Teilen
der Erde ungentgend und der dadurch entstehende lodmangel ein weltweites Ge-
sundheitsproblem. Um dieses Problem zu kontrollieren, wird seit den 1990er Jahren
iodiertes Speisesalz in der Erndhrung von Menschen und Tieren eingesetzt.

Um die Versorgung der Menschen mit lod weiterhin zu verbessern, ist es wichtig, die
Regulationsmechanismen der lodaufnahme genau zu verstehen. Gerade bei Unge-
borenen, Sauglingen und Kleinkindern kann eine Mangelversorgung mit lod gravie-
rende Auswirkungen haben. Sauglinge sind darauf angewiesen, dass ihre Mutter
genugend lod aufnehmen, um es an sie weitergeben zu kénnen. Die lodaufnahme in
die Milchdrise Uber den Natrium-lodid-Symporter (NIS) und die Abgabe Uber die

Milch ist aus diesem Grund von besonderer Bedeutung.

In vorangegangenen Studien dieser Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass der
NIS in der Schilddruse Uber sterol regulatory element-binding proteins (SREBPS) re-
guliert wird. Ob dieser Regulationsmechanismus auch in der Milchdriise vorliegt, war

bislang aber noch nicht bekannt.

1.1 Die sterol regulatory element-binding proteins (SREBPSs) als

Masterregulatoren des Cholesterin- und Lipidstoffwechsels

Bei den SREBPs handelt es sich um membrangebundene Transkriptionsfaktoren aus
der Familie der basic-helix-loop-helix-leucine zipper (bHLH-Zip) (Yokoyama et al.,
1993). Sie aktivieren direkt die Expression von tber 30 Genen, die fur Proteine co-
dieren, welche in der Synthese und Aufnahme von Cholesterin, Fettsduren, Triglyce-
riden und Phospholipiden eine wichtige Rolle spielen (Horton et al., 2002). Das S&u-

getiergenom enthélt zwei verschiedene SREBP-Gene.
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1.1.1 Isoformen

Das Gen fur SREBP-1 befindet sich im menschlichen Genom auf dem proximalen,
kurzen Arm des Chromosoms 17p11.2, das Gen fir SREBP-2 wurde auf dem langen
Arm des Chromosoms 2213 lokalisiert (Hua et al., 1995b).

Das Gen fur SREBP-1 codiert fur zwei verschiedene Transkriptvarianten, die als
SREBP-1a und SREBP-1c bezeichnet werden und sich im ersten Exon unterschei-
den. Die zwei Isoformen entstehen durch den Mechanismus des alternativen Splei-
Bens, wodurch verschiedene Transkriptionsstartpunkte erzeugt werden (Yokoyama
et al., 1993; Hua et al.,, 1995a). Das SREBP-1c der Ratte wurde unabhangig von
dem des Menschen 1993 entdeckt und zunachst als adipocyte determination- and
differentiation-dependent factor 1 (ADD1) bezeichnet, da es vorwiegend im braunen
Fettgewebe gefunden und als endogener Transkriptionsfaktor mit wichtiger Rolle bei

der Adipozytendifferenzierung identifiziert wurde (Tontonoz et al., 1993).

1.1.2 Aufbau der SREBPs

SREBP-1 und -2 haben eine Ahnlichkeit von 47% und stellen die einzigen Vertreter
einer Subfamilie der bHLH-Zip-Proteine dar (Hua et al., 1993). Sie unterscheiden
sich von allen anderen Vertretern der bHLH-Zip-Familie dadurch, dass sie als inakti-
ve Vorstufen synthetisiert werden, die an die Membran des endoplasmatischen Reti-
kulums (ER) gebunden sind, sowie durch ihre Grol3e (1147 Aminoséauren) und
Zielsequenz (Horton et al., 2002).

Die SREBP-Vorstufen bestehen aus 1147 Aminosauren und sind aus drei Doménen

aufgebaut:

(@) ein NHy-terminales Ende mit ca. 480 Aminosauren, das die bHLH-Zip-Region

fur die deoxyribonucleic acid —(DNA-) Bindung beinhaltet (Transaktiverungsdoméne),

(b)  zwei hydrophobe membraniberspannende Segmente, die durch eine kurze,
ins Lumen des ER zeigende Schleife von ca. 30 Aminosauren unterbrochen werden

und

(c) ein COOH-terminales Ende von ca. 590 Aminosauren mit essentiellen regula-
torischen Funktionen (Horton et al., 2002).
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Das COOH- und das NH»-terminale Ende der SREBPs befinden sich im Cytoplasma
und werden Uber die beiden hydrophoben, die Membran durchspannenden Segmen-
te miteinander verbunden. Die Verankerung in der Membran erfolgt Gber den mittle-
ren hydrophoben Bereich. Die so entstehende Struktur der SREBPs wird auch als

Haarnadelstruktur bezeichnet (Ferré-D'Amaré et al., 1993; Hua et al., 1995a).

1.1.3 Reifung der SREBPs

Um in den Nukleus zu gelangen und als Transkriptionsfaktor wirken zu kdnnen, muss
das NH,-terminale Ende proteolytisch abgespalten werden (Wang et al., 1994; Hor-

ton et al., 2002). Der Vorgang der Spaltung wird auch als Reifung bezeichnet.

An der notigen Umwandlung der inaktiven, membrangebundenen Vorstufen der
SREBPs zu aktiven Transkriptionsfaktoren sind drei Proteine beteiligt: (1) das
SREBP cleavage-activating protein (SCAP), (2) die site-1-protease (S1P) und (3) die
site-2-protease (S2P) (Horton et al., 2002). Die Spaltungen durch S1P und S2P, die
zur Freisetzung der aktiven Form des Transkriptionsfaktors fihren, werden als regu-

lated intramembrane proteolysis (RIP) bezeichnet (Brown et al., 2000).

Direkt nach der Translation an der Membran des ERs bindet die COOH-terminale
regulatorische Domane des SREBPs an das COOH-terminale Ende des SCAP
(Yang et al., 2002). SCAP ist ein polytopisches Membranprotein des ERs und dient
als Sensor- und Eskortprotein (Horton et al., 2002). Es besteht aus zwei unterschied-
lichen Domanen: einer NH,-terminalen, polytopischen, membranstandigen Domane
mit ca. 730 Aminosauren und einer COOH-terminalen, wasserloslichen Domaéne, be-
stehend aus ca. 540 Aminosauren, die ins Cytosol hineinreicht. Die NHz-terminale
Domaéane besteht aus acht transmembranalen Helices, von denen insbesondere die
Helices 2 bis 6 die Sterol-Sensitivitat vermitteln und deshalb als Sterol-sensitive Do-
mane bezeichnet wird. Die COOH-terminale Domane ist fur die Eskortfunktion des
SCAP verantwortlich. Sie enthélt den sog. WD-repeat, der fur Protein-Protein-
Interaktionen notig ist und mit den SREBPs einen Komplex bildet (Nohturfft et al.,
1998).
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1.1.4 Regulation der SREBP-Prozessierung

Prozessierung beschreibt sowohl die posttranskriptionelle als auch posttranslationale
Modifikation von RNA bzw. von Proteinen. In diesem Fall steht es fur die posttransla-
tionale Veranderung der SREBPs durch proteolytische Spaltungen. Fallt der intrazel-
lulare Spiegel an Cholesterin, so eskortiert SCAP das SREBP vom ER zum Golgi
Apparat (Abbildung 1). Dort befinden sich die beiden Proteasen, S1P und S2P. S1P
ist eine membrangebundene Serin-Protease und spaltet SREBP im luminalen loop
zwischen den beiden membrandurchspannenden Segmenten. S2P ist eine mem-
brangebundene Zink-Metalloproteinase. Sie spaltet das NHj.terminale bHLH-Zip-
Element ab, sodass dieses in den Nukleus gelangen kann. Dieses NH,-terminale
Ende wird auch als nukledres SREBP (nSREBP) bezeichnet. Nachdem das nSREBP
in den Nukleus gelangt ist, aktiviert es die Transkription diverser Zielgene durch Bin-
dung an das sterol regulatory element (SRE) (Horton et al., 2002). Fur die Transakti-
vierung ist insbesondere der saure Bereich des N-terminalen Endes verantwortlich
(Yokoyama et al., 1993; Hua et al., 1993; Sato et al., 1994). SREBP-1c unterscheidet
sich in einem stark verkirzten sauren Bereich von SREBP-1a und stellt aufgrund
dessen einen deutlich schwacheren Aktivator dar (Shimano et al., 1997). Das SRE

befindet sich im Promotorbereich der SREBP-responsiven Gene.

Das klassische Bindungselement der bHLH-ZIP-Familie ist die sogenannte E-Box mit
dem inverted repeat 5-CANNTG-3", wobei das N fir eine beliebige Base steht (Yo-
koyama et al., 1993). Die SREBPs kénnen diese E-Box in vitro zwar identifizieren,
binden im Kern aber an Sequenzen, die einen direct repeat des 5 -PyCAPy-3" (Py =
Pyrimidinbase) enthalten, das sogenannte SRE. Die erste dieser Sterol-responsiven
Sequenzen wurde im humanen low density lipoprotein (LDL)-Rezeptorgen entdeckt
und als SRE-1 bezeichnet. Das SRE-1 enthalt eine direkte Wiederholung der CAC-
Sequenz, die durch zwei C’s getrennt werden, sodass die Sequenz des SRE-1 als
5"-ATCACCCCAC-3" beschrieben wird (Yokoyama et al., 1993; Brown und Gold-
stein, 1997; Osborne und Espenshade, 2009). Ursache flr diese unterschiedlichen
Bindungsmaoglichkeiten ist ein Tyrosinrest in der basischen Region des bHLH-Zip-
Proteins der SREBPs, an dessen Stelle alle anderen Mitglieder der helix-loop-helix-

leucin-zipper- (bHLH/bZip-) Familie einen Argininrest aufweisen (Kim et al., 1995).
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Steigt die intrazellulare Cholesterinkonzentration, so wird dies durch die Sterol-
messende Doméane des SCAP wahrgenommen und SCAP verandert seine Konfor-
mation. Durch diese Konformationsanderung kann der SCAP/SREBP-Komplex nicht
mehr in die Transportvesikel des ER’s gelangen und die SREBPs kdnnen nicht in
ihre aktive Form umgewandelt werden (Horton et al., 2002). Yang et al. identifizierten
2002 das insulin induced gene 1 (Insig-1), ein ER-Membranprotein, das SCAP
Sterol-abhéngig bindet und so zum Verbleib des SCAP/SREBP-Komplexes in der
Membran des ERs fuhrt (Abbildung 1) (Yang et al., 2002; Brown et al., 2002; Yabe et
al., 2002).

High cholesterol SREBP Low cholesterol

Golgi

SREBP
Golgi SCAP

QNS[G,
J

UNSIG

ER lumen ER lumen

Nucleus

PN N
SRE

Nucleus
SREBP

% active Increased
- | cholesterol
synthesis

'\ \'4
J ¥
SRE

Cytoplasm Cytoplasm

Abbildung 1: Regulation des Cholesterin- und Fettsaurestoffwechsels durch sterol regulatory
element-binding proteins (SREBPs). Abkiirzungen: ER = Endoplasmatisches Reti-
kulum, Insig = insulin-induced gene, SCAP = SREBP cleavage-activating protein, SRE

= sterol regulatory element (modifiziert nach Karasinska und Hayden, 2011).

1.1.5 Einfluss der SREBPs auf Gene des Cholesterin- und Lipidstoffwechsels

In vivo beeinflusst SREBP-1c vor allem die Fettsduresynthese und wird dominierend
in der Leber und im Fettgewebe exprimiert (Shimomura et al., 1997). Im Gegensatz
dazu wird SREBP-2 zwar ebenfalls vor allem in fettstoffwechselaktiven Geweben
exprimiert, reguliert aber bevorzugt die Cholesterinsynthese (Hua et al., 1993; Hua et
al., 1995b; Brown und Goldstein, 1997). Zielgene von SREBP-1c sind unter anderem
die ATP-Citrat-Lyase, die Acetyl-CoA-Carboxylase, die Fettsaure-Synthase (FASN),
ein rate-limiting Enzym des Fettsaure-Synthase-Komplexes, die Stearoyl-CoA-
Desaturase und die Glycerol-3-Phosphat-Acetyltransferase (GPAM). Zielgene von
SREBP-2 sind die HMG-CoA-Synthetase, die HMG-CoA-Reduktase (HMGCR), der
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LDL-Rezeptor (LDLR), die Farnesyl-Diphosphat-Synthase und die Squalen-
Synthase. Beide genannten Isoformen der SREBPs aktivieren zusatzlich drei Gene,
die an der Bereitstellung von Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat (NADPH)
beteiligt sind (Horton et al., 2002). NADPH ist an vielen Redoxreaktionen im Stoff-

wechsel beteiligt und stellt die protonierte Form des Coenzyms NADP dar.

SREBP-1a wird vornehmlich in kultivierten Zellen exprimiert, stellt den potentesten
Aktivator dieser Subfamilie dar und aktiviert alle SREBP-responsiven Gene (Horton
et al., 2002).

Amemiya-Kudo et al. zeigten in ihrer 2002 veréffentlichten Studie, dass sich die Ge-
ne der Lipo- und Cholesteringenese in ihren Bindungsmotiven unterscheiden
(Amemiya-Kudo et al., 2002). Die Bindungssequenzen der lipogenen Gene enthalten
Variationen des klassischen SREs und werden aus diesem Grund SRE-like se-
guences genannt. Cholesterogene Gene enthalten die klassische SRE-Sequenz in
ihrem Promotorbereich und weisen dartber hinaus meistens Bindungssequenzen fir
Kofaktoren, wie z. B. specificity protein-1 (Sp-1) und nuclear transcription factor Y
(NF-Y) auf (Sanchez et al., 1995; Jackson et al., 1995; Jackson et al., 1998; Guan et
al., 1997; Inoue et al., 1998; Ericsson et al., 1996).

1.2 Der Natrium-lodid-Symporter (NIS)

Der Natrium-lodid-Symporter (NIS) tragt auch den offiziellen Namen solute carrier

family 5 A (sodium/iodide cotransporter), member 5 (SLC5A5).

Es handelt sich um ein intrinsisches Membranprotein, dessen Gen bei der Spezies
Homo sapiens auf Chromosom 19p12-13.2 liegt. Das Molekulargewicht des NIS-
Precursors betragt ca. 56,2 kDa. Durch posttranslationale Modifikationen, wie der
Glykosylierung, betragt das Molekulargewicht der aktiven Form ca. 87 kDa (Levy et
al., 1997).

Eine herausragende Rolle spielt NIS im lodmetabolismus und wird neben der Schild-
drise auch in der Speicheldriise, der Magenschleimhaut, dem Dinndarm, der laktie-
renden Milchdrise, dem Plexus choroideus und dem Ciliarkorper des Auges funktio-
nell exprimiert (Carrasco 1993; Jhiang et al., 1998; Tazebay et al., 2000; Wapnir et
al., 2003; Nicola et al., 2009; La Perle, Krista et al., 2013; Paroder et al., 2013;
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Portulano et al., 2014). Folglich ist die Expression in den extrathyreoidalen Geweben
deutlich geringer. In der Mehrzahl der Gewebe wird der NIS basolateral exprimiert
und vermittelt die aktive lodaufnahme aus dem Blut in die Zelle. Eine Ausnahme
hiervon stellt der Dunndarm dar. In diesem Gewebe ist der NIS apikal zu finden und
fur die Absorption des Nahrungsiodids und die Reabsorption des lods aus dem Spei-

chel und dem Magensaft verantwortlich (Portulano et al., 2014).

Interessanterweise wird NIS in den meisten Fallen (70 - 80%) auch in Brustkrebszel-
len exprimiert (Tazebay et al., 2000; Wapnir et al., 2003) und stellt somit einen poten-
tiellen Angriffspunkt fur die Krebstherapie dar. Allerdings korreliert die NIS-
Expression nicht zwangsweise mit einer nachweisbaren lodidaufnahme. Die NIS-
Expression und deren mdgliche Beeinflussung in Milchdrisenzellen ist daher ein au-
Berst interessantes Forschungsgebiet, um die Behandlung von Brustkrebs mittels

Radioiodtherapie zuklnftig verbessern zu kdnnen.

Obwohl schon uber ein Jahrhundert bekannt ist, dass die Schilddriise zur lod-
Aufnahme befahigt ist, wurde die molekulare Struktur erst vor kurzem entdeckt. Das
SLC5A5-Gen der Ratte wurde erstmals 1996 sequenziert, danach wurde das huma-
ne NIS-Gen der Schilddriise entschlisselt (Dai et al., 1996; Smanik et al., 1996). Das
NIS-Gen der Maus und des Schweins wurden anschliel3end identifiziert (Perron et
al., 2001; Selmi-Ruby et al., 2003). Die Aminosduresequenz des humanen NIS
(hNIS) zeigt eine 84%-ige Ubereinstimmung mit dem NIS der Ratte (rNIS) (Smanik et
al., 1996).

Der humane NIS besteht aus 643 Aminosauren, ebenso der porcine, der NIS der
Maus besteht aus 618 Aminosauren (Smanik et al., 1996; Selmi-Ruby et al., 2003;
Dai et al., 1996; Perron et al., 2001).

Der NIS katalysiert den sekundar aktiven Transport von Natriumionen entlang des
Konzentrationsgefélles und parallel den Transport von lodid entgegen seines elek-
trochemischen Gradienten. Der bendtigte Natriumgradient wird Uber die Natrium-

Kalium-ATPase aufrechterhalten.

Das aktuell gultige Modell der Sekundarstruktur beschreibt den NIS als Membranpro-
tein, bestehend aus 13 Transmembrandomanen (Abbildung 2) (Dohan et al., 2003).
Das NHj-terminale Ende befindet sich extrazellular, das COOH-terminale Ende da-
gegen intrazellular (Levy et al., 1997; Levy et al., 1998). Nach der Studie von Smanik
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et al., besteht das fir NIS kodierende Gen aus 15 Exons, die durch 14 Introns unter-

brochen werden (Smanik et al., 1997).

R
NH, — “

extrazellular

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

intrazellular

COOH

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Natrium-lodid-Symporters (NIS). Der Transporter
besteht aus 13 Transmembrandomanen (1-13) und 3 N-glykosylierten Sequenzen an
den Positionen 225, 485 und 497 (rote Pfeile) (modifiziert nach Micali et al., 2014).

1.2.1 lodmangel — ein kurzer Uberblick

lodmangel ist global ein bedeutendes Problem, insbesondere fiir Schwangere und
Kinder und stellt weltweit die grol3te Einzelursache fur vermeidbare Gehirnschadi-
gungen und mentale Retardierung dar (World Health Organization, 2004; Delange,
2001). Aus Abbildung 3 wird ersichtlich, dass der lodmangel ein globales Problem ist.
Ein Mangel an lod fuhrt aufgrund der beeintrachtigten Schilddriisenhormonsynthese
zu verschiedenen funktionellen Abnormitaten und Entwicklungsstérungen. Je nach
Alter der Betroffenen sind unterschiedliche Symptome zu beobachten. Vor allem bei
Feten kommt es haufig zu verheerenden Auswirkungen. Haufig werden Aborte,
Fehlgeburten, eine erhdhte perinatale Mortalitdt, Taubstummheit und Kretinismus
(World Health Organization, 2004) beobachtet. Kretinismus stellt die Vollauspragung
einer schweren, angeborenen Hypothyreose dar. Bei alteren Individuen kdnnen
Kropfbildung, Unterentwicklung, verzégerte psychomotorische und mentale Entwick-

lung beobachtet werden. Die lodidabgabe tber die Milchdrise in die Milch ist fur das
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Neugeborene extrem wichtig, weil es die einzige lodidquelle darstellt (Portulano et
al., 2014). Das so aufgenommene lodid ist unverzichtbar, um Schilddriisenhormone
zu synthetisieren. T3 (Trijodthyronin) und T4 (Thyroxin) sind essentiell fir die Ent-
wicklung des zentralen Nervensystems, der Skelettmuskulatur und der Lunge

(Dohan et al., 2003). lodid muss Uber die Nahrung zugefihrt werden.

O® o

0
- Severe lodine defilency (<20 pg/l)

- Moderzte lodine deficiancy (20-40 pg/1)

|:| Mild lodine deficlancy (50-89 pg/l)
YN Optmal (100-100 g '
I:I Risk of lodine-Induced hyperthyroidism (200-299 pg/l)
- Rigk of adverse health consequances (=300 pg/l)

I: Mo data

Abbildung 3: Einteilung der Lander nach dem Ausmalf der lodversorgung aufgrund des me-

dianen lodgehalts im Urin (World Health Organization, 2004).

Die empfohlene Strategie zur Bekdmpfung des lodmangels und seiner Folgen ist die
Korrektur des Defizits Uber eine gesteigerte Aufnahme. Die Weltgesundheitsorgani-
sation empfahl in den 1990er Jahren dazu die lodierung des Speisesalzes fur Men-
schen und Nutztiere (World Health Organization, 2004).

1.2.2 lod in der Ernahrung der Hausséaugetiere

Bei den Haussaugetieren, vor allem bei Hunden und Katzen, sind Pathologien der
Schilddriise haufige Endokrinopathien. Wahrend Katzen in der Regel an einer Hyper-
thyreose erkranken, werden bei Hunden haufiger Unterfunktionen der Schilddrise
diagnostiziert. Die Hypothyreose beim Hund kann durch verschiedene Atiologien

verursacht werden. Beim adulten und beim wachsenden Hund kann sowohl ein lod-
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Uberschuss, als auch ein loddefizit zu einer Hypothyreose fiihren (Gunzel-Apel,
2009). Vor allem eine reine Fleischfutterung von Hunden, aber auch von Katzen,
wahrend der Aufzucht fuhren zu einem loddefizit. Als Folge kommt es zu einer ver-
starkten Ausschittung des Thyreoidea-stimulierenden Hormons (TSH) durch den
Hypophysenvorderlappen und nachfolgend zu einer Hyperplasie der Thyreoidea. Da
fur die Synthese der Schilddriisenhormone ausreichend lodid tber die Nahrung auf-
genommen werden muss, fihrt ein fltterungsbedingtes loddefizit trotz der kompen-
satorischen, TSH-induzierten Schilddriisenhyperplasie zu einer Hypothyreose. Ein
ungenugender lodgehalt in der Nahrung einer trachtigen Hindin kann ebenfalls zu
einer Schilddriisenhyperplasie der Welpen fihren (Gunzel-Apel, 2009).

Ein Uberschuss an lodid in der Nahrung fiihrt durch Hemmung der Peroxidase zu
einer verminderten Thyroxinbiosynthese und somit zu einer Hypothyreose. Dieses

Phanomen wird auch als Wolff-Chaikoff-Effekt bezeichnet.

1.2.3 Der NIS in der laktierenden Milchdriise

Eine NIS-Expression kann in der Milchdriise nur wahrend der spaten Trachtigkeit
und Laktation beobachtet werden, wenn Zellproliferation stattfindet (Portulano et al.,
2014). Eine Gemeinsamkeit des NIS in Schilddrise, Milchdrise und den anderen
extrathyreoidalen Geweben ist, dass ein lodidgradient von gleichem Ausmald ge-
schaffen wird, namlich eine Aufkonzentrierung um das 20- bis 40-fache (De La Vieja
et al., 2000). Die Regulation des NIS in den verschiedenen Organen unterscheidet
sich jedoch erheblich (De La Vieja et al., 2000). Im Unterschied zur Schilddriuse be-
sitzt das Thyreoidea-stimulierende Hormon (TSH) in der laktierenden Milchdrise kei-
nerlei regulatorischen Einfluss und es findet auch keine Organifizierung des lods statt
(Carrasco, 1993).

