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Zusammenfassung

Jun-N-terminale Proteinkinasen (JNKSs) werden durch eine groRe Anzahl an Stress-Stimuli wie
UV-Licht, Zellgiften und osmotischem Stress, aber auch durch Zytokine und
Wachstumsfaktoren aktiviert. Dementsprechend sind JNKSs an der Regulation einer Reihe von
basalen Zellfunktionen wie Proliferation und Apoptose, aber auch an (patho)physiologischen
Prozessen bei Tumorentstehung und chronisch entziindlichen Erkrankungen beteiligt. Die drei
JNK-Gene, welche fir bis zu zehn hoch homologe JNK-Isoformen kodieren, finden sich nur in
hoheren Eukaryoten. JNKs stellen damit den komplexesten MAP-Kinase-Signalweg dar.
Demgegentiber ist die Anzahl an JNK-Effektoren, insbesondere JNK-Substraten, welche fiir die
diversen biologischen Effekte von JNK verantwortlich sind, immer noch relativ klein. In
Vorarbeiten zu dieser Promotion wurde Argonaut 2 (Ago2) als neuer JNK-Interaktionspartner
identifiziert. Ago2 ist die katalytische Komponente des RNA induced silencing complex (RISC),
welcher fur die small interfering(si)-RNA- und micro(mi)-RNA-vermittelte mRNA-Degradation
bzw. translationale Hemmung verantwortlich ist.

In der vorliegenden Arbeit wurde zundchst die Interaktion zwischen Ago2 und JNK detailliert
charakterisiert. Unter Verwendung von Koimmunoprézipitationsversuchen konnte gezeigt
werden, dass der Ago2/JNK-Komplex konstitutiv in der Zelle vorliegt und nach JNK-
Aktivierung phosphoryliertes, aktives JNK enthalt. Initial wurde eine Beteiligung von vier
potentiellen JNK docking sites in Ago2 an der Interaktion mit JNK ausgeschlossen. Struktur-
Funktions-Untersuchungen unter der Verwendung von insgesamt 22 Ago2-Mutanten zeigten,
dass Ago2 sowohl Uber den N-Terminus, auBerhalb der Aminosdauren 386-516 und der PAZ-
Doméne, als auch uber den C-Terminus inklusive der PIWI-Doméne mit JNK wechselwirkt.
Vergleiche zwischen freiem und im Komplex vorliegendem JNK und in vitro Degradation
zelluldrer RNA vor Koimmunoprézipitationsversuchen zeigten, dass nur ein kleiner Anteil des
gesamten in der Zelle vorliegenden Ago2 und JNK stabil miteinander interagieren und dass diese
Interaktion neben einer Proteinwechselwirkung auch tiber RNA vermittelt wird.

Untersuchungen zur Phosphorylierung von rekombinantem Ago2 ergaben, dass Ago2 kein
direktes JNK-Substrat ist und auch nicht JNK-abhé&ngig phosphoryliert wird. Funktionelle
Untersuchungen anhand eines Luziferase-Reportergensystems zeigten, dass die Aktivierung von
JNK durch Uberexpression von MEKK1 eine zwar reproduzierbare, aber mit ca. 10% nur
schwache Hemmung der globalen RISC-Aktivitat in intakten Zellen bewirkte. Zudem konnten
zwei miRNAs (miR-186 und miR-210) identifiziert werden, deren Bindung an Ago2 unter
vergleichbaren Transfektionsbedingungen partiell reduziert war.

Diese Ergebnisse fiihrten zu der Hypothese, dass Ago2 als ein Rekrutierungsfaktor fungiert, der
zur Lokalisation von JNK in distinkten subzelluldren Strukturen beitrdgt. Ago2 interagiert mit
DCP1q«, einer regulatorischen Untereinheiten des Decapping-Komplexes. Beide Proteine
kolokalisieren in zytoplasmatischen Ribonukleoproteinpartikeln (RNPs), die als processing(P)-bodies



bezeichnet werden und es konnte der Nachweis erbracht werden, dass JNK mit Ago2 und
DCPla in P-bodies kolokalisiert. Unter JNK-aktivierenden Bedingungen wies sowohl
Uberexprimiertes als auch endogenes DCP1u ein verdndertes Laufverhalten in der SDS-PAGE
auf. Die Generierung von 13 verschiedenen GFP-DCP1«-Mutanten, in denen ausgewahlte Serine
bzw. Threonine zu Alanin mutiert waren und die anschlieende Analyse dieser Varianten in der
SDP-PAGE unter JNK-stimulierenden Bedingungen, fuhrten zur Identifikation von Serin315
und Serin319 als Aminosauren, welche potentiell durch JNK phosphoryliert werden kénnen. Mit
Hilfe eines phosphospezifischen Antikdrpers gegen Serin315 konnte gezeigt werden, dass diese
Aminosaure sowohl in vitro als auch in vivo durch JNK, jedoch nicht durch die MAP-Kinase p38
phosphoryliert wird. Weiterhin konnte demonstriert werden, dass eine lang anhaltende JNK-
Aktivierung durch Uberexpression von MAP3-Kinasen sowie durch Stimulation mit Sorbitol
oder Anisomycin zu einer Umverteilung von endogenem DCPla aus den P-bodies ins Zytosol
fuhrt, wahrend eine transiente JNK-Aktivierung durch IL-1a eine transiente Zunahme des
Proteins in den P-bodies nach sich zieht. Die beobachtete Umverteilung von DCP1a Korrelierte
dabei eindeutig mit einer Phosphorylierung des Proteins an Serin315 und Mutationsanalysen
bestétigten, dass Phospho-Ser315 direkt die subzellulare Verteilung von DCPl« reguliert. So
zeigte eine phosphomimetische GFP-DCP1«S315D-Mutante eine verminderte  P-body-
Lokalisation und vermehrte zytosolische Verteilung, wahrend die Mutation von Serin315 zu
Alanin die Anzahl und Grol3e der P-bodies erhohte. Die phosphorylierungsabhéngige Regulation
der DCP1a-Verteilung in der Zelle ist funktionell wirksam, da beide Mutationen einen dominant
negativen Effekt auf die IL-1«-induzierte Bildung von IL-8-mRNA sowie die IL-8-Sekretion
austben.

