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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Screenen einer Verbindung, welche das Expres-
sionsniveau der menschlichen induzierbaren Stickstoffoxid-Synthase beeinflussen kann, genauer gesagt ein
Verfahren zum Screenen einer Verbindung, welche die Expression des Enzyms kontrollieren kann.

[0002] Seitdem Stickstoffoxid (NO) als gefaRerweiternder Faktor identifiziert wurde, hat man herausgefun-
den, dass es eine physiologisch aktive Substanz ist, die eine wichtige Rolle bei der Regulierung der biologi-
schen Funktionen spielt. Es wurde berichtet, dass NO zusatzlich zu den vorstehenden Funktionen eine
thrombocytenaggregationssupprimierende Wirkung, eine neurotransmitterfreisetzende Wirkung und eine Wir-
kung besitzt, die dazu fuhrt, dass Makrophagen antitumorale und bakterizide Aktivitaten zeigen (Moncada, S.
und Higgs, A. (1993) N. Engl. J. Med. 329, 2002-2012).

[0003] NO wird biologisch durch NO-Synthase (NOS) aus L-Arginin als Substrat synthetisiert. Derzeit ist die
Existenz dreier Isoenzyme von diesem Enzym bestatigt (der Gehirn-Typ, der Endothel-Typ und der induzier-
bare Typ). lhre chromosomale Lokalisierung ist ebenfalls bekannt (Knowles, R. G. und Moncada, S. (1994) Bi-
ochem. J. 298, 249-258).

[0004] Von diesen Typen kann der induzierbare Typ NOS (iNOS) exprimiert werden, indem Endotoxine oder
Cytotoxine fur solche Zellen wie vaskulare Zellen der glatten Muskulatur (VSMC), Hepatocyten, Chondrocyten
oder Gliazellen verwendet werden, so dass die Gentranskription induziert wird. Kirzlich wurden Mause, denen
dieses Gen fehlt, (Knockout-Mause) geziichtet. Es wurde berichtet, dass die Mause eine schwachere Abwehr-
fahigkeit gegen Infektionen besitzen, aber im Vergleich zum Wildtyp leichtere Symptome von Entziindung und
Sepsis zeigen (Wei, X. et al., (1995) Nature 375, 408-411; MacMicking, J. D. et al., (1995) Cell 81, 641-650).
Es gibt einen Bericht, der zeigt, dass iNOS in jeder Spezies durch inflammatorische Zustande induziert wird
und dass die Suppression seiner enzymatischen Aktivitaten und die Expression zur Erleichterung der Entziin-
dungssymptome wirksam sind (Moncada, S. und Higgs, E. A. (1995) FASEB J. 9, 1319-1330). Ferner fand
man in einem Sepsis-Modell heraus, dass die Verabreichung von iNOS-Enzym-Inhibitoren wirksam ist (Kerwin,
J. F. etal, (1995) J. Med. Chem. 38, 4343-4362).

[0005] Es wurde andererseits berichtet, dass der Endotheltyp-NOS (eNOS) an der Homdéostase, insbeson-
dere an der Suppression des Anstiegs des Blutdrucks, beteiligt ist, und man zieht in Betracht, dass er eine
wichtige Rolle bei biologischen Funktionen spielt. Folglich war es wiinschenswert, eine Verbindung zu finden,
die die eNOS-Aktivitat nicht beeinflusst, sondern die iINOS-Aktivitat spezifisch hemmt. Da jedoch die primaren
Strukturdomanen der Proteine, die die Aktivitaten dieser Isoenzyme hemmen, einander sehr stark ahneln, ist
keiner der vorliegenden NOS-Enzym-Inhibitoren im Hinblick auf seine Spezifitaten zufriedenstellend.

[0006] In anderer Hinsicht wurde bestatigt, dass Substanzen, die NO erzeugen, die vaskulare Hypertrophie
supprimieren kdnnen, so dass Arteriosklerose und postangioplastische vaskulare Restenose in Tiermodellen
verhindert wird (Garg, U. C. und Hassid, A. J. (1989) J. Clin. Invest. 83, 1774-1777, Cooke, J. P. et al., (1992)
J. Clin. Invest. 90, 1168-1172). Es wurde auch berichtet, dass die erzwungene Expression des NOS-Gens in
VSMC zu einem Anstieg der NO-Produktion flihrt, die mit der Suppression der Hypertrophie der inneren Mem-
bran von VSMC einhergeht (von der Leyen, H. E. et al., (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92, 1137-1141).
Daher erwartet man, dass die Erzeugung von NO an der Stelle der vaskularen Hypertrophie bei der Behand-
lung oder Vermeidung der vaskularen Hypertrophie wirksam sein kann.

[0007] Die vorstehend beschriebenen Tatsachen legen nahe, dass, falls man iINOS-Isozym-spezifische ge-
nexpressionsregulierende Verbindungen findet, die Inhibitoren als antiinflammatorische Agentien nitzlich sind,
wahrend die Induktoren als Agentien nitzlich sind, die zu therapeutischen Verbesserungen insbesondere auf
dem cardiovaskularen Gebiet fuhren.

[0008] Reportergene werden zur Uberwachung der Expression eines bestimmten Gens einfach und leicht mit
hoher Sensitivitat eingesetzt (Yokota, T., und Arai, K. (1993) Biomanual Series 4, Youdosha). Anstatt die Test-
genexpression direkt nachzuweisen, werden Reportergene verwendet, und derartige Gene, die derzeit haufig
verwendet werden, schlieRen diejenigen ein, deren Expressionsprodukte wie Chloramphenicol-Acetyltransfe-
rase (CAT), B-Galactosidase (B-Gal) und Luciferase leicht getestet werden kénnen. Die Aktivitat der Test-DNA,
deren regulatorische Aktivitdt gemessen werden soll, kann mit hoher Sensitivitdt nachgewiesen werden, indem
sie entweder stromaufwarts oder stromabwarts des Reportergens in ein Plasmid eingebaut wird.

[0009] Die Reportergene werden verwendet, um die Regulation der Maus-iNOS (miNOS)-Genexpression zu
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untersuchen, und Uber die Ergebnisse wurde berichtet. Beispielsweise fand man innerhalb der stromaufwarts
liegenden Region der miNOS-Transkriptionsstartstelle (hier nachstehend als ,flankierende 5'-Region" bezeich-
net) eine Region etwa 1,7 kb stromaufwarts von der Transkriptionsstartstelle, die an der Induktion des mi-
NOS-Gens als Reaktion auf Lipopolysaccharide (LPS) oder IFN-y beteiligt ist. Ferner wurde gezeigt, dass Con-
sensussequenzregionen, von denen man annimmt, dass die Transkriptionsfaktoren NF-kB und IRF-1 daran
binden, bei der Induktion der Genexpression wesentlich sind (Xie, Q. et al., (1993) J. Exp. Med. 177,
1779-1784, Vodovotz, Y. et al., (1993) J. Exp. Med. 178, 605-613, Martin, E. et al., (1994) J. Exp. Med. 180,
977-984, Xie, Q. et al., (1994) J. Biol. Chem. 269, 4705-4708). Nach einem weiteren Bericht fand man die Re-
gion innerhalb der flankierenden 5'-Region mit etwa 1,6 kb (Lowenstein, C. J. et al., (1993) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 90, 9730-9734, Kamijo, R. et al., (1994) Science 263, 1612-1615). In beiden Fallen betrug die In-
duktionsfahigkeit jedoch weniger als das 50-Fache, was nicht stark genug sein kann, um die eigentliche hohe
Induktionsfahigkeit des INOS-Gens widerzuspiegeln.

[0010] Dagegen war es schwierig, die Existenz der cDNA des menschlichen iNOS (hiNOS)-Gens zu bewei-
sen. Einer der Griinde dafir liegt darin, dass die Zellen, in denen die Induktion durch ein einzelnes Cytokin
oder eine Kombination von zwei Cytokinen erfolgte, im Gegensatz zu Maus-Makrophagen oder Ratten-VSMC
nicht nachgewiesen wurden. Es gibt einen Bericht, dass hiNOS in menschlichen Makrophagen sogar durch
eine Kombination von drei oder mehr unterschiedlichen Arten von Cytokinen nicht induziert werden kann
(Weinberg, J. B. et al., (1995) Blood 86, 1184—1195). Nach dem Bericht Uber die erste erfolgreiche Clonierung
von hiNOS-cDNA durch Stimulieren menschlicher Hepatocyten mit drei oder mehr unterschiedlichen Arten von
Cytokinen, um das Gen zu induzieren (Geller, D. A. et al., (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90, 3491-3495),
tauchten jedoch viele Berichte tber die Clonierung von hiNOS-cDNA auf, aber der regulatorische Mechanis-
mus der Induktion wurde nicht aufgeklart (Sherman, P. A. et al., (1993) Biochemistry 32, 11600-11605, Char-
les, I. G. et al., (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 11419-11423, Hokari, A. et al., (1994), J. Biochem. 116,
575-581). Gleichzeitig wurden die vollstandige Struktur des hiNOS-Strukturgens (Fig. 1) und dessen Nucleo-
tidsequenz der flankierenden 5'-Region mit etwa 0,4 kb aufgeklart (Chartrain, N. A. et al., (1994) J. Biol. Chem.,
269, 6765-6772).

[0011] Andererseits gelang es den hier genannten Erfindern, das iNOS-Gen aus der vaskularen glatten Mus-
kulatur von Ratten zu clonieren, und sie berichteten, dass dessen cDNA vermutlich tberall in verschiedenen
Geweben und Spezies einheitlich ist (Nunokawa, Y. et al., (1993) Biochem. Biophys. Res. Commun., 191,
89-94). Ferner clonierten die hier genannten Erfinder einen Bereich mit mehr als 3,2 kb DNA, von dem erwartet
wird, dass er die iINOS-Genpromotor-Region enthalt, bestimmten die Nucleotidsequenz der flankierenden
5'-Region von etwa 1,5 kb und berichteten, dass die Sequenz wie auch die miNOS-Gensequenz eine Consen-
sussequenz enthalt, von der man glaubt, dass sie von Interferon (IFN)-y und dem Transkriptionsfaktor NF-kB
reguliert wird (Nunokawa, Y., et al., (1994) Biochem. Biophys. Res. Commun. 200, 802-807).

[0012] Danach wurden 16 kb der flankierenden 5'-Region des hiNOS-Gens unter Verwendung eines Repor-
tergens untersucht. Das Ergebnis zeigte, dass eine Region existiert, die fir die Induktion des hiNOS-Gens zwi-
schen 3,8 kb und 16 kb stromaufwarts von der Transkriptionsstartstelle notwendig ist (de Vera, M. E. et al.,
(1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93, 1054—-1059). Jedoch betrug die Induktionsfahigkeit immer noch ungefahr
das 10-Fache, und die Expression ohne Stimulierung war ziemlich stark. Daher liefert dieser Bericht eine un-
genugende Erklarung fir die tatsachliche und starke Induktion des iINOS-Gens. Auflerdem wurde gezeigt,
dass die Region bis zu 3,7 kb stromaufwarts von der Transkriptionsstartstelle des hiNOS-Gens an der Induk-
tion der Genexpression nicht beteiligt ist (Laubach, V. E. et al., (1994) Abstract Book of the 1st International
Conference of Biochemistry and Molecular Biology of Nitric Oxide, (UCLA Sunset Village, Los Angeles, KA,
USA), A16, Kleinert, H. et al., (1996) Mol. Pharmacol. 49, 15-21).