Die NIS-Regulation in der Schilddrise ist bereits detailliert erforscht, wahrend die
Regulationsmechanismen in der Milchdriise noch nicht vollstandig aufgeklart sind
(Ryan et al., 2011).

Wahrend der Laktation wird die NIS-Expression in der Milchdrise durch Saugen er-
hoht und nach Beendigung der Saugeperiode zlgig wieder reduziert. Diese Redukti-
on der Genexpression ist demnach reversibel (De La Vieja, A et al., 2000). Die hor-

monelle Regulation des NIS wurde von Tazebay et al. (2000) bereits untersucht. Da-
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bei konnte gezeigt werden, dass Oxytocin isoliert, jedoch nicht in Kombination mit
Prolaktin, die NIS-Expression in gesunden, unkastrierten Mausen induziert. In ova-
riektomierten Mausen hingegen konnte durch die alleinige Gabe von Oxytocin keine
NIS-Expression induziert werden. Nur durch die Gabe von 17-B-Estradiol konnte eine
messbare NIS-Expression hervorgerufen werden. Die Kombination von 17-8-
Estradiol mit Oxytocin fuhrte zu einem deutlicheren Anstieg der NIS-Expression, die
durch die zusatzliche Gabe von Prolaktin noch weiter gesteigert werden konnte.
Demnach ist davon auszugehen, dass eine bestimmte Menge an zirkulierenden Ost-
rogenen fur die NIS-Expression und deren Steigerung durch Oxytocin notig ist. Wei-
terhin wird angenommen, dass Oxytocin den Hauptstimulus fur die NIS-Expression in
der laktierenden Milchdriise darstellt und Prolaktin ebenso wie Ostrogen die Oxy-
tocin-Wirkung verstéarkt (Tazebay et al., 2000). In einer Studie von Cho et al. konnte
ebenfalls Oxytocin als Hauptstimulus der NIS-Expression identifiziert werden (Cho et
al., 2000). Im Vergleich zu den beiden genannten Untersuchungen konnten Rillema
et al. (2000) an kultivierten Mausmilchdriisenzellen eindeutig einen Einfluss von phy-
siologischen Prolaktin-Konzentrationen auf die lodakkumulation durch den NIS in der
Milch beobachten. In malignen MCF-7-Zellen konnten zudem Kogai et al. (2012) all-
trans Retinsaure (atRA) als potentesten NISinducer identifizieren. Diese Substanz
spielt eine bedeutende Rolle in der Entwicklung, Differenzierung und dem Zellwachs-
tum (Kogai et al. 2000). Hierbei wird die Induktion tber ein Heterodimer aus Retin-
saure-Rezeptor (RAR) und Retinoid-X-Rezeptor (RXR) herbeigefuhrt (Kogai et al.,
2008). Beides sind nukledre Rezeptoren, die nach Bindung ihres Liganden atRA ein
Zielgen uber ein retinoic acid response element (RARE) aktivieren (Kogai et al.,
2008). Die Studie von Alotaibi et al. (2006) zeigte, dass die atRA-responsive NIS-
Expression zwingend an die Existenz eines funktionalen Ostrogen-Rezeptor a (ERa)
gebunden ist. Hierbei stellte sich weiterhin heraus, dass ausschlief3lich in Zellen mit
Expression von ERa und RARa eine Induktion der NIS-Expression mittels atRA mdg-
lich ist. Darliber hinaus identifizierten sie ein bislang unbekanntes Ostrogen-
responsives Element in der Promotorregion des NIS, das den ERa spezifisch bindet
und so zur Aktivierung der NIS-Expression beitragt (Alotaibi et al., 2006). Da MCF-7-
Zellen am starksten auf die Behandlung mit atRA ansprechen, werden sie am h&u-
figsten fur Untersuchungen der endogenen NIS-Induktion verwendet (Kogai et al.,
2006). Die durch atRA gesteigerte NIS-Expression in MCF-7-Zellen kann durch zu-
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satzliche Behandlung der Zellen mit Hydrocortison oder ATP noch weiter gesteigert
werden (Dohan et al., 2006). Da der NIS in MCF-7-Zellen basal nur sehr schwach
exprimiert wird, musste er flr einige Untersuchungen zunachst mit atRA induziert

werden.

1.3 Zielstellung der Arbeit

Der vorliegenden Arbeit liegt die Hypothese zugrunde, dass der NIS in der Milchdri-
se Uber die SREBPs reguliert wird. Die in vitro-Studien von Rothe (Dissertation 2011)
und Rauer (Dissertation 2014) beschaftigten sich mit der Regulation des NIS Gens
durch SREBPs in der Schilddriise. Beide Dissertationen untersuchten die Einflisse
der SREBPs in FRTL-5-Zellen, einer Schilddriisenzelllinie, die aus Ratten (Rattus
norvegicus) gewonnen wurde. Ringseis et al. (2013) und Rauer et al. (2014) zeigten
in ihren Arbeiten, dass sowohl das Gen fir NIS, als auch das Gen fur Thyreoperoxi-
dase (TPO) direkte Zielgene der sterolsensitiven SREBPs sind. Vor diesem Hinter-
grund sollte in dieser Arbeit herausgefunden werden, ob der NIS in Milchdrisenzel-
len ebenso wie in den Schilddriisenzellen Uber die sterolsensitiven SREBPs reguliert
wird. Da die SREBPs als wichtige Regulatoren der Fett- und Cholesterinhomdéostase
bekannt geworden sind, wurden sie zunéchst auch vor allem in Gewebe mit hohem
Fett- und Cholesterinmetabolismus nachgewiesen. Zu diesen Geweben zahlen ins-

besondere Leber, Darm und Fettgewebe, aber auch die Milchdrise.

Zur Durchfuihrung der Versuche wurden MCF-7-Zellen verwendet, in denen die NIS-
Expression durch atRA induziert werden konnte. Der Einfluss der SREBPs auf die
Regulation des NIS wurde anhand dieses Zellmodels auf verschiedenen Ebenen un-

tersucht.

Des Weiteren wurde ein in vivo Versuch durchgefuhrt, in dem der Einfluss einer Fit-
terungsintervention auf die Expression der SREBPs und des NIS untersucht wurde.
Dazu erfolgte die Verfutterung von konjugierten Linolsauren (CLA) an Versuchsrat-
ten. In einer Studie von Peterson et al. (2004) wurde nachgewiesen, dass die Be-
handlung von bovinen Milchdriisenzellen mit CLA zu einer deutlich verringerten Lip-
idsynthese durch eine signifikante Reduktion des aktiven nSREBP-1 und somit einer
reduzierten mRNA-Konzentration lipogener Gene fuhrt. Somit eignete sich dieses

Versuchsmodell, um den Einfluss der SREBPs auf den NIS in vivo zu untersuchen.
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Die Experimente untersuchten die Regulation des NIS auf verschiedenen Ebenen
sowohl im Zell-, als auch im Tiermodell, um die Grundlage fir ein gezieltes Eingrei-

fen in den lodhaushalt zu legen und somit zu einer verbesserten lodversorgung der

Bevolkerung weltweit beizutragen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Blotting-Papier Rotilabo®

CELLSTAR ® Gewebekulturflaschen
(25 cm?, 50 cm?, 175 cm?)

CELLSTAR ® Mikroplatten
(96-Well Format)

Advanced TC™ Multiwell
(6- und 24-Well Format)

CELLSTAR ® Zellkulturschale(145 mm)
CELLSTAR ® Rohrchen(15 ml, 50 ml)

CELLSTAR ® Pipetten
(2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml)

COs,-Inkubator APT.line™ CB 150
Counter Vials (PP-Rohrchen)
Doppelgelsystem, PerfectBlue™ Twin
Electrophoresis Power Supply

Fiber Pads

G:BOX Chemi Imaging System
Gamma-Counter Wizard 3 1480
Gelsystem Midi S PerfectBlue™
GeneFlash Geldokumentationssystem

Gene Pulser® Cuvette, 0,2 cm

28

Roth, Karlsruhe

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Greiner Bio-One, Frickenhausen

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Binder, Tuttlingen
Sarstedt, Numbrecht
Peglab, Erlangen

Peglab, Erlangen
Bio-Rad, Minchen
Syngene, Cambridge, UK
Perkin Elmer, Rodgau
Peglab, Erlangen
Syngene, Cambridge, UK

Bio-Rad, Miinchen
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™
|

Gene Pulser Xcell'™ Electroporation Sys-

tem

Heraeus™ Fresco™ 21 Mikrozentrifuge
Heraeus™ Herasafe Zellkulturbank
Heraeus™ Inkubator

Heraeus™ Megafuge™ 1.0

Heraeus™ Multifuge™ X1R

HL-2000 HybriLinker™ Hybridization Oven

Inkubationsschiittler IKA® KS 4000i

control

Inversionsmikroskop Primo Vert
Laborpressanlage Typ 14-175
Kompaktschiittler KS-15
Kryordhrchen

Magnetriihrer IKA® RCT Classic
Microplate Reader Infinite® M200
Mikrozentrifuge GalaxyMiniStar

Mini-Elektrophoresesystem (Hoefer SE
250 Mighty Small II)

Multimode Reader Mithras LB 940
NanoQuant Plate™
Nitrozellulosemembran BioTrace™ NT
Pasteurpipetten (ohne Wattestopfen)
PCR-Tubes (0,1 ml)

Petrischalen

Plattformschttler Duomax 1030
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Bio-Rad, Miinchen

Thermo Fisher Scientific, Osterode
Thermo Fisher Scientific, Hanau
Thermo Fisher Scientific, Langenselbold
Thermo Fisher Scientific, Osterode
Thermo Fisher Scientific, Osterode
Ultra-Violet Products, Cambridge, UK

IKA®-Werke, Staufen

Carl Zeiss Microlmaging, Jena
Kahl, Reinbek

Edmund Buhler, Hechingen
Roth, Karlsruhe

IKA®-Werke, Staufen

Tecan, Crailsheim

VWR, Darmstadt

Hoefer Inc., Holliston, USA

Berthold Technologies, Bad Wildbad
Tecan, Crailsheim

Pall, Dreieich

Roth, Karlsruhe

LTF Labortechnik, Wasserburg
Greiner, Bio-One, Frickenhausen

Heidolph Instruments, Schwabach
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Reaktionsgefalie (1,5 ml, 2,0 ml)
Rotorgene 2000

Rotor-Gene Q

Schuttelwasserbad

Spritzenfilter, Filtropur S 0,2 um
Thermocycler TProfessional Basic
Thermomixer comfort
ThermoShaker TS1
UV-Transilluminator
Vakuumzentrifuge Concentrator plus
Video Copy Processor
Vortex-Schuttler REAX 2000

Western Trans-Blot System
(Mini Trans-Blot® Cell)

Wippschuttler

Zellschaber

2.1.2 Chemikalien

25-Hydroxycholesterin (25-HC)

2-Propanol ROTISOLV® HPLC

(Isopropanol)
Acrylamid Rotiphorese® Gel 40
all-trans retinoic acid (atRA)

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Desoxyribonukleosidtriphosphat (ANTP)

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Sarstedt, Nimbrecht

Corbett Research, Mortlake, Australia

Qiagen, Hilden

JULABO Labortechnik, Seelbach
Sarstedt, Nimbrecht

Biometra, Gottingen

Eppendorf, Hamburg

Biometra, Gottingen

Biostep, Jahnsdorf

Eppendorf, Hamburg

Mitsubishi Electric, Ratingen
Heidolph Instruments, Schwabach

Bio-Rad, Miinchen

Edmund Buhler, Hechingen

Sarstedt, Numbrecht

Sigma-Aldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
GeneCraft, Ludinghausen

Roth, Karlsruhe

30



Material und Methoden

Dimethylsulfoxid (DMSO) Hybri-Max®

Dinatriumhydrogenohosphat Dihydrat
(NazHPO4 X2 H20)

DMEM
(Dulbecco’s modified eagle’s medium)
(4,5 g/l Glucose)

Essigsaure ROTIPURAN® (Eisessig)
Ethanol ROTIPURAN®

Ethylendiamintetraessigsaure Dinatri-
umsalz (NazEDTA x 2 H,0)

Formaldehyd
FUGENE®6 Transfection Reagent

Gel Red ™ NucleicAcid Gel Stain,
10.000x

Glycerin

Glycin, analytical grade

Green Go Taq® Flexi Buffer, 5x
Kaliumacetat

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO,)
Kaliumperchlorat (KCIOy)
Lipofectamine® 2000
Lithiumdodecylsulfat (LDS)
Lutalin®

Magermilchpulver

Methanol

Na125|

Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt

GIBCO, Invitrogen GmbH

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim
Roche, Mannheim

Biotium Hayward, USA

Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Promega, Mannheim
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Invitrogen / Life Technologies, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
BASF, Ludwigshafen
AppliChem, Darmstadt
VWR, Darmstadt

Perkin Elmer, Rodgau
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N-Acetyl-Leucinal-Leucinal-Norleucinal
(ALLN)

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid (NaOH)

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

passive lysis buffer (PLB), 5x
peqGOLD Universal Agarose
Ponceau S

Roti®-Load

Tris, research grade
Tris-HCI

TRIzol® Reagent

Tween® 20

Enzo Life Sciences, Lorrach

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim

Promega, Mannheim
Peqlab, Erlangen
Roth, Erlangen
Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Invitrogen / Life Technologies, Darmstadt

Serva, Heidelberg

2.1.3 Substanzen und Ldsungen fur die Zellkultur

Dulbecco’s modified eagle’s medium
fetales Kalberserum (FKS)
Gentamicin (10 mg/ml)

Hank’s balanced salt solution (HBSS)

Trypsin-EDTA-L6sung (0,05%)

2.1.4 Zelllinie

MCF-7-Zellen

(human, Brustadenokarzinomzellen)

Gibco / Life Technologies, Darmstadt
Gibco / Life Technologies, Darmstadt
Gibco / Life Technologies, Darmstadt
Biochrom, Berlin

Gibco / Life Technologies Darmstadt

CLS, Eppelheim
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2.1.5 Versuchstiere

Sprague-Dawley Ratten Harlan Laboratories, AN Venray,

Niederlande

2.1.6 Bakterien

Escherichia coli (E. coli) Top 10 Invitrogen / Life Technologies, Darmstadt

Genotyp: F-mcrAA(mrr-hsdRMS-mcrBC)
¢80 lacZ AM15 AlacX74 nupG recAl
araD 139 A (ara-leu) 7697 galE15
galK16 rpsL(StrY) endALN

2.1.7 Substanzen fir die Mikrobiologie

Ampicillin Natriumsalz (= 99%) Roth, Karlsruhe
Bacto-Trypton Roth, Karlsruhe
Chloramphenicol (= 98%) Roth, Karlsruhe
Hefeextrakt Roth, Karlsruhe
LB-Medium (Lennox) Roth, Karlsruhe
LB-Agar (Lennox) Roth, Karlsruhe

2.1.8 Antikdrper

Antikdrper fur den Immunoblot

anti-SREBP-1 IgG (rabbit, polyklonal) Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
anti-SREBP-2 IgG (rabbit, polyklonal) Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
anti-mouse IgG (goat, polyklonal, HRP)  Jackson ImmunoResearch, Suffolk, UK
anti-rabbit IgG (goat, polyklonal, HRP) Sigma-Aldrich, Taufkirchen

anti-beta Aktin IgG (mouse, monoklonal) Abcam, Cambridge, UK
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2.1.9 Enzyme

Restriktionsenzyme Fermentas / Thermo Fisher Scientific,
St. Leon-Rot

T4 DNA-Ligase Fermentas / Thermo Fischer Scientific,
St. Leon-Rot

shrimp alkaline phosphatase (SAP) Fermentas / Thermo Fisher Scientific,
St. Leon-Rot

pegqGOLD RNase A Peglab, Erlangen

RevertAid™ Reverse Transcriptase Fermentas / Thermo Fisher Scientific,

St. Leon-Roth

2.1.10 Protein-GroRenmarker

Broad range protein molecular weight Promega, Mannheim

markers

PageRulerTM prestained protein ladder  Fermentas / Thermo Fisher Scientific,
St. Leon-Rot

2.1.11 Small interfering RNA (SiRNA)

Fur die Experimente mit RNA-Interferenz wurde eine Kontrolle verwendet, die in ihrer
Lange und Konfiguration einer Standard-siRNA entspricht, deren Sequenz aber zu

keinem bekannten Gen homolog ist.
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Bei dieser siRNA handelte es sich um BLOCK-T™ Alexa Fluor® Red Fluorescent
Control (Kat. # 14750-100; Invitrogen / Life Technologies, Darmstadt).

Tabelle 1: Stealth RNAi™ siRNA (Invitrogen / Life Technologies, Darmstadt)

Oligonukleotidsequenz (5°-3") SsiRNA ID / Kat. #
. SREBP.1 AGGCCAUCGACUACAUCCGCUUCUU Srebfl MSS209482 /
Si- -
AAGAAGCGGAUGUAGUCGAUGGCCU # 1320001
. SREBP.2 GGCUUCUUGGCUAGCUACUUCUUAA Srebf2 RSS312552 /
si- -
UUAAGAAGUAGCUAGCCAAGAAGCC # 1330001

2.1.12 Vektoren

Tabelle 2: Verwendete Vektoren

Vektor Beschreibung Herkunft
Expressionsvektor, CMV-Promotor, Invitrogen / Life

PcDNA3.1(+) Neomycin- und Ampicillin-Resistenz, Technologies,
5428 bp Darmstadt

pcDNA3.1(+)-nSREBP- nSREBP-1c-Expressionsvektor, kodiert  Dissertation

1c fur das nukleare SREBP Christine Rauer
SREBP-2 der Ratte (Aminosauren 1 - Dissertation
pcDNA3.1(+)-nSREBP-2 o _ o
460), in Hindlll/BamHI kloniert Christine Rauer
Firefly-Luziferase-Reportergen ohne Promega,

pGL4.10[luc?] o . .
Promotor, Ampicillin-Resistenz, 4242 bp Mannheim

Firefly-Luziferase.Reportergen mit Mi- Promega,
pGL4.23[luc2/minP] nimalpromotor, Ampicillin-Resistenz, Mannheim

4283 bp

Renilla-Luziferase-Reportergen, HSV- Promega,
pGL4.74[hRIuc/TK] TK-Promotor, Ampicillin-Resistenz, Mannheim

4237 bp
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2.1.13 Oligonukleotide

Die bendtigten Oligonukleotide (primer) wurden von der Firma Eurofins Genomics mit
Sitz in Ebersberg bezogen. Die Oligonukleotide wurden entsalzt geliefert und die

Orientierung mit F (forward) und R (reverse) gekennzeichnet.

Oligonukleotide fiir die PCR

Die Oligonukleotide fur die gqPCR wurden zunachst mit DEPC-Wasser geldst und
anschlieBend 1:10 mit DEPC-Wasser verdunnt. Fur die Herstellung von Reporter-
genvektoren mittels konventioneller PCR wurden die Oligonukleotide in sterilem

Wasser gelost und danach ebenfalls 1:10 verdinnt.

Die Oligonukleotide mit 116 Basenpaaren (bp) fiur die Herstellung der Reportergen-
vektoren wurden in Tris-EDTA-NaCl- (TEN-) Puffer gelést und anschlieRend 1:10

verdinnt, sodass sie in einer Konzentration von 100 ng/pl vorlagen.

Oligonukleotide fiir die Herstellung der Expressionsvektoren

Die in dieser Arbeit verwendeten Expressionsvektoren wurden in der Arbeitsgruppe
von Herrn Prof. Dr. Eder am Institut fur Tiererndhrung und Ernahrungsphysiologie
der JLU Giel3en hergestellt.
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Material und Methoden

2.1.14 DNA-GroRenmarker

GeneRuler™ 100 bp DNA Leiter Fermentas / Thermo Fisher Scientific,
St. Leon-Rot

O'GeneRuler™ 1 kb DNA Leiter Fermentas / Thermo Fisher Scientific,
St. Leon-Rot

2.1.15 L6sungen, Medien und Puffer

Falls nicht anders vermerkt, wurden die Lésungen, Medien und Puffer mit bidestillier-
tem Wasser (ddH,0) hergestellt.

Medien und Losungen fir die Zellbiologie

25-OH-Cholesterin geldst in absolutem Ethanol
(Stammlésung 5 mM)

ALLN 5mg ALLN geldstin
(Stocklésung 25 mg/ml) 200 ml DMSO
atRA geldst in DMSO

(Stocklésung 0,1 mM)

Kryomedium 95% Zellkulturmedium
5% DMSO
Zellkulturmedium 500 ml DMEM
55,8 ml FKS

2,23 ml  Gentamicin
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Medien und Loésungen fir die Mikrobiologie

Ampicillin-Stammldsung 50 mg/ml, steril filtriert

Chloramphenicol-Stammlésung 34 mg/ml, in absolutem Ethanol,

steril filtriert

LB-Medium 20 g/l, autoklaviert
LB-Agar 35 g/l, autoklaviert
SOC-Medium (pH 7,0) 2% (w/v) Trypton/Pepton

0,5% (w/v) Hefeextrakt
10 mM NacCl
2,5 M KCI

autoklaviert, nach Abkuhlung Zugabe
von 20 mM Glucose

Puffer

DEPC-H,0 0,01% (v/v) DEPC

Inkubation bei 37°C fur 24
Stunden, autoklavieren

Lysis Buffer 100 mM  Tris-HCI
5mM EDTA
0,2% SDS
200 mM NacCl

PBS (pH 7,4) 140 mM NaCl
3mM KCI
8 MM Na;HPO,
1,8 mM KH,PO,
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Ponceau S-Losung

Puffer 1 (pH 8,0)

Puffer 2

Puffer 3 (pH 5,5)

RIPA

Sammelgelpuffer (pH 6,8)

SDS-Laufpuffer (pH 8,3)

TAE-Puffer (pH 8,5)
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0,5% (wi/v)
1% (viv)

50 mM
10 mM
100 pg/ml

200 mM
1% (w/v)

3M

50 mM
150 mM
10%
0,1%
1%
1mM
0,5%

0,5M

25 mM
192 mM
0,1% (w/v)

10x2 M
1M
50 mM

Ponceau S
Eisessig

Tris-HCI
EDTA
RNase A

NaOH
SDS

Kaliumacetat

Tris-HCI (pH 7,4)
NacCl

Glycerin

SDS
Triton-X-100
EDTA
Desoxycholat
ddH,0

Tris
pH mit HCI einstellen

Tris

Glycin

SDS

pH nur kontrollieren

Tris
Eisessig
EDTA
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TBS-T (pH 7,5), 5x

TEN (pH 8,0)

Transferpuffer nach
Kaminsky et al. (1994)
(pH ~8,3)

Transferpuffer nach
Towbin et al. (1979)
(pH ~8,3)

Trenngelpuffer (pH 8,8)

2.1.16 Reaktionssysteme

BC Assay protein quantitation Kit
beetle-juice

DIG gel shift Kit, 2" generation
DIG wash and block buffer set
ECL Plus Kit

lllustra™PuRetaq ready-To-Go™ PCR
beads

KAPA™ SYBR® FAST Universal

MykoplasmentestVenor®GeM

50 mM
150 mM
0,5% (v/iv)

10 mM

1mM
0,1 M

0,05% (w/v)

25 mM
192 mM
20% (v/v)

15M

Tris
NacCl
Tween 20

Tris
EDTA
NacCl

Siehe Transferpuffer nach
Towbin et al. (1979)

Lithiumdodecylsulfat
(LDS)

Tris

Glycin

Methanol

pH nur kontrollieren

Tris
pH mit HCI einstellen

Uptima-Interchim, Montlucon, Frankreich

PJK, Kleinblittersdorf

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

GE Healthcare, Minchen

GE Healthcare, Minchen

Peglab, Erlangen

Minerva Biolabs, Berlin
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Nuclear extract Kit Activ Motif, La Hulpe, Belgien
Qiagen Plasmid Midi Kit Qiagen, Hilden

QIAquick® Gel Extractation Kit Qiagen, Hilden

QIAquick ® PCR Purification Kit Qiagen, Hilden

Renilla-Juice PJK, Kleinblittersdorf
RNeasy Lipid Tissue Mini Kit Qiagen, Hilden

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultivierung

MCF-7 ist die Abklrzung fir Michigan Cancer Foundation-7 und beschreibt eine
Krebszelllinie der Mamma. Sie wurde 1970 aus metastasierten Zellen in einem
Pleuraerguss einer 69-jahrigen, weil3en, kaukasischen Frau isoliert. Die Patientin litt

an einem Adenokarzinom.

