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(Larimichthys crocea) Tristetraprolin

%k
1 1 1 2 1 1
(1. 316022; 2. 315211)
Tristetraprolin (TTP) RNA TTP mRNA
, RACE
(Larimichthys crocea) TTP ( LcTTP) cDNA LcTTP cDNA 1 508 bp,
77bp 5'- (5’-UTR) 183 bp 3'-UTR 1 248 bp (ORF), 418
LcTTP 44 897.78 Da, pl 8.37; TTP
: N- (NES) (TZF) C- NOTI- (NOT1-BD)
LcTTP ; LcTTP TTP ,
ZFP36 ZFP36L1 ZFP36L2  ZFP36L3
9 LcTTP mRNA, ,
LYC-hK LcTTP LPS (1 h) TNF-o mRNA ,
TNF-0. mRNA (1.5 h); D LcTTP
TNF-o mRNA , LcTTP TNF-a mRNA TNF-a
LcTTP ,
; RNA ; Tristetraprolin ; ;
Q789; S965 doi: 10.11693/hyhz20230500103
(Makita et al, 2021) TTP 3
: N- (nuclear
, export signal, NES) 2 CCCH
, (Medzhitov, (tandem zinc-finger domain, TZF) C-
2008) , NOT1- (NOT1-binding domain, NOT1-BD)
(Yoshinaga et al, 2019) RNA (Akira et al, 2021) TZF mRNA 3'-
(RNA binding protein, RBP) (untranslating region, UTR) AU-
mRNA s (AU-rich element, ARE), N C
(Kafasla et al, 2014; Uchida CCR4-NOT1 (CCR4-NOT1 deadenylase
et al,2019) complex) (decapping complex, Dcp)
Tristetraprolin (TTP, ZFP36 TIS11 GOS24 (exosomes) 5'~3' 1 (5'~3'
NUP475) ZFP36 RBP , exoribonuclease 1, XRN1) mRNA s
* , 2020 , , E-mail: wang_hui_j@163.com

: R , E-mail: shenwang@zjou.edu.cn
:2023-05-08, :2023-07-29
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(Akira et al, 2021) TTP RNA

TTP mRNA
mRNA, TNF-o IL-1B IL-6
mRNA (Kratochvill et al, 2011; Mukherjee et al,
2014) , TTP

(Zhang et al, 2021) ,

TTP, TTP-KO

, TNF-a (Taylor et
al, 1996; Carballo et al, 2001) , TTP mRNA
3'-UTR  AREs TTP, LPS

>

(Patial et al, 2016b) ,
TTP (Mahmoud
et al, 2019; Li et al, 2022)

>

50% (Xu et al, 2022)
(Dai et al, 2023),
TTP , TTP

(Larimichthys crocea)

( , 2022)
( , 2019)
, ( » 2022),
TTP ( LcTTP) , RACE
(rapid amplification of cDNA end) LcTTP
cDNA 5

LcTTP ;
(Real-time Quantitative PCR, RT-qPCR)
LcTTP ;

LYC-hK LcTTP, LcTTP LPS
TNF-o0o mRNA
LcTTP
1
1.1
[ (142.7+£12.2) g]

E)

, 24~25 °C
LcTTP , 5
0.02% MS-222 ( , ) R
9
1.5 mL EP , RNALater™
RNA ( , ), =80 °C
1.2 cDNA
NCBI ( 1 12197)
TTP ( : 104928501)
mRNA ( : XM _010742797.3)
(Ao et al, 2015) TTP mRNA
, NCBI Primer-Blast

TTP mRNA 5'-RACE 3'-RACE

(opening reading frame, ORF) PCR (
al, 2012) Trizol RNA,
Plus (TaKaRa, )
3’-RACE TaKaRa SMARTer® RACE 5'/3' Kit
(TaKaRa, ), 3'-RACE

: PCR LcTTPF1/3'- RACE UPM long

primer, PCR LcTTPF2/3'-RACE
UPM short primer; 5'-RACE : PCR

LcTTPR2/5'-RACE UPM long primer,
PCR LcTTPR1/5'-RACE UPM short primer  ORF
PCR TaKaRa Ex Tag® DNA Polymerase