[0013] Die hier genannten Erfinder erzeugten Zellen, die mit einem Plasmid transfiziert wurden, das etwa 3,2
kb der flankierenden 5'-Region des hiNOS-Gens enthalt, das friher cloniert worden war und das an ein Repor-
tergen gebunden ist. Die Ergebnisse zeigten im Gegensatz zu denjenigen, Gber die unter Verwendung der mi-
NOS-Promoterregion berichtet wurden, aber ahnlich zu denjenigen, Gber die von anderen Gruppen, die das
hiNOS-Gen verwenden, berichtet wurden, dass das Reportergen sogar unter nicht-induzierenden Bedingun-
gen exprimiert wurde, wenn die flankierende 5'-Region von etwa 3,2 kb verwendet wird, und dass die Induzier-
barkeit durch Cytokine entweder fehlt oder sehr schwach ist (Nunokawa, Y. et al., (1996) Biochem. Biophys.
Res. Commun. 223, 347-352). Aulterdem wurde die Reportergenexpression sogar in mit dem vorstehenden
Plasmid transfizierten Zellen nachgewiesen, die keine hiNOS-Induktion durch verschiedene Cytokine zeigen
(Nunokawa, Y. et al., (1996) Biochem. Biophys. Res. Commun. 223, 347-352). D.h., man fand heraus, dass
die Kontrolle der hiNOS-Gen-Expression durch Induktoren wie Cytokine nicht ausschlieRlich basierend auf der
Promotorregion erklart werden kann, die von den berichteten Ergebnissen tber das miNOS-Gen abgeleitet
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werden kann. Jedoch wurde der Grund dafur bisher Uberhaupt nicht aufgeklart.

[0014] JP 62 286 949 offenbart ein Phenylmethylbenzochinonderivat der in der nachstehenden Beschreibung
offenbarten Formel als Beispiel einer Verbindung, die die Aktivitat einer Verbindung supprimieren kann, welche
die hiNOS-Genexpression induziert. Dieser Verbindung aus JP 62 286 949 wurde eine schiitzende Wirkung
fur das Gehirn bei cerebraler Anoxie zugeschrieben.

[0015] Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht darin, ein Verfahren zum Screenen einer Verbindung
bereitzustellen, welche die Expression des hiNOS-Gens supprimieren oder induzieren kann, indem der/die Be-
reiche) des hiNOS-Gens identifiziert wird/werden, der/die fur die Kontrolle der Expression durch induzierende
Faktoren notwendig ist/sind, der Expressionsvektor, der den/die Bereiche) enthalt, konstruiert wird und der
Vektor fiir das Screenen genutzt wird.

[0016] Daher betrifft die vorliegende Erfindung in einem Aspekt eine DNA, die die flankierende 3'-Region des
menschlichen induzierbaren Stickstoffoxid-Synthase (hiNOS)-Gens umfasst, wobei die flankierende 3'-Region
hilft, die hiNOS-Genexpression zu regulieren, und die Nucleotidsequenz von SEQ ID NO: 16 beinhaltet, und
in einem zweiten Aspekt einen Expressionsvektor, der die DNA und die 3'-UTR des hiNOS-Gens umfasst, wo-
bei die DNA und die 3'-UTR des hiNOS-Gens gemeinsam wirken, um die hiNOS-Genexpression zu regulieren.

[0017] Wenn, wie vorstehend beschrieben, die stromaufwarts liegende Region von der Transskriptionsstart-
stelle des hiNOS-Gens, d.h. die flankierende 5'-Region, stromaufwarts von einem Reportergen eingebaut wird,
wird die Reportergenexpression unerwartet und unter nicht induzierenden Bedingungen beobachtet. Basie-
rend auf diesem Befund nahmen wir an, dass die Méglichkeit bestand, dass Regionen, die nicht die flankieren-
de 5'-Region sind, die hiNOS-Genexpression kontrollieren kénnten, und fiihrten Experimente durch.

[0018] Als Ergebnis der Untersuchung der Sequenz der nicht-translatierten 3'-Region (UTR) des hiNOS-Gens
(SEQ ID NO:1) fanden die hier genannten Erfinder die ,AUUUA-Sequenz", von der berichtet wurde, dass sie
eine Rolle bei der Destabilisierung der mRNA spielt, an vier verschiedenen Stellen innerhalb der 3'-UTR des
hiNOS-Gens (Eig. 2, unterstrichene Positionen). Daher zogen die hier genannten Erfinder in Betracht, dass
ein bestimmtes Element, das die Transkriptionsprodukte des Gens destabilisiert, die Induktion der hiNOS-Ge-
nexpression kontrollieren kdnnte.

[0019] Viele Reportergene, die heute haufig verwendet werden, werden durch Einbau einer von SV40 stam-
menden Region mit einer Poly A-Addition konstruiert, um die reife mRNA zu exprimieren. Die bisher verwen-
deten Plasmide, um die hiNOS-Genexpression und das ,,pGL3-Grundplasmid" zu bestatigen, das die hier ge-
nannten Erfinder in den friheren Berichten verwendeten, werden durch Einbau der von SV40 stammenden
Region mit einer Poly A-Addition (SEQ ID NO:2) stromabwarts vom Reportergen konstruiert (Eig. 3). Falls die
Induktion des Testgens nicht vollstandig von der Aktivierung der Transkription abhangt, sondern auch von der
Instabilitat der produzierten mRNA verursacht wird, ist es daher notwendig, die Region, die an der Instabilitat
der produzierten mRNA beteiligt ist, in den Expressionsvektor einzubauen, der das Reportergen enthalt.

[0020] Da in Betracht gezogen wurde, dass die hohe Induzierbarkeit, die inharent beobachtet werden musste,
nicht umgesetzt werden konnte, indem das Reportersystem eingefiihrt wurde, das nur die flankierende 5'-Re-
gion einschlieRlich des Promotors enthalt, bauten die hier genannten Erfinder zusatzlich ein Genfragment mit
etwa 1 kb, das die 3'-UTR und die flankierende 3'-Region des hiNOS-Gens enthalt, stromabwarts des Repor-
tergens ein. Folglich fand man heraus, dass diese Bereiche gemeinsam mit der Promotoregion wirken, so dass
eine starke Induktion erzeugt wird. D.h., durch Einbauen dieser Regionen fand man heraus, dass die Repor-
tergenexpression unter nicht induzierenden Bedingungen eliminiert wird und nur aktiviert wird, wenn man Cy-
tokine wirken lasst. Diese Ergebnisse zeigten die Existenz der fir die Induktion des hiNOS-Gens durch Cyto-
kine notwendigen Regionen, die unbekannt gewesen waren.

[0021] Ferner konstruierten die hier genannten Erfinder ein Plasmid, das die genomische Struktur des hi-
NOS-Gens nachahmt, mit der Ausnahme, dass der offene Leserahmen (ORF) des hiNOS-Gens durch den
ORF des Reportergens ersetzt wurde. Genauer gesagt, wurde die hiNOS-Gen-Promotoregion stromaufwarts
eingebaut, und das Genfragment mit etwa 1 kb, das die 3-UTR und die flankierende 3'-Region des hi-
NOS-Gens enthalt, wurde stromabwarts des Reportergens eingebaut. Durch Verwendung der menschlichen,
mit dem Plasmid transformierten Zelllinie entwickelten die hier genannten Erfinder ein Verfahren zum Scree-
nen von Verbindungen, welche die hiNOS-Genexpression schnell mit hoher Sensitivitat kontrollieren, so dass
die vorliegende Erfindung vollendet wird.
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[0022] Genauer gesagt, schlie3t die vorliegende Erfindung jede Erfindung ein, die in den Anspriichen dieser
Beschreibung beschrieben wird.

[0023] Die DNAs, welche die flankierende 5'-Region, die 5'-UTR, die 3'-UTR und die flankierende 3'-Region
des hiNOS-Gens ausmachen und in der vorliegenden Erfindung verwendet werden, schlieen nicht nur dieje-
nigen ein, die aus menschlichen Zellen isoliert werden, sondern auch diejenigen, die synthetisch hergestellt
werden. AulRerdem kénnen diese DNAs mit chemischen Modifizierungen oder mit durch Substitution, Deletion
oder Addition veranderten Basen ebenfalls verwendet werden, solange ihre Fahigkeit zur Kontrolle der Expres-
sion beibehalten wird. Die in der vorliegenden Erfindung verwendete DNA, die die flankierende 3'-Region des
hiNOS-Gens ausmacht, umfasst diejenige, welche die Sequenz besitzt, die in SEQ ID NO: 16 beschrieben wird
(die Sequenz aulierhalb der Umrandung in Fig. 7).

[0024] Ein Gen, das irgendein Peptid oder Protein codiert, kann als Reportergen der vorliegenden Erfindung
verwendet werden, solange ein Fachmann die Aktivitat oder die produzierte Menge seines Expressionspro-
dukts (einschlieflich der Menge der produzierten mMRNA) messen kann. Beispielsweise kdnnen Chloramphe-
nicol-Acetyltransferase (CAT), B-Galactosidase (B-Gal) und Luciferase verwendet werden, indem ihre enzyma-
tischen Aktivitaten gemessen werden. Auch kann das sekretierte Wachstumshormon oder dergleichen ver-
wendet werden, indem seine produzierte Menge durch solche Mittel wie die immunologische Antikdrperreakti-
on gemessen wird.

[0025] Der Vektor in der vorliegenden Erfindung, der die hiNOS-Genexpressionskontrollsequenz enthalt,
kann erhalten werden, indem die Expressionskontrollsequenz in einen replizierbaren Vektor eingebaut wird.
Beispiele des replizierbaren Vektors schlieen pUC18 und pGEM-3Z ein, von denen bekannt ist, dass sie in
E. coli replizierbar sind.

[0026] Beim Screenen von Substanzen, welche die hiNOS-Genexpression nach der vorliegenden Erfindung
beeinflussen kdnnen, kann man die Zellen, die mit dem Vektor transformiert sind, der die hiNOS-Genexpres-
sions-Kontrollsequenzen der vorliegenden Erfindung enthalt, oder die natlirlich vorkommenden Zellen verwen-
den, die die in der vorliegenden Erfindung beschriebenen Expressionskontrollsequenzen besitzen und die hi-
NOS-Genexpression kontrollieren kdnnen. Sduger-Zellen werden vorzugsweise als derartige Zellen verwen-
det. Die Transformation kann nach dem herkémmlichen Verfahren erfolgen. Die transformierten Zellen der vor-
liegenden Erfindung kénnen entweder diejenigen sein, die den Vektor permanent in die Wirtschromosomen in-
tegriert haben, oder diejenigen, bei denen der Vektor transient in den Wirt eingebaut ist. Die Zellen mit dem
permanent in die Wirtschromosomen integrierten Vektor kénnen selektiert werden, indem die Wirtszellen mit
dem einzufihrenden Vektor, der ein Selektionsmarkergen enthalt, oder mit dem einzufiihrenden Vektor zusam-
men mit einem anderen Vektor transfiziert werden, der einen Selektionsmarker enthalt, und die Zellen in einem
Medium geziichtet werden, das zulasst, dass nur jene Zellen Uiberleben, in die der Selektionsmarker eingebaut
wird.