Es handelt sich um epitheliale Zellen, die in einem Monolayer wachsen (Abbildung
4). Die Zelllinie wurde 1973 von Herbert Soule et al. (1973) etabliert und stellt die am
haufigsten verwendete Brustkrebszelllinie der Welt dar. MCF-7-Zellen exprimieren

sowohl den Ostrogen- als auch den Progesteron-Rezeptor exprimieren.

Die Zellen wurden in einer 75 cm?-Zellkulturflasche bis zu einer Konfluenz von ca.
80% kultiviert. Dabei wurde das Medium alle 2-3 Tage gewechselt. Regelmalig fand
eine makroskopische sowie mikroskopische Untersuchung auf Verunreinigungen o-

der Mikroorganismen statt.

Danach wurden die Zellen subkultiviert. Dazu wurde zunachst das alte Medium ab-
gesaugt und der Zellrasen mit 10 ml Hank’s balanced salt solution (HBSS) gespililt.
Im Anschluss wurden 5 ml eines 0,05%-igen Trypsin-EDTA-Gemisches zugegeben
und die Zellen fur finf Minuten im CO»-Inkubator inkubiert. Nachdem sich die Zellen
geldst hatten, wurden 10 ml Medium zugegeben, um das Trypsin zu inaktivieren. Da-
nach wurde das Gemisch bei 700 rpm fuir zwei Minuten zentrifugiert, der Uberstand
abgesaugt und das Zellpellet mit 10 ml frischem Medium resuspensiert. Um die Zel-
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len zu vereinzeln, wurde die Zellsuspension mehrfach auf- und abpipettiert. Hiernach

wurde die Zellzahl mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

Aus den Zellzahlen von vier ausgezahlten Gro3quadraten wurde der Mittelwert be-
rechnet, der der Zellzahl in 0,1 ul der Zellsuspension entsprach. AbschlieRend wur-
den 1,3 x 10° Zellen in einer neuen 75 cm?-Zellkulturflasche subkultiviert.

ATCC Number: HTB-22
Designation: ~ MCEF-7

. y - ) A% 0§ J
Low Density Scale Bar=100um  High Density Scale Bar = 100pm

Abbildung 4: MCF-7-Zellen in Kultur (ATCC)

2.2.2 Kryokonservierung und Revitalisierung der Zelllinie
Fur die Kryokonservierung wurden die MCF-7-Zellen wie in Kapitel 2.2.1 beschrieben
trypsiniert und die Zellzahl ermittelt.

AnschlieBend wurden 1,5 x 10° Zellen in Kryordhrchen pipettiert, das Volumen mit
Kulturmedium auf 1,5 ml aufgefillt und 5% Dimethylsulfoxid (DMSO) zur Kryokon-
servierung zugegeben.

Danach wurden die Zellen fiir 24 Stunden bei -80°C gelagert und erst darauffolgend
bei -196°C in flussigem Stickstoff eingelagert.
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Zur Revitalisierung wurden die Kryoréhrchen mit den MCF-7-Zellen in einem auf
37°C vorgewarmten Wasserbad aufgetaut und anschlieend direkt in eine mit er-
warmtem Zellkulturmedium beflllte Zellkulturflasche tberfuhrt. Am folgenden Tag

erfolgte ein Mediumwechsel.

2.2.3 Mykoplasmentest

Die Zellen wurden in regelmafigen Abstadnden auf eine Kontamination mit Myko-

plasmen untersucht.

Dazu wurde der Venor®GeM Mykoplasmentest (Minerva Biolabs) nach Herstelleran-

gaben verwendet.

2.2.4 Herstellung von Agar-Platten

Zur Herstellung der Agar-Platten wurde LB-Agar in ddH,0 geldst und anschliel3end
autoklaviert. Nach dem Abkuhlen auf 50°C und Zugabe eines Antibiotikums wurde
der Nahrboden unter der Sterilbank in Petri-Schalen gegossen und zum Aushérten
stehen gelassen. Zum Abschluss folgte ein Trocknungsschritt unter der Sterilbank.

Die Aufbewahrung erfolgte bei + 4°C bis zur weiteren Verwendung.

2.2.5 Praparation von Gesamt-RNA aus eukaryoten Zellen

Nach der Behandlung wurde das Behandlungsmedium aus den Wells entfernt und

die Platte bei -80°C tiefgefroren, oder die RNA wurde direkt im Anschluss gewonnen.

Fur die RNA-Isolierung wurde TRIzol® Reagent (Invitrogen) nach den Angaben des
Herstellers verwendet. Es wurden 150 pl Trizol je Well in die Kavitaten der 24-Well-
Platte gegeben und fir funf Minuten unter Schwenken bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschlieiend wurde der Inhalt der Kavitaten in Eppendorf-Tubes Uberfuhrt, wobei

immer zwei Proben gepoolt wurden.

Danach wurden 60 ul Chloroform je Kavitat zugegeben, gemischt und bei Raumtem-
peratur fur drei Minuten inkubiert. Hiernach erfolgte eine 15-minttige Zentrifugation
bei 4°C und 13.000 rpm.
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Anschliel3end wurde die RNA-haltige, wassrige Phase in ein neues Eppendorf-tube
Uberfihrt und mit 150 pl Isopropanol prazipitiert. Nach erneutem Mischen und Inku-
bieren fur 10 Minuten bei Raumtemperatur erfolgte der nachste Zentrifugationsschritt.

Die Proben wurden bei 4°C und 13.000 rpm fur 10 Minuten zentrifugiert.

Die Uber dem RNA-Pellet befindliche Flussigkeit wurde entfernt und die RNA durch
Zugabe von 300 pl 75%-igem Ethanol gewaschen. Es folgte ein weiterer Zentrifuga-
tionsschritt fur funf Minuten bei 4°C und 13.000 rpm, bevor das Ethanol entfernt wur-

de. Anschliel3end wurde das RNA-Pellet getrocknet.

Danach wurden das RNA-Pellet mit 15 pul DEPC-Wasser geldst und fur 10 Minuten

bei 60°C und 900 rpm im Thermomixer comfort inkubiert.

Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

2.2.6 RNA-Isolierung aus Milchdrisengewebe

Fur die Isolierung von RNA aus Milchdrisengewebe der Ratte wurde das RNAeasy
Lipid Tissue Mini Kit von Qiagen verwendet. Es wurden 35 - 40 mg je Probe einge-

wogen. Die Durchfihrung der RNA-Isolierung erfolgte nach den Herstellerangaben.

2.2.7 Photometrische Konzentrationsmessung von Nukleinséduren

Die Konzentration von DNA bzw. RNA wurde in ng/ul mittels NanoQuant plate™ am
TECAN infinite M200 bei einer optischen Dichte von 260 nm und 280 nm gemessen.
Dartber hinaus wurde der Quotient aus den Absorptionswerten bei 260 nm und
280 nm bestimmt. Dies diente als Hinweis auf den Reinheitsgrad der gewonnenen
DNA bzw. RNA.

2.2.8 cDNA-Synthese

Die Synthese der complementary DNA (cDNA) diente der Umschreibung der isolier-
ten einstrangigen RNA in doppelstrdngige cDNA. Diese Umschreibung wird als re-

verse Transkription bezeichnet.

Um die gewonnene Gesamt-RNA in cDNA umzuschreiben, wurden 2,4 ug der isolier-
ten RNA in DEPC-Wasser gegeben, sodass sich ein Gesamtvolumen von 10 pl
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ergab. Der so verdinnten RNA wurden 40 pl eines cDNA-Synthese-Mastermix zuge-
geben. Dieser Mix enthielt die zur Umschreibung bendtigten Oligo-dT-Primer und

Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPs), sowie das Enzym Reverse Transkriptase.

Die exakte Zusammensetzung des cDNA-Synthese-Mastermix ist der Tabelle 7 zu

entnehmen.
Fur die Synthese der cDNA wurde der Thermocycler (Biometra) verwendet.

Der Prozess dauerte eine Stunde bei 42°C; danach wurde die Reaktion bei 72°C

Uber 10 Minuten abgestoppt.
Im Anschluss an die Synthese wurde die cDNA 1:2 mit DEPC-Wasser verdinnt.

Die Aufbewahrung bis zur weiteren Verwendung erfolgte bei -20°C.

Tabelle 7. Zusammensetzung des cDNA-Synthese-Mastermix pro Reaktionsansatz

Reagenzien Volumen in pl
Oligo-dT-18 Primer, 100 mM 1
5-fach Puffer 5
dNTP, 10 mM 1,25
DEPC-Wasser 12,45
RevertAid™ reverse transkriptase 200 U/pl 0,3

2.2.9 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Bei der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) handelt es sich

um eine enzymatische Methode, mit der DNA in vitro vervielfaltigt werden kann.

Um gezielt bestimmte DNA-Abschnitte (Zielgene) zu vervielfaltigen, werden spezifi-
sche Primer eingesetzt. Die Amplifizierung wird in drei sich zyklisch wiederholende

Schritte unterteilt.

Zunéchst wird die doppelstrangige DNA thermisch bei 90 - 95°C denaturiert und die
Polymerase somit aktiviert. Danach folgt das Annealing. Darunter versteht man die

Hybridisierung der Primer an komplementéare DNA-Einzelstrange bei 50 - 70°C. Als
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dritter Schritt schlief3t sich die Elongation der Primer an. Dabei werden die Primer
durch die thermostabile DNA-Polymerase unter Verwendung von Desoxyribonukleo-
sidtriphophaten (dNTP’s) verlangert. Dieser Schritt lauft bei 72°C ab.

Durch die Wiederholung der einzelnen Schritte kommt es zu einer exponentiellen

Vervielfaltigung der DNA.

2.2.9.1 konventionelle PCR
Die konventionelle PCR-Reaktion erfolgte im Thermocycler (Biometra) unter Ver-
wendung der lllustra™ PuReTaq Ready-To-Go™ PCR beads. Ein bead entspricht 10
mM Tris-HCL (pH 9,0), 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl,, 200 uM eines jeden dNTP und
2,5 units puReTag-DNA-Polymerase und wurde in einem Endvolumen von 25 pl ge-

|0st.

Ein PCR-Ansatz enthielt 3 ul Template-DNA, ein bead und je 2 ul des Vorwarts- bzw.
Ruckwarts-Primer und wurde mit DEPC-Wasser auf 25 pl aufgefullt.

Zur Vervielfachung der DNA wurden die Proben im Thermocycler folgenden Schritten
unterzogen: als erstes erfolgte die Denaturierung tUber 5 Minuten bei 95°C. Dieser
schloss sich ein 3-phasiger Zyklus mit 35 Wiederholungen an, der sich aus einer 30
Sekunden andauernden Denaturierungsphase bei 95°C, einer 30 Sekunden langen
Annealingphase bei 60°C und einer 30 - 90 Sekunden andauernden Extensionspha-
se bei 72°C zusammensetzte. Final fand nochmals eine Elongationsphase Uber
5 Minuten bei 72°C statt. Nach Abschluss der Amplifikation wurde eine Agarose-
Gelelektrophorese (Kapitel 2.2.10) zur Analyse der PCR-Produkte durchgefihrt.

2.2.9.2 Real-time quantitative PCR
Die Durchflihrung der gPCR erfolgte im Rotor-Gene Q (Qiagen) unter Verwendung
des KAPA™ SYBR® FAST QPCR MasterMix for Bio-Rad iCycler™ nach Hersteller-
angaben. Die Messungen erfolgten in einem Einfach-Ansatz.

Fur die RT-gPCR wurde die SYBR@Green-Methode verwendet. SYBR@Green ist ein
fluoreszierender Farbstoff, der eine sehr hohe Affinitat zu doppelstrangiger DNA auf-
weist. Durch Zugabe von SYBR®Green zu dem PCR-Ansatz wird es mdglich, die
Zunahme des doppelstrangigen PCR-Produkts in Echtzeit durch eine steigende Fluo-

reszenz zu detektieren.
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Der Master-Mix fiir die qPCR setzte sich aus DEPC-Wasser, KAPA™ SYBR® FAST
QPCR MasterMix, Vorwarts- und Ruckwarts-Primer zusammen. Die genaue Zusam-

mensetzung ist der Tabelle 8 zu enthnehmen.

Von diesem Master-Mix wurden 9 ul in die PCR-tubes pipettiert und anschliel3end

2 1l cDNA dazu gegeben.

Als Referenzgene fungierten bei den MCF-7-Zellen die Gene ATP synthase subunit
beta, mitochondrial (ATP5B), Cytochrom C1 (CYC1), eukaryotic translation initiation
factor 4A2 (EIF4A2), Succinat Dehydrogenase Komplex subunit A (SDHA), Ubiquitin
(Ubc) und tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation pro-
tein, zeta (YWHAZ). Fiur die Untersuchungen der Gewebeproben wurden die Refe-
renzgene beta-Aktin, Calnexin (CANX), Malat-Dehydrogenase 1 (MDH1), ribosoma-
les Protein L13 (RPL13), Topoisomerase (DNA) | (TOP1) und YWHAZ gemessen.
Aus diesen wurden mittels der Software GeNorm jeweils die drei stabilsten ermittelt

und anhand dieser die Normalisierungsfaktoren generiert.

Die relativen Genexpressionen wurden aus den gemessenen Cr-Werten berechnet.
Die Ct-Werte sind eine theoretische GroRRe. Sie definieren den PCR-Zyklus, in dem
das Fluoreszenzsignal die Hintergrundfluoreszenz tbersteigt. In dieser Arbeit wurden
die Ct -Werte bei einem Schwellenwert von 0,06 ermittelt und fur die Berechnung der
relativen Genexpressionen verwendet. Die ermittelten Cr-Werte wurden durch die
Formel 2°; in relative Mengen umgewandelt und mittels der generierten Normalisie-

rungsfaktoren korrigiert.

Die Effizienz der verwendeten Primer wurde in Vorexperimenten ermittelt und bei
einer Efizienz von mindestens 0,75 als geeignet erachtet. Zur Berechnung der

Primereffizienz wurde die Formel 10¢5'°P®)_1 yerwendet.

Die entstandenen PCR-Produkte wurden mit Hilfe einer analytischen Agarose-

Gelelektrophorese (Kapitel 2.2.10) auf ihre Grél3e und Qualitat tberprift.
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Tabelle 8: Zusammensetzung des PCR-Mastermix fur eine Probe

Reagenzien Menge (in pul)

DEPC-Wasser 3,6
KAPA™SYBR®FAST qPCR MasterMix 5
Vorwarts-Primer 0,2

Rickwarts-Primer 0,2

2.2.10 Analytische Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine Methode, um negativ geladene Nukleinsau-
ren im elektrischen Feld nach ihrer GréRe aufzutrennen. Sie dient der Uberpriifung
von gebildeten PCR-Produkten und wurde aus diesem Grund nachfolgend an eine
PCR durchgefuhrt. Je nach erwarteter Produktgrof3e wurde die Konzentration des
Agarose-Gels gewahlt, denn je nach Anteil der Agarose unterscheidet sich der Ver-

netzungsgrad des Gels und somit auch dessen Siebeffekt.

Fur die qualitative Beurteilung der mittels PCR gebildeten Produkte wurden Agarose-

Gele von 1 - 2 % eingesetzt. Das Gel bestand aus Agarose und 1x TAE-Puffer.

Die Agarose wurde in TAE-Puffer geldst und anschlieBend beides aufgekocht. Nach
dem Abkihlen auf 70°C wurden 3 pl GelRed Nucleic Acid Gel Stain zugegeben und
das Gel in den Gelelektrophoreseschlitten gegossen. Nach dem Ausharten wurde
das Gel in TAE-Puffer equilibriert und die Proben aufgetragen. Zu jeder Probe wurde
5x Gelladepuffer (5x Green GoTag® Flexi Buffer) hinzugefugt. Aul3erdem wurde zu-

satzlich ein GrolRenmarker aufgetragen.

Die Elektrophorese wurde bei 120 Volt durchgefiihrt. Zur anschlieenden Analyse

wurde das Gel unter UV-Licht (GeneFlash) ausgewertet.

2.2.11 Gewinnung genomischer DNA aus MCF-7-Zellen

Um genomische DNA aus humanen MCF-7-Zellen zu gewinnen wurden die Zellen in
einer 75 cm®Zellkulturflasche ausgeséat. Nach Erreichen der Konfluenz wurde das

Medium abgesaugt, Trypsin-EDTA zugegeben und die Zellen fir sechs Minuten bei
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37°C inkubiert. AnschlieRend wurde Medium zur Inaktivierung des Trypsins zugege-
ben und die Zellsuspension fur finf Minuten bei 1000 rpm zentrifugiert. Als nachstes
wurde das gewonnene Zellpellet mit 1x phosphate buffered saline (PBS) gewaschen
und erneut abzentrifugiert. Danach wurde das Zellpellet in einem Gemisch aus 2,5 ul
Protease K und 500 pl Lysis Buffer tiber Nacht im HybriLinker™ inkubiert. Am nachs-
ten Tag schloss sich ein Zentrifugationsschritt von finf Minuten bei 6.000 rpm an.
Der Uberstand wurde abgenommen, die DNA mit 500 pl Isopropanol geféllt und das
Gemisch fur 20 Minuten bei 14.000 rpm zentrifugiert. Die gewonnene DNA wurde mit
70% Ethanol gewaschen; anschlie3end erfolgte die Trocknung des DNA-Pellets und
schlieBlich die Zugabe von 70 pl Elution Buffer (Qiagen) zum Losen der genomi-
schen DNA. Bis zur weiteren Verwendung wurde die DNA bei -20°C aufbewabhrt.

2.2.12 Gewinnung der cytosolischen sowie der nuklearen Proteinfraktion

Nach den Inkubationsversuchen wurde die cytosolische Proteinfraktion (CPF) und

die nukleare Proteinfraktion (NPF) aus den Zellen gewonnen.

Drei Stunden vor der Proteingewinnung wurden die Zellen mit 25 pg/ml des Calpain-
Inhibitors N-Acetyl-Leu-Leu-Norleucinal (ALLN) behandelt. Dies wirkt einem gestei-
gerten Abbau der SREBPs entgegen (Wang et al., 1994; Hua et al., 1996).

Die Proteinfraktionen wurden aus 6-Well-Platten gewonnen, wobei immer zwei Wells

gepoolt wurden.

Dazu wurde das Nuklear Extract Kit von Active Motif nach Herstellerangaben ver-
wendet und an die Zelllinie angepasst.

Zunachst wurden die Zellen mit eiskaltem PBS/Phosphatase Inhibitor gewaschen.
Hiernach wurden nochmals 0,5 ml PBS/Phosphatase Inhibitor auf den Zellrasen ge-
geben und die Zellen mit einem Zellschaber vom Boden abgeldst. Die resultierende
Zellsuspension wurde in ein Reaktionsgefald tberfuhrt und fir 5 Minuten bei 4°C und

500 rpm zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand verworfen.

Das Zellpellet wurde mit 50 ul Hypotonic Buffer resuspendiert und fur 15 Minuten auf
Eis inkubiert. Im Anschluss daran wurden 5 pl Detergens zugegeben und die Sus-
pension sorgfaltig durchmischt. Danach erfolgte erneut ein Zentrifugationsschritt fur
30 Sekunden bei 4°C und 14.000 rpm. Der Uberstand enthielt die cytosolische Frak-
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tion und wurde in ein neues Reaktionsgefald Uberfihrt. Die gewonnene cytosolische

Proteinfraktion wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80°C aufbewabhrt.

Das entstandene Pellet wurde zur Gewinnung der nuklearen Proteinfraktion verwen-
det.

Dazu wurde dieses mit 15 pul Complete Lysis Buffer resuspendiert und anschlieRend

fur 30 min auf Eis auf dem Horizontalschuttler bei 150 rpm inkubiert.

Hiernach wurde die Suspension grindlich durchmischt und anschliel3end fir 10 min
bei 14000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der entstandene Uberstand entsprach der nuk-
learen Proteinfraktion, er wurde in ein neues Reaktionsgefald Uberfihrt und bis zur

weiteren Verwendung bei -80°C aufbewahrt.

Fur die Gewinnung der beiden Proteinfraktionen aus Rattenmilchdriisen wurde eben-
falls das Nuklear Extract von Active Motif verwendet und die Mengen der bendtigten

Puffer entsprechend der Herstellerangaben angepasst.

2.2.13 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentration der Zelllysate und der Gewebelysate wurde mit dem Bicin-
choninsaure assay (BC Assay) protein quantitation kit (Uptima-Interchim) nach Her-

stellerangaben bestimmt. Hierbei handelt es sich um eine kolorimetrische Messung.

Das Prinzip dieses Tests beruht auf der Reduktion von Cu?* zu Cu”* in alkalischem
Milieu durch Proteine. Je zwei Molekile Bicinchoninsaure assay Reagent A (BCA)
reagieren mit einem Cu*-lon und bilden einen wasserléslichen, violetten Farbkomplex
mit einem Absorptionsmaximum von 562 nm. Diese Reaktion ist temperatur- und

zeitabhangig. Die Absorption ist direkt proportional zu der Proteinkonzentration.

Fur deren Berechnung wurden bovine serum albumin- (BSA-) Standards von 0 pg/ml

bis 1000 pg/ml in Dreifachbestimmung mitgefihrt.
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte in einer Doppelbestimmung.

Die Reaktionslosung A bestand aus Na,CO3; und Bicinchoninsdure, die Reaktionslo-

sung B aus Kupfersulfat; beides wurde in einem Verhaltnis von A:B = 50:1 gemischt.
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Je 25 pl der Proben bzw. der Standards wurden in eine Kavitat einer 96-Well-Platte
pipettiert und anschliel3end je 200 pl des Reaktionsldsungsgemisches zugegeben.
Danach erfolgte die Inkubation fur 30 Minuten bei 37°C.