1) (Ye et
TaKaRa RNAiso
5'-RACE

(TaKaRa, ), 5'/3'-RACE cDNA,
ELcTTPE/ ELcTTPR, : 95 °C 2 min; 95 °C
155,56 °C30s, 72 °C 1 min, 35 PCR
simple pMD-19T
vector (TaKaRa, ), E.coli DH5a (TaKaRa,
) ,
5'-RACE 3'-RACE ORF LcTTP
cDNA
1.3
ExPASy Compute pI/MW
(https://web.expasy.org/compute_pi/)

; NCBI CD-Search
(Marchler-Bauer et al, 2017);

SignalP 6.0 (Teufel et al, 2022);
Euk-mPLoc 2.0 LcTTP (Chou et al,
2010); NetNES 1.1 (NES)
(Fu et al, 2011); BLASTP NCBI

(nr) (Johnson et al, 2008);

ClustalW1.83 (Larkin et al, 2007);
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x1 5I9ER

Tab.l Information of the primers
(5'=39

LcTTPF1 TCCGAAATGCTTGACGAC 3'-RACE
LcTTPRI1 AGGGAGTCACCAAACACTGG 5'-RACE
LcTTPE2 CTAACATGGGGTTCAGCCGT 3’-RACE, RT-qPCR
LcTTPR2 TGGCTCCAGGATGAGAGGAA 5'-RACE, RT-qPCR
ELcTTPF TGTACAAGTCCGAAATGCTTGACGA
ELcTTPR GCGGCCGCTTAGTCAGACAGGGACAG
LcACTF CCTTCACCACCACAGCCGAG RT-qPCR
LcACTR ATTCCGCAAGATTCCATACCGA RT-qPCR
LcTNFaF AACGCCTCACACCTCTCA RT-gPCR
LcTNFaR GTCCACAGTTTGTCTCCTCTATTC RT-qPCR
LcIL1BF ATCTGGCAAGGATCAGCTCA RT-qPCR
LcIL1BR ACCAGTTGTTGTAGGGGACG RT-qPCR

R2 ZFIILLXFIRGRGZFTAN ZFP36 KixHSIER
Tab.2 The sequences of ZFP36 family used for multiple sequence alignment and phylogenetic tree analysis

GenBank LcTTP 1%
XP_010741099.1 Larimichthys crocea 100.00
XP_036937641.1 Acanthopagrus latus 91.46
XP_035535819.1 Morone saxatilis 91.28
XP_045930373.1 Micropterus dolomieu 86.76
XP_047449844.1 Mugil cephalus 81.36
NP_001106542.1 Xenopus tropicalis 45.27
XP_040262428.1 Bufo bufo 42.76
XP_032083892.1 Thamnophis elegans 45.85
XP_026546747.1 Notechis scutatus 44.68
XP_038238166.1 Dermochelys coriacea 43.77
XP_037740475.1 Chelonia mydas 43.63
XP_029769063.1 Terrapene carolina triunguis 43.61
XP_039181066.1 Crotalus tigris 43.54
XP_015676155.1 Protobothrops mucrosquamatus 42.48
XP_026578640.1 Pseudonaja textilis 43.47
XP_048358068.1 Sphaerodactylus townsendi 43.17

NP_003398.3 Homo sapiens 40.69

NP_004917.2 Homo sapiens 38.08

NP_008818.3 Homo sapiens 36.27

NP_035886.1 Mus musculus 39.58

NP_031590.1 Mus musculus 38.08
NP_001001806.1 Mus musculus 36.09
NP _001009549.1 Mus musculus 32.75

MEGA version 7

(Neighbor-Joining,

20 uL RT-gPCR

BeyoFast™ SYBR

NJ) (Kumar et al, 2016); Green qPCR Mix ( , ) ,
2 SYBR Green qPCR Mix 10 uL
1.4 RT-qPCR 2.0 uL c¢DNA 2.0 uL 6 pL,
Trizol RNA, TaKaRa RNAiso Plus 1; :95°C 2 min; 95 °C 15 s, 60 °C 30 s, 40
(TaKaRa, ) 1 pg RNA , ABI QuantStudio 1
TaKaRa PrimeScript™ RT reagent Kit with gDNA (Applied Biosystems, ) ; )
Eraser (TaKaRa, ) cDNA [-actin
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, pAAc ; 26°C 5% CO,
mRNA , D 0 h TNF-a GP-transfect-Mate ( ,
mRNA , P ) 16 2x10° /
TNF-0 mRNA (Livak et al, 2001) LYC-hK ,24h 3 png DNA 6 uL
1.5 PEGFP-N1-LcTTP GP-transfect-Mate 400 pL FBS