Zusammengefasst wurden in dieser Arbeit Komponenten und Regulationsmechanismen eines
neuen posttranskriptionellen Signalweges identifiziert, der tber die selektive Rekrutierung der
Proteinkinase JNK in P-bodies phosphorylierungsabhédngig die intrazelluldare (Um-)verteilung von
Proteinen aus RNA-Abbauwegen reguliert. Das Phosphorylierungsmotiv in DCP1« ist nur in
Primaten und Nagern konserviert, so dass es sich um einen evolutiondr relativ spat entstandenen
Regulationsmechanismus handelt, der einen zusatzlichen posttranskriptionellen Steuerungseffekt
auf die mRNA-Expression in Stress- und Entziindungssituationen ermdglicht.

Schlagworter: INK, Ago2, DCP1«, P-hodies



Abstract

Jun-N-terminal protein kinases (JNKSs) are activated by a large array of stressors such as UV-light,
toxic agents or osmotic stress but also by cytokines and growth factors. Hence, JNKs are
involved in regulation of basic cell functions such as proliferation or apoptosis but also in
(patho)physiological processes such as cancer or chronic inflammation. Three JNK genes which
encode for up to ten highly homologous isoforms are only found in higher eukaryotes. Thus,
JNKs comprise the MAPK pathway of highest complexity. In contrast, the number of JNK
effectors, in particular INK substrates which account for the biological effects of JNK is still
fairly small. During work leading to this thesis argonaut 2 (Ago2) was identified a new JNK
interacting partner. Ago2 is the catalytic core component of the RNA induced silencing complex
(RISC), which is responsible for small interfering(si)-RNA- and micro(mi)-RNA-mediated
MRNA degradation or translational suppression.

The starting point of this project was a detailed characterization of the Ago2/JNK interaction.
Utilizing a co-immunoprecipitation assay, it was shown that the Ago2/JNK complex is
constitutively formed and contains activated phosphorylated JNK. Initially the involvement of
four conserved JNK docking sites found in Ago2 was excluded. Structure-function-analyses
using 22 different Ago2 mutants revealed that Ago2 binds to JNK through its N-terminus
outside amino acids 386-516 and the PAZ domain and through its C-terminus including the
PIWI domain. Comparison of free and Ago2-bound JNK and in vitro degradation of cellular
RNA prior to co-immunoprecipitation showed that only a small fraction of total cellular INK
binds to Ago2 and revealed that the Ago2/JNK interaction was not only protein- but also RNA-
dependent.

In vitro kinase assays using recombinant Ago2 indicated that Ago2 was not a direct JNK substrate
and was not phosphorylated in a JNK-dependent manner. Activation of INK by overexpression
of MEKK1 revealed a reproducible, but only small 10% inhibition of global RISC activity as
assessed by a luciferase reporter gene system. Two micro RNAs (miR-186 and miR-210) showed
a reduced binding to Ago2 under comparable conditions.

These results excluded Ago2 as a major JNK substrate and pointed to a possible role of Ago2 as
recruiting factor that contributes to directing JNK to distinct subcellular structures. Ago2 was
known to interact with DCP1«, a subunit of the decapping complex. Both proteins had been
found in ribonucleoprotein particles, known as processing(P)-bodies and in this thesis it is now
shown that JNK co-localizes with Ago2 and DCPl« in P-bodies. Under conditions of JNK
activation ectopically expressed but also endogenous DCP1« displayed altered mobilities upon
SDS-PAGE. 13 different serine or threonine residues of DCP1a Were mutated and tested for
altered mobility after JNK activation. Thereby, ser315 and ser319 were identified as JNK
phospho-acceptor sites. Using a phospho-specific antibody ser315 was shown to be
phosphorylated by JNK but not by p38 MAPK in vitro and in vivo. Persistent JNK activation as



achieved by overexpression of MAP3-kinases or in response to sorbitol or anisomycin led to a
complete redistribution of DCP1x from P-bodies into the cytoplasm. In contrast, transient INK
activation in response to IL-1x led to an increase in DCP1a-containing P-bodies. Redistribution
of DCP1a correlated unequivocally with phosphorylation at ser315 and mutations of this site
proved its phosphorylation-dependent role in regulation of the subcellular distribution of
DCPla. Thus, a phosphomimetic GFP-DCP14S315D mutant localized to the cytoplasm,
whereas a S315A mutant increased number and size of P-bodies. Phosphorylation-dependent
regulation of DCP1« is functionally relevant as both mutants exerted a strong dominant negative
effect on IL-1x -induced mRNA synthesis and secretion of IL-8.