Die Absorption bei 562 nm wurde mittels TECAN infinite M200 gemessen und die

Proteinkonzentration in pug/ml mit Hilfe einer Eichgeraden berechnet.

Fur die SDS-PAGE wurden die Proben aus dem Zellversuch in einem Verhéaltnis von
1:25 verdunnt, die Proben aus dem Tierversuch 1:300 (CPF) bzw. 1:70 (NPF).

2.2.14 SDS-PAGE

SDS-PAGE steht fur sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis oder

auf Deutsch Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese.

Es handelt sich um eine Methode zur Proteinanalyse, mit der Proteingemische im
elektrischen Feld nach ihrer Grof3e aufgetrennt werden.

Als Matrix dient ein diskontinuierliches Gel auf Basis von Polyacrylamid.

Dieses diskontinuierliche Gel besteht aus einem Sammel- und einem Trenngel. Die
beiden Gele unterscheiden sich in ihrem pH-Wert und ihrem Vernetzungsgrad, der
abhangig von der Menge des eingesetzten Acrylamids ist.

Abhangig von der GroRRe des Zielproteins werden Trenngele mit verschiedenen Pro-
zentsatzen an Acrylamid verwendet. Bei den durchgefiihrten Versuchen wurden
8% und 12,5% Trenngele verwendet. Die Zusammensetzung von Trenn- bzw. Sam-

melgel ist Tabelle 9 bzw. 10 zu entnehmen.

Der Vorteil des SDS-PAGE gegeniber der nativen Gelelektrophorese besteht darin,
dass sich das SDS, ein anionisches Tensid, an die Proteine anlagert und diesen so-
mit eine konstant negative Ladung verleiht. Durch diese negative Ladung kommt es

zu einer Abstol3ung und folglich zu einer Linearisierung der Proteine.

Die verwendete Proteinkonzentration, das Probenvolumen und die Menge an Lade-

puffer sind in der Tabelle 11 ersichtlich.

Hiernach wurden die Proben fir den Nachweis der SREBP-1 und SREBP-2 fiur funf
min bei 95°C, die Proben fir den NIS-Nachweis fur 30 min bei 37°C im Thermo-

Shaker inkubiert um eine Proteindenaturierung zu erreichen.
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Neben den Proben wurde ein Protein-Gré3enmarker (PageRuler™ Prestained Pro-
tein Ladder) aufgetragen, anhand dessen die Proteine durch ihr Molekulargewicht

identifiziert werden kénnen.

Nach dem Auftragen von Proben und Protein-GroRRenmarkern, sowie dem Beflllen
der Elektrophorese-Kammer mit SDS-Laufpuffer, erfolgte die Auftrennung der Protei-
ne bei 100 V und 12 mA im Sammelgel bzw. bei 200 V und 20 mA im Trenngel.

Tabelle 9: Trenngel fur ein Gel

12,5 % 8 %
Acrylamid 1,562 ml 1mi
Trenngelpuffer 1,25 ml 1,25 ml
ddH,0O 2,138 ml 2,7 ml
SDS (10 %) 50 pl 50 pl
APS 50 ul 50 ul
TEMED 2u 2 ul
Tabelle 10: Sammelgel fur ein Gel
Acrylamid 150 pl
Sammelgelpuffer 375 ul
ddH,0 0,95 ml
SDS (10 %) 15 pl
APS 15 pl
TEMED 4 ul
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Tabelle 11: Probenvorbereitung fur die SDS-PAGE

Nachweis SREBP-1 10 - 15 pg NPF aufgefillt mit Lysis Buffer auf ein End-
volumen von 15 pl; versetzt mit 5 pl Roti®-Load; Inku-

bation im Thermoshaker fur 5 Minuten bei 95°C

Nachweis SREBP-2 10 - 15 pg NPF aufgefullt mit Lysis Buffer auf ein End-
volumen von 15 pl; versetzt mit 5 pl Roti®-Load; Inku-

bation im Thermoshaker fir 5 Minuten bei 95°C

Nachweis NIS 15 ug Protein (CPF) aufgefullt mit Hypotonic Buffer auf
ein Endvolumen von 10 pl; versetzt mit 10 pl Roti®-
Load; Inkubation im Thermoshaker fir 30 Minuten bei
37°C

2.2.15 Western Blot

Der Western Blot ist eine Methode, um gelelektrophoretisch aufgetrennte Proteine
auf Nitrocellulosemembranen zu tbertragen, qualitativ und quantitativ zu bestimmen

und zu identifizieren.

Fur den Proteintransfer auf die Nitrocellulosemembran wurde das semi-dry Verfahren

genutzt.

Dabei wurde das Polyacrylgel auf eine Nitrocellulosemembran gelegt und beides
sandwichartig zwischen fiber pads und blotting Papier geschichtet.

Die Membran, die fiber pads und das blotting Papier wurden vor ihrer Verwendung in

vorgekuhltem Transferpuffer aquilibriert.
Der Proteintransfer erfolgte tber 90 Minuten bei 100 V und 350 mA.

Bei dem Transferpuffer handelte es sich bei den SREBP-Blots um den Transferpuffer
nach Laemmli (1970) und bei dem NIS-Blot um den Transferpuffer nach Kaminski
et al. (1994).

Nach dem Proteintransfer wurde der Erfolg durch eine Farbung der Membran mit
Ponceau S Uberprift. Nach dem Entfarben der Nitrocellulosemembran mit 1x Tris-
buffered saline + Tween 20 (TBST) wurde diese mit einem Gemisch aus 1x TBST
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und 5% Milchpulver Uberschichtet und fur eine Stunde auf einem Wippschiittler bei

Raumtemperatur inkubiert.
Ziel dieses Inkubationsschrittes war es, die freien Bindungsstellen zu blockieren.

Danach wurde der spezielle Primarantikorper in den jeweiligen Konzentrationen (Ta-

belle 12) zugegeben und Uber Nacht bei 4°C auf einem Wippschuttler inkubiert.

Tabelle 12: Antikérper und deren Verdinnungen fiir den Immunoblot

anti-B-Aktin IgG (Maus, monoklonal) 1:100
anti-SREBP-1 IgG (Maus, monoklonal) 1:200
anti-SREBP-2 IgG (Kaninchen, polyklonal) 1:5.000
anti-mouse 1gG (Ziege, polyklonal, HRP) 1:10.000
anti-rabbit IgG (Ziege, polyklonal, HRP) 1:10.000

Die Zugabe des Sekundarantikdrpers erfolgte am nachsten Tag nach dreimaligem
Waschen mit 1x TBST. Nach 90-mindtiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde
nicht gebundener Sekundarantikérper ebenfalls durch dreimaliges Waschen mit 1x
TBST entfernt.

Direkt danach erfolgte die Sichtbarmachung der Proteinbanden mit dem ECL Plus Kit
(GE HealthCare).

Zur Auswertung wurde die Software Gene-Tools von Syngene verwendet.

Ich habe auch versucht, das NIS-Protein mit einem polyklonalen human high-affinity
anti-NIS Antikdrper, sowie mit einem monoklonalen NIS-AK von Thermo Scientific
nachzuweisen. Diese Untersuchungen erbrachten aber aus technischen Griinden

keine auswertbaren Resultate.

Fur die Bereitstellung des polyklonalen high-affinity anti-hNIS bedanke ich mich ganz
herzlich bei Prof. Nancy Carrasco (Department of Cellular and Molecular Physiology,

Yale University School of Medicine, New Haven, Conneticut).
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2.2.16 Anzucht und Lagerung von Escherichia coli

Die plasmidtragenden Escherichia coli (E. coli) wurden in antibiotikahaltigem lysoge-
ny broth (LB-) Medium vermehrt. Je nach Selektionsmarker des Plasmids oder des
bacterial artificial chromosome (BAC-) Klons wurde entweder Ampicillin (50 pg/ml)
oder Chloramphenicol (34 pg/ml) eingesetzt. Die Vermehrung der Bakterien war die
Voraussetzung zur Plasmidisolierung. Fur die Miniplasmidisolierung (Kapitel 2.2.24)
wurden die Bakterienkolonien zunachst auf Agarplatten angeztchtet. Davon wurde
eine Kolonie selektiert, diese in 5 ml antibiotikahaltiges LB-Medium angeimpft und
Uber Nacht im Inkubationsschiittler bei 37°C und 225 rpm inkubiert. Nach der Inkuba-
tion wurden 500 pl der Bakteriensuspension fir die Miniplasmidpréaparation entnom-
men. Die Lagerung der Suspension bei 4°C kann fur maximal 4 Wochen erfolgen.

Ein mittels Miniplasmidpraparation gewonnener und positiv sequenzierter Bakterien-
klon diente als Grundlage fur eine Midiplasmidpraparation (Kapitel 2.2.25). Dabei
wurden 3 pl Bakterienkultur aus der Miniplasmidpréparation in 100 ml antibiotikahal-
tigem LB-Medium angeimpft und Gber Nacht im Inkubationsschuttler bei 37°C und
225 rpm inkubiert. Um die so gewonnenen E. coli dauerhaft verwenden und lagern
zu konnen, wurde die Bakteriensuspension vorsichtig mit dem gleichen Volumen an

50% Glycerol (v/v) vermischt und bei -80°C eingefroren.

Der BAC-Klon RP11-343E23 (BACPAC Resources, Oakland, USA) wurde in einer
Flassigkultur vermehrt und anschlieBend auf einer Agar-Platte ausgestrichen. Nach
Inkubation Uber Nacht wurden einzelne Kolonien gewonnen und erneut in einer Flus-
sigkultur mit LB-Medium vermehrt. Der BAC-Klon wurde auf das Vorliegen eines
Missklons untersucht (Kapitel 2.2.20) und nachdem dies ausgeschlossen wurde, 1:1

mit Glycerin (50%) vermischt und bei -80°C fur die Stammhaltung gelagert.

2.2.17 Herstellung elektrokompetenter Escherichia coli

Um dauerhaft elektrokompetente E. coli zur Verfigung zu haben, wurden 10 pl eines
E. coli Top 10-Glycerolstocks in 5 ml antibiotikafreies LB-Medium angeimpft und tber
Nacht im Inkubationsschuttler bei 37°C inkubiert. Danach wurde diese vorinkubierte
Bakteriensuspension in 100 ml antibiotikafreies LB-Medium angeimpft, im Inkubati-
onsschiuttler bei 37°C inkubiert bis eine ODggy von 0,5 bis 0,6 erreicht war und an-

schlieRend 30 Minuten auf Eis inkubiert. Hiernach schlossen sich zwei Zentrifugati-
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onsschritte fur jeweils 15 Minuten bei 4°C und 3.000 rpm an, nachdem jeweils der
Uberstand verworfen und das Zellpellet mit eiskaltem ddH,O resuspendiert wurde.
Nach einem weiteren Mal Zentrifugieren erfolgte die Resuspension mit 5 ml eiskal-
tem Glycerin (10%). Nach einem letzten Zentrifugationsschritt fir 15 Minuten bei 4°C
und 3.000 rpm wurde die Bakteriensuspension final in 1 ml eiskaltem Glycerin (10%)
geldst und zu je 100 pl aliquotiert. Die Lagerung bis zur weiteren Verwendung erfolg-
te nach Schockgefrierung bei -80°C.

2.2.18 Transformation von Escherichia coli mittels Elektroporation

Die Transformation mittels Elektroporation ist eine physikalische Mdoglichkeit, um
Fremd-DNA in Prokaryoten zu schleusen. Durch die kurzzeitige Erzeugung eines
elektrischen Feldes wird die Zellmembran permeabel und lasst die rekombinante
DNA in die Zelle eindringen.

Es wurden 50 pul elektrokompetente E. coli langsam auf Eis aufgetaut und mit 1 pl
Ligationsansatz versetzt. Nach einer dreiminitigen Inkubation auf Eis wurde das
E. coli-Ligationsansatz-Gemisch in vorgekuhlte Elektroporationskiivetten Uberflhrt.
Die Elektroporation erfolgte bei 3 kV. Direkt danach wurden dem Gemisch 500 pl
super optimal broth with catabolite repression (SOC-) Medium zugesetzt und es wur-
de anschlieRend in ein Reaktionsgefald tberflhrt. Hiernach erfolgte eine Inkubation
Uber eine Stunde bei 37°C und 225 rpm im Inkubationsschdttler. Nach dem Ausstrei-
chen des Transfektionsansatzes auf antibiotikahaltigen Agarplatten und einer Inkuba-

tion bei 37°C Uber Nacht konnten plasmidtragende E. coli selektiert werden.

2.2.19 Praparation von DNA aus einer Agarosematrix

Um ein bestimmtes DNA-Fragment aus einem DNA-Gemisch isolieren zu kénnen,
bedient man sich einer praparativen Agarose-Gelelektrophorese. Diese erfolgt nach
der Spaltung mittels Restriktionsenzymen (Kapitel 2.2.20) und lauft analog zu der
analytischen Agarose-Gelelektrophorese (Kapitel 2.2.10) ab, wobei alle verwendeten
Materialen und Puffer dazu gereinigt bzw. neu angesetzt wurden. Nachdem die
Elektrophorese beendet ist, wird die bendtigte DNA-Bande unter einem horizontalen

UV-Transilluminator bei einer Wellenlange von 254 nm mit einem sterilen Skalpell
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herausgeschnitten. Die Isolierung der DNA aus der Agarosematrix erfolgt mit dem

QIAquick® GelExtraction Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben.

2.2.20 Spaltung durch Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind bakterielle Enzyme, die DNA an spezifischen Ba-
sensequenzen schneiden und werden daher haufig auch als molekulare Scheren
bezeichnet. Die in der Forschung am haufigsten verwendeten Restriktionsendonuk-
leasen schneiden die DNA an einer ganz spezifischen Erkennungssequenz, die in
der Regel eine palindromische Sequenz von vier, sechs oder acht Basenpaaren auf-
weist. Der enzymatische Schnitt durch die DNA kann entweder gerade oder versetzt
sein. Bei der Nomenklatur der Restriktionsendonukleasen steht der erste Buchstabe
fur die Gattung, der zweite und dritte Buchstabe fiir die Art und daran schlief3en sich
Namenszusatze oder die chronologische Abfolge der Entdeckung an. Die Restrikti-
onsendonukleasen werden haufig in der Klonierung verwendet, um DNA-Fragmente
zu identifizieren. Anhand von Restriktionskarten, die fur Genome und Plasmide exis-
tieren, konnen die Schnittstellen der Restriktionsendonukleasen erkannt und somit
die Lange von DNA-Fragmenten bestimmt werden (Mulhardt, 2009).

Fur den Restriktionsverdau des BAC-Klons wurde beispielsweise die Restriktionsen-
donuklease EcoRI verwendet. Hierbei handelt es sich um das erste Restriktions-
enzym, das in dem Stamm E. coliR (rough) entdeckt wurde. Es schneidet DNA an
der palindromischen Sequenz 5"-GAATTC-3" und verursacht aufgrund eines versetz-

ten Schnittes sogenannte sticky ends.

Die Spaltung durch verschiedene Restriktionsendonukleasen erfolgte entweder zu

analytischen oder praparativen Zwecken.

Der Ansatz fur eine Analyse mittels Restriktionsendonukleasen enthielt 0,5 pl Rest-
riktionsenzym (10 U/ul), 3 pl 10x Restriktionspuffer, 1 pul DNA und wurde mit sterilem
ddH,0 auf ein Gesamtvolumen von 30 ul aufgefillt. Der Ansatz flr eine praparative
Analyse bestand aus 1,5 pl Restriktionsenzym, 5 pl 10x Restriktionspuffer, 3 pl DNA
und wurde mit ddH,O auf ein Gesamtvolumen von 40 pl aufgefullt. Der Ansatz wurde
jeweils fur 2-4 Stunden bei 37 °C inkubiert. Bei der Verwendung von zwei Restrikti-
onsendonukleasen mit kompatiblen Puffersystemen konnte die DNA mit beiden En-

zymen zeitgleich inkubiert werden. Bendtigten die Restriktionsendonukleasen zwei
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verschiedene Puffersysteme, so wurde zunachst mit einem Enzym Uber ein bis zwei
Stunden gespalten und der Ansatz im Anschluss fur 10 Minuten auf 60°C erhitzt, um
das Enzym zu inaktivieren. Nach einer 5-mindtigen Inkubation auf Eis wurde das
zweite Enzym mit dem entsprechenden Puffer zugegeben und dieser Ansatz fur wei-
tere 2 Stunden bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde die hydrolysierte DNA mittels
analytischer (Kapitel 2.2.10) oder praparativer Agarose-Gelelektrophorese (Kapitel
2.2.19) aufgetrennt.

2.2.21 PCR-Aufreinigung

Die PCR-Aufreinigung oder purification dient der Befreiung der DNA von PCR-
Ruckstanden, wie Enzymen, primern, dNTPs und Salzen. Sie wird im Anschluss an
die PCR oder nach der DNA-Isolierung aus einer Agarosematrix durchgefihrt. Fur
die Durchfihrung wurde das QIAqgick PCR Purification Kit von Qiagen nach dem Pro-

tokoll des Herstellers verwendet.

2.2.22 DNA-Ligation

Die Ligation der DNA dient dem Verknupfen der Insert-DNA mit der Vektor-DNA un-
ter Ausbildung einer Phosphodiester-Bindung zwischen dem 3"-Hydroxylende und
dem 5°-Phopsphatende der zu ligierenden DNA-Strange. Vorbereitend auf die Ligati-
on wurden beide DNA-Strange mittels identischer Restriktionsenzyme hydrolysiert
(Kapitel 2.2.20). Fur die Ligation wurde ein Ansatz bestehend aus 100 ng/ul Vektor-
DNA, 100 ng/ul Insert-DNA, 1 ul 10x Ligasepuffer und 1 ul T4 DNA-Ligase (1 U/ul)
mit sterilem ddH»0 auf ein Gesamtvolumen von 10 pl aufgefullt. Anschlie3end wurde
der Ansatz Uber Nacht bei 16°C inkubiert.

2.2.23 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung wurde durchgefihrt, um die Nukleotidabfolge der generier-
ten Plasmid-DNA zu Uberprufen. Die generierte Plasmid-DNA wurde mit Hilfe se-
quenzspezifischer primer (Tabelle 6) der Firma LGC Genomics GmbH (Berlin) se-
guenziert und mit dem Programm SNAStar/EditSeq (DNASTAR, Inc., Madison, USA)

analysiert.
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2.2.24 Miniplasmidpraparation

Das Prinzip der Miniplasmidpraparation beruht auf einer alkalischen Lyse und dient
der Gewinnung kleiner Mengen an DNA, die dann qualitativ analysiert werden kann.
Voraussetzung fur die Miniplasmidpréparation ist die vorherige Anzucht von E. coli,

wie in Kapitel 2.2.16 beschrieben.

Im ersten Schritt wurden die Bakterien mittels Zentrifugation Uber 10 min bei
5.000 rpm pelletiert und anschlielend in 250 ul Puffer 1 vollstandig resuspendiert.
Nach Zugabe von 250 pl Puffer 2 wurden die Zellen unter Schwenken bis zum Erhalt
einer klaren, viskdsen Flussigkeit lysiert. Danach wurde die Reaktion mit Puffer 3
abgestoppt und die Losung fiir 30 min bei 14.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde zum Féllen der DNA in 850 ul absoluten Ethanol tberfuhrt und gut durch-
mischt. Durch erneutes Zentrifugieren bei 14.000 rpm fur 30 min wurde die DNA pel-
letiert. Daraufhin erfolgte ein Waschschritt mit 70% Ethanol und die Trocknung in ei-
ner Vakuumzentrifuge fr 5 min bei 45°C. Als letztes wurde das Pellet mit 50 pl eluti-
on Puffer resuspendiert. Zur Uberpriifung der gewonnen DNA schloss sich daraufhin

ein analytischer Verdau mittels Restriktionsendonukleasen (Kapitel 2.2.20) an.

2.2.25 Midiplasmidpraparation

Um grol3ere Mengen hochreiner Plasmid-DNA aus E. coli zu isolieren, wurde die Mi-
diplasmidpraparation angewendet. Die gewonnene DNA diente der Generierung von
Reportergenvektoren und Plasmid-DNA fur die Transfektion. Hierfur wurde das Anio-
nen-Austauscher enthaltene Midi Plasmid Kit von Qiagen nach Herstellerangaben
verwendet. Die DNA wurde abschliel3end in 100 pl ddH.0 geldst und bis zur weiteren

Verwendung bei -20°C aufbewabhrt.

2.2.26 Vorversuch zur Ermittlung einer geeigneten Kontrollgruppe

Es wurde ein Vorversuch zur Ermittlung einer geeigneten Kontrollgruppe durchge-
fuhrt. Dazu wurden die Zellen mit den verschiedenen Lésungsmitteln (Ethanol und
DMSO) einzeln und in Kombination behandelt. Anschlieiend wurde RNA gewonnen
und die Proben mittels PCR analysiert. Dabei konnte gezeigt werden, dass kein sys-

tematischer Einfluss durch die Losungsmittel besteht.
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2.3 In vitro-Versuche

2.3.1 Inkubationsversuch mit 25-Hydroxycholesterin

Bei diesem Inkubationsversuch wurden die MCF-7-Zellen in 24- bzw. 6-Well-Platten

bei einer Konfluenz von 70 % mit dem Behandlungsmedium versetzt.

Das Behandlungsmedium bestand aus Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) und fetalem Kalberserum (FKS). Die Zellen jedes Wells wurden mit 5 pM
25-Hydroxycholesterin (25-HC) behandelt und fur 24 Stunden bei 37°C inkubiert.
Nach dieser Zeit erfolgten ein Mediumwechsel und eine zweite Behandlung mit

25-HC, worauf sich eine erneute Inkubation von 24 Stunden bei 37°C anschloss.

Nach der Studie von Kogai et al (Kogai et al., 2000) wurden die Zellen mit 1 uM atRA
behandelt, um eine ausreichende NIS-Expression zu erzielen. Die Retinsaure bewirkt
Uber ein Heterodimer aus RAR und RXR eine direkte Stimulation der NIS-mRNA-
Expression (Kogai und Brent, 2012).

Unter Berilcksichtigung der Studie von Hua et al. wurden die Zellen der 6-Well-
Platten, die der Proteingewinnung dienten, drei Stunden vor Zellaufschluss mit 25
pg/ml ALLN behandelt (Hua et al., 1996). Dabei handelt es sich um einen Calpain-
Inhibitor, der einer gesteigerten Degradation der SREBPs entgegenwirkt (Wang et
al., 1994).

2.3.2 RNA-Interferenz

Bei der RNA-Interferenz (RNAI) handelt es sich um einen natirlichen Mechanismus
der Genregulation, der insbhesondere bei der Abwehr von Viren beobachtet werden
kann. In der Forschung wird die RNAI vor allem zur Aufklarung von unbekannten
Funktionen bekannter Gene angewendet. Der Mechanismus beruht auf einer gen-
spezifischen, reversiblen, posttranskriptionalen Gen-Stilllegung. Die Beeinflussung
des Gens und somit seine Stilllegung wird durch Doppelstrang-RNA, die eine be-
stimmte Lange nicht unterschreiten darf, herbeigefiihrt. Das Kennzeichen der RNAI
ist ihre Spezifitat (Tuschl et al., 1999).