(1.2) LcTTP ORF DME/F-12 20 min LYC-hK ,
pMD-19T-LcTTP , pMD-19T-LcTTP 6 h 48 h,
pEGFP-N1 (Clontech, ) (Leica, )
Notl  BsrGI (TaKaRa, ) 1.7

, T4 DNA GraphPad Prism 6.0 (GraphPad

(TaKaRa, ) R E.coli DH5a. software Inc., ) , +
: PEGFP- (SEM)

N1-LcTTP Endo-free Plasmid ¢ ,P 0.05
Mini Kit IT (Omega, )

pEGFP-N1-LcTTP GFP-LcTTP 2
1.6 2.1 LcTTP cDNA

LYC-hK 5'-RACE 3-RACE  ORF

(Zhou et al, 2023) , 15% LcTTP cDNA 1 508 bp, ORF
(FBS; , ) 100 U/mL / (P/S) 1 248 bp, 5'-UTR 77 bp, 3'-UTR 183 bp, polyA

DMEM/HAM’S F-12 (Hyclone, ) 63 bp AATAA( 1)

1 ACATGGAAGTCTGAACACAGGTATATACAGTCACCCGTGATCAGGGCTGAATCTCTCTTTGGTCAAAGGAGTACAGCATGTCCGAAATGC
;1 '|”|'(?/\C(?AC!\'I‘C'I"I'CAC/\/\I\GI\ACI”I"'I‘A'I'(?AACC'I"G(?CCCI'('v(?/\'I'GA'I'('v(?/\'I”I‘GCI'(,'CCGCC/\CA('v'I'C'I'C/\AC'I'(}A/\/\G:\II?C(JZ/\(}EGC;\'(]G/\