In summary, in this thesis components and regulatory mechanisms of a novel posttranscriptional
pathway have been identified which regulates through selective recruitment of JNK into P-bodies
the intracellular (re)distribution of proteins of MRNA decay pathways in a phosphorylation-
dependent manner. The phosphorylation motif in DCP1a is only found in primates and rodents.
Hence, the mechanisms described here belong to a rather lately evolved pathway that facilitates
additional posttranscriptional control of mMRNA expression during stress and inflammatory
situations.

Key words: JNK, Ago2, DCP1«, P-bodies



Inhaltsverzeichnis

1

Einleitung 1
11 MAP-KINASE-SIGNALWEGE 1
1.1.1 Die MAP-Kinase JNK 2
1.1.2  Substrate von INK 4
1.1.3  Docking sites in JNK-Substraten 6
1.2 DIE ARGONAUT-PROTEINFAMILIE 7
1.2.1 Die Funktion von Ago-Proteinen bei der Regulation von Genexpression durch Kleine nicht-
kodierende RNAS 8
1.2.2  Posttranslationale Modifikationen von Ago-Proteinen 12
1.3 MIRNAS 13
14 PROCESSING BODIES (P-BODIES) 15
1.4.1  P-bodies und mMRNA-Abbau und —Lagerung 16
1.4.2  P-bodies und mRNA-Stabilitat 18
1.4.3  P-bodies und transiente mMRNA-Speicherung 19
1.4.4  P-bodies und RNAI 19
1.4.5 P-bodies sind hochdynamische Strukturen 21
15 DCP1 25
1.6 FRAGESTELLUNG 27
Material und Methoden 29
2.1 VERBRAUCHSMATERIAL 29
2.2 GERATE 29
2.3 CHEMIKALIEN UND LOSUNGSMITTEL 30
24  ALLGEMEINE PUFFER UND LOSUNGEN 30
2.5 KITS UND GEBRAUCHSFERTIGE REAGENZIEN UND MATERIALIEN 34
2.6 ENZYME UND ENZYMPUFFER 35
2.7 INHIBITOREN 35
2.8 STANDARDS 36
2.9 OLIGONUKLEOTIDE 37
2.10  ANTIKORPER UND REKOMBINANTE PROTEINE 42
2.11 BAKTERIENSTAMME UND PLASMIDE 45
212 ZELLLINIEN UND ZUSATZE FUR DIE ZELLKULTUR 47
2.13  MOLEKULARBIOLOGISCHE TECHNIKEN 47
2.13.1  Isolierung und Aufreinigung von Nukleinsauren 47
21311 Miniplasmidpraparation 47
21312 Maxiplasmidpraparation 48
21313 Isolierung von RNA aus Zellen 48




21314 Isolierung von RNA aus Lysaten und Immunkomplexen 48

21315 Konzentrationsbestimmung von Nukleinséuren 49
2.13.2  Trennung von Nukleinsduren 49
21321 Agarosegelelektrophorese 49
2.13.2.2 Kapillarelektrophorese 50
2.13.3  Herstellung pro-und eukaryotischer Expressionsplasmide 50
21331 Polymerasekettenreaktion (PCR) 50
2.13.3.2 Zwischenklonierung mit Hilfe der Topo®-Strategie 51
21333 Restriktionsverdau 52
2.13.34 Transformation 53

2.13.35 Klonierung unter Verwendung der Gateway®-Rekombinations-Strategie 53

2.13.3.6 Mutagenese 54
2.13.3.7 Identifikation positiver bakterieller Klone 55
2.13.4  Fluoreszenzsequenzierung von Plasmid-DNA 56
2135  Reverse Transkription (RT) 57
2.13.6  Real Time PCR 58
2.14  PROTEINBIOCHEMISCHE TECHNIKEN 60
2.141  Herstellung von Ganzzelllysaten eukaryotischer Zellen 60
21411 Lysate zur Immunodetektion im Westernblot 60
21412 Lysate  for Immunodetektion im  Westernblot  und  fur
Koimmunoprazipitation 60
21413 Lysate fir Messung von Reportergenaktivitét 61
2.14.2  Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford 61
2.14.3  Koimmunoprazipitation 62
2.14.4  Reportergenversuche 63
2.144.1 Luziferase-Messung 63
21442 B-Galaktosidase-Messung 63
2.145  Kinase-Versuche 63
21451 Mit Ganzelllysaten 64
21452 Mit immunoprézipitierter Kinase 64

21453 Mit (berexprimierter immunoprazipitierter Kinase (HA-JINK2 und FLAG-
p38) und Uberexprimiertem immunoprazipitiertem Substrat (GFP-DCP1«) 65