Die RNA: stellt eine Methode zum gene-silencing dar, es kommt also zur downregu-

lation eines bestimmten Gens. Dazu wird eine siRNA, also ein Stlck doppelstréangige
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RNA, in die Zielzelle eingebracht (Transfektion). Dort wird die siRNA enzymatisch in
kleine Stucke zerlegt. Diese binden an komplementare Sequenzen der mRNA und
fuhren so zu deren Abbau.

Dieser Mechanismus greift erst nach der Transkription in die Genregulation ein und

wird deshalb auch als posttranskriptionelles gene-silencing bezeichnet.

Bei dieser Art der Transfektion handelt es sich um eine transiente Form, da das ein-
gebrachte Genmaterial nicht in das Genom eingebaut wird.

Fir diesen Versuch wurden 24 Stunden vor der Transfektion 0,2 x 10° Zellen je Well
in einer 6-Well-Platte bzw. 6 x 10* Zellen pro Well in einer 24-Well-Platte ausgesat.
Nach Erreichen einer Konfluenz von 60 - 70 % erfolgte die Transfektion mittels Lipo-
fectamine® 2000 Transfection Reagent (Invitrogen). Es wurden sequenzspezifische

siRNA-Duplexe in einer finalen Konzentration von 50 nM verwendet.
Wahrend des gesamten Versuches wurde antibiotikafreies Medium verwendet.

Vor der Transfektion wurde das verbrauchte Medium entfernt und durch frisches Me-
dium ersetzt. Danach wurde der Transfektionsansatz zugegeben. Bei den 6-Well-
Platten betrug das Volumen des Transfektionsansatzes 500 ul je Well, bei den 24-
Well-Platten 100 pl.

Nach einer Inkubation bei 37°C Uber 24 Stunden endete die Transfektionszeit, das
Medium mit dem Transfektionsansatz wurde entfernt und frisches Medium zugege-

ben.

Anschliel3end erfolgte eine weitere Inkubation bei 37°C Uber 24 bzw. 48 Stunden,

bevor die Proteinfraktionen, bzw. die Gesamt-RNA, gewonnen wurden.

2.3.3 Uberexpression

Um eine Genuberexpression zu erreichen, wurden die MCF-7-Zellen mit einem Ex-
pressionsvektor transfiziert. Dazu wurde FuGene® 6 Transfection Reagent (Prome-
ga) verwendet. Es wurden fir die RNA-Isolierung 6 x 10* Zellen in einer 24-Well-
Platte und fiir die Proteingewinnung 2 x 10° Zellen in 6-Well-Platten ausgesat und
diese in ihrer exponentiellen Wachstumsphase bei ca. 70 - 80% Konfluenz behan-
delt. Der Transfektionsansatz bestand aus FuGene® 6 Transfection Reagent (Pro-

mega) und 500 ng Plasmid-DNA der jeweiligen Expressionsvektoren in einem ange-
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passten Volumen an DMEM-Medium. Der Transfektionsansatz wurde nach Herstel-
lerangaben bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurden 480 pl antibiotika-
freies Medium je Well zugegeben und mit 20 pl Transfektionsansatz versetzt. Es folg-
te eine 24-stiindige Inkubation bei 37°C und 5% CO,, in deren Anschluss das Medi-
um abgesaugt und durch 500 pl antibiotikafreies Medium ersetzt wurde. Nach einer
weiteren Inkubationsphase uber 24 Stunden schloss sich die RNA-Isolierung bzw.

die Gewinnung der Proteinfraktionen an.

2.3.4 lodid-Uptake

Neben dem aktiven Transport von lodid durch den NIS kommt es auch zu einer pas-
siven Diffusion des lons in die Zelle. Deshalb ging es bei diesem Versuch darum, den
aktiv durch den NIS aufgenommen Anteil an lod in die Zelle zu messen. Die Ver-
suchsdurchfiihrung richtete sich nach Studien von Luci et al. ( 2006) und Dohan et al.
(2006) und wurde nur geringfiigig geandert. Es wurde das radioaktive Isotop Na'?|
eingesetzt. Durch dieses radioaktiv markierte lodid kann der selektive Transport von
lodid durch den NIS gemessen und quantifiziert werden. Als Negativkontrolle wurde
Kaliumperchlorat eingesetzt, ein selektiver und kompetitiver NIS-Inhibitor (Tonacche-
ra et al., 2004). Werden die Zellen mit Kaliumperchlorat behandelt, kann kein lodid
mehr Uber den NIS aufgenommen werden. Somit bleibt nur der lodid-Einstrom durch
Diffusion bestehen. Ist dieser Wert bekannt, kann daraus die NIS-spezifische lod-

Aufnahme errechnet werden.

Fur den Versuch wurde eine 24-Well-Platte mit 6 x 10* Zellen ausgeséat. Nach dem
Erreichen einer Konfluenz von 60 - 70% wurden den Zellen verschiedene Behand-
lungsmedien zugegeben (Tabelle 13) und die Zellen fir 48 Stunden bei 37°C und 5%
CO; inkubiert. Hiernach wurden das Medium abgesaugt und die Zellen zweimal mit
Hank’s balanced salt solution (HBSS) gewaschen. Daraufhin erfolgte die Zugabe von
0,5 ml Na*®®I-Lésung (0.3 uCi Na*?®I/ml HBSS), bzw. von 0,5 ml mit Kaliumperchlorat
(KCIO,) versetzter Na'?I-Losung bei den Kontrollwells. Die KCIO4-Endkonzentration
lag bei 1 mM. Als nachstes folgte eine 60-mindtige Inkubation in einem CO»-
Inkubator. Im Anschluss wurde das Medium abgesaugt und der Zellrasen zweimal
kurz mit eiskalter HBSS gesplilt. Die nachsten Schritte bestanden aus der Lyse der

Zellen durch Zugabe von 1 ml eiskaltem Natriumhydroxid (NaOH) (0,5 M) und einer
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Inkubation tiber 30 Minuten auf dem Horizontalschiittler. Danach erfolgte die Uber-
fuhrung des radioaktiven Zelllysats in counter vials und die Messung der Gamma-

Strahlung mit dem gamma counter (Perkin EImer).

Tabelle 13: Behandlungsmedien fir den lodid-Uptake

Kontrolle DMEM + 10% FKS + 0,5
DMSO

NIS-Stimulation DMEM + 10% FKS + 1 uM atRA

Hemmung der SREBP-Ausreifung DMEM + 10% FKS + 5 pM 25-
HC

NIS-Stimulation + Hemmung der SREBP- DMEM + 10% FKS + 1 uM atRA
Ausreifung +5 uM 25-HC

2.3.5 Reportergen Assay

Reportergen-Assays werden besonders haufig zur Untersuchung von Promotoren
eingesetzt. Ein Reportergen ist ein Protein, dessen Expressionsprodukt einfach und
mit einer hohen Sensitivitat nachgewiesen werden kann. Indem das Reportergen hin-
ter den regulatorischen Bereich, also die Promotorregion, kloniert wird, erreicht man
die Regulation des Reportergens durch den zu untersuchenden Promotor. In dieser
Arbeit wurde als Reportergen die Dual-Luciferase™ von Promega verwendet. Die
Besonderheit der Dual-Luciferase™ besteht darin, dass zwei verschiedene Lucifera-
sen gleichzeitig transfiziert werden. Die erste codiert fur die Firefly-Luciferase eines
amerikanischen Leuchtkéafers (Photinus pyralis) und dient dem Nachweis des zu un-
tersuchenden Promotors. Die zweite codiert fur die Quallen-Luciferase (Renilla
reniformis), steht unter der Kontrolle eines konstitutiven Promotors und dient der
Standardisierung. Firefly-Luciferasen katalysieren in zwei Schritten die Oxidation von
Luciferin zu Oxyluciferin unter Freisetzung von Licht und Verwendung von Adeno-
sintriphosphat (ATP). Im Unterschied dazu bendtigen Renilla-Luciferasen kein ATP
fur die Reaktion. Das bei der Biolumineszenzreaktion emittierte Licht kann gemessen

werden. Dazu wird zunachst die Firefly-Luciferaseaktivitdt gemessen. Danach erfolgt
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die Zugabe von Renilla-Puffer, die die Firefly-Reaktion abstoppt und gleichzeitig die
Renilla-Reaktion aktiviert, die dann gemessen werden kann.

Wie aus dem Versuchsdesign in Abbildung 22 hervorgeht, wurde der zu untersu-
chende Bereich des hNIS-Promotors in verschiedene Abschnitte unterteilt, die jeweils
in den Luciferase-Reportergenvektor pGL4.10 bzw. pGL4.23 (Promega) kloniert wur-
den. Um die Luciferaseaktivitaten anhand der Biolumineszenz zu erfassen wurde das
Beetle-Juice-Kit (PJK) nach Herstellerangaben verwendet. Fir die Reportergenstu-
dien wurden die MCF-7-Zellen in 96-Well-Platten ausgesat und bei einer Konfluenz
von ca. 70% transfiziert. Der Transfektionsansatz bestand aus je 50 ng Plasmid-DNA
der generierten Reportergenkonstrukte, 50 ng der Expressionsvektoren fir SREBP-
1c, bzw. SREBP-2 und 5 ng Renilla-Luciferase und hatte ein Endvolumen von 5 pl je
Well. Die Mengen an Behandlungsmedium und FUGENE®6 wurden an die Konzent-
rationen der Plasmid-DNA angepasst. Die Herstellung des Transfektionsansatzes
erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Unmittelbar vor Zugabe des Transfekti-
onsansatzes wurden 95 pl frisches Behandlungsmedium auf die Zellen gegeben.
Nach einer Inkubationszeit von 12 Stunden bei 37°C wurde das alte Medium abge-
saugt und durch 200 pl frisches Behandlungsmedium ersetzt. Es folgte eine weitere
Inkubation Uber 24 Stunden bei 37°C, an die sich der Luziferase-Assay anschloss.
Nach Ende dieser Inkubationszeit wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit 25
pl 1x passive lysis buffer (PLB) (Promega) fur 20 Minuten auf dem Horizontalschitt-
ler bei Raumtemperatur lysiert. Anschlielend wurde die Aktivitat mittels Multimode

Reader (Berthold Technologies) gemessen.

2.4 In vivo-Versuche

2.4.1 Behandlung von Rattus norvegicus mit konjugierten Linolsduren (CLA)

Das Probenmaterial stammt aus dem Versuch JLU No. 480_M, der am Institut fur

Tierernahrung und Erndhrungsphysiologie der JLU durchgefiihrt wurde.

28 weibliche Sprague-Dawley Ratten wurden an ihrem ersten Trachtigkeitstag zufal-
lig in zwei Gruppen aufgeteilt und bis zwei Tage vor dem erwarteten Geburtstermin
zu je zwei Tieren pro Kafig (Macrolon Kafig Typ 4) untergebracht. Wahrend der
Laktation wurden die Ratten inkl. Wurf einzeln gehalten. Zwei Tiere der Kontrollgrup-
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pe schieden im Verlauf des Experiments aus. Wahrend des gesamten Versuchs
herrschte eine Temperatur von 22 = 2°C, eine relative Luftfeuchtigkeit von 55 £ 10 %,
eine Ventilation von 20/h und ein Hell-Dunkel-Rhythmus von je 12 Stunden. Wasser
und Futter standen den Tieren ad libitum zur Verfiigung. Maximal drei Tage post par-
tum wurde die Wurfgréf3e auf 8 Rattenjunge pro Muttertier standardisiert.

Die Versuchsdiat wurde nach den Empfehlungen des American Institute of Nutrition
(AIN) (AIN-93G; Reeves et al. 1993) zusammengestellt und Uber die gesamte Dauer
der Trachtigkeit und wahrend der zwei ersten Laktationswochen gefittert, insgesamt

uber funf Wochen. Die Bestandteile der basalen Diét sind in Tabelle 14 ersichtlich.

In der Diat fur die CLA-supplementierte Gruppe (CLA-Gruppe) wurde das Sonnen-
blumendl durch das CLA-Supplement Lutalin ® (BASF, Ludwigshafen) ersetzt. In der
Kontrollgruppe ersetzte Linolsaure die beiden CLA-Isomere, welche in der CLA-Diat
supplementiert wurden. Die Fettsdure-Zusammensetzung der Diat und der verfitter-

ten Ole ist in der Tabelle 15 zu sehen.

Tabelle 14: Zusammensetzung der Versuchsdiaten (g/kg)

Futterkomponenten Kontrolle CLA
Maisstarke 532 532
Casein 200 200
Saccharose 100 100
Sojadl 55 55
Sonnenblumendl 15 -
Lutalin® - 15
Cellulose 50 50
Mineralienvormischung 35 35
Vitaminvormischung 10 10
L-Cystein 3 3
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Die Futterbestandteile wurden gemischt und anschlieBend zu Pellets verarbeitet
(Kahl Laborpressanlage Typ 14-175, Reinbek). Die Futteraufnahme wurde wochent-

lich erfasst.

Am 14. Tag der Laktation wurden die Muttertiere unter Andsthesie mit Kohlendioxid
dekapitiert. Die rechte Milchdrise wurde aus dem umliegenden Gewebe freiprépa-
riert und sofort in flussigen Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung der Proben bis

zur weiteren Verwendung erfolgte bei -80°C.

Alle experimentellen Vorgehensweisen richteten sich nach den Richtlinien fur die
Haltung und Verwendung von Labortieren und wurden von Kontrollbehérden vor Ort

Uberwacht.
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2.5 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung der durchgefuihrten Experimente erfolgte mittels MiniTab
(Version 13.0, Minitab Inc., State College PA, USA).

Alle Daten wurden mit Hilfe des Anderson-Darling-Tests auf Normalverteilung getes-
tet. Alle Daten der Zellversuche waren normalverteilt. In dem Tierexperiment waren
die Daten des NIS und der GPAM normalverteilt, nicht jedoch die der Ubrigen ge-
messenen Gene. Die nicht normalverteilten Daten wurden logarithmisch transformiert
und erneut auf Normalverteilung getestet. Einzig die Daten des LDLR waren auch
nach logarithmischer Transformation nicht normalverteilt. Deshalb wurde in diesem

Fall der Mann-Whitney-U-Test zur Auswertung verwendet.

Die normalverteilten Werte wurden paarweise (Behandlung gegen Kontrolle) mittels
student’s T-Test ausgewertet. Als Signifikanzgrenze wurde eine Irrtumswahrschein-

lichkeit von 5% (0,05) angenommen.

Fur die Auswertung mittels student’s t-test wurden ublicherweise die linearen Werte
verwendet. War eine logarithmische Transformation nétig, wurde der statistische Test

mit den logarithmierten Daten durchgefuhrt.

Dargestellt werden die erhobenen Daten als Mittelwerte (MW) + Standardabwei-
chung (SD).
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss der Sterol-induzierten SREBP-Ausreifungshemmung
auf die NIS-Expression in MCF-7-Zellen

Das Sterol 25-HC ist ein potenter Inhibitor der Ausreifung der SREBPs (Adams et al.,
2004). Aufgrund dieser Tatsache diente es dazu, die SREBPs zu inhibieren und die
Auswirkung auf die NIS-Expression zu untersuchen. Die Untersuchungen mittels
PCR und Western Blot erfolgten nach 48-stiindiger Inkubation der MCF-7-Zellen mit
DMSO, atRA bzw. atRA + 25-HC (Kapitel 2.3.1).

Da die basale NIS-Expression in den MCF-7-Zellen sehr niedrig war, wurde sie mit-
tels atRA gesteigert. Zur Auswertung dieser Experimente wurde die Behandlung mit
25-HC + atRA mit der atRA-Gruppe, die als eigentliche Kontrolle diente, verglichen.
Um zu untersuchen, ob die Behandlung mit atRA auch einen Einfluss auf die
SREBP-Isoformen und SREBP-Zielgene hat, wurde eine Gruppe mit DMSO mitge-
fuhrt, die als Negativkontrolle diente.

Zunachst wurde der Effekt von 25-HC auf die mRNA-Konzentration der SREBPs un-
tersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die mRNA-Konzentration von SREBP-1c
durch Inkubation mit 25-HC + atRA im Vergleich mit der atRA-Kontrollgruppe signifi-
kant um ca. 50% reduziert wurde. Durch die Behandlung mit 25-HC + atRA wurde
die mRNA-Konzentration von SREBP-2 im Vergleich zur Kontrollgruppe reduziert.
Diese Reduktion war aber aufgrund der groRen Standardabweichung der atRA-
Gruppe nicht signifikant. Fir SREBP-1a hingegen konnte keine Veranderung der
MRNA-Konzentration nachgewiesen werden (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Relative mRNA-Konzentration von SREBP-1a, SREBP-1c und SREBP-2 in MCF-
7-Zellen nach Behandlung mit DMSO, atRA und atRA + 25-HC uber 48 Stunden.
Dargestellt sind die Mittelwerte £ SD von drei unabhangigen Experimenten. * kenn-

zeichnet signifikante Unterschiede im Vergleich zur Behandlung mit atRA (p < 0,05).

Mittels Immunoblot wurden die relativen Proteinkonzentrationen der transkriptionell
aktiven Formen der SREBPs untersucht. Diese entstehen durch den Vorgang der

Prozessierung und werden als nSREBPs bezeichnet.

Die Analyse mittels Western Blot ergab eine signifikante, um ca. 70% verminderte
relative Proteinkonzentration von nNSREBP-1 nach Behandlung mit 25-HC + atRA im

Vergleich zu der atRA-Kontrolle. Fur die nSREBP-2-Proteinkonzentration konnte mit
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Hilfe dieser Analysen keine Beeinflussung durch die Behandlung mit 25-HC + atRA

im Vergleich zur atRA-Kontrolle nachgewiesen werden (Abbildungen 6 und 7).

Ein Einfluss von atRA auf eine der Isoformen im Vergleich zur Behandlung mit

DMSO war weder mittels PCR noch mittels Immunoblot nachweisbar.

A

nSREBP-1 h

B-AKIN — <—  S—

NSREBP-2 s "« —

Abbildung 6: Immunologischer Nachweis von nSREBP-1 (A) und nSREBP-2 (B) im Nuklearex-
trakt nach Behandlung der MCF-7-Zellen mit DMSO, atRA und atRA + 25-HC.
Dargestellt ist ein reprasentativer Blot von nNSREBP-1, nSREBP-2 und der Ladekon-
trolle beta-Aktin.
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Abbildung 7: Relative Proteinkonzentration von SREBP-1 und SREBP-2 nach Behandlung mit

DMSO, atRA und atRA + 25-HC. Dargestellt sind die Mittelwerte = SD von drei unab-

hangigen Experimenten fir nNSREBP-1 und 4 unabhangigen Experimenten fir

NSREBP-2. * kennzeichnet signifikante Unterschiede im Vergleich zur Behandlung mit

atRA (p < 0,05).

Des Weiteren wurden die mRNA-Konzentrationen von verschiedenen SREBP-

Zielgenen untersucht. Die lipogenen Zielgene GPAM und FASN sind vornehmlich
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durch SREBP-1c reguliert, wahrend die cholesterogenen Zielgene HMGCR und
LDLR hauptsachlich durch SREBP-2 reguliert werden.

In den Versuchen konnte durch Inkubation mit 25-HC + atRA eine signifikante Re-
duktion der mRNA-Konzentrationen von HMGCR um ca. 30%, LDLR um ca. 75%
und FASN um ca. 45% im Vergleich zur atRA-Kontrolle gezeigt werden (Abbildung
8). Die mRNA-Konzentration von GPAM blieb durch die Behandlung mit 25-HC +
atRA unbeeinflusst. Die Behandlung mit atRA bewirkte bei den SREBP-Zielgenen
keine signifikanten Veranderungen der mRNA-Konzentrationen. Einzige Ausnahme
stellte die HMGCR dar, deren mRNA-Konzentration nach Behandlung mit atRA er-

niedrigt war.
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Abbildung 8: Relative mRNA-Konzentrationen der SREBP-Zielgene GPAM, FASN, HMGCR
und LDLR in MCF-7-Zellen nach Behandlung mit DMSO, atRA und atRA + 25-HC
Uber 48 Stunden. Dargestellt sind die Mittelwerte £ SD von drei unabhangigen Expe-
rimenten. * kennzeichnet signifikante Unterschiede im Vergleich zur Behandlung mit
atRA (p < 0,05), # kennzeichnet signifikante Unterschiede im Vergleich zur Behand-
lung mit DMSO (p < 0,05).

AbschlieBend wurde der Einfluss der Sterol-induzierten Ausreifungshemmung der
SREBPs auf die NIS-mRNA-Konzentration untersucht. Die PCR-Analyse zeigte, dass
die Behandlung der MCF-7-Zellen mit 1 uM atRA (Kogai et al., 2000) zu einer Steige-
rung der mRNA-Expression des NIS um das 4,8-fache im Vergleich zur DMSO-
Kontrolle fuihrte. Eine Zellbehandlung mit atRA in Anwesenheit von 25-HC fihrte zu
einer Reduktion der NIS-mRNA-Konzentration um ca. 35 % im Vergleich zur atRA-
Kontrolle (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Relative mRNA-Konzentration des NIS in MCF-7-Zellen nach Behandlung mit
DMSO, atRA und atRA + 25-HC Uber 48 Stunden. Dargestellt sind die Mittelwerte +
SD von drei unabhangigen Experimenten. * kennzeichnet signifikante Unterschiede im
Vergleich zur Behandlung mit atRA (p < 0,05), # kennzeichnet den signifikanten Un-
terschied im Vergleich zur Behandlung mit DMSO (p < 0,05).

3.2 Einfluss des SREBP-knockdowns auf die Expression des NISin
MCF-7-Zellen

Mittels RNAI vermittelter Hemmung der SREBPs sollte die Frage geklart werden, ob
der Sterol-induzierten Inhibierung des NIS eine direkte Regulation durch die SREBPs
zugrunde liegt. Es wurde ein knockdown von SREBP-1c und SREBP-2 durch Trans-
fektion mit sequenzspezifischen siRNA-Duplexen (Tabelle 1) herbeigefiihrt und an-
schlieBRend die mRNA-Konzentrationen von SREBP-1, SREBP-2, SREBP-
Targetgenen und NIS mittels PCR (Kapitel 2.2.9) bzw. die Proteinkonzentrationen
von SREBP-1 und SREBP-2 mittels Immunoblot (Kapitel 2.2.15) analysiert. Als Kon-
trolle fUr diese Experimente diente eine siRNA, deren Lange einer Standard-siRNA

entspricht, deren Sequenz aber zu keinem bekannten Gen homolog ist (Invitrogen).