[0027] Die Substanzen, welche die hiNOS-Genexpression nach der vorliegenden Erfindung beeinflussen
kdnnen, kdnnen beispielsweise durchmustert werden, indem den transformierten, fir einen spezifizierten Zeit-
raum gezlichteten Zellen eine beliebige Menge der Testsubstanz zugegeben wird und die Menge des Repor-
tergenexpressionsprodukts nach einem spezifizierten Zeitraum als Enzymaktivitat oder der Menge des expri-
mierten Proteins gemessen wird. Die Testsubstanz kann natirlich oder synthetisch sein. Sie kann auch eine
einzelne Substanz oder ein Gemisch von Substanzen sein. Es ist beispielsweise mdglich, eine einzelne Kan-
didatensubstanz unabhangig oder ein Gemisch mehrerer Kandidatensubstanzen zu testen. AuRerdem ist es
auch maoglich, kombinatorische Genbanken zu testen. Ferner kénnen auch Fraktionen eines Gemisches wie
eines Zellextrakts getestet werden und wiederholt fraktioniert werden, um letztendlich die Substanz zu isolie-
ren, die fur die Beeinflussung der hiNOS-Genexpression verantwortlich ist.

[0028] Andererseits kdnnen nach der vorliegenden Erfindung Substanzen durchmustert werden, welche die
Aktivitat einer bestimmten Substanz dndern kdnnen, welche die hiNOS-Genexpression beeinflusst, indem bei-
spielsweise den transformierten, fur einen spezifizierten Zeitraum gezichteten Zellen eine beliebige Menge
der Kandidatensubstanz zugegeben wird und die Anderungen der Menge des Reportergenexpressionsprodukt
nach einem spezifizierten Zeitraum als die Anderungen der Enzymaktivitat oder der exprimierten Proteinmen-
ge gemessen werden. Die zu durchmusternden Kandidatensubstanzen werden definiert, wie vorstehend fur
die Substanzen, welche die hiNOS-Genexpression beeinflussen, beschrieben.

[0029] Die Wirksamkeit einer Substanz, die durch das Screening-Verfahren oder den Screening-Kit der vor-
liegenden Erfindung erhaltlich ist und die hiNOS-Expression supprimieren kann, oder einer Verbindung, die
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durch das Screening-Verfahren oder den Screening-Kit der vorliegenden Erfindung erhaltlich ist und die Akti-
vitat der Verbindung unterdriicken kann, welche die hiNOS-Genexpression induziert, kann gemessen werden,
indem die Verringerung der NO-Exkretion in das Kulturmedium, in Blut oder Urin bei der Zugabe oder Verab-
reichung der Substanz unter den Bedingungen bestimmt wird, die den Zellen, die Sauger-iNOS exprimieren
kdnnen, oder ihren lebenden Geweben erlauben, NO zu produzieren. Die Menge des produzierten NO kann
durch die im Allgemeinen bekannten Verfahren gemessen werden, die durch das Griess-Verfahren (Green, L.
C. etal., (1982) Anal. Biochem. 126, 131-138), das in Beispiel 5-5 beschrieben wird, reprasentiert werden.

[0030] Die Verbindungen, die durch das Screening-Verfahren oder den Screening-Kit der vorliegenden Erfin-
dung erhaltlich sind, wie vorstehend beschrieben, sind diejenigen, die die Menge des exprimierten hi-
NOS-Gens beeinflussen kénnen, beispielsweise diejenigen, welche die hiNOS-Genexpression supprimieren
kdnnen, oder diejenigen, die die Aktivitat einer bestimmten Verbindung verandern kénnen, welche die Menge
des exprimierten hiNOS-Gens beeinflusst, beispielsweise diejenigen, welche die Aktivitat einer Verbindung
supprimieren, welche die hiNOS-Genexpression induziert. Ein spezifisches Beispiel der Verbindung, welche
die Aktivitat einer Verbindung supprimieren kann, die die hiNOS-Genexpression induziert, ist die Verbindung,
die durch die folgende Strukturformel reprasentiert ist,

(A)p—R?

wobei, R', R? und R? jeweils unabhangig ein Wasserstoffatom, eine Methylgruppe oder eine Methoxygruppe
sind; A eine Ethylengruppe oder eine Vinylengruppe ist; n 0 oder 1 ist und R* ein Wasserstoffatom, eine Hy-
droxymethylgruppe oder eine Carboxylgruppe ist, die verestert oder amidiert sein kann. Genauer gesagt
schlie®en derartige Verbindungen die Verbindung ein, die in Beispiel 7 der vorliegenden Beschreibung erhalten
wurde und durch die chemische Formel reprasentiert ist, wie in Fig. 17 dargestellt, (3-[4-(3,4-Dimethoxy-6-me-
thyl-2,5-benzochinonylmethyl)phenyl]-1-thiomorpholino-1-oxopropan), Ethyl-3-[3-(2,5-benzochinonylme-
thyl)phenyllacrylat, 3-(2,5-Benzochinonylmethyl)benzylalkohol, 3-(2,5-Benzochinonylmethyl)-benzosaure,
3-[3-(2,5-Benzochinonylmethyl)phenyl]propionsaure,  3-[3-(2,5-Benzochinonylmethyl)phenyl]propylalkohol,
3-[3-(2,5-Benzochinonylmethyl)phenyl]-acrylsaure, 3-[4-(3,4-Dimethoxy-6-methyl-2,5-benzochinonylme-
thyl)phenyl]-propionsaure2,3-Dimethoxy-5-benzyl-6-methyl-1,4-benzochinon, 3-[4-(3,4-Dimethoxy-6-me-
thyl-2,5-benzochinonylmethyl)phenyl]propanol und Ethyl-3-[3-(3,4-dimethoxy-6-methyl-2,5-benzochinonylme-
thyl)phenyl]-propionat, wobei weder diese Verbindung noch das Arzneimittel, das die Verbindung umfasst,
noch die Verwendung der Verbindung durch die vorliegende Erfindung umfasst sind. Der Einschluss in die vor-
liegende Beschreibung dient illustrativen Zwecken.

[0031] Da die Verbindungen, die durch das Screening-Verfahren oder den Screening-Kit der vorliegenden Er-
findung erhaltlich sind, weder direkt noch indirekt die hiNOS-Genexpression supprimieren konnen, sind sie als
Arzneimittel zur Behandlung pathologischer Zustande oder Erkrankungen nutzlich, die mit der Abnormalitat der
hiNOS-Expression assoziiert sind, vorzugsweise die pathologischen Zustéande oder Erkrankungen, die mit ei-
ner ibermafigen Expression des hiNOS-Gens einhergehen. Beispielsweise sind die Verbindungen als Arznei-
stoffe zur Behandlung von Herz- und cerebrovaskularen Erkrankungen, ischamischen Herzerkrankungen, sep-
tischem Schock, akuten Schmerzen, Rheuma, Arthritis, Asthma, Immunschwache, viraler oder nicht-viraler In-
fektionen, Autoimmunerkrankungen, Demenz und Krebs nitzlich (Cattell, V. und Jensen, A., Histochem. J. Bd.
27, S. 777-784, 1995; Ogden, J. E. und Moore, P. K., TIBTECH Bd. 13, S. 70-78, 1995).

[0032] Wenn die Verbindungen, die durch das Screening-Verfahren oder den Screening-Kit der vorliegenden
Erfindung erhaltlich sind, als Arzneimittel verwendet werden, kénnen sie entweder oral in der Darreichungs-
form wie Tabletten, Kapseln, Elixiren, Mikrokapseln oder parenteral als Injektionen in Form von Lésungen in
Wasser oder in anderen pharmazeutisch vertraglichen Flissigkeiten oder Suspensionen verabreicht werden.
Beispielsweise kénnen die Verbindungen in die vorstehenden Darreichungsformen formuliert werden, indem
sie mit physiologisch vertraglichen Tragern, Geschmacksstoffen, Excipienten, Stabilisatoren etc. in einer allge-
mein zulassigen Form gemischt werden. Zusatzstoffe, die in Tabletten gemischt werden kénnen, schlielRen
Bindemittel wie Gelatine, Quellimittel wie Maisstarke, Excipienten wie kristalline Cellulose und Schmiermittel
wie Magnesiumstearat ein. Im Falle von Kapseln kdnnen zusatzlich zu den vorstehend beschriebenen Be-
standteilen fliissige Trager enthalten sein. Sterile Zusammensetzungen zur Injektion kdnnen ebenfalls in der
herkdmmlichen Weise formuliert werden.
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[0033] Als Beispiel einer wassrigen Lésung zur Injektion wird eine isotonische, Glucose enthaltende Lésung
aufgefiihrt, die auch mit geeigneten Lésungsvermittlern wie Polyethylenglykol kombiniert werden kann. Sie
kann ferner Puffer, Stabilisatoren, Konservierungsstoffe, Antioxidantien und Linderungsmittel enthalten. Die so
hergestellten Arzneimittel kdnnen beispielsweise an Menschen und andere Sauger verabreicht werden. Auch
wenn die Dosis abhangig von den Symptomen und dergleichen variieren kann, wird einem Erwachsenen im
Allgemeinen die Zubereitung mit etwa 0,01 mg bis etwa 100 mg, vorzugsweise etwa 0,1 mg bis etwa 50 mg,
besonders bevorzugt etwa 1,0 mg bis etwa 25 mg taglich im Falle der oralen Verabreichung verabreicht. Im
Falle der parenteralen Verabreichung, beispielsweise in Form einer Injektion, werden einem Erwachsenen im
Allgemeinen intravends etwa 0,001 mg bis etwa 50 mg, vorzugsweise etwa 0,01 mg bis etwa 25 mg, starker
bevorzugt etwa 0,1 mg bis etwa 10 mg taglich verabreicht.

[0034] Fig. 1 zeigt die vollstandige Struktur des hiNOS-Strukturgens.

[0035] Fig. 2 zeigt die Nucleotidsequenz der nicht-translatierten 3'-Region (UTR) innerhalb von Exon 26 des
hiNOS-Gens. Die Zahlen an der linken Seite stellen die Nucleotidnummern, wobei die erste Base der Transla-
tionstartstelle als 1 betrachtet wird, dar. Die ATTTA-Sequenz ist unterstrichen, wahrend die erwartete Poly
A-Additionsstelle mit ,1" angegeben ist. Die fettgedruckten Buchstaben geben das Stopp-Codon im hi-
NOS-Gen an. Die Nucleotidsequenzen, die die Basis fiir die Primer darstellten, wurden mit ihren Bezeichnun-
gen und Pfeilen gekennzeichnet.

[0036] Fig. 3 zeigt die Struktur des pGL3-Grundplasmids und die Nucleotidsequenz der von SV40 stammen-
den Poly A-Additionsregion. Das ,Poly A-Signal" und das mit der Poly A-Addition assoziierte ,G/T-Cluster" sind
unterstrichen.

[0037] Fig. 4 zeigt die Nucleotidsequenzen der zur Konstruktion der Plasmide verwendeten Primen.

[0038] Fiq. 5 ist das Foto eines Southern-Blots der Fragmente aus der Restriktionsenzymspaltung (gespalten
mit EcoRlI, Hindlll und Xhol) des gereinigten Phagengenoms, das die flankierende 5'-Region des hiNOS-Gens
enthalt.

[0039] Fig. 6 zeigt die Nucleotidsequenzsubstitution, um eine Ncol-Schnittstelle in der DNA der flankierenden
5'-Region des hiNOS-Gens zu erzeugen. Die fettgedruckte Base , T" wurde durch ,CA" substituiert, um das mu-
tierte Plasmid zu konstruieren.