30 L DDTFTKNFPEMNLALDDGLLPPQSQLEKVPGQ
181 GTCGGCTGAACCGGTCAGTCTCCTTCTTCTCTCCCCCCTCCGCTCCTGOCTCTTCRAGCCACAGCATGAGCACCGAGCATGTTAATAGTA
60 S RLNRSVSFFSPPSAPASSSHSMSTEHVNS
271 ATGACGGCAGCCCTTTCTGGTCAAACAACATCTGGAGCCAGGGCCCTGTCTCCAAACCAAMACAACTCCCCTTCAGGTCTGACCGCTCCA
90 NDGSPFWSNNIWSQGPVSKPEKQLPFEFRSDRS
361 TGAGTCTGACTGAGTCCAGCAGCAGCCTGCTCTCCAACTTTGGAGAGGCTTTTCCCTCAGGCCCTGCCACTACTGTGGCTCCACCGCCGG
20 M S L TESSSSLLSNFGEAFPSGPATTVAPEPEP
451 GCTTCCCTCCCACATCTACCCTCCCACCCCAGGTTCAACCGATGGTGTCTCCTAATCGTTACAAGACTGAGCTGTGCCGTGGCTTCCAGG
10 G F PP TS TLPPQVQPMVSPNRYKTELCRGEFQ
%
541 AGACCGGCAGCTGCAAATATGGCAGTAAGTGCCAGTTTGCCCATGGTGAAGCAGAGCTGCGAGGACTGTTCCGCCACCCCAAGTACAAGA
180 E T G S CKVY GSKCQFAHGEAETLRGLEFREHEPEKTYK
* * *
631  CAGAGCCCTGCAGAACCTTCTACAACTTTGGCTACTGCCCCTATGGCTCACGTTGCCACTTCATCCATGAGGACAAAATCAGCGGAGGTC
210 T E P CRTFYNFPFGYCPYGSRCHEPFTIHEDEKTISG GG
% % * *
721 CGTTACCATCTGCCAAATTCCAGAACCAGCAGCAACCGGCTGCCACAGCAACTCGCCACCAGCTCCGCCAGAGTGTCAGCTTTGCCGRTT
240 P L P SAKFQNQQQPAATATRHQLERQSVSFAG
811 TCCTGGGCTCTTCACGTAGCTCACCTCCTCCAGCATTCCCTTCATCATCCTTCAATGATCCTAACATGGGGTTCAGCCGT GCTCCCTCTG
270 F LGS SRS SPPPAFPSSSENDPNMGEFSTRATPS
901  TTTCTCCTCCTCCTGCCGATCTCCTCTCCCCAGTGTTTGGTGACTCCCTGCAGCGGGAGGCAGCCGCATTCCAGTTTGGCAAGTATCAGA
300 VSPPPADLLSPVFEGDSLQREAAMAMTFQ QEFGKYQ
991 CCCGTGCCAGCACTGGAGACATCCACAACATTCCTCTCATCCTGGAGCCAAAGGCCTCACGCTGTGTGTGTGGCCATGGAAATAACTTTA
330 TRASTGDIHNTIPLTILEPEKASRCVCGHGNNTF
1081 ACAGCAACAACAGCAGAGCCTTCACCAACGTGGAAGATGGGCACCACCAGGACGGCAAGCTGTTTCCTGGAGGCCATGGGGGATTCGTGA
360 NS NNSRAFTNVEDGHH QDGEKLFPGGHGGEFV
1171 AGCCTGCTGGACTCCAGCGTTTCTCCTCCGAGGACTECTGGAGGACAGCTACAGCAGCAGCAGCGGAGGCTCCAGTGGAACCGAGTCTC
300 KPAGLQRFSSEDSLEDSYSSSSGCGSSGCTES
1261 CAGTTTTCGATGGGTCAGCCACCAAMGGCTCACTGTGTTTGAACGCCTGTCCCTGTCTGACTAAMTAGATCCAAMGACAAAGAACAGAA
420 PV FDGSATEKRLTVFEFERLSTLSD
1351 GAGAACTGACACCTTGTTAACTGTGTCTGTTCATCTGGACTTTGTTCAGTACCAGAACTGATCAGGACAAGTCAACTTTTTTGATGACAC
1441 ACTTAMGTTCTTAATTTATGCCTTGGATAAACTACAAATACTGAGATGATTTTTAGTAGCCAAAAAAAAAA

1 LcTTP cDNA

Fig.1 The nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of LcTTP
(NES); (TZF); CCCH ;

>
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LcTTP 415 R ZFP36 TTP
(MW) 44 897.78 Da, (pl) 8.37 23 LcTTP
SignalP 6.0 Lc¢TTP N ,
Euk-mPLoc 2.0 LcTTP LcTTP , 5
, NetNES 1.1 LcTTP N NES
(T,o)KNFMNLALDDGLL,;; 1) CD-Search 9 , RT-qPCR LcTTP
ZFP36 TZF LcTTP mRNA 9
LcTTP LcTTP mRNA , (
(XP_036937641.1) (XP_035535819.1) 4) LcTTP mRNA (53.63+27.43),
(NP_003398.3) (NP 035886.1) TTP (16.99+14.38) (10.18+4.27),
91.46% 91.28% 40.69% 39.58%; (1.10+0.23) (2.58+1.02) (2.98+1.25)
TTP : TZF  (3.01£1.03) (4.42+1.26) (4.89+1.93)
C NOTI1-BD LcTTP LcTTP mRNA
( 2) 2.4 LPS LYC-hK LcTTP
2.2 LcTTP
TTP ( LPS
99%), ZFP36 (pathogen associated molecular pattern, PAMP)
ZFP36L1 ZFP36L2 ZFP36L3 LPS
, TTP TTP R
4 , LcTTP TTP TNF-a IL-1B mRNA , LPS
« 3 LcTTP (Mahtani et al, 2001; Fairhurst ef al,
H.sapiens ) LIRS 4 BEnSLspspss 46
M. musculus SN TYESLONIS SSBHEGTE G/LWNIN-SDST 38
L.crocea S 89
A.latus 90
M.saxatili 90
H.sapiens SGVTSREPGRY TNBVEGRSC TAPLE PELEPSP’]‘SP'I‘ YKTE ) AIGEI BB 133
M. musculus i} NTNBVEGRS GRAPLE PELSPSPTSPTAT RYKTELCR{RESERGRCE YGRKC b GBI 125
L.crocea b ) 5Ci ( 174
A.latus il 180
M.saxatili il 180
H.sapiens S 209
M. musculus 201
L.crocea 263
A.latus 266
M.saxatili 267
H.sapiens 266
M. musculus | 259
L.crocea GESRAPSVSPPPADLES i/ B Y I \AQTUDI]H\IPILEI‘I&A 'LVC‘ l(vNNFI\SN SRA TNVEDGIEG 353
A.latus SESRAPSVSPP LS B/ JEG S ) 3 S MRANVBDEINENG 356
M.saxatili GESRAPSVSPPPADLESPVEN QAE/ NEQTRASTGDITHNTPBILEIPKASICVCGHGNNENSNNSRAFENYEDGHHODS Y4
H.sapiens
M. musculus
L.crocea
A.latus
M.saxatili
2 TTP
Fig.2 The multiple alignment of the predicted LcTTP with other vertebrate species
; ; TTP ) ; NES: ; TZF:

; CTD: C ; CCCH
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100— Notechis scutatus
7 E Pseudonaja textilis
100 Thamnophis elegans
51 Crotalus tigris B
100|: Protobothrops mucrosquamatus TefT£ TTP

Sphaerodactylus townsendi

Terrapene carolina triunguis

100
56— Chelonia mydas

Bufo bufo

E Dermochelys coriacea

9 oA TTP

100 Xenopus tropicalis

99 — Mus musculus
100—— Homo sapiens

3L TTP

Mugil cephalus

Larimichthys crocea <—

77 Micropterus dolomieu | & TTP

60 Morone saxatilis

55— Acanthopagrus latus

1001 Mus musculus

—[ Homo sapiens
100 Mus musculus

100 D Homo sapiens

Mus musculus [, ZFP36L3

I3 ZFP36L1

13,2 ZFP36L2

b
0.10
3 LcTTP ZFP36
Fig.3 Phylogenetic analysis of LcTTP with other representative vertebrate ZFP36 family members based on the neighbor-joining
method
MEGA 7.0 NJ ; 1000 bootstrap
LcTTP NJ ; GenBank 2
100 - .
LPS 3h (1.57 ; P<0.001),
(1 h0.80 2h0.83 6h0.75
g 12 h 0.78 24 h 0.81 )
@ LYC-hK LcTTP LPS
@
a
E 2.5 LYC-hK LcTTP LPS
- TNF-a
TNF-oo mRNA
fix A 5 B K5 LM B 88 A TTP mRNA, TTP TNF-o0 mRNA
4 LeTTP (n=5) 3'-UTR ARE TNF-0 mRNA .
Fig.4 Tissue-specific expression patterns of LcTTP (n=5) TNF-a (Taylor et al, 1996; Carballo et al,
1997) s LYC-hK
2003, Tchen et al, 2004) . LPS LcTTP, LcTTP LPS TNF-q
LYC-hK LcTTP ( 6):
( 5):LPS (1 pg /mL) LYC-hK pEGFP-N1 , pPEGFP-N1-LcTTP
3h TNF-a mRNA (1.48 ; P<0.01), LPS (1 pg/mL) 0.5 h (3.48 vs 4.80;
6h (0.77 ; P<0.05);  IL-1B mRNA P<0.01) 1h(3.44 vs 11.27; P<0.001) 1.5h (3.50 vs
LPS 2h (1.98 ; P<0.01),6h 4.52; P<0.05) 3h(2.24vs3.12; P<0.01) 6h (1.34vs
(0.69 ; P<0.01), ,24 h 2.36; P<0.01) TNF-o0 mRNA .