2.14.6 Diskontinuierliche SDS-PAGE nach Laemmli

66

2.14.7  Farbung von Polyacrylamidgelen mit Coomassie Brilliant Blue
2.14.8  Westernblot und Immunodetektion mittels ECL

67

67

2.149  Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen

68

2.149.1 Induktion der Expression

68

2.14.9.2 Aufreinigung

69

21410 ELISA fir IL-8

70

2.15 MIKROBIOLOGISCHE TECHNIKEN

70




3

2.15.1 Arbeiten mit Bakterienkulturen 70

2.15.2  Herstellung von Dauerkulturen 70
216  ZELLKULTURTECHNIKEN 70
2.16.1  Einfrieren und Auftauen von Zellen 70
2.16.2  Kultivieren und Passagieren adharent wachsender Zellen 71
2.16.3  Zellz&hlung und Vitalitatsbestimmung 71
2.16.4  Stimulation und Ernten von Zellen 71
2.16.5  Transfektion 72
2.16.5.1 Transiente Transfektion mit Kalziumphosphat 72
2.16.5.2 Herstellung eines stabilen Transfektanten Zellpools 72

217  ZELLBIOLOGISCHE TECHNIKEN 72
2.17.1  Indirekte Immunfluoreszenz mit Kernfarbung 72
Ergebnisse 74
3.1 CHARAKTERISIERUNG DER WECHSELWIRKUNG VON JNK MIT AGO2 74
3.1.1  Analyse der Interaktion von JNK und Ago2 74
3.1.2  Untersuchungen zur Phosphorylierung von Ago2 85
3.1.3  Untersuchungen zur Funktion der Ago2/JNK-Interaktion 90
3.1.3.1  Analyse der Bindung ausgewahlter miRNAs an Ago2 in Abhéangigkeit von JNK

und seiner Aktivierung 90
3.1.3.2 Einfluss der JNK-Aktivierung auf den siRNA-vermittelten Abbau von
Luziferase in HEK293 IL-1R-Zellen 94

3.2 UNTERSUCHUNGEN ZUR WECHSELWIRKUNG VON JNK MIT DCP1A 95
3.21 JNK kolokalisiert mit DCPla und becinflusst seine Lokalisation in der Zelle sowie sein
Laufverhalten in der SDS-PAGE 95
3.2.2 NK, DCP1a und Ago2 lassen sich als Komplex ans intakten Zellen isolieren 101
3.2.3  Identifizierung von Serin315 als JINK-abhéngige Phosphory/ierungsstelle in DCP1a 102
3.2.4  Untersuchungen zur Phosphorylierung von DCP1a in vitro 109
3.2.5 Einfluss verschiedener Stimuli auf die Serin315-Phosphorylierung und 1 okalisation von DCP1a

114

3.2.6  Untersuchung zum Beitrag der Serin315-Phosphoryliernng an der I okalisation von DCP1a 119
3.2.7  Analyse der IL-7a-induzierten 1L-8-Expression und -Sekretion in den stabil mit GFP-DCP7a-
Konstrukten transfizierten Zellen 123
3.2.8  ldentifizierung weiterer JNK-abhéngig modifizierter Aminosauren in DCP1a 124
3.2.9  Einfluss der posttransiationalen Modifikation an Serin319 auf die Lokalisation von DCP1a 127
Diskussion 130
41  CHARAKTERISIERUNG DER AGO2/INK-WECHSELWIRKUNG 130

4.1.1  Untersuchungen zur ldentifikation der fur die Ago2/JNK-Bindung wichtigen Parameter 130
4.1.2  Untersuchungen zur Phosphorylierung von Ago2 131




5
6
7

4.1.3 Analyse der miRNA-Assoziation an Ago2-Komplexe in Abhéngigkeit von JNK und seiner

Aktivierung

4.2 CHARAKTERISIERUNG DER INTERAKTION ZWISCHEN DCP1a UND JNK
4.2.1  Interaktion und Kolokalisation von Ago2 und INK mit DCP1a

4.2.2  Charakterisiernng von DCP1a als [NK-Substrat

4.2.3  Untersuchungen zur JNK-abh&ngigen Lokalisationséanderung von DCP1a

43 ZUSAMMENFASSUNG

44 AUSBLICK

Literatur

Lebenslauf

Publikationen

133
135
135
137
140
146
147

149
165
166




Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Schematische Zusammenfassung der Komplexitat des JNK-Signalweges 6
Abbildung 2: Strukturelle Eigenschaften von Ago-Proteinen, dargestellt anhand des Ago-Proteins
aus P. furiosus 9
Abbildung 3: Funktionen von Ago-Proteinen bei der Regulation der posttranskriptionellen
Genexpression 12
Abbildung 4: P-bodies in humanen Zellen 16