[0040] Fig. 7 zeigt die Nucleotidsequenzen der nicht-translatierten 3'-Region (UTR) und der flankierenden
3'-Region des hiNOS-Gens. Die Zahlen an der linken Seite stellen die Nucleotidnummern, wobei die erste
Base der Translationstartstelle als 1 betrachtet wird, dar. Der eingekreiste Anteil ist die 3'-UTR von Exon 26.
Die Consensussequenz fir die Poly A-Addition (YGTGTTYY) innerhalb der flankierenden 3'-Region ist unter-
strichen. Die fettgedruckten Buchstaben geben das Stopp-Codon im hiNOS-Gen an. Die Nucleotidsequenzen,
die die Basis flr die Primer darstellten, wurden mit ihren Bezeichnungen und Pfeilen gekennzeichnet.

[0041] Fig. 8 zeigt die Strukturen der Expressionsvektoren, die die nicht-strukturellen Regionen des hi-
NOS-Gens enthalten.

[0042] Fig. 9 zeigt die Reaktion der A549-Zellen, die transient mit den Expressionsvektoren transfiziert wur-
den, auf die Cytokinstimulation.

[0043] Fig. 10 ist das Foto eines Gel-Shift-Tests unter Verwendung der Kernextrakte aus den mit Cytokinen
stimulierten A549-Zellen.

[0044] Fig. 11 zeigt die Reaktion der A549-Zellen, die stabil mit dem Expressionsvektor (hiNOSLuc) transfi-
ziert wurden, auf die Cytokinstimulation.

[0045] Fig. 12 zeigt die Reaktion der A549-Zellen auf die Cytokinstimulation, die mit dem Griess-Verfahren
gemessen wurde.

[0046] Fig. 13 zeigt die Wirkungen von LPS, IL-6, cAMP und TPA auf die Reaktion der A549-Zellen, die stabil
mit dem Expressionsvektor (hiNOSLuc) transfiziert wurden, auf die Cytokinstimulation.

[0047] Fig. 14 zeigt die Wirkungen des Proteinkinase-Inhibitors Staurosporin auf die induzierte Genexpressi-

7/43



DE 697 37 014 T2 2007.06.28

on durch Cytokine.
[0048] Fig. 15 zeigt die Wirkungen von Dexamethason auf die induzierte Genexpression durch Cytokine.

[0049] Fig. 16 zeigt die Wirkungen des Proteinkinase-Inhibitors TLCK auf die induzierte Genexpression durch
Cytokine.

[0050] Fig. 17 zeigt die Strukturformel von Verbindung |, die unter Verwendung des Screening-Systems der
vorliegenden Erfindung entdeckt wurde.

[0051] Fig. 18 zeigt die Wirkungen von Verbindung | auf das Screening-System der vorliegenden Erfindung.

[0052] Fig. 19 ist das Foto, das zeigt, dass Verbindung | die hiNOS-Expression auf der mMRNA-Ebene suppri-
miert.

[0053] Das folgende Beispiel veranschaulicht die vorliegende Erfindung detaillierter, soll jedoch nicht den Um-
fang der vorliegenden Erfindung einschranken.

[Beispiel 1] Konstruktion der Expressionsvektoren
1) Clonieren der flankierenden 5'-Region von hiNOS

[0054] Eine Sonde, die fur das Durchmustern von Clonen verwendet werden soll, die die flankierende 5'-Re-
gion von hiNOS enthalten, wurde durch Plaquehybridisierung aus einer menschlichen Genbank hergestellt, die
aus 2,5 x 10° Phagen bestand (Clontech, USA, eine Phagen-Bank, die in den EMBL3-Vektor eingebaut ist).

[0055] Die verwendete Sonde war die durch Polymerasekettenreaktion (PCR) amplifizierte cDNA, wobei als
Matrize verwendet wurde: die von Ratten stammende iINOS-cDNA (VSM-NQOS), die friiher von den hier ge-
nannten Erfindern isoliert worden war (Nunokawa, Y. et al., (1993) Biochem. Biophys. Res. Commun. 191,
89-94), sowie der SU802-Primer (der den Basen -138 bis -117 der Ratten-VSM-NOS-cDNA/SEQ ID NO:3 ent-
spricht, Fig. 4) und der MI103-Primer (der den Basen 168 bis 188 der Ratten-VSM-NOS-cDNA/SEQ ID NO: 4
entspricht, Fig. 4) verwendet wurden. Die PCR erfolgte unter Verwendung der Tag-DNA-Polymerase (Takara
Shuzo) und eines beiliegenden Puffers. Diese cDNA besitzt offensichtlich eine hohe Homologie zu der Nucle-
otidsequenz des 5'-Endes des hiNOS-Strukturgens. Die Plaquehybridiserung erfolgte unter Verwendung des
direkten ECL-DNA-Markierungs-Nachweissystems (Amersham, U.K.) nach der beiliegenden Versuchsvor-
schrift.

[0056] Positive Plaques wurden unter Verwendung des Qiagen-Lambda-Kits (Qiagen, Deutschland) gereinigt
und mit EcoRI gespalten. Die Southern-Blot-Analyse zeigte, dass das DNA-Fragment mit etwa 5 kb mit der
vorstehenden Sonde hybridisierte (Eig. 5).

[0057] Das mit EcoRI gespaltene Fragment mit etwa 5 kb wurde in die EcoRI-Schnittstelle in das
pUC118-Plasmid (Takara Shuzo) cloniert, und ein mutiertes Plasmid, in dem eine Base substituiert war, wie in
Eig. 6 gezeigt (SEQ ID NO:13), wurde hergestellt, um eine Ncol-Schnittstelle zu erzeugen. Dieses Verfahren
wurde unter Verwendung des ortsgerichteten Mutagenese-Kits von Clontech nach der beiliegenden Versuchs-
vorschrift durchgeflihrt. Das so hergestellte, mutierte Plasmid wurde mit Kpnl und Ncol gespalten und das sich
ergebende DNA-Fragment wurde im Versuch 3) nachstehend verwendet.

2) Clonieren der hiNOS-3'-UTR und eines Genfragments mit etwa 1 kb stromabwarts davon, das die Region
enthalt

[0058] Die in 1) verwendete menschliche Genombank wurde in 60 Unterpoole aufgeteilt (etwa 40.000 Clone
pro Pool) und der die 3'-UTR enthaltende Pool wurde durch PCR identifiziert, wobei zwei Arten sowohl von
Vorwartsprimern (SA101/SEQ ID NO:5, SA102/SEQ ID NO:7) als auch Ruckwartsprimern (KI101/SEQ ID
NO:6, KI102/SEQ ID NO:8) verwendet wurden, die basierend auf der hiNOS-cDNA-3'-UTR-Sequenz (das
3'-Ende von Exon 26 in Eig. 1 und innerhalb des eingekreisten Anteils von Eig. 7) konstruiert wurden. Der po-
sitive Pool wurde weiter in 30 Unterpoole aufgeteilt und der Pool, der die positiven Clone enthielt, wurde ge-
nauso wie vorstehend durch PCR identifiziert. An diesem Punkt schatzte man, dass ein Pool nicht weniger als
1.000 Clone enthielt. Die Phagenpopulation, die alle Clone in dem identifizierten positiven Unterpool enthielt,
wurde gezuchtet, und die Phagen-DNA wurde unter Verwendung des Qiagen-Lambda-Kits gereinigt. Anhand
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des Ergebnisses, dass die DNA mit SA101 and KI101 amplifiziert wurde, wurde bestatigt, dass die Clone die
hiNOS 3'-UTR enthalten. Die Bestatigung der PCR-Ergebnisse erfolgte auf dieselbe Weise wie in 1).

[0059] Dann wurde die stromabwarts liegende Region, die die 3'-UTR enthalt, unter Verwendung der gerei-
nigten DNA als Matrize und eines Vorwartsprimers (SA101) und eines Ruckwartsprimers (KI103/SEQ ID NO:
9, Fig. 4), der basierend auf der Sequenz des SP6-Promotoranteils des rechten EMBL3-Arms des Phagenvek-
tors konstruiert wurde, durch PCR amplifiziert. Die Sequenz der amplifizierten DNA wurde mit dem Dye-Deo-
xyterminator-Kit (Applied Biosystems, USA) durch das direkte Sequenzierverfahren unter Verwendung des Ap-
plied-Biosystems-A373-DNA-Sequenziergerats bestimmt. Die Ergebnisse sind als SEQ ID NO:14 und Fig. 7
dargestellt.

[0060] Es wurde bestatigt, dass die amplifizierte DNA ein Bereich ist, der die hiNOS-3'-UTR enthalt. Basie-
rend auf dieser Information wurde die Poly A-Additionsstelle bestimmt, und ein Rickwartsprimer, der ein Ende
des 3'-UTR (KI104/SEQ ID NO: 11, Fig. 4) enthalt, wurde hergestellt. Der KI105-Ruckwartsprimer (SEQ ID
NO:12, Fig. 4 und Fig. 7) wurde auch basierend auf der Sequenz der flankierenden 3'-Region hergestellt. Die
3'-UTR DNA mit etwa 0,5 kb wurde unter Verwendung der gereinigten DNA als Matrize sowie von SA103 (SEQ
ID NO: 10) und von KI104 durch PCR amplifiziert. Da SA103 eine Nhel-Erkennungsstelle an seinem 5'-Ende
enthalt und KI104 eine Sall-Erkennungsstelle an seinem 5'-Ende enthalt, wurde die vorstehende DNA mit Sall
und Nhel gespalten, und das sich ergebende DNA-Fragment (3'-UTR) wurde in den Experimenten in 3) nach-
stehend verwendet.

[0061] Bei Verwendung der gereinigten DNA als Matrize sowie von SA103 und von KI105 wurde die DNA mit
etwa 1 kb, die die 3'-UTR und die flankierende 3'-Region enthalt, durch PCR amplifiziert. Da SA103 eine
Nhel-Erkennungsstelle an seinem 5'-Ende enthalt und KI105 eine BamHI-Erkennungsstelle an seinem 5'-Ende
enthalt, wurde das vorstehende DNA-Fragment mit BamHI und Nhel gespalten, und das sich ergebende Frag-
ment (das die 3'-UTR und die flankierende 3'-Region enthalt) wurde in den Experimenten in 3) nachstehend
verwendet.

3) Konstruktion von Expressionsvektoren die die nicht-strukturellen Regionen des hiNOS-Gens enthalten

(3-A) Konstruktion des Plasmids (pGLNOS5 + SV3) bei dem die flankierende 5'-Region und die 5-UTR
stromaufwarts des Luciferase-Gens des pGL3-Grundplasmids eingebaut ist.

Das pGL3-Grundplasmid (Promega, USA) wurde mit den Restriktionsenzymen Kpnl und Ncol gespalten,
und das in 1) vorstehend hergestellte DNA-Fragment wurde darin eingebaut (Fig. 8A).

(3-B) Konstruktion des Plasmids (pGLNOS3A), in dem die Region, die sich unmittelbar stromabwarts des
Luciferase-Stoppcodons bis zur von SV40 stammenden PolyA-Additionssignalregion des pGL3-Grundplas-
mid erstreckt, deletiert wurde und ein etwa 1 kb-Fragment, das die 3'-UTR und die die flankierende 3'-Re-
gion des hiNOS-Gens enthalt, dafir unmittelbar stromabwarts des Luciferase-Gens in das pGL3-Grund-
plasmid eingebaut wurde Das pGL3-Grundplasmid wurde mit BamHI und Xbal gespalten und das in 2) vor-
stehend hergestellte DNA-Fragment (flankierende 3'-Region) wurde darin eingebaut (Fig. 8B).