(1.64 ; P<0.05); LcTTP mRNA LPS 1 h LcTTP . LPS
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0001 2 3 6 12 24 T 0 1 2 3 6 12 24 0001 2 3 6 12 24
LPSiESvIa/h LPSIESIE/MI LPSiESvIa/h
5 LPS LYC-hK LcTTP

Fig.5 The expression of LcTTP and inflammatory factor induced by LPS in LYC-hK cells
ra. LeTTP; b. TNF-a; c. IL-1f

et
12r T mm pEGFP-N1
== pEGFP-N1-LcTTP
B or
<
)
e
g 6— *k .
5 Rl BF .
L0 alili M
= 3r = = |_‘7
0 05 10 15 20 30 6.0
LPSIESAYIE/h
6 LcTTP LYC-hK LPS TNF-a

Fig.6 The overexpression of LcTTP regulates LPS-induced
TNF-a expression in LYC-hK cells

TNF-0 mRNA , LPS lh

TNF-a. mRNA ,

TNF-a mRNA LcTTP mRNA
2.6 LcTTP TNF-a mRNA
mRNA TTP
(Bataclan et al, 2021)
LYC-hK lh

, RT-qPCR

LPS (1 pg/mL)
D (5 mg/mL)
pEGFP-N1 pEGFP-N1-LcTTP
TNF-0 mRNA , LcTTP
mRNA 7 ,
LcTTP TNF-o mRNA , pEGFP-N1
pEGFP-N1-LcTTP
(t112)

115 min 40 min,

TNF-oo mRNA

TNF-o0 mRNA
LcTTP
TNF-a

125 -
—e— PEGFP-N1
100 I —— pEGFP-N1-LcTTP
X
S
g 75
E Fkk .
th'j 50 L t,,=115 min
g t,,=40 min
25
0 0 115 3IO 4I5 6I0 7I5 9IO 1(IJ5 150 1II35
B Z=DAMER [E/min
7 LcTTP TNF-a mRNA
Fig.7 LcTTP promotes TNF-a mRNA decay
3
TTP
mRNA (Makita et al, 2021),
(Patial et al,
2016a) 5 TTP
RACE LcTTP
cDNA )
TTP LcTTP R
LcTTP TTP
ZFP36 ZFP36L1
ZFP36L2 ZFP36L3 ;
LcTTP 9
LYC-hK , LPS
LcTTP s LYC-hK LcTTP
LPS ; LYC-hK
LcTTP LcTTP TNF-a
mRNA LPS TNF-a
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TTP

, LcTTP mRNA

ZFP36 TZF
RNA ,

(Blackshear et al, 2014)
3 : TTP ZFP36L1
ZFP36
ZFP36L3 (Blackshear et al, 2005)
ZFP36
C3H-4 , TZF
2 (De et al, 1999) TTP
ZFP36 , 3
: N- NES TZF C-
NOT1-BD (Ciais et al, 2013)
TTP 3
s LocNES

ZFP36
ZFP36L2,

LcTTP
LcTTP NOTI-BD
NES ZFP36
ZFP36L1  ZFP36L2 N NES
, NES C TTP  NOTI1-BD
(Ciais et al, 2013) , LcTTP
TTP , TTP ,
ZFP36L1 ZFP36L2 ZFP36L3
LcTTP TTP ,
LcTTP TTP

(Lu et al, 2004) TTP mRNA

, TTP mRNA
(Lai et al, 1990)

, TTP ,

TTP
TTP (Lu et al, 2004) 9
LcTTP mRNA ,
TTP mRNA ,

LcTTP TTP
LcTTP
TTP , LcTTP mRNA

, TTP

(Akira et al, 2021)
TTP mRNA
(Mukherjee et al,
2014)
T B TTP
(Makita et al, 2021; Zhang et al, 2021)
TNF-a ,
LPS TTP
, TTP
mRNA (Ostareck et al,
2019), TTP
/ LcTTP LcTTP TNF-a mRNA
, (<10%)
LYC-hK
(50%~80%), LPS LYC-hK ,
TNF-a (3 h) IL-1B (2 hymRNA ,
6 h ; LcTTP mRNA
(1h 2 h) (3 h)
LPS TTP mRNA
(Ostareck et al, 2019), LYC-hK
LcTTP LPS
R LYC-hK LcTTP
TTP RNA
(TNF-a IL-la IL-1Bp IL-6 )
mRNA (Mukherjee et al, 2014; Sedlyarov et al,