Die Analyse mittels PCR ergab eine signifikant erniedrigte mRNA-Konzentration von
SREBP-1a, SREBP-1c und SREBP-2 sowohl nach Behandlung mit sSiRNA-SREBP-
1c, als auch mit der SREBP-2-spezifischen siRNA (Abbildung 10). Fir SREBP-1a
konnte eine um ca. 50% verminderte mRNA-Konzentration nach Behandlung mit
SREBP-1c-spezifischer siRNA und eine um ca. 25% verminderte Expression nach

Behandlung mit SREBP-2-spezifischer siRNA nachgewiesen werden. Die mRNA-
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Konzentration von SREBP-1c wurde sowohl nach Behandlung mit SREBP-1c-, als
auch nach Behandlung mit SREBP-2-spezifischer siRNA um ca. 35% reduziert. Die
Messung der SREBP-2-mRNA-Konzentration ergab nach Behandlung mit beiden
siRNAs eine Reduktion um knapp 30%.
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Abbildung 10: Relative mRNA-Konzentration von SREBP-1a, SREBP-1c und SREBP-2 in
MCF-7-Zellen nach RNAi-induziertem knockdown von SREBP-1c und SREBP-2
Uber 48 Stunden. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD von drei unabhangigen Expe-
rimenten. * kennzeichnet signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle
(p <0,05).
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Anhand des Immunoblots konnte durch die sequenzspezifische Interferenz eine sig-
nifikante Reduktion der relativen Proteinkonzentration von nSREBP-1 gezeigt wer-
den. (Abbildungen 11 und 12).
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Abbildung 11: Immunologischer Nachweis von nSREBP-1 (A) und nSREBP-2 (B) im Nuklearex-
trakt nach RNAi-induziertem knockdown von SREBP-1c und SREBP-2 in MCF-7-
Zellen. Dargestellt ist ein reprasentativer Blot von nSREBP-1, n-SREBP-2 und dem

Referenzprotein B-Aktin.
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Abbildung 12: Relative Proteinkonzentration von nSREBP-1 und nSREBP-2 nach RNAI-
induziertem knockdown von SREBP-1c und SREBP-2 uber 48 Stunden in MCF-7-
Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD von drei Replikaten eines unabhéngigen
Experiments. Das Experiment wurde zweimal durchgefihrt und ergab ahnliche Ergeb-

nisse.
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Anschlieend wurde die Auswirkung der RNA-Interferenz auf die mMRNA-
Konzentrationen von SREBP-Zielgenen untersucht (Abbildung 13). Die mRNA-
Konzentration von GPAM wurde durch RNAI mit SREBP-1c spezifischer siRNA um
30% im Vergleich zur Behandlung Kontroll-siRNA vermindert. Fiir FASN konnte eine
leicht verminderte mMRNA-Konzentration nach Behandlung mit SREBP-1c-
spezifischer siRNA beobachtet werden, dieser Effekt war jedoch nicht signifikant. Die
Analyse der mRNA-Konzentration von HMGCR ergab keine Unterschiede zwischen
den Behandlungen mit den beiden siRNAs und der Kontrolle. Die mRNA-
Konzentration des LDLR war nach Behandlung mit SREBP-1c-spezifischer siRNA
um ca. 25% und nach Behandlung mit SREBP-2-spezifischer siRNA um ca. 30% im
Vergleich zur Behandlung mit Kontroll-siRNA vermindert.
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Abbildung 13: Relative mRNA-Konzentration der SREBP-Zielgene GPAM, FASN; HMGCR und
LDLR nach RNAi-induziertem knockdown von SREBP-1c und SREBP-2 liber 48
Stunden in MCF-7-Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD von drei unabhangi-

gen Experimenten. * kennzeichnet signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrol-

le (p < 0,05).

Die Auswirkung des SREBP-Knockdowns auf die NIS-mRNA-Konzentration wurde
ebenfalls mittels PCR analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit
SiRNA-SREBP-1c zu einer um ca. 50% reduzierten mRNA-Konzentration des NIS
fuhrt. Die Behandlung mit SREBP-2-spezifischer siRNA fuhrte zu einer signifikanten,

aber nur um 11% verminderten mMRNA-Konzentration des NIS (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Relative mRNA-Konzentration des NIS nach RNAi-induziertem knockdown von
SREBP-1c und SREBP-2 tiber 48 Stunden in MCF-7-Zellen. Dargestellt sind die

Mittelwerte £ SD von drei unabhangigen Experimenten. * kennzeichnet signifikante

Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle (p < 0,05).
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Abbildung 15: Relative mRNA-Konzentration des NIS nach RNAi-induziertem knockdown von
SREBP-1c und SREBP-2 liber 24 Stunden in MCF-7-Zellen. Dargestellt sind die Mit-

telwerte = SD von jeweils drei Replikaten eines Experiments.

Um zu untersuchen, ob der Effekt der RNAI bereits zu einem friheren Zeitpunkt nach
der Transfektion nachweisbar ist, wurde in einem Experiment RNA 24 Stunden nach

Transfektion gewonnen und mittels PCR (Kapitel 2.2.9) analysiert.

Zu diesem Zeitpunkt war noch keine Hemmung der NIS-mRNA-Konzentration durch
RNAI nachweisbar (Abbildung 15).

3.3 Nachweis der Uberexpression von nSREBP-1c und nSREBP-2
in MCF-7-Zellen und deren Auswirkung auf das NIS-Gen

Um eine Uberexpression von nSREBP-1c und nSREBP-2 zu erreichen, wurden die
entsprechenden Uberexpressionsvektoren (Tabelle 2) in MCF-7-Zellen transfiziert.
Das Experiment wurde anschlie3end mit Hilfe von PCR- (Kapitel 2.2.9) und Immuno-
blot-Analysen (Kapitel 2.2.15) ausgewertet.

Bei der Analyse mittels PCR konnte eine gesteigerte mRNA-Konzentration von
SREBP-1a nach Uberexpression von nSREBP-1c und nSREBP-2 gezeigt werden,
die aber in beiden Fallen nicht signifikant war (Abbildung 16). Die Uberexpression
von nSREBP-1c hatte keinen Einfluss auf die mRNA-Konzentration von SREBP-1c.
Die Behandlung mit dem Uberexpressionsvektor von nSREBP-2 hingegen fiihrte zu

einer signifikant gesteigerten mRNA-Konzentration des SREBP-2 (Abbildung 16).
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Auf Proteinebene konnte aber nach nSREBP-1c-Uberexpression eine um das 150-
fach gesteigerte Proteinkonzentration von nNSREBP-1 nachgewiesen werden (Abbil-
dungen 17 und 18). Ein Einfluss dieser Behandlung auf nSREBP-2 war im Western
Blot nicht erkennbar. Fir SREBP-2 konnte durch PCR-Analysen eine um mehr als
970-fach gesteigerte mMRNA-Konzentration nach Behandlung mit dem nSREBP-2-
Uberexpressionsvektor gemessen werden (Abbildung 16). Die Uberexpression von
NSREBP-1c hingegen hatte keinerlei Einfluss auf die mRNA-Konzentration von
NSREBP-2. Mittels Immunoblot konnte eine auf das Vierfache gestiegene Protein-
konzentration von NSREBP-2 nach Uberexpression von nSREBP-2 gemessen wer-
den (Abbildungen 17 und 18). Die Proteinkonzentration von nSREBP-1 wurde durch
die nSREBP-2-Uberexpression nicht beeinflusst.
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Abbildung 16: Relative mRNA-Konzentration vom SREBP-1a, SREBP-1c und SREBP-2in
MCF-7-Zellen nach Uberexpression von nSREBP-1c und nSREBP-2 {iber 24
Stunden. Dargestellt sind die Mittelwerte £ SD von drei unabhangigen Experimenten.

* kennzeichnet signifikante Unterschiede im Vergleich zum pcDNA3.1-Vektor

(p <0,05).
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Abbildung 17: Immunologischer Nachweis von nSREBP-1 (A) und nSREBP-2 (B) im Nuklearex-
trakt nach Uberexpression von nSREBP-1c und nSREBP-2 in MCF-7-Zellen. Dar-
gestellt ist ein repréasentativer Blot von nSREBP-1, nSREBP-2 und dem Referenzpro-
tein B-Aktin.
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Abbildung 18: Relative Proteinkonzentration von nSREBP-1 und nSREBP-2 nach Uberexpres-
sion von SREBP-1c und SREBP-2 Uber 24 Stunden in MCF-7-Zellen.Dargestellt
sind die Mittelwerte = SD von drei Replikaten eines unabhangigen Experiments. Das

Experiment wurde zweimal durchgefihrt und ergab ahnliche Ergebnisse.

Fur alle SREBP-Zielgene konnte durch die Uberexpression der nSREBPs eine ge-
steigerte MRNA-Konzentration festgestellt werden, die aber nicht immer signifikant
war (Abbildung 19). Die Behandlung mit beiden Uberexpressionsvektoren fiihrte bei
der GPAM zu einer erh6hten mRNA-Konzentration, die aber im Vergleich zur Kon-
trolle nicht signifikant war. Fur die FASN konnte ein signifikanter Anstieg der mRNA-
Konzentration nach Behandlung mit dem Uberexpressionsvektor fir nSREBP-1c
festgestellt werden. Die Behandlung mit dem nSREBP-2-Uberexpressionsvektor
fuhrte zwar zu einer hoheren mRNA-Konzentration des FASN-Gens, diese war aber
aufgrund der hohen Standardabweichung im Vergleich zur Kontrolle nicht signifikant.
Bei der HMGCR fiihrte die Behandlung mit beiden Uberexpressionsvektoren zu einer
signifikant erhohten mRNA-Konzentration. Die durch nSREBP-2-Uberexpression
hervorgerufene Steigerung der mRNA-Konzentration war dabei deutlich starker aus-
gepragt, als die durch die Uberexpression von nSREBP-1c. Bei dem LDLR konnte
eine signifikant gesteigerte mMRNA-Konzentration durch nSREBP-2-Uberexpression

gezeigt werden.
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Abbildung 19: Relative mRNA-Konzentration der SREBP-Zielgene GPAM, FASN, HMGCR und
LDLR in MCF-7-Zellen nach Uberexpression von nSREBP-1¢ und nSREBP-2
Uber 24 Stunden. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD von drei unabhangigen Expe-
rimenten. * kennzeichnet signifikante Unterschiede im Vergleich zum pcDNA3.1-
Vektor (p < 0,05).

Die Analyse mittels PCR ergab eine signifikante Steigerung der mRNA-Konzentration
des NIS-Gens nach Transfektion mit den Uberexpressionsvektoren beider nSREBP-
Isoformen (Abbildung 20). Es konnte sowohl nach der Uberexpression von
NSREBP-1c als auch von nSREBP-2 ein Anstieg der NIS-mRNA-Konzentration um
mehr als das 1,5-fache beobachtet werden.
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Abbildung 20: Relative mRNA-Konzentration des NIS in MCF-7-Zellen nach Uberexpression
von nSREBP-1c und nSREBP-2 tiber 24 Stunden. Dargestellt sind die Mittelwerte +
SD von drei unabhangigen Experimenten. * kennzeichnet signifikante Unterschiede im
Vergleich zum pcDNA3.1-Vektor (p < 0,05).

3.4 Auswirkungen der Sterol-induzierten SREBP-Hemmung auf die
NIS-spezifische lodid-Aufnahme in MCF-7-Zellen

Um die NIS-spezifische lodid-Aufnahme zu bestimmen, wurden die Zellen mit dem
potenten Inhibitor der SREBP-Ausreifung 25-HC fir 48 Stunden behandelt und dann
in An- und Abwesenheit von Kaliumperchlorat inkubiert (Kapitel 2.3.4) (Adams et al.,
2004).

Diese Untersuchungen zeigten, dass es basal zu keiner messbaren lodid-Aufnahme
durch NIS kommt. Erst nach der Stimulation durch atRA konnte ein NIS-spezifischer

lodid-Uptake gemessen werden (Abbildung 21).

Werden die Zellen zeitgleich mit atRA und 25-HC behandelt, ist eine signifikante Re-
duktion der NIS-spezifischen lodid-Aufnahme zu erkennen. Die Zugabe von 25-HC
fuhrte zu einer Reduktion um knapp 20 % im Vergleich zur ausschliel3lichen Behand-
lung der Zellen mit atRA (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Einfluss der Behandlung mit DMSO, atRA und atRA + 25-HC auf die NIS-
spezifische lodid-Aufnahme in MCF-7-Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD
von vier unabhéngigen Versuchen. * kennzeichnet signifikante Unterschiede im Ver-

gleich zur Behandlung mit atRA (p < 0,05).

3.5 Untersuchungen des Einflusses der SREBPs auf die
transkriptionelle Regulation des humanen NIS-Gens

3.5.1 Computergestiitzte Analyse der 5 -flankierenden Region des humanen
NIS-Gens

Mittels in silico-Analysen wurde die 5 -flankierende Region des humanen NIS-Gens
auf putative SRE- und E-Box-Elemente untersucht. So konnten mit Hilfe der japani-
schen Computersoftware TFBIND (http://tftbind.hgc.jp/) elf putative SRE- und funf
putative E-Box-Elemente in einem 1600 bp umfassenden Bereich der 5'-
flankierenden Region des humanen NIS-Gens von Nukleotid -1250 bis +350 relativ
zum Transkriptionsstart identifiziert werden. Diese putativen Elemente sind in den
Tabellen 16 und 17 aufgefihrt.
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Tabelle 16: Nukleotidpositionen und -sequenzen der in silico ermittelten putativen SRE-
Elemente.
SRE ID Nukleotidsequenz (5" —3") Strang
ATCACCCCAC +
Consensus-Sequenz
TAGTGGGGTG -
+350 bis +235
SRE+242 ATCCTCCCAC +
+259 bis -280
SRE+242 ATCCTCCCAC +
SRE+207 CCCACCCCAG +
SRE-170 ACCACCCCCT +
-261 bis -949
SRE-280 ATTTCCCCAC +
SRE-377 AGCTCCCCAT +
SRE-457 TGGGGGTGGT -
SRE-505 CCCACcCcCCCT +
SRE-576 ATGTACCCAC +
-930 bis -1250
SRE-950 GTGACCCCCC +
SRE-1141 TTCAACCCCC +
SRE-1217 ATCCTCCCAC +

Dargestellt sind die Nukleotidsequenzen der putativen SRE-Elemente im Vergleich zur Consensus-
Sequenz des SRE-1 des hLDLR und putative E-Box-Elemente im Vergleich zu der E-Box-Consensus-

Sequenz. Sich unterscheidende Nukleotide sind unterstrichen.
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Tabelle 17: Nukleotidpositionen und -sequenzen der in silico ermittelten putativen E-Box-

Elemente.
E-box ID Nukleotidsequenz (5" —3") Strang
ATCACGTGA +
Consensus-Sequenz
TAGTGCACT -
+259 bis -280
E-box-30 ATCACGAGC +
E-box-242 TCAGGGGAT -
-261 bis -949
E-box-276 CCCACCTGT +
E-box-423 GTCCCCTGA +
-930 bis -1250
E-box-1225 TCAAATGAT -

Dargestellt sind die Nukleotidsequenzen der putativen SRE-Elemente im Vergleich zur Consensus-
Sequenz des SRE-1 des hLDLR und putative E-Box-Elemente im Vergleich zu der E-Box-Consensus-

Sequenz. Sich unterscheidende Nukleotide sind unterstrichen.

3.5.2 Klonierung der NIS-Reportergenvektoren

Als Template fur die Klonierung des humanen NIS-Gens diente zum einen die aus
MCF-7-Zellen gewonnene genomische DNA und zum anderen der BAC-Klon RP11-
343E23 (BACPAC Resources, Oakland, USA). Der BAC-Klon enthélt die vollstandige
genomische Sequenz des humanen NIS und wurde als Vorlage fur die Synthetisie-
rung eines Teils der 5'-flankierenden Region des hNIS-Gens verwendet. Mit den in
Tabelle 5 aufgefiihrten Primern mit Xho I- und Hind lll-Uberhang wurden die einzel-
nen DNA-Fragmente mittels konventioneller PCR (Kapitel 2.2.9) synthetisiert und
anschlie3end Uber die in Tabelle 5 ersichtlichen Schnittstellen miteinander ligiert. Die
Synthese der Volllange von bp —1250 bis +350 relativ zum Transkriptionsstart gelang
aufgrund des extrem hohen GC-Gehaltes nicht. Besonders in dem Bereich nahe am
Transkriptionsstart liegt der GC-Gehalt bei tber 75%. Deshalb wurde dieser 116 bp

umfassende Bereich durch die Firma Eurofins Genomics synthetisiert. Nach Erhalt
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dieses DNA-Fragmentes erfolgte das weitere Vorgehen analog zu den restlichen
DNA-Fragmenten. Die einzige Besonderheit bestand darin, dass dieses Teilstlick
eigene Kernpromotorelemente aufwies und aus diesem Grund in den promotorlosen
pGL4.10[luc2]-Vektor inseriert wurde. Die eigens synthetisierten DNA-Abschnitte
wurden in den pGL4.23[luc2/minP]-Vektor inseriert, der das Fehlen eigener Kern-
promotorelemente durch einen Minimalpromotor ausgleicht. Um diese Insertion vor-
nehmen zu konnen, wurden die DNA-Fragmente und die verwendeten Vektoren zu-
vor mit den Restriktionsenzymen Xho | und Hind Il verdaut (Kapitel 2.2.20) und da-
rauffolgend miteinander ligiert (Kapitel 2.2.22). Anschliel3end erfolgten die Transfor-
mation mittels Elektroporation in E. coli, die Selektion mehrerer Klone der Reporter-
genkonstrukte tber Ampicillin und die DNA-Isolation mittels Miniplasmidpréparation
(Kapitel 2.2.24). Der Nachweis, dass die generierte und im weiteren Verlauf des Ver-
suchs verwendete Plasmid-DNA die richtige Nukleotidabfolge besitzt, wurde durch
Restriktionsanalyse (Kapitel 2.2.20) und Sequenzierung erbracht (Kapitel 2.2.23).
Aus je einem positiv sequenzierten Klon wurde eine Ubernachtkultur angelegt und
anschlieBend hochreine Plasmid-DNA mittels Midiplasmidpraparation gewonnen
(Kapitel 2.2.25).

3.5.3 Reportergenanalyse der 5 -flankierenden Region des hNIS-Gens in MCF-
7-Zellen

Ziel dieses Versuches war es, Bindungsmotive der SREBPs in der 5 -flankierenden
Region des hNIS zu identifizieren. Dazu sollte, wie in Abbildung 22 ersichtlich, die 5"-
flankierende Region des NIS-Gens von bp -1250 bis +350 relativ zum Transkripti-
onsstart untersucht werden. Aufgrund des extrem hohen GC-Gehalts im Anfangsteil
des untersuchten Bereichs von tber 75% war die Klonierung dieses Abschnittes sehr
schwierig. Aus diesem Grund wurden einzelne Fragmente der untersuchten DNA-

Region kloniert und analysiert.
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Abbildung 22: Ubersicht tiber die verwendeten Reportergenkonstrukte. Dargestellt ist der unter-

suchte Promotorbereich des humanen Natrium-lodid-Symporter (hNIS). Dieser wurde,
um ein detektiertes sterol regulatory element (SRE) genauer lokalisieren zu kénnen, in
Teilabschnitte unterteilt. Akennzeichnet putative SRE-Elemente, 8 kennzeichnet

putative E-Box-Elemente.

Wie aus Abbildung 23 ersichtlich, konnte mittels Reportergen-Analyse fur SREBP-2
die starkste Luciferase-Aktivitat in Fragment +259/-280 gemessen werden. Diese war
im Vergleich zur Kontrolle um das 6,6-fache erhdht. Aber auch in dem Fragment
-930/-1250 konnte eine signifikant, um das 3,8-fache, erhdhte Aktivitat nachgewiesen
werden. Fir SREBP-1c konnte in -930/-1250 die starkste Luciferase-Aktivitat lokali-
siert werden. Im Vergleich zur Kontrolle war sie um das 2,5-fache erhéht. Aber auch
in +259/-280 konnte eine signifikant, um das 2,2-fache, erhéhte Aktivitat gezeigt wer-
den. Die beiden anderen untersuchten DNA-Fragmente wurden nicht durch die Luci-
ferase aktiviert (Abbildung 22). Die erfolgreiche Versuchsdurchfihrung kann man
anhand der deutlich aktivierten Positivkontrolle nachweisen (Abbildung 24). Als Posi-
tivkontrolle diente eine zweifache Wiederholung des SRE-1, die vor die Luciferase

kloniert wurde.

In dem Fragment +259/-280 befinden sich die drei putativen SRE-Elemente +242 (+),
+207 (+) und -170 (+) und die beiden E-Box-Elemente -30 (+) und -242 (-).