(3-C) Konstruktion des Plasmids (pGLNOS53A), in dem die flankierenden 5'-Region und die 5-UTR des
hiNOS-Gens stromabwarts des Luciferase-Gens in das pGL3-Grundplasmid eingebaut wurden, die Regi-
on, die sich unmittelbar stromabwarts des Luciferase-Stoppcodons bis zur von SV40-stammenden Po-
lyA-Additionssignalregion des pGL3-Grundplasmid erstreckt, deletiert wurde und ein etwa 1 kb-Fragment,
das die 3'-UTR und die die flankierende 3'-Region des hiNOS-Gens enthalt, dafiir eingebaut wurde

[0062] Das pGL3-Grundplasmid wurde mit BamHI und Xbal gespalten, und das in 2) vorstehend hergestellte
DNA-Fragment (enthaltend die 3'-UTR und die flankierende 3'-Region) wurde darin eingebaut. Das sich erge-
bende Plasmid wurde mit den Restriktionsenzymen Kpnl und Narl gespalten, und das in 1) vorstehend herge-
stellte DNA-Fragment wurde darin eingebaut (Fig. 8C).
(3-D) Konstruktion des Plasmids (pGLNOS53 — SV3), in dem die Region, die sich unmittelbar stromabwarts
des Luciferase-Stoppcodons bis zur von SV40 stammenden PolyA-Additionssignalregion des pGLNOS5 +
SV3-Plasmids erstreckt, das in (3-A) vorstehend hergestellt wurde, deletiert wurde und die 3'-UTR des hi-
NOS-Gens unmittelbar stromabwarts des Luciferase-Gens dafiir eingebaut wurde Das pGL3-Grundplas-
mid wurde mit den Restriktionsenzymen Xbal und Sall gespalten, das DNA-Fragment (3'-UTR) wurde darin
eingebaut und es wurde mit Kpnl und Narl gespalten. Das durch die Spaltung von pGLNOS5 + SV3 mit
Kpnl und Narl erhaltene DNA-Fragment wurde dann in dieses Plasmid eingebaut (Fig. 8D).
(3-E) Konstruktion des Plasmids (pGLNOS53 — SV3), in dem die 3'-UTR des hiNOS-Gens unmittelbar
stromabwarts des Luciferase-Gens in das pGLNOS5 + SV3-Plasmid, das in (3-A) vorstehend hergestellt
wurde, eingebaut wurde Das in (3-D) vorstehend hergestellte pGLNOS53 — SV3-Plasmid wurde mit dem
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Restriktionsenzym Sall gespalten, glatte Enden wurden mit dem DNA-Blunting-Kit (Takara Shuzo) herge-
stellt, und es wurde mit Narl gespalten. Das DNA-Fragment wurde durch Spaltung des pGLNOS5 +
SV3-Plasmids mit Xbal hergestellt, glatte Enden wurden mit dem DNA-Blunting-Kit (Takara Shuzo) herge-
stellt, gefolgt von einer Spaltung mit Narl. Das sich ergebende DNA-Fragment wurde in das vorstehende
Plasmid eingebaut (Fig. 8E).

[Beispiel 2] Reaktion der A549-Zellen, die transient mit den Expressionsvektoren transfiziert wurden, auf die
Cytokinstimulation

[0063] Eine von einem menschlichen Lungenkrebs stammende Zelllinie, A549, von der bekannt ist, dass sie
hiNOS als Reaktion auf die Cytokinstimulation exprimiert, wurde von der ATCC (Katalog #CCL185) erhalten
und in GIT-Medium (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) in einem Inkubator in einer Atmosphare mit 5% CO,
gezulchtet. Die in Fig. 8 dargestellten Expressionsvektoren wurden jeweils transient in die A549-Zellen unter
Verwendung von LipofectAMINE (Life Technologies Inc., USA) transfiziert. Sechs Stunden nach Zugabe von
entweder menschlichem IL-1B (1 ng/ml) oder menschlichem IL-1B (1 ng/ml) + menschlichem IFN-y (1.000
U/ml) + menschlichem TNF-a (500 ng/ml) (dieses Gemisch wird hier manchmal nachstehend als ,CM" be-
zeichnet) wurde die Reaktion untersucht (Fig. 9). Die Luciferase-Aktivitat wurde nach der Vorschrift fir das Lu-
ciferase-Test-System (Promega) gemessen. Fur den Nachweis wurde das ARGUS-50-Luminometer (Hama-
matsu Photonics) verwendet. Menschliches IL-13 wurde von Genzyme (USA) bezogen. Menschliches IFN-y
und der menschliche TNF-a wurden am Suntory Institute for Biomedical Research durch das herkdmmliche
Verfahren hergestellt. Um den Test in diesem Experiment zu normalisieren, wurde ein 3-Gal-Expressionsvektor
(pSV-B-gal, Promega) als Kontrollvektor ebenfalls transfiziert, und die Ergebnisse wurden extrapoliert.

[0064] Wenn pGLNOSS + SV3 eingefuhrt wurde, wurde eine Expression in hohem Ausmal ohne die Stimu-
lierung beobachtet, und die starke Induktion durch Cytokine wurde nicht beobachtet. Wenn pGLNOS53 + SV3
eingeflihrt wurde, war das Ergebnis dasselbe wie in dem Fall, in dem pGLNOS5 + SV3 eingefiihrt wurde. Au-
Rerdem wurde kein Anstieg der Reporterexpression sowohl in dem Fall beobachtet, wenn keine Stimulierung
erfolgte, als auch in dem Fall, wenn eine Stimulierung mit dem Cytokin erfolgte, wenn pGLNOS53 — SV3 ein-
geflhrt wurde. Andererseits, wenn pGLNOS53A (das Plasmid, das die 3'-UTR und die flankierende 3'-Region
des hiNOS-Gens enthalt) verwendet wurde, trat ohne die Stimulierung fast keine Luciferase-Expression auf,
wahrend eine starke Expression bei Zugabe von IL-1 beobachtet wurde und das Expressionsniveau durch
die Zugabe von den drei Arten von Cytokinen ein viel héheres Ausmal erreichte. Man fand namlich heraus,
das die Regulation der hiNOS-Genexpression die Gegenwart von sowohl der 3'-UTR als auch der flankieren-
den 3'-Region erfordert.

[Beispiel 3] Die Gensequenz, die wahrscheinlich an der hiNOS-Induktionsfahigkeit beteiligt ist

[0065] Mittels des Gel-Shift-Verfahrens ist es mdglich, die Bindung der Proteine durch Cytokinstimulation an
die doppelstrangige DNA (5'-AACTGTACACAAGCTGGGGACACTCCCTTTGGAAA-3'/SEQ ID NO:15) zu be-
obachten, die den Nucleotiden -131 bis -97 stromaufwarts der Transkriptionsstartseite des hiNOS-Gens ent-
spricht. Die vorstehende DNA-Sequenz enthalt die Consensus-Sequenz, von der man erwartet, dass NF-kB
daran bindet. Das Gel-Shift-Verfahren wurde durchgefiihrt, indem die vorstehende doppelstrangige DNA mit
Digoxigenin (DIG) (unter Verwendung des Gel-Shift-Test-Kits, Boehringer Mannheim, Deutschland) modifiziert
wurde, mit den Kernextrakten aus A549 inkubiert wurde und einer 7,5%-igen Polyacrylamidgelelektrophorese
(Bio-Rad, USA) bei 4°C unterzogen wurde. Die Zellkernextrakte wurden von den Zellen, die 4 Stunden mit
IL-18 (1 ng/ml) oder mit CM stimuliert wurden, oder aus den nicht-stimulierten Zellen unter Verwendung des
Verfahrens von Schreiber et al. (Schreiber, E. et al., (1989) Nucleic Acids Res. 17, 6419) erhalten. Die von dem
Gel nach der Gelelektrophorese erhaltene DNA wurde durch das Elektroblot-Verfahren auf die Zeta-Probe-Ny-
lonmembran (Bio-Rad) (unter Verwendung des von Atto hergestellten Gerates) tUbertragen, und die DIG-mar-
kierte DNA wurde mit einem chemilumineszierenden DIG-Erkennungsantikdrper nachgewiesen.

[0066] Fig. 10 zeigt die Ergebnisse. Man fand heraus, dass ein Protein (A), das im A549-Kernextrakt ohne
Stimulierung vorliegt, an die vorstehende Sequenz bindet (was der Bande A von Fig. 10 entspricht), und dass
ein anderes Bindeprotein (B), das im A549-Kernextrakt vorliegt, durch die Stimulierung mit IL-13 oder CM in-
duziert wird, an die Sequenz zu binden (entsprechend der Bande B von Fig. 10). Diese Ergebnisse zeigten,
dass die flankierende 5'-Region des hiNOS-Gens sowie das miNOS-Gen die Region enthalt, an die NF-«kB bei
Cytokin-Stimulierung bindet.
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[Beispiel 4] Konstruktion von A549-Zellen, die stabil mit Expressionsvektoren (A549/hiNOSLuc) transfiziert
wurden und ihre Reaktion auf die Cytokinstimulation

[0067] pGLNOSS53A und pSV2neo (Clontech) wurden gemeinsam in A549-Zellen unter Verwendung von Li-
pofectAMINE (Life Technologies Inc., USA) transfiziert, und die Zellen, die stabil mit pGLNOS53A transfiziert
waren (A549/hiNOSLuc), wurden selektiert, indem G418-Sulfat (1 mg/ml, Life Technologies Inc.) zum Medium
zugegeben wurde.

[0068] Sechs Clone aus mehreren G418-resistenten Zellen wurden beliebig ausgewahlt. IL-1B (1 ng/ml) oder
CM wurde dazugegeben, und die Reaktion wurde nach 24 Stunden mit den nicht-stimulierten Clonen vergli-
chen. Als Ergebnis exprimierten alle 6 Clone Luciferase nur, wenn sie mit Cytokinen stimuliert wurden. Diese
Daten zeigten, dass die Struktur des einzufiihrenden Plasmids fir die Induktion der Genexpression wichtig ist,
aber sie wird nicht durch die Position des eingeflihrten Gens auf dem Chromosom beeinflusst.

[Beispiel 5] Vergleich der Reaktion von A549/hiNOSLuc auf die Cytokinstimulierung und des hiNOS-Expressi-
onsmusters

[0069] Ein Clon (A5) wurde aus den in Beispiel 4 erhaltenen G418-resistenten Zellen ausgewahlt, um die In-
duktion der Luciferase-Expression durch eine Vielfalt von nachstehend aufgeflhrten Substanzen zu untersu-
chen. (Es gibt keinen bestimmten Grund fur die Wahl von A5.) Die A5-Zellen wurden auf der Platte mit 96 Ver-
tiefungen bis etwa 10,000 Zellen/100ul pro Vertiefung ausplattiert und 24 Stunden geziichtet. Die folgenden
Substanzen wurden jeder Vertiefung zugegeben, und nach 6 oder 24 Stunden wurde die Luciferaseaktivitat
nach der Vorschrift des Luciferase-Testsystems (Promega) gemessen. Das ARGUS-50-Luminometer (Hama-
matsu Photonics) wurde zum Nachweis verwendet.