Abbildung 5: Dynamische Beziehung zwischen verschiedenen Ribonukleoproteinpartikeln 24
Abbildung 6: Analyse der Bindung von T7-Ago2-N, T7-Ago2-C, T7-Ag02,;,, und T7-Ag02,,:

an GFP-JNK3 mittels Koimmunoprézipitation 76
Abbildung 7: Untersuchung des Einflusses der potentiellen INK docking sites 1-4 in Ago2 auf die
JNK/Ago2-Interaktion 79
Abbildung 8: Schematische Darstellung der im Zuge der Diplomarbeit und Promotion fiir die
Bindungsversuche eingesetzten Ago2-Mutanten 80
Abbildung 9: Analyse der RNA-Abhéngigkeit der Ago2/JNK-Interaktion 82
Abbildung 10: Untersuchung zur Abhéngigkeit der Ago2/JNK-Bindung von der JNK-
Aktivierung 84
Abbildung 11: In vitro-Phosphorylierung von rekombinantem GST-Ago?2 85
Abbildung 12: Die Phosphorylierung von GST-Ago2 wird durch den JNK-Inhibitor SP600125
gehemmt 86
Abbildung 13: Phosphorylierung von GST-Ago2 in Abhédngigkeit von verschiedenen Stimuli und
unter Einfluss unterschiedlicher Kinaseinhibitoren 87
Abbildung 14: Die Phosphorylierung von GST-Ago2 wird nicht durch Calyculin A induziert__ 88
Abbildung 15: GST-Ago? ist kein JINK-Substrat 89
Abbildung 16: Isolierung ausgewdhlter miRNAs aus Ago2-Komplexen 94
Abbildung 17: Untersuchung des Einflusses der JNK-Aktivierung auf die siRNA-vermittelte
RISC-Aktivitat mittels Luziferasereportergenversuchen 95
Abbildung 18: Anderung der GFP-DCP1a-Lokalisation in Abhéngigkeit von JNK und seiner
Aktivierung 96
Abbildung 19: Anderung der Lokalisation von endogenem DCPla nach Uberexpression von
JNK oder JNK-Aktivatoren 98
Abbildung 20: Verandertes Laufverhalten von endogenem und Uberexprimierten DCPlux in der
SDS-PAGE unter verschiedenen Reaktionsbedingungen 100
Abbildung 21: Analyse der Interaktion zwischen JNK, DCPla und Ago2 mittels
Koimmunoprazipitation 101
Abbildung 22: Identifizierung von Serin315 als potentielle Phosphorylierungsstelle in DCP1a 105
Abbildung 23: Austestung verschiedener pDCP1aS315-Antikorper 107

Abbildung 24: DCP1« ist ein INK-Substrat in vitro 110




Abbildung 25: JNK phosphoryliert DCP1a an Serin315 in vitro 111

Abbildung 26: DCP1a witd in vitro durch p38 phosphoryliert 112
Abbildung 27: p38 phosphoryliert DCP1a nicht an Serin315 113
Abbildung 28: Kinetik der Serin315-Phosphorylierung von DCPla in Abhangigkeit
verschiedener Stimuli 114
Abbildung 29: Lokalisation von endogenem DCPla, pDCP1aS315 und Ago2 nach Stimulation
mit Sorbitol, Anisomycin oder IL-1« 118

Abbildung 30: Hemmung der Phosphorylierung von GFP-DCP1« an Serin315 mit SP600125 119
Abbildung 31: Untersuchung des Laufverhaltens der phosphomimetischen Mutanten GFP-

DCP1«S315D und GFP-DCP1«S315E in der SDS-PAGE. 120
Abbildung 32: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Lokalisation von GFP-DCP1a, GFP-
DCP1aS315A, GFP-DCP148315D, GFP-DCP1aS315E und GFP-DCPlo ;55 122

Abbildung 33: Untersuchung zur IL-1a-induzierten IL-8-Expression in den stabil mit den
Konstrukten fir GFP-DCP1«, GFP-DCP1aS315A, GFP-DCP1aS315D und GFP-DCP1a,s, 556
transfizierten HEK293 IL-1R- Zellen 123
Abbildung 34: Identifizierung von Serin319 als weitere potentielle Phosphorylierungsstelle in
DCP1la 125
Abbildung 35: Untersuchung des Laufverhaltens von GFP-DCP1«-Mutanten in der SDS-PAGE

127
Abbildung 36: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Lokalisation von GFP-DCP1«, GFP-
DCP1«S319A, GFP-DCP1aS319D, GFP-DCP1«S315/319A und GFP-DCP1«S315/319D _ 129
Abbildung 37: Schematische Darstellung der Mechanismen, welche die Lokalisation von DCP1a
beeinflussen 144
Abbildung 38: Schematische, zusammenfassende Darstellung der transkriptionellen und
posttranskriptionellen Funktion von JNK 146




Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Auswirkung der Depletion und Uberexpression von Proteinen, sowie die Auswirkung
diverser Stimuli auf die P-body-Integritét 22




Abkurzungsverzeichnis

°C

ug

wl
pumol/1
A

AA
Abb.
Ac
Amp
APS

as
ATP
bp
BSA
bzw.
cDNA
ca.