2016) TTP TNF-a (Carballo et al,

1997, 1998) GM-CSF (Carballo ef a/, 2000) mRNA
, mRNA ;

, TTP LPS
TNF-a IL-1B Cxcl2 mRNA (Patial et al,
2016b) , LYC-hK LcTTP
LPS (1 h) TNF-o mRNA ,
(2 h) Lai (1999)

HEK293 TTP TNF-a mRNA
, TTP TNF-a



1794

54

mRNA (Lai et al, 1999); nLuc-ARE
mRNA, TTP TTP-AA
, TTP
nLuc-ARE mRNA , TTP

nLuc-ARE mRNA
TTP

(exoribonuclease complex) ,

(Mahmoud et al, 2019)

mRNA ; LPS ,

R mRNA
(Burack et al, 2000; Mahmoud et al, 2019)

B

TNF-o. mRNA ,

LcTTP TNF-0o mRNA
, LcTTP TTP,
RNA (Carballo et al, 1998;
Deleault et al, 2008) , LcTTP
4
RACE LcTTP
cDNA , TTP
LcTTP :
LcTTP ,
; LYC-hK
LcTTP LcTTP TNF-a mRNA
LPS TNF-a
TTP , LcTTP
mRNA R
R s s , 2019.
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MOLECULAR CHARACTERIZATION AND FUNCTIONAL ANALYSIS OF
TRISTETRAPROLIN FROM LARGE YELLOW CROAKER LARIMICHTHYS CROCEA

WANG Hui-Juan', HE Zhi-Qiao', SHI Ge', ZHOU Su-Ming?>, ZHANG Xiao-Lin', SHEN Wang'

(1. Marine Science and Technical College, Zhejiang Ocean University, Zhoushan 316022, China; 2. School of Marine Sciences, Ningbo
University, Ningbo 315211, China)

Abstract Tristetraprolin (TTP) is an RNA binding protein and widely distributed in eukaryotes. In mammals, TTPs decrease the
expression of inflammatory factors by promoting mRNA decay or inhibiting translation to regulate the balance of inflammatory response,
and has been considered as a potential therapeutic target for inflammatory diseases. A full-length cDNA sequence of TTP in large yellow
croaker (Larimichthys crocea; denoted as LcTTP) was obtained by rapid amplification of cDNA ends (RACE) method. The full-length
c¢DNA of LcTTP was 1 508 bp, including a 77-bp 5'-untranslated region (5'-UTR), a 183-bp 3'-UTR, and a 1 248-bp open reading frame
(ORF) encoding 418 amino acid residues. The theoretical molecular weight (MW) of LcTTP is 44 897.78 Da, and the predicted
isoelectric point (pI) was 8.37. The important functional domains of mammalian TTP are well conserved in LcTTP, including the
N-terminal nuclear export sequence (NES), the central CCCH-type tandem zinc finger domain (TZF), and the C-terminal NOT1-binding
domain (NOT1-BD). Phylogenetic analysis showed that LcTTP is clustered into one clade with other vertebrate TTPs and separated from
the other mammalian ZFP36 family members, including ZFP36L1, ZFP36L2, and ZFP36L3. Tissue expression pattern analysis indicated
that the mRNA transcripts of LcTTP were detected in all the 9 examined tissues with the highest expression level in muscle. In LYC-hK
cells (a large yellow croaker kidney cell line), the overexpression of LcTTP significantly increased the expression level of TNF-a in the
early phase after LPS challenge and peaked in 1 h, and then rapidly decreased near to the control level in 1.5 h. After inhibition of
transcription by actinomycin D, the overexpression of LcTTP significantly increased the degradation rate of TNF-oo mRNA, indicating
that LcTTP can regulate the expression of TNF-a by promoting mRNA decay. These results imply that LcTTP is the key regulator of
inflammatory responses and a potential target for the control of infectious diseases in large yellow croaker.

Key words Larimichthys crocea;  RNA binding protein;  Tristetraprolin;  inflammatory response;  posttranscriptional
regulation