1) IL-1B

[0070] Die Luciferase-Expression wurde innerhalb einer mindestens 6-stiindigen Stimulierung mit IL-1p (1
ng/ml) beobachtet. Jedoch anderte dieselbe IL-1B-Menge allein das Expressionsniveau sogar nach 24 Stun-
den Stimulierung sowie nach 6 Stunden nicht (Eig. 11).

2) IFN-y
[0071] Die Stimulierung mit IFN-y (1.000 U/ml) verursachte keinen Anstieg der Expression (Fig. 11).
3) TNF-a
[0072] Die Stimulierung mit TNF-a (500 ng/ml) verursachte keinen Anstieg der Expression (Eig. 11).
4) Kombination von Cytokinen

[0073] Wenn die 3 in 1) bis 3) verwendeten Cytokinarten gemeinsam zugegeben wurden (CM), wurde ein
schwacher Anstieg der Expression innerhalb von 6 Stunden beobachtet, wahrend eine sehr starke Expression
nach 24 Stunden beobachtet wurde (Fig. 11). Das Expressionsniveau wird auf etwa 500-mal so hoch ge-
schatzt wie der Hintergrund (100 bis 200 Zahlimpulse), was mit dem Bericht tibereinstimmt, dass hiNOS von
CM stark induziert wird. AuBerdem induzierten IL-1B (1 ng/ml) + IFN-y (1.000 U/ml) die Expression ebenfalls
stark, und die 24-Stundenkultur in Gegenwart der beiden Cytokine flhrte zu einem starkeren Anstieg der Ex-
pression als von IL-1B (1 ng/ml) allein (Fig. 11). Sogar in Abwesenheit von IL-13 verursachte die Stimulierung
durch IFN-y und TNF-a ebenfalls eine Induktion nach 24 Stunden.

5) Vergleich mit den unter Verwendung des Griess-Verfahrens erhaltenen Ergebnissen

[0074] Das Griess-Verfahren, das die Diazotierungsreaktion nutzt, ist als Verfahren zur indirekten Uberwa-
chung der Produktion von NO durch die Zelle bekannt (Green, L. C. et al., (1982) Anal. Biochem. 126,
131-138). In dem Verfahren lasst man das Griess-Reagenz, das ein Gemisch aus Naphthylethylendiamin
(Kanto Chemical, Tokio) und Sulfanilsdure ist (Nacalai Tesque), mit dem NO,™-lon im Kulturmedium reagieren,
um die Farbentwicklung durch das Multititer-Plattenlesegerat (Molecular Devices) durch Messung der Absorp-
tion bei 540 nm zu bestimmen. Wenn das akkumulierte NO in der A549-Zellkultur 48 Stunden nach der Cyto-
kinstimulierung durch dieses Verfahren gemessen wurde, wurde die durch IL-1B (1 ng/ml) oder CM stimulierte
Produktion von NO beobachtet (Eig. 12).
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[0075] Diese Ergebnisse entsprechen den Testsergebnissen von 1) bis 4), in denen die Luciferase-Expressi-
on gemessen wurde. Daher wurde bestatigt, dass die von hiNOS stammende NO-Produktion leicht durch den
Nachweis der Luciferase-Expression berechnet werden kann. (Die Sensitivitat des auf der Luciferase-Expres-
sion basierenden Verfahrens war um mehr als das 100-Fache hoher als diejenige des Griess-Verfahrens.)

[Beispiel 6] Wirkungen der Verbindungen, von denen erwartet wird, dass sie die iINOS-Expression beeinflus-
sen, auf dem Testsystem der vorliegenden Erfindung

1) Wirkungen der LPS (Lipopolysaccharide), von IL-6, cAMP, TPA (Tetradecanoylphorbolacetat) und der Pro-
teinkinase-Inhibitoren

[0076] Es wurde berichtet, dass LPS (Sigma, USA), IL-6 (Genzyme), cAMP (Dibutyrylform, Sigma) und TPA
(Nacalai Tesque) iNOS in Versuchssystemen unter Verwendung von Maus- oder Rattenzellen induzieren. Die
Luciferase-Expression wurde in Gegenwart dieser Substanzen auf dieselbe Weise gemessen wie in Beispiel
5. Als Ergebnis beeinflussten diese Substanzen nicht nur kaum die Kontrollspiegel, sondern auch kaum die
Aktivierung durch Cytokine (Fig. 13). Diese Ergebnisse zeigten, dass diese Substanzen das in Beispiel 5 be-
schriebene Testsystem kaum beeinflussen. Andererseits fand man heraus, dass der Proteinkinase-Inhibitor
Staurosporin (Wako Pure Chemical Industries) die induzierte Genexpression durch IL-13 (1 ng/ml) oder CM
bei einer Konzentration von nicht mehr als 1 uM supprimierte (Fig. 14).

2) Wirkung von Glucocorticoid

[0077] Dexamethason (Dex) (Wako Pure Chemical Industries) besitzt eine starke antiinflammatorische Wir-
kung. Von einem seiner Mechanismen ist bekannt, dass er der Suppression der Aktivierung des Transkripti-
onsfaktors NF-kB zugeschrieben werden kann (Ray, A. und Prefontaine, K. E. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 91, 752-756). Es wurde auch berichtet, dass es die iNOS-Expression supprimiert (Radomski, M.W. et al.,
(1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 10043-10047). Die Luciferase-Expression wurde auf dieselbe Weise wie
in Beispiel 5 in Gegenwart von Dexamethason gemessen, und man fand heraus, dass die induzierte Genex-
pression durch IL-1B (1 ng/ml) oder CM bei einer Konzentration von nicht mehr als 10 uM supprimiert wurde
(Eig. 15). Zudem verschwand der supprimierende Effekt, wenn es nach 1 Stunde der Cytokinstimulierung zu-
gegeben wurde.

3) Wirkung der Protease-Inhibitoren

[0078] Es wird in Betracht gezogen, dass Proteasen an der Aktivierung von NF-kB durch den Abbau von I-kB
(ein Protein, das die Aktivierung von NF-kB im Cytoplasma supprimiert; Verma, |. M. et al., (1995) Genes &
Dev. 9, 2723-2735) beteiligt sind. Von einem der Protease-Inhibitoren TLCK (Nacalai Tesque) ist bekannt, dass
er die iINOS-Induktion sowie die NF-kB-Aktivierung hemmt (Griscavage, J. M. et al., (1995) Biochem. Biophys.
Res. Commun. 215, 721-729). Die Luciferase-Expression wurde auf dieselbe Weise wie in Beispiel 5 in Ge-
genwart von TLCK gemessen. Man fand heraus, dass TLCK die durch IL-1f (1 ng/ml) oder CM induzierte Ge-
nexpression bei einer Konzentration von etwa 10 yM supprimiert (Eig. 16).

[0079] Diese Versuchsergebnisse zeigten auch, dass ein System, wie in Beispiel 5 beschrieben, verwendet
werden kann, um Verbindungen zu durchmustern, die an der Kontrolle der hiNOS-Expression beteiligt sind.

[Beispiel 7] Screenen nach Verbindungen, welche die hiNOS-Genexpression beinflussen

[0080] Wie in Beispiel 5 wurden die A5-Zellen auf die Platte mit 96 Vertiefungen mit etwa 10,000 Zellen/100
ul pro Vertiefung ausplattiert und 24 Stunden geziichtet. Anschliellend wurden spezifische Verbindungen, von
denen nicht bekannt war, ob sie die hiNOS-Genexpression beeinflussen oder nicht, entweder einzeln oder als
Gemische zugegeben, und die Zellen wurden eine weitere Stunde gezichtet. Dann wurde dem Kulturmedium
IL-18 oder TNF-a zugegeben, um die Luciferase-Aktivitat 24 Stunden nach Zugabe von IL-13 oder TNF-a auf
dieselbe Weise wie in Beispiel 6 zu messen.

[0081] Als Ergebnis der Durchmusterung zahlreicher Verbindungen und Gemische von Verbindungen wurde
deutlich, dass die in Eig. 17 dargestellte Verbindung | die Luciferase-Aktivitat konzentrationsabhangig suppri-
mieren kann (Eig. 18).

[0082] Ferner wurde bestatigt, dass die Verbindung | (20 pug/ml), von der durch dieses Screening-Verfahren
nachgewiesen wurde, dass sie hiNOS-Genexpression supprimiert, die Expression der von CM stimulierten hi-
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NOS-mRNA in den Wildtyp-A549-Zellen supprimiert (Fig. 19). Andererseits beeinflusste die Verbindung | mit
der gleichen Konzentration nicht die in den Wildtyp-A549-Zellen konstitutiv exprimierte 3-Aktin-mRNA-Expres-

sion (Fig. 19).

[0083] Es ist auch mdglich, Verbindungen, die die hiNOS-Expression induzieren, durch ein ahnliches wie das
in Beispiel 7 beschriebene Verfahren zu durchmustern, indem beispielsweise Testverbindungen zu A5-Zellen
zugegeben werden und die Verbindungen gewahlt werden, die die Luciferase-Aktivitat erhéhen.

[0084] Daher wurde gezeigt, dass es mdoglich ist, mittels des Screening-Systems der vorliegenden Erfindung
Verbindungen zu durchmustern, die die hiNOS-Genexpression beeinflussen.

[0085] Die vorliegende Erfindung stellt ein Verfahren bereit, eine Verbindung einfach und leicht zu durchmus-
tern, die die Expression einer menschlichen induzierbaren Stickstoffoxid (NO)-Synthase (hiNOS) mit hoher
Sensitivitat kontrollieren kann.

[0086] Das Verfahren der vorliegenden Erfindung erméglicht auch das bequeme und sensitive Screenen ei-
ner Verbindung, die zur Behandlung von Entziindungen und Sepsis als nitzlich betrachtet wird, indem die hi-
NOS-Expression supprimiert wird, oder einer Verbindung, die fir Antitumor-, antivirale und vaskulare Reste-
nose-Praventionsbehandlungen als nutzlich betrachtet wird, indem die Expression induziert wird.
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SEQID NO: 1

Sequenzlange: 604
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Sequenzprotokoll

Sequenztyp: Nucleinsdure
Strangform: Doppelstrang
Topologie: linear
Molekulart: genomische DNA

Sequenz:

AGCCAGAAGC
GACAGGGTGG
GGGGTTAAAG
ACAGGGCCTG
CETTGCICCC
GAGCCTCCTC
GGCCTGGCGA
CAGGAGGTGC
TGTATTTAAA
ATTCCTTGAT

ARAR

GCTATCACGA
CGGTGCAGCC
CTGCCGGCAC
GGGAGATGGA
CATCAAGCCC
TCTCAAACTG
GTGGGTGARA
TATCGCACCA
AARACTAACAC

GGAGATATIT

SEQID NO: 2
Sequenzlange: 296

EGATATCTTC
CAGCAGCCTG
AGAACTTAAG
GGALAGTGAT
TTTACITGAC
GGGCCTLCCT
GATGGAACTT
CTGTGTATTT
CCAGTCTGTT

ACATGAATTG

Sequenztyp: Nucleinsaure

Strangform: Doppelstrang

Topologie: linear

Molekulart: genomische DNA

Sequenz:

CTAGAGTCGG GGCGGCCGGC
ACAAACCACA ACTAGAATGC
TGCTTTATTT GTAACCATTA
TTTTATGTTT CAGGTTCAGG
CARATGTGGT AAAATCGATA

SEQ ID NO:

3

Sequenzlange: 22

GGTGCTGTAT 'TTCCTTACGA

GAGATGTCAG

ATCCCCCAGE
CTCCTAACAA

GGTCCCTTGG

GCTGCTGAGT
AACTGCCTTG
CCCCATGGCC

CATTTTACTT

‘CGCTCTGAGG

GCTCTGCATT

‘CTCAAGTCTT

“GTAGCACCCT

AGACARAATC

‘GCACCACTTC

TGTACAGTTA
ACTTGGGTCT

TAATCACARA

GGCGAAGARG
GCCTACAGGA
ATCTGAGGTC
ATTTCCTCAA
GGATTGATCG
TTAAATCCCA
AAGTGACCAC
TTTATGCCTC
TCCCTGTATG
AARAAAPRARN

CGCTTCGAGC AGACATGATA AGATACAT TG ATGAGTITGGE

AGTGAAAAAA ATGCTTTATT TGTGARATTT GTGATGCTAT

TAAGCTGCAA TAARACAAGTT AACARACAACA ATTGCATTCA

GGGAGGTGTG GGAGGTTTTT TAAAGCAAGT AAARACCTCTA

AGGATCCGTC GACCGATGCC CTTGAGAGCC TTCaaC

Sequenztyp: Nucleinsdure

Strangform: Einzelstrang
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Topologie: linear
Molekilart: andere Nucleinsdure (synthetische DNA)
Sequenz:

CTTCTCAGCC ACCTTGGTGA GG

SEQID NO: 4

Sequenzlange: 21

Sequenztyp: Nucleinsaure

Strangform: Einzelstrang

Topologie: linear

Molekilart: andere Nucleinsaure (synthetische DNA)

Sequenz:

TTCTGTGCAG TCCCAGTGAG G

SEQ ID NO: 5

Sequenzlange: 19

Sequenztyp: Nucleinsaure

Strangform: Einzelstrang

Topologie: linear

Molekdilart: andere Nucleinsaure (synthetische DNA)

Sequenz:

AGCCAGAAGC GCTATCACG

SEQ ID NO: 6

Sequenzlange: 27

Sequenztyp: Nucleinsdure

Strangform: Einzelstrang

Topologie: linear

Molekdlart: andere Nucleins&ure (synthetische DNA)
Sequenz:

TGTGATTAAA GTAARATGCA ATTCATG

SEQ ID NO: 7

Sequenzlange: 22
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Sequenztyp: Nucleinsdure

Strangform: Einzelstrang

Topologie: linear

Molekilart: andere Nucleinsdure (synthetische DNA)
Sequenz:

GCCTGGAGAT GTCAGCGCTC TG 22

SEQ D NO: 8

Sequenzlange: 21

Sequenztyp: Nucleinsdure

Strangform: Einzelstrang

Topologie: linear

Molekilart: andere Nucleinsdure (synthetische DNA)
Sequenz:

GGGGAACAGA CTGGGTGTTA G 21

SEQ ID NO: 9
Sequenzlange: 19
Sequenztyp: Nucleinsdure
Strangform: Einzelstrang
Topologie: linear

Molekulart: andere Nucleinséure (synthetische DNA)

Sequenz:
CATTTAGGTG ACACTATAG 19
SEQ ID NO: 10

Sequenzlange: 29

Sequenztyp: Nucleinsaure

Strangform: Einzelstrang

Topologie: linear

Molekulart: andere Nucleinsaure (synthetische DNA)

Sequenz:

GGCGCTAGCC TACAGGAGGG GTTAAAGCT 29
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SEQ ID NO: 11

Sequenzlange: 39

Sequenztyp: Nucleinsaure

Strangform: Einzelstrang

Topologie: linear

Molekilart: andere Nucleinsaure (synthetische DNA)

Sequenz:

GCGGCCGCGT CGACGATTAA AGTAAAATGC AATTCATGT

SEQ ID NO: 12

Sequenzlange: 26

Sequenztyp: Nucleinsaure

Strangform: Einzelstrang

Topologie: linear

Molekulart: andere Nucleinsaure (synthetische DNA)
Sequenz:

GCGCGGATCC GGCCCACTCT CCTAAG

SEQ ID NO: 13

Sequenziange: 27

Sequenztyp: Nucleinsaure

Strangform: Einzelstrang

Topologie: linear

Molekdlart: andere Nucleinséure (synthetische DNA)
Sequenz:

ATGGCCTGTC CCATGGARAT TTCTGTT

SEQ ID NO: 14
Sequenzlange: 1026
Sequenztyp: Nucleinsaure
Strangform: Doppelstrang
Topologie: linear

Molekilart: genomische DNA
Sequenz:
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TGAGGGCCTA CAGGAGGGGT TAAAGCTGCC GGCACAGAAC TTAAGGATGG AGCCAGCTCT 60
GCATTATCTG AGGTCACAGG GCCTEGGGAG ATGCAGGAAA GTGATATCCC CCAGCCTCAA 120
GTCTTATTTC CTCAACGTTG CTCCCCATCA AGCCCTTTAC TTGACCTCCT AACARGTAGC iso
ACCCTGGATT GATCGGAGCC TCLTCTCTCA BACTGGGGCC TCLCCTGGTCC CTTGGAGACA 240
AAATCTTAAA TGCCAGGCCT GGCGAGTGGG TGAAAGATGG AACTTGCTGC TGAGTGCACC 300
ACTTCAAGTG ACCACCAGGA GGTGCTATCG CACCACTGTG TATTTAACTG CCTTGTGTAC 360
AGTTATTTAT GCCTCTGTAT TTAAARAACT AACACCCAGT CTGTTCCCCA TGGCCACTTG 420
GETCTTCCCT GTATGATTCC TTGATGGAGA TATTTACATG AATTGCATTT TACTTTAATC 480
ACACTGTATG CGTGTGTGGG TOTTTTGTAG GGAAAGCTCT TCTCAGAGTG GGGAGCTGGT 540
GGGTGTCACA GCCTGGACAG ATCCCCGACA GAGGGACACC CCAGCCAGTC CATGGCTCCT 600
CTGAAATGGC TGCCAGGTGT GCCAGCAGCA GATGGAGCTT CGTGCTGGTC CAAAGACCTG 660
TGGTAGGGCA GGGGGCGCAG GCCTGCCTCC CACACAAAGT ATCIGAAACG GGGTCTGGTG 720
AGGGTGGGAT TGTCGCATAA GGCCAGTGTT TCGAGGAAGG CCTTGAGCTT CTTCTTEGAC 780
ACTGTCTTAG AARGCGTTTT GCTCTGGGGC CACCAGTCTC ATGCGAGACT GTGTGCITTG 840
GCCAGTACGGE ATGTGETCCC TGGGAAGGCA GCGTGTCGAG GCGAGTGTGG GCCACAACAT 800
CCTCGCCTGA GGGACTGGGG ACCCTCTTGG GTTTGGAGCA GGCCAAGGAR TCCTTCITAG 960
GACGAGTGGGC CCCGTTTCCT TCTCCTGGTC AGAACCCAAA AAGGAGCTCA GCGGCGLCCCA 1020
CTGGGG 1026

SEQ ID NO: 15

Sequenzlange: 25

Sequenztyp: Nucleinséure

Strangform: Doppelstrang

Topologie: linear

Molekulart: genomische DNA

Sequenz:

ARCTGTACAC AAGCTGGGGA CACTCCCTTT GGAAA 25

SEQ ID NO: 16
Sequenzlange: 544
Sequenztyp: Nucleins&ure
Strangform: Doppelstrang
Topologie: linear

Molekdilart: genomische DNA

Sequenz:
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ACTGTATGCG

GTGTCACAGC
GAAATGGCTG
GTAGGGCAGG
GGTGGGATTG
TGTCTTAGAA
CAGTACGGAT
TCGCCTGAGG
CAGTEGGCCC
GGGG

TGTGTGGGCTG

CTGGACAGAT
CCAGGTGTGC
GGGCGCAGGC
TCGCATAAGG
AGCGTTTTGC
GTGGTCLCTE
GACTGGGGAC
CGTTTCCTTC

DE 697 37 014 T2 2007.06.28

TTTTGTAGGG AAAGCTCTTC TCAGAGTGGG

CCCCGACAGA
CAGCAGCAGA
CTGCCTCCCA
CCAGTGTTTC
TCTGGGGCCA
GGAAGGCAGC
CCTCTTGGGT
TCCTGGTCAG

GGGACACCCC
TGGAGCTTCG
CACAAAGTAT
GAGGAAGGCC
CCAGTCTCAT
GTGTCGAGGC
TTGGAGCAGS

AACCCARARA

AGCCAGTCCA
TGCTGGTCCA
CTGRAACGGG
TTGAGCTTCT
GCGAGACTGT
GAGTGTGGGC
CCAAGGAATC
GGAGCTCAGC
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GAGCTGGTGG
TGGCTCCTCT
AAGACCTGTG
GTCTGGTGAG
TCTTGGACAC
GTGCCTTGGC
CACAACATCC
CTTCTTAGGA

GGCGGCCACT
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SEQUENZPROTOKOLL

menschlichen induzierbaren Stickstoffoxid-Synthase regulieren

130>

<140>
<141>

EP

<1503
<151>

JP

<160> 18

<1703
£210>
<21L>

<212>
R213%

ES
604
DNA
Home

<220%
<223>

<400> 1
agccagaagce
gacagggtgy
ggggttaaag
acagggoctyg
cgttgctecc
gagcctccte
ggcetggega
caggaggtge
tgtatttaaa
atteccotgat
aaaa

<210> 2
€211> 256
<Z12> DNA.

PatentIn Ver.

Cc1777 EF

97%41185.83

18.08.1997

1986-250697
20.09.1996

sapiens

Genomische DNA

gctatcacga
cgytgcages
ctgzecggeac
gggagatgga
catcaagcce
tctradacky
gtgggtgaza
tatcgcacea
aaactaacac
ggagatattt

<213> Affen-Virus 40

<220>

<223> Genomische DNA.

<400> 2

ctagagtegy
acaaaccaca
tgctttattt
ttttatgttt
caaatgtggt

<210> 3
<211> 22
<212> DNA
<213>

220>

ggeggecgge
actagaatge
gtaaccatta
caggtiragg
aaaatcgata

Kinstliche Sequenz

2.