Fur das untersuchte Fragment -930/-1250 konnten durch die in silico-Analysen eben-
falls drei putative SRE-Elemente -950 (+), -1141 (+) und -1217 (+) und ein putatives

E-Box-Element -1225 (+) ermittelt werden.
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Abbildung 23: Transaktivierung der 5 -flankierenden Region des NIS-Gens nach Kotransfektion
von nSREBP-1c und nSREBP-2 in MCF-7-Zellen. Die Zellen wurden transient mit
den Reportergenkonstrukten und den Expressionsvektoren transfiziert. Dargestellt
sind die Mittelwerte £ SD von drei unabhangigen Experimenten. Die normierte Luci-
ferase-Aktivitét entspricht dem Vielfachen der Aktivitdt von pcDNA3.1, der als Kontrol-

le diente und dessen Aktivitat auf 1 gesetzt wurde.
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Abbildung 24: Darstellung der transienten Transfektion von MCF-7-Zellen mit 2xhSRE, der als
Positivkontrolle diente. Dargestellt sind die Mittelwerte £ SD von drei unabhangigen
Experimenten. Die normierte Luciferase-Aktivitat entspricht dem Vielfachen der Aktivi-

tat von pcDNA3.1, der als Kontrolle diente und dessen Aktivitat auf 1 gesetzt wurde.
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3.5.4 Sequenzanalyse

Da bekannt ist, dass fir regulatorische Elemente eines Gens ein hoher Grad der
Konservierung und somit eine hohe Sequenzhomologie vorliegt, erfolgte der Se-
guenzvergleich dieses DNA-Abschnittes zwischen den Spezies Rattus norvegicus,
Mus musculus und Homo sapiens. Von besonderem Interesse waren die Nukleo-
tidsequenzen der neun putativen SRE-Elemente, die in den beiden aktivierten DNA-
Fragmenten zu finden waren. Aus Abbildung 25 wird deutlich, dass ein hoher Grad
der Homologie zwischen den Nukleotidsequenzen von Rattus norvegicus und Mus
musculus vorliegt, wahrend die humane Nukleotidsequenz deutliche Unterschiede zu
den anderen beiden Spezies aufweist. Fir die einzelnen SREs wurde die Homologie
zwischen Rattus norvegicus, Mus musculus und Homo sapiens berechnet und in Ta-
belle 18 dargestellt. Daraus geht hervor, dass die grof3te Homologie zwischen allen
drei Spezies in SRE -242 (-) vorliegt, aber nur 55,6% betragt.
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-280 bis +259

rNISpro ACTCTCGGTCAGTGGGAGA-GTCGCAGCGCGAGTCA--CCGCTGGGCCGTCGATCCACTC
mNISpro ACTCTCAG--AGCGAGCGTCGTCGCAGCGCGAGTTC--CTGCTGGGCCGTCGACCCACAA
hNISpro AAGCT--GGCAGGGGCCGAGGAGGCAGGACGGGGAGGGCGGGTGGGAGGATGCTCGGCAG

* * * * * kK * * * Kk ok Kk * K K * ok kk kX * * * *

SRE+242 (+)
rNISpro GCTTTTCGCGCTGCGGATTTATTGAACTCCGGGGTCAGCGCAGCTCCG--CCCCCAGCCT
mNISpro GCTTTTCGCGCGGCGGATTTATTGGGCTCCGGGGTCAGCGCGGCCCCG--CCCCCAGCCT
hNISpro CCTGTCCCCGCTCCGTCTGGGGTGGGAAGCGGCG-~AGAGGGGCCGGGGCTCCCTGGGTT
* Kk ok ok kkk * * * * * * Kk kK * Kk Kk * % * * Kk Kk * *
SRE+207 (+)
rNISpro ATGAGGAACCCCGGACTAGGGTTCACTTTCGGAGACTT-CCGGGCTCCATAAGGAAAAAG
mNISpro ACGAGGAACCCAGGACTGGGGTTCACTTTCGGGGACTT-CCGGGCCCCATAAGGAAAAA-
hNISpro --GAGCAGCTCGTGATTGTGGGTTGC-————~ AGATTTATTGGGCTCC—————=——————
*kk kK Kk K * K K * kK * * Kk KKk * Kk Ak kK
SRE-30 (+)

rNISpro AATTTCTTTCTTCTGCTTTAGGACTC-————-— CCCACCTGTACAAGGGCACTCTGGACCT
mNISpro AATTTCTTCCTTCTG-TTTAGGACTCAGTTTCCCTACCTGCACA-GGGCAGTCTGGACCT
hNISpro AGGCTATCTGGGTGGCTGCAGGG-——————————— GGTGGTATCGGGGAGGGCT--—-CCC

* * % * K * Kk K * % * Kk % * % * %

SRE-170 (+)

rNISpro GCGTTTGAGGCTAAGTCTCATGCAGCTCAGGCTGGCATGTTGTCCTGACC——~~~~~~—~
mNISpro GCGTTTGAGGCTGAGTCTCATGTAGCTCAGGCTGGTATGGAGTCCTGACCAAGGCCCACC
hNISpro GCACCCA---CCCATCCCCATGCA---—-——~- CTG---TGATCCCCTGATCA--—---——-—

* k * * *  kkkk ok * Kk % * % *kkkk ok

SRE-242 (-)

-1250 bis -930

rNISpro ATGACTTTAAAGTAGCAGCCACTGGCCCCACAATGCACAGGGAAACACTGCATAGTCAGA
mNISpro AAGGTTCCAAAGCAGCAGCCACTGGTTCTACTCTGCACAGGGAAGCAATGCA--GTCTGA
hNISpro AAG--TCTACTGGGGGGGTCAC-GCTTCCATGAGGACCAACGA---GCTGTC--ATCTCA
* K% * * * * * kkk Kk * X% * * x * K * x * x *
SRE-950 (+)
rNISpro AAATTACCCTGGGCTATGTGCATACACGTATGGAAATATCTGCAAGGGGCTAGAAGCAAG
mNISpro AAAGTACTCTGGGCCATGTGTAGACA----TGGAAATGTCTACAAGGGGCCAGAGGCAAG
hNISpro --GGTTCCCTTCTCCATAAGCTGGTGGAATCTGAAAT-CCT---GGGGGTTGAAAGAAAC
*x ok k% R i * * kK Kk Kk Kk * x * Kk Kk Kk *x ok k%

SRE-1141 (+)

rNISpro -CAAGACAGCCAC-GGAGGCTTCAGGC-TATACTCCTTCAAAACCAGGCACCGTGATG--

mNISpro -CAGAACAGTCCCAGGAAGCTTCAGGCCTGTGCCCTTTCAAGATTGGGCACCATGATGAT

hNISpro TCCCAGCA-CTTTGGGAGGCTGAAGTGGGAGGATCATTTGAGTCCCAGAATT-CGA———-
* * K Kk k Kk kKK * x * Kk k * * K * K

SRE-1217 (+),SRE-1225 (-)

Abbildung 25: Sequenzvergleich der putativen SREs zwischen Rattus norvegicus, Mus muscu-
lus und Homo sapiens. Dargestellt sind die Nukleotidsequenzen SRE +242 (+),
SRE+207 (+), E-Box-30 (+), SRE-170 (+) und E-Box-242 (-) des DNA-Fragments
+259/-280, sowie SRE+950 (+), SRE-1141 (+), SRE-1217 (+) und E-Box-1225 (-) des
DNA-Fragments -930/-1250 von Rattus norvegicus (rNIS, NM_052983), Mus muscu-
lus (MNIS, NM_053248) und Homo sapiens (hNIS, NM_000453). Die Angabe der
Nukleotidpositionen ist relativ zum Transkriptionsstart. * kennzeichnen konservierte
Nukleotide.
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Tabelle 18: Berechnete Homologien der putativen SREs zwischen Rattus norvegicus, Mus

musculus und Homo sapiens (in %).

Ratte/Maus Maus/Mensch  Ratte/Mensch  gesamt

+242 (+) 100 50 50 50
+207 (+) 80 50 30 30
-30 (+) 88,9 44,4 44,4 44,4
-170 (+) 90 40 50 40
-242 () 77,8 55,6 66,7 55,6
-950 (+) 90 50 50 50
-1141 (+) 81,8 455 63,6 455
-1217 (+)/-1225 () 70,6 35,3 41,2 29,4

3.6 Auswirkungen der Fitterung von konjugierten Linolsauren auf
die Leistungsdaten und die Expression von SREBPs und NIS

Aus diversen Studien ist bekannt, dass die Verfutterung von CLAs zu einer Redukti-
on der SREBP-1-Expression fuhrt. In diesem Versuch sollte deshalb untersucht wer-
den, ob die CLA-induzierte SREBP-Absenkung eine verminderte NIS-Expression

bewirkt.

Anhand der Leistungsdaten konnte gezeigt werden, dass es weder in der Futterauf-
nahme, noch in der Gewichtsentwicklung der Mutterratten wahrend der gesamten
Trachtigkeit und den ersten beiden Wochen der Laktation signifikante Unterschiede
zwischen der Kontroll- und der CLA-Gruppe gab. Der Mittelwert der taglichen Fut-
teraufnahme lag bei den Tieren der Kontrollgruppe wéhrend der Trachtigkeit bei
21,59 £ 1,7 g (Mittelwert + SD) und wahrend der Laktation bei 34,2 g £ 9,7g. Die Tie-
re der CLA-Gruppe nahmen im Mittel taglich 20,8 g + 1,5 g Futter wahrend der
Tréachtigkeit und 35,1 g + 9,2 g wéahrend der Laktation auf. Wahrend der Trachtigkeit
betrug das Gewicht der Mutterratten 292,6 g = 38g in der Kontrollgrupe bzw. 294,0 g
+ 39,3 g in der CLA-Gruppe. Der Mittelwert des Gewichts der Mutterratten betrug
wahrend der Laktation 291,4 g £ 21,6 g in der Kontrollgruppe und 287,1 g £ 20,3 g in
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der CLA-Gruppe. Auch die Gewichte der Jungtiere unterschieden sich zwischen den
beiden Gruppen nicht signifikant. Fur die Jungtiere der Kontrollgruppe betrug der Mit-
telwert 28,0 g + 10,8 g und fur die CLA-Gruppe 28,9 g + 10,8 g.

Die Auswirkungen der Fitterung von konjugierten Linolsduren auf die SREBP- und
NIS-Expression wurden mittels gqPCR (Kapitel 2.2.9) untersucht. Dabei konnte ge-
zeigt werden, dass die relative mRNA-Konzentration von SREBP-1c und dessen
Zielgen GPAM signifikant vermindert war (Tabelle 19). Die gemessene mMRNA-
Konzentration von SREBP-1c war bei der CLA-Gruppe um knapp 70% vermindert.
Fur GPAM konnte eine um ca. 45% verringerte mRNA-Konzentration nach Verfitte-
rung von CLA im Vergleich zu der Kontrollgruppe gemessen werden. Fur FASN
konnte zwar eine deutlich erniedrigte mMRNA-Konzentration gemssen werden, diese

war aber aufgrund der hohen Standardabweichung nicht signifikant.

Im Gegensatz dazu konnten fir SREBP-2 und dessen Zielgene HMGCR und LDLR
keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle festgestellt werden (Ta-
belle 19).

Fur das NIS-Gen konnte nach der CLA-Ftterung eine signifikante, um ca. 50% ver-
minderte mMRNA-Konzentration im Vergleich zur Futterung mit der Kontrolldiat ge-
messen werden (Tabelle 19).

Tabelle 19: Einfluss der CLA-Fitterung auf die relative mRNA-Konzentrationen von SREBP-1c,
GPAM, FASN, SREBP-2, HMGCR, LDLR und NIS in der Milchdriise von Ratten.

Gen Kontrolle CLA Signifikanz
SREBP-1c 1+0,87 0,33+0,28 *
GPAM 1+0,68 0,55+0,28 *
FASN 1+1,01 0,34 £ 0,29

SREBP-2 1+0,7 0,79+0,48

HMGCR 1+0,78 0,76 + 0,59

LDLR 1+0,89 1,25+ 0,92

NIS 1+0,65 0,41+0,21 *

Dargestellt sind die MW + SD von 14 Ratten der CLA-Gruppe und 12 Ratten der Kontrollgruppe.

* kennzeichnet signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle (p < 0,05).
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4 Diskussion

Der NIS ist ein bedeutendes Protein in der Entwicklung von Mensch und Tier. Er ist
essentiell, um verschiedene Organe mit lod zu versorgen. Eine adaquate Versorgung
der Schilddriise mit lod ist Voraussetzung fir eine normale korperliche und neuronale
Entwicklung, sowie fir den physiologischen Ablauf von diversen Stoffwechselvor-
gangen im Korper. In der Milchdrise spielt der NIS eine besondere Rolle, da er hier

wahrend der Laktation die Versorgung des Neugeborenen mit lod garantiert.

Mit der Beschreibung des NIS als Zielgen der SREBPs in FRTL-5-Zellen stellte sich
die Frage, ob der NIS auch in anderen Organen auf diese Weise reguliert wird. Diese
Arbeit untersuchte die Hypothese, dass die NIS-Regulation in der Milchdriise eben-
falls SREBP-abhangig ist. Aufgrund der Ergebnisse der Studie von Ringseis et al.
(2013) sollte die Hypothese bestatigt werden, dass der NIS in der Milchdrise auf
gleiche Weise Uber die SREBPs reguliert wird, wie in der Schilddrise.

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass SREBPs in der Milchdruse als Regu-
latoren des NIS fungieren. Es konnte erstmals fur dieses Gewebe gezeigt werden,
dass der NIS und somit die aktive Aufnahme von lodid Uber die SREBPs beeinflusst

werden kann.

4.1 Regulation des Natrium-lodid-Symporters in der Milchdrlise
durch die SREBPs in vitro

Die bisherigen Erkenntnisse Uber die Regulation des NIS und somit der lodid-
Aufnahme in die Milchdrise beschranken sich auf die hormonellen Einflisse von
Oxytocin, 17-B-Estradiol und Prolaktin (Tazebay et al., 2000; Cho et al., 2000; Ril-
lema et al., 2000). Des Weiteren ist die NIS-Induktion durch atRA Uber den RAR und
RXR beschrieben (Kogai et al., 2008).

Der mammary gland NIS (mgNIS) wird nur wahrend der spaten Trachtigkeit und der
Laktation, sowie in der Uberwiegenden Mehrzahl von Brustkrebszellen exprimiert
(Portulano et al., 2014; Tazebay et al., 2000; Wapnir et al., 2004). MCF-7-Zellen
werden sehr haufig in der Brustkrebsforschung eingesetzt und es ist bekannt, dass

aufgrund einer funktionalen Expression des Ostrogen-Rezeptors eine Steigerung der
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NIS-Expression mittels atRA induziert werden kann (Kogai et al., 2000; Alotaibi et al.,
2006). Aus diesem Grund wurden MCF-7-Zellen als Modell einer Milchdrisenzelle fur

die in dieser Arbeit durchgefuhrten Experimente verwendet.

In den durchgefuhrten Zellexperimenten musste die NIS-Expression zum Teil mittels
atRA stimuliert werden, um den Einfluss der SREBPs auf den NIS untersuchen zu
konnen. Die NIS-Induktion durch atRA wird Uber ein Heterodimer aus den beiden
Nuklearrezeptoren RAR und RXR, vor allem RARB/RXRa, vermittelt und auf zwei
verschiedene Wege bewirkt. Zum einen bewirkt die atRA nicht-genomische Effekte
Uber die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) und zum anderen genomische Effekte
Uber das RARE. PI3K spielt vor allem in der Zellproliferation und im Zellstoffwechsel
eine wichtige Rolle. Die Uber das RARE vermittelten genomischen Effekte beruhen
auf Sequenzen, die sich haufig im Intron-Bereich des NIS-Gens befinden (Kogai und
Brent, 2012). Diese NIS-Induktion Uber die atRA hat keinen Einfluss auf die Expres-
sion der SREBPs und deren Zielgene. Diese Tatsache konnte in den durchgefiihrten
Experimenten mit einer Ausnahme bestétigt werden. Die mRNA-Konzentration der

HMGCR wurde erstaunlicherweise in einem Zellexperiment signifikant verandert.

Die Untersuchungen und Ergebnisse der SREBP-abhangigen Regulation des NIS in
der Milchdruse stellen einen vollig neuen Ansatz im Verstandnis der NIS-Regulation
in diesem Gewebe dar.

Um die von uns aufgestellte Hypothese zu tUberprufen und in Anlehnung an vorange-
gangene Untersuchungen dieser Arbeitsgruppe, wurden in der vorliegenden Arbeit
der Einfluss von Sterolen auf die NIS-Expression, die Folgen eines SREBP-
Knockdowns bzw. einer nSREBP-Uberexpression sowie die Sterolabhangigkeit des
lodid-Uptake untersucht (Ringseis et al., 2013). Abschliel3end wurde die Existenz
mindestens einer putativen Bindungssequenz der SREBPs im Promotorbereich des

humanen NIS nachgewiesen.

Zunachst wurde die SREBP-Ausreifung durch Inkubation mit 25-HC gehemmt. 25-
HC ist einer der potentesten Inhibitoren der SREBP-Prozessierung und hat diesbe-
zuglich eine um mehr als 100-fach starkere Wirkung als Cholesterol (Tang et al,.
2011). Nach Behandlung der MCF-7-Zellen mit 5 uM 25-HC konnte eine Verminde-
rung der relativen mRNA-Konzentration von SREBP-1c auf ca. 50% der Ausgangs-
konzentration beobachtet werden. Die Analyse mittels Western Blot ergab eine signi-
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fikant reduzierte Proteinkonzentration von nSREBP-1 nach Behandlung mit 25-HC.
Die mRNA-Konzentration von SREBP-2 wurde durch Behandlung mit 25-HC um ca.
45% im Vergleich zur Behandlung mit atRA reduziert, diese Reduktion war aber auf-
grund der groRen Standardabweichung nicht signifikant. Die Proteinkonzentration
von nSREBP-2 blieb durch die Behandlung unbeeinflusst. Dieses Ergebnis ist in An-
betracht der Tatsache, dass die beiden gemessenen Zielgene von SREBP-2,
HMGCR und LDLR, auf mRNA-Ebene signifikant reduziert wurden, tberraschend.
Maglicherweise erfolgte die Messung von SREBP-2 auf Proteinebene zu einem zu
spaten Zeitpunkt, sodass die Proteinkonzentration zum Zeitpunkt der Messung schon
wieder angestiegen war. Die mRNA-Konzentration des SREBP-1-Zielgens FASN
wurde ebenfalls signifikant reduziert, wahrend die mRNA-Konzentration des zweiten
gemessenen Zielgens, GPAM, erstaunlicherweise durch die Behandlung nicht beein-
flusst wurde. Die Messung der NIS-mRNA-Konzentration ergab nach vorangegange-
ner Induktion durch atRA, eine signifikante Reduktion der mRNA-Konzentration. Es
konnte also durch diese Behandlung eine signifikante Reduktion der NIS-mRNA-
Konzentration gezeigt und somit bereits auf eine SREBP-abhangige Regulation des
NIS in der Milchdrise geschlossen werden. Diese Untersuchung lasst aber keinerlei
Ruckschlisse darauf zu, ob eine der beiden SREBP-Isoformen einen starkeren Ein-
fluss auf die Regulation des NIS hat, da beide auf die gleiche Weise durch das oxi-

dierte Cholesterolderivat in ihrer Ausreifung gehemmt werden.

Um die Beteiligung beider SREBP-Isoformen naher zu untersuchen, wurden an-
schlieRend die SREBPs mittels RNAI runterreguliert. Hierbei konnte eine signifikante
Reduktion der mRNA-Konzentration des NIS nach knockdown sowohl von SREBP-1
als auch von SREBP-2 beobachtet werden. Die Verminderung der NIS-mRNA-
Konzentration war jedoch nach dem knockdown von SREBP-1 mit ca. 50% deutlich
starker, sodass die Vermutung nahe lag, dass diese Isoform einen starkeren Einfluss
auf die Regulation des NIS hat. Die Spezifitdt der Effekte konnte anhand der mRNA-
Konzentrationen der SREBPs nachvollzogen werden. Nach Behandlung mit SREBP-
1-spezifischer siRNA fiel die Verminderung dieser Isoform starker aus, als nach Be-
handlung mit SREBP-2-spezifischer siRNA. Nach knockdown mit SREBP-2-
spezifischer siRNA zeigte sich allerdings unerwartet eine starkere Verminderung der
MRNA-Konzentration von SREBP-1. Dieser Effekt zeigt, dass die Isoformspezifitat

nicht so stark ausgepragt war wie angenommen. Um diesen Effekt zu Uberprufen,
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konnte der Versuch mit einer anderen siRNA wiederholt werden. Bei den ebenfalls
untersuchten Zielgenen GPAM und LDLR konnte eine signifikant reduzierte mRNA-
Konzentration festgestellt werden, was eine erfolgreiche Transfektion bestatigt. Da
die Sequenzspezifitat nicht so deutlich ausgepragt war, kdnnen durch dieses Expe-
riment keine Rickschlisse auf einen starkeren Einfuss der einen oder anderen
SREBP-Isoferm gezogen werden. Ein Einfluss der SREBPs auf den NIS konnte aber

nachgewiesen werden.

Um den Einfluss der Isoformen weiter zu untersuchen, wurde eine Uberexpression
der nSREBPs mittels Expressionsvektoren durchgefihrt. Diese Expressionsvektoren
exprimieren das transkriptionell aktive nSREBP-1c bzw. nSREBP-2. Hierbei sollte die
Expression von nSREBP-1c und -2 isoformspezifisch gesteigert und die Auswirkun-
gen analysiert werden. Auf Proteinebene konnte fir beide SREBP-Isoformen ein
starker Anstieg der nuklear-aktiven Form nach Transfektion mit dem jeweiligen Ex-
pressionsvektor nachgewiesen werden, was als Beweis fiir die Funktionsfahigkeit der
Expressionsvektoren herangezogen werden kann. Auch auf Transkriptionsebene
konnte fir SREBP-2 und dessen Zielgene HMGCR und LDLR ein isoformspezifi-
scher Anstieg der mMRNA-Konzentration gezeigt werden. Fir SREBP-1c konnte nach
Behandlung mit dem nSREBP-2-Expressionsvektor ein signifikanter Anstieg der
MRNA-Konzentration gezeigt werden, nicht aber nach Behandlung mit dem
NSREBP-1c-Expressionsvektor. Fir GPAM und FASN, die Zielgene von SREBP-1c,
konnte eine leichte Steigerung der mRNA-Konzentration sowohl nach Transfektion
mit dem nSREBP-1c-, als auch mit dem nSREBP-2-Expressionsvektor gezeigt wer-
den, die aber nicht signifikant waren. Fir den NIS konnte eine deutlich gesteigerte
MRNA-Konzentration nach der Behandlung sowohl mit dem nSREBP-1c-, als auch

mit demnSREBP-2-Expressionsvektor gezeigt werden.

Die Ergebnisse der Ausreifungshemmung der SREBPs durch Behandlung mit 25-HC
lieferten zunachst einen indirekten Hinweis auf eine SREBP-abhangige Regulation
des NIS. Dieser indirekte Hinweis konnte anschlieRend mittels zwei verschiedenen

Transfektionsversuchen weiter verstarkt werden.

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen den Einfluss der SREBPs auf den NIS auf
Transkriptionsebene. In vorangegangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die
auf mMRNA-Ebene beobachteten Effekte in FRTL-5-Zellen auch auf Proteinebene auf-

treten (Ringseis et al., 2013). Der fir diese Studien erfolgreich eingesetzte Antikdrper
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ist jedoch nicht fir humane Zelllinien anwendbar. Aus diesem Grund verwendeten wir
andere Anti-NIS-Antikorper, die fur den Nachweis in humanen Zellen beschrieben
wurden. Dennoch war es uns aus technischen Griinden nicht moéglich die auf mRNA-

Ebene festgestellten Effekte auch auf Protein-Ebene fur den NIS darzustellen.

Im Rahmen der Untersuchungen des lodid-Uptakes konnte eine um ca. 20% redu-
zierte lodaufnahme nach Behandlung mit 25-HC nachgewiesen werden. Basal konn-
te in den MCF-7-Zellen keinerlei Aktivitat des NIS gezeigt werden. Erst nach Stimula-
tion der NIS-Expression mit atRA konnte die Aufnahme von radioaktivem lodid in die
Zellen gemessen werden. Diese gesteigerte Expression wurde nach Behandlung mit
25-HC und der damit verbundenen Hemmung der Ausreifung der SREBPs wieder
signifikant reduziert. Der noch verbleibende Einstrom des radioaktiv markierten lo-
dids ist auf einen passiven Einstrom durch Diffusion zuriickzufihren. Dieses Ergeb-

nis impliziert eine Inhibierung der aktiven lod-Aufnahme Uber den NIS.

Um nachzuweisen, dass das hNIS-Gen durch SREBPs transkriptionell reguliert wird,
sollte eine Bindungssequenz im Promotorbereich oder im 5”-untranslatierten Bereich
detektiert werden. Dazu wurde die 5 -flankierende Region des humanen NIS-Gens
von Position -1250 bis +350 relativ zum Transkriptionsstart ndher analysiert. Unter
Verwendung der japanischen Software TFBIND wurde dieser Bereich auf putative
Bindungsstellen der SREBPs untersucht. Diese Analyse identifizierte einige SRE-
und E-Box-Elemente. Die genaue Vorhersage von SREs ist schwierig, da in den
Promotor-Bereichen der verschiedenen SREBP-Zielgene keine eindeutige Uberein-
stimmung der Sequenzen nachgewiesen werden konnten (Brown und Goldstein,
1999; Magafia und Osborne, 1996).