Ci
d/dd
Da
ddH,O
DMEM
DMSO
DNA
DTT
ECL
EDTA
ELISA
FKS

GFP
GST
GTP
HEPES
HPLC
IFN

IL

kb

LB
LMW

Grad Celsius

Mikrogramm

Mikroliter

Mikromol pro Liter

Ampere

Acrylamid

Abbildung

Acetat

Ampicillin
Ammoniumperoxodisulfat
antisense

Adenosintriphosphat
Basenpaare
Rinder-Serumalbumin
beziehungsweise
komplementdre DNA

circa

Curie

vor Nukleotiden: desoxy/didesoxy
Dalton

doppelt destilliertes Wasser
Dulbecco”s modified Eagle”s medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure
Dithiothreitol

enhanced chemiluminescence
Ethylendiamintetraessigsaure
enzym-linked Immunosorbent assay
fotales Kalberserum

Gramm

green fluorescent protein
Glutathion-S-Transferase
Guanosintriphophat

Stunden
N-2-Hydroxyethyl-piperazin-N’-2-
ethansulfon-séure

high performance liquid chromatography
Interferon

Interleukin

Kilo

Kilobasen

Liter

Lauria Bertoni

low molecular weight (Abklrzung fir
Proteinstandard)

log

mg
min

ml
mmol/I
mRNA
ng

nm
oD
PAGE
PBS
PCR
pH
PMSF
PVDF
RNA
rpm
RT

SDS
se
SEM.

SV40
Tab.
TAE
TAP
TBS
TE
TEMED
TNF
TGFB
Tris
t-RNA

UTR
uv

v/v
w/v
Z.B.

dekadischer Logarithmus
Milligramm

Minuten

Milliliter

Millimol pro Liter
Boten-RNA

Nanogramm

Nanometer

optische Dichte (Absorption)
Polyacrylamidgelelektrophorese
phosphate buffer saline
Polymerase-Ketten-Reaktion
-log c[H+]
Phenylmethylsulfonylfluorid
Polyvinylidenfluorid
Ribonukleinséure
Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur/Reverse
Transkription

Sekunden

Svedberg
Natriumdodecylsulfat

sense

standard error of the mean;
Standardfehler des Mittelwertes
Siamin Virus 40

Tabelle

Tris-Acetat-EDTA

tandem affinity purification
Trisgepufferte Salzlésung
Tris-EDTA

N, N‘, N‘-Tetramethylendiamin
Tumor Nekrose Faktor
transforming growth factor g
Tris(hydroxymethyl)aminoethan
Transfer-RNA
Enzymeinheiten

untranslated region

Ultraviolett

Volt

Volumen pro Volumen
Gewicht pro Volumen

zum Beispiel



Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 MAP-Kinase-Signalwege

Die von der Hefe bis zum Menschen konservierten MAP(mitogen-activated protein)-Kinase-
Signalwege nehmen eine wichtige Rolle bei der Signaltransduktion innerhalb der Zelle ein. Sie
Ubertragen, amplifizieren und integrieren die Signale sehr vieler extrazelluldrer Stimuli und sind
somit an zentralen physiologischen Prozessen wie Zellproliferation, -Differenzierung, Apoptose,
Entwicklung, Immunantwort und Entzindung beteiligt. Zu den Stimuli z&hlen unter anderem
Wachstumsfaktoren (z.B. EGF = epidermal growth factor), proinflammatorische Zytokine (z.B. IL-1,
TNF), jede Art von zellularem Stress (z.B. osmotischer Stress) und Hormone (z.B. Insulin).
Hierbei werden die verschiedenen MAP-Kinase-Signalwege bevorzugt von bestimmten Stimuli
aktiviert (Widmann et al., 1999).

Jeder MAP-Kinase-Signalweg ist aus drei hintereinandergeschalteten Proteinkinasen aufgebaut.
Die erste Kinase dieses Dreikomponentenmoduls ist eine MAP-Kinase-Kinase-Kinase (MAP3-
Kinase), welche unter anderem durch Phosphorylierung durch MAP-Kinase-Kinase-Kinase
Kinasen (MAP4-Kinasen) aktiviert wird (Widmann et al., 1999). MAP3-Kinasen sind
Serin/Threonin-Kinasen und phosphorylieren MAP-Kinase-Kinasen (MAP2-Kinasen) innerhalb
eines konservierten Motivs in der Subdomdne VIII der Kinasedomdne (Kyriakis and Avruch,
2001). Die dualspezifischen MAP2-Kinasen phosphorylieren ihrerseits MAP-Kinasen an einem
Threonin und Tyrosin innerhalb des ebenfalls konservierten Thr-X-Tyr-Motivs, welches sich
auch in der Subdoméne VIII der Kinasedomane der entsprechenden MAP-Kinase befindet
(Kyriakis and Avruch, 2001; Payne et al., 1991). Fir die volle Aktivitdt einer MAP-Kinase ist die
Phosphorylierung an beiden Aminoséuren erforderlich.

In Séugern werden die MAP-Kinase-Signalwege, welche nach der jeweiligen MAP-Kinase
benannt sind, anhand spezifisch konservierter Reste in dem Aktivierungsmotiv Thr-X-Tyr in vier
Hauptgruppen aufgeteilt: p38e/B/y/0, JNK (c-Jun-N-terminal kinase)1/72/3, ERK (extra cellular
regulating kinase)1/2 und ERKDS. Es existiert ebenfalls eine Reihe an weiteren Proteinen, die eine
hohe Sequenzhomologie zu den MAP-Kinasen aufweisen, wie ERK7 und ERK8 (Whitmarsh,
2007).