1

agatatcttc
cagcagcctd
ageatttaag
ggaaagtgat
tttacttgac
gggcctecet
gatggaactt
ctygtgtacty
ccagtotgtt
acatgaattg

cgecttegage
agtgaaaaaa
taagctgcaa
g9gaggtgty
aggatccgtc

ggtgctgtat
gagatgtcay
gatggagcca
atccceocage
cteetaacaa
ggtececttgy
gctgotgagt
aactgoettg
ccoeatggee
cattttactt

agdcatgata
atgerttatt
taaacaagtt
ggaggttett
gagcgatgcee

ttcettacyga
cgeretgagg
gotrotgeatt
ctecaagteott
gtagcacect
egacaaaatc
gecacgactte
tgtacagtt

acttgggtcoct
taatcacaaa

agatacatitg
tgtgaaattt
aacaacdaca
taaagcaagt
cttgagagec
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Verfahren zum Screenen von Verbindungen, welche die Expression der

ggcgargddg
gectacagga
atntgaggtc
atttcoctoaa
ggatigatcy
ttaaatycoca
aagtgaccac
tttatgecte
teactgtatyg
azaaaaaaaa

atgagtrtyyg
gtgatgctat
attgcatteca
aaaacctceta
ttcaag

&0
126
180

240

300
360
420
48¢
540
600
504

80

126
18¢
240
28%
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<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: eine kiinstlich
synthetisierte Primer-Sequenz

<400> 3 :
cttctoagee accttggtga gg

<210> 4

<211> 21

<212> DNA

<213> Kinstliche Seguenz

£220> .
«223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: eine kinstlich

synthetisierte Primer-Sequenz

<400> 4
ttctgtgecag tcccagtgag ¢

<210> S

<211> 18

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>. :
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: eine kinstiich
synthetisierte Primer-Sequenz '

<400> 5
agccagaagoec gcectatcacg

<210> 6

<211> 27

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: eine kinstlich
synthetisierte Primer-Sequenz

<400> 6
tgtgattaaa gtaaaatgea attcatg

210> 7
<211>» 22
<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220> - . » _
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: eine kiinstlich
synthetisierte Primer-Sequenz.

<400> 7
gecetggagat gtcagegete tg

<210> 8

<211> 21

<212> DNA

<212> Kinstliche Sequenz
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<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: eine kinstlich
synthetisierte Primer-Sequenz

<400> 8
ggggaacaga ctgggtgtta g

<Z21i0> 9

<211» 19

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

L220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz; eine kinstlich
synthetisierte Primer-Sequenz

<400> 9
catttaggtg acactatag

<210> 10

<211i> 29

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: eine kiinstlich
synthetisierte Primer-Sequenz

<4380> 10
ggegctagee tacaggaggg gttaaagcet

<210> 11
<211> 39
<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz; eine kinstlich
synthetisierte Primer-Sequenz

<400> 11
geggecgegk cgacgattaa agtaaaatge aattcatgt

<210> 12

<211> 26

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: eine kiinstlich
synthetisierte Primer-Sequenz

<400> 12
gcgeggatcee ggcccactcet cctaag

<210> 13
<211> 272
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<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>

DE 697 37 014 T2

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: eine kunstlich
synthefisierte Primer-Sequenz

<400> 13

atggcctgte ccatggaaat ttctgtt

<210> 14

<211> 1026
<212> DNA
<213> Homo

<220>

sapiens

<223> Genomische DNA

<400> 14
tgagggccta
gecattatetg
gtettattte
accctggatt
aaatcttaaa
acttcaagtyg
agttatttat
ggtecttcoct
acactgtatg
gggtgtcaca
ctgaaatgge
tggtagggra
agggtgggat
actgtcttag
geccagtacgg
cectegectga
yagagtggge
ctgggg

15
35
DNA.
Homo

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<300> 15

caggaggggt
aggtcacagy
ctecaacgttg
gatcggagce
tgccaggect
accaccagga
gectctgtat
gtatgattce
cgtgtgtggyg
gestggacag
tgoccaggtglh
gggggcgcay
tgtcgeataa
aaagcgtttt
atgtggtcee
gggactgggg
cecogtttect

sapiens

Genomische DNA

taaagctgcece
gcctggggag
ctccccana
tcctectetea
ggcgagtggyg
ggtgctatcg
ttaaaaaact
ttgatggags
tgtritgtag
atcececgaca
gccagcagea,
gcctgectee
ggccagtgtt
gctctoggge
tgggaaggea
accctettgyg
tcteoctgygte

ggcacagaac
atggaggaaa
agccctttac
aactggggce
tgaaagatgyg
caccactgtyg
aacacccagt
tatttacatg
ggaaagctet
gagggacacc
gatggagett
cacacaaagt
tcgaggaagy
caccagtcte
gogtgtogay
gtttggagca
agaacccaaa

aactgtacac aagctgggga cactcccttt ggaza

16
544
DNA
Homo

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

sapiens

<223> Genomische DNA

<400> 16

ttaaggatgy
gtgatatcce
ttgacctcet
tcectggtee
aacttgctge
tatttaactg
ctgttceceea
aattgcattt
tctcagagty
ccagecagte
cgtgctggte
atctcaaacg
cettgagett

atgecgagact

gcgagtgtgg
ggccaaggaa
aaggagctca

2007.06.28

ageccagectcet
ccageetcaa
aacaagtagce
cttggagaca
tgagtgcacc
cectrgtgtac
tggecacttg
tactttasdte
gggagctggt
catggctect
caaagacctg
gggtctggtg
ctteottggac
gtgtgcecttg
geccacaacat
tecettcecttag

gcggeggecea

27

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
8660
720
780
840
200
960
1020
1026

35

actgtatgcg tdtgtgggtg ttttgtaggg aaagetctte tcagagtggg gagetggtgg 60
gtgtcacage ctggacagat ccccgacaga gggacacccce agecagtcca tggcotoetet 120

gaaatggctg
gtagggcagg

ggtgggattg
tgtcttagaa

cagtacggat
tcgeectgagg
gagtgggcece
9999

ccaggtgtge
gggcgcagge
tcgcataagg
agcgttttge
gtggtcccetyg
gactggggac
cgtttcette

cagcagcaga
ctgcctecca
ccagtgtttce
tctggggeca
ggaaggcagce
cctecttgggt
tcectggtcecag

tggagctteg
cacaaagtat
gaggaaggcc
ccagtctcat
gtgtcgagge
ttggagcagg
aacccaaaaa
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tgctggtcca
ctgaaacggg
ttgagcttct
gcgagactgt
gagtgtgggc
ccaaggaatc
ggagctcagce

aagacctgtg 180
gtctggtgag 240
tcttggacac 300
gtgccttgge 360
cacaacatcc 420
cttcttagga 480
ggcggccact 540

544
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Patentanspriiche

1. DNA umfassend die 3'-flankierende Region des menschlichen induzierbaren Stickoxidsynthase(hi-
NOS)-Gens, wobei die 3'-flankierende Region die Regulation der hiNOS-Genexpression unterstitzt und die
Nucleotidsequenz von SEQ ID NO: 16 umfasst.

2. Sequenz zur Regulierung der Expression, umfassend:
(1) DNA wie in Anspruch 1 beschrieben, und
(2) die 3'-UTR des hiNOS-Gens, wobei (1) und (2) zusammenwirken, um die hiNOS-Genexpression zu regu-
lieren.

3. Expressionsvektor, umfassend die Sequenz zur Regulierung der Expression nach Anspruch 2.

4. Expressionsvektor nach Anspruch 3, der weiterhin ein Reportergen enthalt.

5. Expressionsvektor, der die 5'-flankierende Region umfasst, einschlieBlich eines Promotors des hi-
NOS-Gens, eines Reportergens und der Sequenz zur Regulation der Expression nach Anspruch 2, in dieser
Reihenfolge von der 5'-Seite aus.

6. Zelle, die mit dem Expressionsvektor nach Anspruch 4 oder 5 transformiert ist.

7. Verfahren zum Screenen einer Substanz, die in der Lage ist, die hiNOS-Genexpression zu beeinflussen,
umfassend das Behandeln der Zelle nach Anspruch 6 mit einer Testsubstanz, und das Beobachten der Veran-
derungen des Niveaus der Expression des Reportergens.

8. Verfahren zum Screenen einer Substanz, die in der Lage ist, die Aktivitat einer spezifischen Substanz,
welche die hiNOS-Genexperssion beeinflusst, zu verandern, umfassend das Behandeln der Zelle nach An-

spruch 6 mit der spezifischen Substanz, welche die hiNOS-Genexpression beeinflusst, und einer Testsub-
stanz, und das Beobachten der Veranderungen des Niveaus der Expression des Reportergens.

9. Screening-Verfahren nach Anspruch 7 oder 8, wobei die Testsubstanz ein Gemisch ist.
10. Kit zum Screenen einer Substanz, die in der Lage ist, die hiNOS-Genexpression zu beeinflussen oder

die Aktivitat einer spezifischen Substanz, welche die hiNOS-Genexpression beeinflusst, zu verandern, umfas-
send die Zelle nach Anspruch 6.

Es folgen 19 Blatt Zeichnungen

24/43



DE 697 37 014 T2 2007.06.28

Anhangende Zeichnungen
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Figur 2
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Figur 3
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pGL3-Grundplasmid

Luciferase-

spate von SV 40 stammende
Poly A-Additionsstelle

5’ CTAGAGTCGGGECGECCEECCGCTICGAGCAGACATGATARGATACATTG
ATGAGTTTGGACAAACCACAACTAGRATGCAGTGAAAAANATGCTTTATT
TGTGAAATTTGTGATGCTATIGCTTTATTIGTAACCATTATAAGCTGCAR
mcmcnmcug{mmmmm ATGTTTCAGGTTCAGG

Poly A-Addition
CGGAGG TG TGGGAGGTTTTT TARAGCAAGTAARACCTCTACARATGTGGT
AAARTCGATAAGGATCCGTCGACCEATGCCCTTGAGAGCCTTCAAC -3
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SU802
MII03
SA101
KI101

SAI02
KIT02
KI1103

SA103
KI104

KI105
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5'-CTTCTCAGCCACCTTGGTGAGG-3'

5. TTCTGTGCAGTCCCAGTGAGG-3"

5 AGCCAGAAGCGCTATCACG-3'
5-TGTGATTAAAGTAAAATGCAATTCATG-3'
5-GCCTGGAGATGTCAGCGCTCTG-3'
5'-GGGGAACAGACTGGGTGTTAG-3'
5“CATTTAGGTGACACTATAG-3'
5'-GGCGCTAGCCTACAGGAGGGGTTAAAGCT-3'
5-GCGGCCGCGTCGACGATTAAAGTAAAATGCAATTCATGT-3"
5'-GCGCGGATCCGGCCCACTCTCCTAAG-3"
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Figur 5
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Figur 6

Wildtyp-hiNOS-cDNA-Sequenz 5'-ATGGCCTGTCCTTGGAAATTTCTGTT-3 '

mutierte Sequenz 5'-ATGGCCTGTCCCATGGAAATTTCTGTT-3 !
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Figur 7
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Figur 8

pGL3-Grundplasmid pGL3-Grundplasmid
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pGL3-Grundplasmid
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Figur 9
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Figur 10

112 3”4 sl g 7':l

At

Gel-Shift-Test unter Verwendung des Kernextrakts
aus durch Cytokine stimulierten A549-Zellen

1: kein Extrakt

2, 3: keine Cytokinstimulierung

4, 5: 3-stiindige Stimulierung durch IL-14
6, 7: 3-stiindige Stimulierung durch CM

. 3, 5 und 7 wurde eine 20-fache Konzentration der DIG-freien Sonde zugegeben.
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Figur 11
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Figun 12

OD 540 nm
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Figur. 13
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0

12345123:15123451234512345'

Kontrolie

LPS dbcAMP:
(100 pug/mi) (1 M)

1L-6 (S5ng/mi) TPA

(Vg M)

1; Kontrolle

25 IL-1B + IFN-y

3; IL-1B + TNFia
4; IFN-y¥+ TNF-o

5; IL-1B+ IFN-y+ TNF-a

w1 1 ng/mi
IFN-y 1000 UW/ml
TNF-a 500 ng/mi
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Figur 14
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Figur 15

Luc-Aktivitat (Zahlimpulse / 3 min)
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Figur 16
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Figur 17
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Figur 18

Aktivitat (%)
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Figur 19
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