Erst kirzlich konnte von unserer Arbeitsgruppe ein funktionales SRE im NIS-Gen der
Ratte an Position +59 der 5-UTR lokalisiert werden (Ringseis et al,. 2013). Die
5 -flankierende Region des NIS-Gens der Maus zeigt eine 68%-ige Ubereinstimmung
mit dem der Ratte, wahrendem nur eine geringe Ahnlichkeit zum hNIS besteht (Lin et
al., 2004). In Thyreozyten wurde in der 5 -flankierenden Region ein Stimulator der
NIS-Transkription, der sogenannte NIS upstream enhancer (NUE) identifiziert (Ohno
et al., 1999). Dieser zeigt eine 94,4%-ige Ubereinstimmung zwischen Maus und Rat-
te, aber nur eine Ahnlichkeit von 67,8% zwischen Maus und Mensch (Lin et al.,
2004). Der NUE stimuliert die NIS-Transkription in einer Schilddriisen-spezifischen

und von dem sekundéren Botenstoff des cyclischen Adenosinmonophosphat (CAMP)
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abhangigen Art und Weise (Ohno et al., 1999). Auch der Vergleich des NUE zwi-
schen den verschiedenen Spezies macht also die Unterschiede in der 5'-
flankierenden Region des NIS-Gens von Maus, Ratte und Mensch deutlich. Auch
verdeutlicht es, dass die Zelltyp-spezifische Gentranskription oft von einer Reihe an
Transkriptionsfaktoren abhangig ist, deren Kombination einzigartig fir den jeweiligen
Zelltyp ist (Ohno et al., 1999). Der Sequenzvergleich wurde durchgefuhrt, da gezeigt
werden konnte, dass wichtige regulatorische Sequenzen im Genom konserviert sind
und deshalb einen hohen Grad der Homologie zwischen verschiedenen Spezies

aufweisen.

Mittels Reportergenstudien kann der Einfluss von Transkriptionsfaktoren auf die Re-
gulation eines bestimmten Gens untersucht werden. Ublicherweise wird fir diese
Untersuchungen ein ca. 2000 bp umfassender Bereich der 5" -flankierenden Region
kloniert und analysiert. Aufgrund eines sehr hohen GC-Gehaltes gelang es uns nicht,
die Region von Position -1250 bis +350 relativ zum Transkriptionsstart des hNIS-
Gens in einem Stick zu synthetisieren. Aus diesem Grund wurde der zu untersu-
chende Bereich in vier Fragmente unterteilt und jeweils einzeln untersucht. Die ein-
zelnen Fragmente wurden vor das Luziferase-Reportergen kloniert und durch die
Expressionsvektoren nSREBP-1c bzw. nSREBP-2 stimuliert. Bei diesen Untersu-
chungen konnten wir fur die Fragmente -280/+259 und -1250/-930 eine SREBP-
Sensitivitat durch eine gesteigerte Luciferase-Aktivitat zeigen. In den beiden anderen
untersuchten DNA-Abschnitten war im Vergleich zur Negativkontrolle keine erhdhte
Luciferase-Aktivitat detektierbar. Somit konnte der Bereich, in dem sich putative
SREs befinden auf zwei DNA-Fragmente eingegrenzt werden. Anhand dieser Unter-
suchungen kann gezeigt werden, dass das hNIS-Gen einer transkriptionellen Regu-
lation durch SREBPs unterliegt. In den beiden aktivierbaren Fragmenten konnten
mittels in silico-Analysen neun putative SREs ermittelt werden. Acht dieser putativen
SREs kommen als funktionale SREs in Betracht. Das neunte in silico ermittelte puta-
tive SRE +242 (+) kann als funktionales SRE ausgeschlossen werden, da es aul3er
dem aktivierten Fragment -280/+259 auch noch in dem Fragment +235/+350 zu fin-

den ist, welches keine gesteigerte Luciferase-Aktivitat aufweist.

Fir die Beurteilung, ob eines oder welches der SREs fur die Regulation die wichtigs-
te Rolle spielt, bedarf es weiterer Untersuchungen. Dafir bietet sich der Einsatz von

Reportergenmutanten an. Um die Aussage der Reportergen-Studien wissenschaftlich
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besser einordnen zu kénnen, wurden Sequenzanalysen und —vergleiche zwischen
den drei Spezies Rattus norvegicus, Mus musculus und Homo sapiens durchgefuhrt.
Diese ergaben einen hohen Grad der Ubereinstimmung zwischen Maus und Ratte.
Die Sequenzhomologie lag bei diesen beiden Spezies fir alle putativen SREs zwi-
schen 70,6% und 100%. Der Vergleich aller drei Spezies zeigte hingegen nur eine
maximale Ubereinstimmung von 55,6% fur das SRE -242 (-). Diese relativ geringe
Ubereinstimmung der Nukleotid-Sequenzen zwischen den Spezies zeigt, dass die
ermittelten putativen SREs keinen hohen Konservierungsgrad aufweisen. Dieses Er-
gebnis kann ein Hinweis darauf sein, dass der SREBP-abhéngigen Regulation des

NIS keine Schlisselfunktion zukommt.

Des Weiteren konnte der Nachweis einer spezifischen in vivo-Bindung des nSREBPs
an das SRE des mgNIS mittels Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) erbracht
werden. Auch die Chromatin-Immunoprezipitation, die Protein-DNA-Interaktionen in

vivo nachweist, ware eine sinnvolle Erganzung der erhobenen Daten.

4.2 Bestatigung der SREBP-abhangigen Regulation des NIS in vivo

Die Ergebnisse der in vitro-Studien bezilglich der Regulation des hNIS in Milchdri-
senzellen lieferten deutliche Hinweise auf einen regulatorischen Einfluss der
SREBPs. Deshalb stellte sich die Frage, ob diese Ergebnisse auch auf die Situation
in vivo Ubertragen werden kénnen. Um diese Frage klaren zu kénnen, wurde ein Rat-
tenversuch durchgefihrt, in dem die Tiere mit CLAs geflttert wurden. Bei den CLAs
handelt es sich um eine Gruppe konjugierter Linolsduren. Sie enthalten, wie Linol-
saure, 18 Kohlenstoffatome und 2 konjugierte Doppelbindungen. Es gibt viele ver-
schiedene Isomere. Sie kdnnen in trans-trans-, cis-Cis-, trans-cis- oder cis-trans-
Konfiguration vorliegen. Nattrlich kommen die CLAs hauptsachlich in Milch und
Fleisch von Wiederkauern vor, da sie von Mikroorganismen im Pansen gebildet wer-
den. Von besonderer Bedeutung sind das cis-9, trans-11- und das trans-10, cis-12-
Isomer. Das erstgenannte macht mit tber 90% den Hauptbestandteil der mikrobiell
synthetisierten CLAs aus. Bei dem trans-10, cis-12-Isomer handelt es sich dagegen
um ein technisches Isomer, welches in der Natur nur eine untergeordnete Rolle
spielt. In zahlreichen Tiermodell-Studien konnten positive Effekte von CLA gezeigt
werden. Sie wirken protektiv gegen chemisch induzierte Tumore, immunmodulierend,

hypolipidamisch, anti-atherogen, anti-diabetogen und anti-thrombotisch (Pariza und
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Hargraves, 1985; Lee et al., 2005; Cook et al., 1993; Lee et al., 1994; Houseknecht
et al., 1998; Truitt et al., 1999).

Aus vielen Studien ist bekannt, dass mehrfach ungesattigte Fettsauren (polyunsatu-
rated fatty acids, PUFAS) zu einer reduzierten Konzentration an SREBP-1 fiuhren,
wahrend der Gehalt an SREBP-2 davon unberthrt bleibt (Hannah et al., 2001; Kim et
al., 1999; Yahagi et al., 1999; Mater et al., 1999; Xu et al., 1999). Es konnte gezeigt
werden, dass der inhibitorische Effekt der PUFAs mit steigender Kettenlange und
steigendem Gehalt an Doppelbindungen zunimmt (Hannah et al. 2001). Eine Ftte-
rung von PUFAs resultiert in einer deutlich verringerten mRNA-Konzentration von
SREBP-1 und dessen Zielgenen (Yahagi et al., 1999; Xu et al., 1999). Sowohl die
Precursor-, als auch die mature Form von SREBP-1 wird verringert (Xu et al., 1999).
Der genaue Mechanismus der SREBP-1-Inhibierung durch PUFASs ist noch nicht be-
kannt, aber es wird vermutet, dass es sich um eine posttranskriptionale Regulation
handelt (Hannah et al., 2001; Yahagi et al., 1999; Xu et al., 1999).

Der inhibitorische Effekt von CLAs auf die Milchfett-Synthese wurde zuerst fir das
trans-10, cis-12-CLA-Isomer, welches auch hauptverantwortlich fur die CLA-Effekte
ist und spater auch fir das trans-9, cis-11- und das cis-10, trans-12-CLA-Isomer ge-
zeigt (Baumgard et al., 2000; Perfield et al., 2007; Saebg et al., 2005). Baumgard et
al. (2002) zeigten nach Applikation von trans-10, cis-12-CLA erstmals in der Milch-
driise eine erniedrigte Lipogenese und eine reduzierte Expression von Genen, die in

der Milchfett-Synthese eine Rolle spielen.

In vorangegangenen Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnten in Uberein-
stimmung mit Daten der Literatur nach Verfitterung von CLA an weibliche Ratten
wahrend der Trachtigkeit und Laktation stark reduzierte Milchfett-Konzentrationen
festgestellt werden. AulRerdem wurde beobachtet, dass die mit einer CLA-Diat gefit-
terten Ratten reduzierte mRNA-Konzentrationen und reduzierte FASN-Aktivitaten
aufwiesen. Dies ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass CLA die Rate der de novo
Fettsdure-Synthese in der Milchdrise reduziert. Fettsauren fur die Triacylglycerol-
Synthese in der Milchdrise stammen hauptséchlich aus zwei Quellen: der de novo
Synthese oder der Aufnahme von zirkulierenden Lipoproteinen (Ringseis et al.,
2004). Durch viele Studien ist bereits bekannt, dass eine Futterung von CLA in einer
signifikant erniedrigten mRNA-Konzentration von SREBP-1 resultiert. Aus diesem

Grund stellte die Verfutterung von CLA an Ratten ein geeignetes Modell dar, um die
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Hypothese zu Uberprifen, dass die CLA-induzierte Reduktion der SREBP-1-

Expression zu einer erniedrigten mRNA-Konzentration des NIS in vivo fuhrt.

Es konnte gezeigt werden, dass die mit CLA gefitterten Ratten eine signifikant er-
niedrigte Expression von SREBP-1c im Vergleich zu den Ratten aus der Kontroll-
gruppe aufwiesen. Ebenso war GPAM, ein untersuchtes Targetge von SREBP-1c
signifikant in seiner Expression vermindert. Es konnte in dieser Arbeit erstmals ge-
zeigt werden, dass auch die mRNA-Konzentration des NIS nach der CLA-
Behandlung signifikant um ca. 50% reduziert war. Im Zusammenhang mit den in vitro
erhobenen Daten liefert dieser Versuch einen weiteren Hinweis darauf, dass

SREBPs auch in der Milchdrise als Regulatoren des NIS fungieren.

Die in dieser Arbeit erstmals préasentierten Ergebnisse zeigen daher ganzlich neue

Wege in der Regulation des NIS auf.

4.3 Einordnung der Relevanz

Um eine genaue Aussage bezlglich der Relevanz der hier erstmals gezeigten
SREBP-abhangigen Regulation des NIS im Vergleich zu anderen bereits bekannten

Regulationsmechanismen treffen zu kdnnen, bedarf es vergleichender Studien.

Zum jetzigen Zeitpunkt kann man nur die verschiedenen Regulationsmechanismen
anhand von Literaturangaben vergleichen. Das Saugen ist eine extrem wichtige Re-
gulation der NIS-Expression. Studien von De la Vieja et al. (2000) an laktierenden
Ratten haben gezeigt, dass 24 Stunden nach dem Absetzen der Jungtiere eine signi-
fikante Reduktion der NIS-Expression messbar und diese bereits nach weiteren 24
Stunden nur schwer Uberhaupt feststellbar war. Im Vergleich dazu fuhrte die 48-
stindige Behandlung der humanen Mammakarzinomzellen mit 25-HC, nach NIS-
Stimulation mit atRA, lediglich zu einer Verminderung der NIS-Expression um gut
34%. Ahnliche Verhaltnisse wie sie De la Vieja et al. (2000) 24 Stunden nach dem
Absetzen der Rattenjungen festgestellt hat konnten in der vorliegenden Arbeit 24
Stunden nach einem Knockdown mittels RNAi beobachtet werden. Auch durch diese
Regulation Uber die SREBPs kam es zu einer signifikant erniedrigten Expression des
NIS. Ebenso fuhrte der Knockdown der SREBPs uber RNAI nach 48 Stunden zu ei-

ner signifikant erniedrigten NIS-Expressionsrate, die aber, im Unterschied zu den
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Untersuchungen von De la Vieja et al. (2000) auch zu diesem Zeitpunkt noch sehr

gut detektierbar war.

Der Vergleich von hormoneller und SREBP-abhangiger Regulation ist deutlich
schwieriger. Anhand der vorliegenden Daten aus den Studien von Tazebay et al.
(2000) und Cho et al. (2000) lasst sich keine Aussage bezuglich der Starke des Ein-
flusses auf die NIS-Expression treffen. Rillema et al. (2000) konnten in ihren Studien
eine um das 20-fache gesteigerte Proteinkonzentration des NIS und einen verdop-
pelten bis verdreifachten lodid-Uptake zeigen. Sie behandelten Milchdriisenexplanta-
te von Mausen Uber 24 Stunden mit Prolaktin in verschiedenen Konzentrationen. Die
Uberexpressionstudien an humanen Mammakarzinomzellen, die ebenfalls iiber 24
Stunden liefen, zeigten eine Steigerung der NIS-mRNA-Expression um das 1,5-
fache. Der Vergleich zwischen diesen Werten und ein Rickschluss auf die Starke

des jeweiligen Einflusses der Regulatoren ist aber nicht méglich.

Prolaktin, ein Hormon des Hypophysenvorderlappens, ist wichtig fur die Milchbildung.
Es stimuliert die Synthese von Milcheiweil3, Milchzucker und Milchfett und spielt eine
wichtige Rolle in der Lipidsynthese der laktierenden Milchdriise (Rudolph et al.,
2011). Weiterhin hat es Einfluss auf die Ausschittung des Neuropeptids Oxytocin,
welches im Hypophysenhinterlappen gebildet wird. Prolaktin und Oxytocin sind es-
sentielle Hormone flr die Laktation und den Saugakt. Bisher gibt es noch keine Stu-
dien, die einen eventuellen Einfluss von Prolaktin oder Oxytocin auf SREBPs unter-
suchen. Méglicherweise haben die beiden Hormone neben ihrer direkten Wirkung auf

den NIS eine weitere, indirekte Wirkung Uber die SREBPs auf den Symporter.

Insgesamt kann man sagen, dass der NIS in der Milchdrise, wie in der vorliegenden
Arbeit gezeigt, SREBP-abhangig reguliert wird. Der weitaus wichtigste Regulations-
mechanismus ist aber der Saugakt in Verbindung mit den dabei ausgeschiitteten

Hormonen.
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5 Zusammenfassung

Der Natrium-lodid-Symporter (NIS) ist ein wichtiges Protein im lod-Haushalt der S&u-
getiere. Er ist notwendig fur die Aufnahme von lodid tGber den Darm in die Blutbahn
und somit fur die Versorgung des Organismus mit diesem essentiellen Spurenele-
ment. Da es sich bei lodmangel um ein weltweites Problem handelt, ist es von gro-
Bem Interesse, mehr Uber die Regulation des NIS zu erfahren. Besonders verhee-
rend wirkt sich ein lodmangel bei Ungeboren, Sauglingen und Kleinkindern aus, bei
denen hochgradige Entwicklungsstérungen beobachtet werden kénnen. Um dies zu
verhindern, ist eine ausreichende lodversorgung der Mutter wahrend der Schwan-
gerschaft und Stillzeit wichtig und zeigt die wesentliche Bedeutung des NIS in der
Milchdriise. In kirzlich durchgefiihrten Studien konnte gezeigt werden, dass der NIS
in Schilddriisenzellen neben der priméaren Regulation durch Thyreotropin (TSH, Thy-
reoidea stimulierendes Hormon) auch durch die sterol regulatory element-binding
proteins (SREBPS) reguliert wird. Die SREBPs sind als Transkriptionsfaktoren aus
dem Lipid- und Cholesterinstoffwechsel bekannt. Ziel dieser Arbeit war es, die Hypo-
these zu untersuchen, dass SREBPs auch in der Milchdrise als Regulatoren des
NIS fungieren. Der erste Teil dieser Arbeit beschaftigte sich mit der in vitro-
Regulation des NIS in MCF-7-Zellen, einer humanen Brustadenokarzinomzelllinie.
Die basale NIS-Expression in dieser Zelllinie ist aber so gering, dass sie in einigen
Versuchen durch all-trans Retinsaure (atRA) gesteigert werden musste. Es konnte
gezeigt werden, dass eine Ausreifungshemmung der SREBPs mit dem potenten In-
hibitor 25-Hydroxycholesterin  (25-HC) zu einer signifikant erniedrigten NIS-
Expression fuhrt. Auch nach Knockdown von SREBP-1c und SREBP-2 mittels RNA-
Interferenz (RNAI) wurden signifikant niedrigere mRNA-Konzentrationen des NIS
gemessen. Eine Uberexpression von SREBP-1c, bzw. SREBP-2 mit sequenzspezifi-
schen Expressionsvektoren fihrte zu einer signifikant erhdhten NIS-Expression. Mit
der Messung des Radioiodid-Uptakes konnten die gesammelten Daten untermauert
werden. Es konnte eine signifikant niedrigere lodid-Aufnahme nach Behandlung mit
25-HC gemessen werden. Um zu zeigen, dass das humane NIS-Gen in der Milch-
drise durch SREBPs transkriptionell reguliert wird, sollte anschlielend eine Bin-
dungssequenz fur SREBPs im humanen NIS-Gen lokalisiert werden. Der Sequenz-

vergleich des humanen Promotorbereichs mit dem von Ratte und Maus zeigte keine
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hohe Homologie. Fir die Reportergenstudien wurde ein 1600 bp umfassender Be-
reich der 5"-flankierenden Region des humanen NIS-Gens in 4 Fragmente unterteilt
und einzeln untersucht. In zwei dieser Fragmente konnte eine gesteigerte Luziferase-
Aktivitat nachgewiesen und somit mindestens ein SRE detektiert werden. In den bei-
den DNA-Fragmenten -280/+259 und -1250/-930 konnten in silico insgesamt neun
putative SREs identifiziert werden, von denen bereits eins als funktionales SRE aus-
geschlossen werden konnte. Der Vergleich dieser putativen Bindungssequenzen
zwischen den drei Spezies Rattus norvegicus, Mus musculus und Homo sapiens
zeigte keinen hohen Konservierungsgrad. Evolutiondr bedeutsame Mechanismen
sind auf DNA-Ebene hoch konserviert und zeigen dementsprechend eine hohe Ho-

mologie auch zwischen verschiedenen Spezies.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die SREBP-abhéngige Regulation des NIS in der
laktierenden Milchdriise von Ratten untersucht. Die Versuchstiere wurden in zwei
Gruppen eingeteilt, eine Kontroll- und eine Versuchsgruppe. Die Tiere der Versuchs-
gruppe erhielten eine Diat mit conjugated linoleic acids (CLAS), von denen ein inhibi-
torischer Effekt auf die Milchfettsynthese bekannt ist. Es konnte gezeigt werden, dass
die Tiere der Versuchsgruppe signifikant erniedrigte mRNA-Konzentrationen von
SREBP-1c, dessen Zielgenen und des NIS aufwiesen. Auch dieses Experiment un-
terstutzt die Beobachtung, dass der NIS in der Milchdriise durch SREBPs reguliert

wird.

Bislang war bekannt, dass der Hauptstimulus des NIS der Saugakt ist. Die vorliegen-
de Arbeit zeigt nun einen neuen Regulationsmechanismus auf und ergab klare Hin-
weise darauf, dass der NIS in der Milchdrise, ebenso wie in der Schilddrise,
SREBP-abhangig reguliert wird. Diese Erkenntnis ist ein wichtiger Schritt fir das voll-
standige Verstandnis der Regulationsmechanismen des NIS und eréffnet neue Wege

um den Transport von lod in die Milchdrise besser zu verstehen.
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6 Summary

The sodium-iodide symporter (NIS) plays a key role in iodine balance of mammals. It
is required for the iodide uptake from the intestine into the blood stream, hence for
the adequate supply of the organism with this essential trace element. Because iodi-
ne deficiency is a global problem it is of great value to learn more about the regulati-
on of NIS. lodine deficiency is devastating particularly in unborn children, nurslings
and infants where drastic developmental disabilities occur. To avoid this problem it is
necessary to guarantee a sufficient iodide uptake during pregnancy and nursing.
These facts show the essential role of NIS in the mammary gland. Recent studies
showed that NIS is regulated by sterol regulatory element-binding proteins (SREBPS)
beside the primary regulation by thyroidea stimulating hormone (TSH) in rat thyroidal
cells. SREBPs are transcription factors which are known as regulators of the lipid and
cholesterol metabolism. The present study was designed to test the hypothesis
weather NIS is regulated by SREBPs in the mammary gland. The first part of this
thesis dealed with the in vitro regulation of NIS in the human breast cancer cell-line,
MCF-7. The basal expression of NIS in these cells is very low, so it had been increa-
sed by all-trans retinoic acid (atRA) in some experiments. It was possible to show a
significantly decreased NIS-expression after treatment with 25-hydroxycholesterol
(25-HC), a potent inhibitor of SREBPs. Transfection with knockdown siRNAs targe-
ting SREBP-1c and SREBP-2 also caused a significantly reduced mRNA concentra-
tion of NIS. Overexpression of both SREBP isoforms with sequence-specific expres-
sion vectors resulted in a significantly increased NIS-expression. NIS-specific iodide
uptake was significantly lower after treatment with 25-HC. This result corresponds to
the previous findings. To examine the transcriptional regulation of the human NIS-
gene in the mammary gland by SREBPs, a SREBP-binding site should be localized
in the human NIS-gene. Sequence alignment of the human promotor region with rat
and mouse promotor region showed no high homology. An approximately 1600 bp
sequence of the 5”-untranslated region was segmented into four fragments and ana-
lyzed by reporter gene assay. Two of these fragments showed a significantly in-
crease in luciferase activity, what indicates the existence of at least one sterol regula-

tory element (SRE). The in silico analysis showed nine putative SREs in the frag-
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ments -280/+259 and -1250/-930. One of these putative SREs could be excluded as
a functional SRE already. Sequence comparison of these eight putative SREs
between rattus norvegicus, mus musculus and homo sapiens showed only a low
degree of conservation. It is known that evolutionary important mechanisms are high-

ly conserved and show a high degree of homology between different species.

The SREBP-dependent regulation of NIS in rat lacting mammary gland was exa-
mined in the second part of this thesis. The animals used for this experiment where
divided into two groups. The animals of the test group where fed with a diet contai-
ning conjugated linoleic acids (CLAS). It is known that CLAs are potent inhibitors of
milk fat synthesis. Animals fed with the CLA-diet showed a significantly decreased
mRNA-concentration of SREBP-1c, its target genes and NIS. This experiment sup-

ports the observation of SREBP-dependent regulation of NIS in the mammary gland.

Suckling is the main stimulus of NIS. This thesis shows a new regulatory mechanism
and gives clear indications for a SREBP-dependent regulation in mammary gland
NIS. This knowledge is an important step in the complete understanding of NIS regu-
lation and opens new opportunities for a better understanding of iodine transport into

the mammary gland.
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