MAP-Kinasen sind Prolin-gerichtete Serin/Threonin-Kinasen, d.h. sie phosphorylieren in dem
Sequenzmotiv P-T/S-P Serine oder Threonine, welchen in der primdren Aminosauresequenz
direkt N- oder C-terminal mindestens ein Prolin benachbart ist (Alvarez et al., 1991; Davis, 2000).
Zu den am Dbesten charakterisierten  Substraten von MAP-Kinasen gehoren
Transkriptionsfaktoren, durch deren Phosphorylierung MAP-Kinasen die Genexpression
kontrollieren. Dazu kommen Proteinkinasen, Proteinphosphatasen, Scaffold- oder
Adapterproteine sowie Zytoskelettproteine als weitere Substrate (Awano et al., 2008; Bogoyevitch
and Kobe, 2006; Widmann et al., 1999).
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1.1.1 Die MAP-Kinase JNK

JNK wurde zum ersten Mal durch Kyriakis und Avruch beschrieben. Sie isolierten JNK aus der
Leber von Ratten, die mit Cycloheximid behandelt worden waren und konnten zeigen, dass es
sich um eine Serin/Threonin-Kinase handelt, die das Mikrotubuli-assoziierte Protein 2 (MAP-2)
phosphoryliert (Kyriakis and Avruch, 1990). Unabhéngige Studien identifizierten JINK als Kinase,
die nach Stimulation mit UV-Licht, Stress oder Phorbolester durch Threonin- und Tyrosin-
Phosphorylierung aktiviert wird und sodann c-Jun in der N-terminalen Aktivierungsdoméne an
Serin 63 und 73 phosphoryliert (Adler et al., 1992; Hibi et al., 1993; Kyriakis et al., 1991; Pulverer
et al., 1991) sowie als eine Proteinkinase, die durch Interleukin-1 in Zelllinien und in vivo in der
Leber aktiviert wird (Kracht et al., 1994b; Kracht et al., 1994a). Die Klonierung von humanem
JNK (Sluss et al., 1994; Kallunki et al., 1994; Derijard et al., 1994) und JNK aus der Ratte
(Kyriakis et al., 1994) fhrte zur Identifizierung von JNK als Mitglied der MAP-Kinasen.

Drei JNK-Gene kodieren fur zehn Isoformen, die durch alternatives SpleiRen generiert werden
und untereinander eine Homologie von 80-90% aufweisen. Von allen drei JNK-Genen
abgeleitete SpleiBvarianten des duf3ersten 3’-Endes resultieren in JNK-Proteinen ohne und mit C-
terminaler Verldngerung, die eine GroRe von 45-48 kD bzw. 54-57 kD aufweisen (Typ 1 und Typ
2 JNKS). Das auf die INK1 und 2 pr&-mRNAs beschrénkte Spleif3en innerhalb der Subdoméne
IX und X der Kinasedomadne fiihrt in diesem Bereich zu Sequenzunterschieden und zu den JNK-
Isoformen Typ « und Typ B, welche sich in ihrer Affinitdt zu Substraten wie c-Jun/ATF-2 und
Elk-1 und der Phosphorylierungseffizienz unterscheiden (Gupta et al., 1996). Die Expression von
jnk1 und jnk2 ist ubiquitdr, wahrend jnk3 in Gehirn, Herz und Testis exprimiert wird. Hierbei
kommt es sehr auf die Spezifitat der verwendeten Anti-JINK Antikorper an (Finch et al., 2001).
Unveroffentlichte Daten aus der Arbeitsgruppe Kracht zeigen allerdings, dass in JNK1/2-
defizienten Zelllinien noch UV-stimulierbare JNK-Isoformen von einem Antikorper erkannt
werden, so dass JNK3 eventuell auch in Fibroblasten und Epithelzellen exprimiert werden kann
(Diplomarbeit Inja Waldhauer, 2004).

Vor allem funktionelle Untersuchungen in knock out Maus-Modellen fiihrten zu einem erweiterten
Verstandnis der Beteiligung von JNK an (patho)physiologischen Prozessen sowie an bestimmten
Krankheiten. Die zu Grunde liegenden molekularen Mechanismen und die Einbindung von JNK
in gestorte Signalnetzwerke sind dabei aber oft nur unvollstdndig aufgeklart worden.

So sind jnk1 und 2 essentiell fiir die Entwicklung des Gehirns. jnk1”- (Dong et al., 1998), jnk2”-
(Yang et al., 1998) und jnk3”-Mause (Yang et al., 1997) sowie jnk1”/jnk3”- und jnk2”/jnk3”-
Méuse (Kuan et al., 1999) sind Uberlebensfahig und weisen keine drastischen Abnormalitaten auf,
jnk1”/jnk2”-Mause sind allerdings aufgrund von Dysregulationen der Apoptose im Gehirn
embryonal letal (Kuan et al., 1999; Sabapathy et al., 1999). Die Embryonen weisen vor dem
SchlieBen des Neuralrohrs in den seitlichen Kanten des Rautenhirns eine reduzierte Apoptose
auf, was sich in einer Exencephalie manifestiert, wahrend im Vorderhin eine verstarkte Apoptose
sowie eine erhOhte Caspase-3-Aktividt zu beobachten ist (Kuan et al., 1999). Ein vergleichbarer
Befund findet sich auch in Drosophila melanogaster (Sluss et al., 1996; Xia and Karin, 2004). Diese
Beispiele verdeutlichen, dass JNK sowohl eine pro- als auch eine anti-apoptotische Funktion hat.
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Neben ihrer Beteiligung an der Entwicklung des Gehirns, spielen INK1 und 2 auch eine Rolle bei
der T-Zell-vermittelten Immunantwort. So haben sie einen Einfluss auf die Differenzierung von
CD4*-T-Zellen in T,,1- und T, 2-Effektorzellen. Sowohl jnk1- (Dong et al., 1998) als auch jnk2-
defiziente (Yang et al, 1998) murine CD4*-T-Zellen differenzieren bevorzugt in T,2-
Effektorzellen. Zudem sind JNK1 und 2 an der Aktivierung von zytotoxischen CD8*-T-Zellen
involviert, wobei sie hier gegensétzliche Funktionen aufweisen. So ist die Expansion von CD8"-
T-Zellen, die defizient in jnk1 sind, stark vermindert und die Expression von IL-2 und IFN-y ist
in diesen Zellen reduziert. Im Gegensatz dazu exprimieren jnk2-defiziente CD8*-T-Zellen
erhohte Mengen an IL-2 und IFN-y (Arbour et al., 2002; Conze et al., 2002).

Den JNK-Isoformen wird aulRerdem eine Beteiligung an neurodegenerativen (Alzheimer,
Parkinson), metabolischen (Typ | und Typ Il Diabetes) und chronisch entzundlichen
Erkrankungen (Rheumatoide Arthritis) sowie an der Entstehung von Krebs, Arteriosklerose,
Hypertrophie, angeborener Gehorlosigkeit und Ischdmie zugesprochen (Johnson and Nakamura,
2007).

jnk1-defiziente Mduse, die auf einer fettreichen Diédt gehalten werden oder ob/ob-Mé&use, die
genetisch bedingt zu Fettleibigkeit neigen, leiden weniger an Adipositas und weisen eine
verbesserte Insulin-Resistenz und eine verstarkte Insulin-Signalweiterleitung auf als die
Kontrollmause (Hirosumi et al., 2002).

Der JNK-Signalweg wird durch zelluldren Stress (Hitzeschock, UV-Licht, oxidativer Stress,
osmotischer Stress), proinflammatorische Zytokine (TNFo, I1.-1«), Proteinsyntheseinhibitoren
(Anisomycin, Cycloheximid) oder Zytostatika (Cis-Platin) aktiviert (Kyriakis and Avruch, 2001).
Man konnte diese Situation auch so verallgemeinern, dass es schwieriger ist einen Stimulus zu
finden, der JNK nicht aktiviert als umgekehrt. Hierbei variieren die einzelnen Stimuli hinsichtlich
der Kinetik und der Starke der Aktivierung des JNK-Signalwegs. So bewirkt die Stimulation mit
IL-1 eine schnelle, aber transiente JNK-Aktivierung, wahrend die Stimulation mit UV-Licht oder
y-Strahlung zu einer raschen und lang anhaltenden Aktivierung des JNK-Signalwegs fiihrt. Bei
einer Stimulation mit Zytostatika wie Cis-Platin kommt es zu einer spater einsetzenden, starken
und lang anhaltenden Aktivierung.

JNK wird durch die beiden MAP2-Kinasen MKK4 und MKK7 an Thrl183 und Tyrl85
phosphoryliert und somit aktiviert. Wahrend MKK?7 ausschlieBlich INK phosphoryliert (Holland
et al., 1997; Moriguchi et al., 1997; Tournier et al., 1997), kann MKK4 auch die Phosphorylierung
von p38 katalysieren (Derijard et al., 1995; Lin et al., 1995). Sowohl MKK4 als auch MKK?7 sind
an der stressvermittelten Aktivierung von JNK beteiligt, wahrend die durch Zytokine wie IL1
oder TNF verursachte JNK-Aktivierung hauptsachlich tber MKK?7, in vivo aber auch Uber
MKK4, [duft (Tournier et al, 2001). Obgleich es sich bei beiden MAP2-Kinasen um
dualspezifische Kinasen handelt, wird in vitro Thr183 bevorzugt durch MKK7 und Tyr185 durch
MKK4 phosphoryliert (Lawler et al., 1998; Tournier et al., 2001).

MKK4 und MKK?7 werden durch eine Vielzahl an MAP3-Kinasen aktiviert. Dazu gehdren die
Mitglieder der MEKK-Gruppe (MEKK1-4), der MLK-Familie (mixed-lineage kinase, MLK1-3,
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DLK und LZK), der ASK-Gruppe (apoptosis signaling regulating Kinase, ASK1 und 2) sowie TAK1
(TGFp-aktivated kinase 1) und TPL (tumor progression locus) (Davis, 2000).

1.1.2 Substrate von JNK

Die bekanntesten JNK-Substrate stellen  Transkriptionsfaktoren dar, Uber deren
Phosphorylierung JNK die Expression einer Reihe von Genen kontrolliert. Das wohl am besten
charakterisierte JNK-Substrat ist der Transkriptionsfaktor c-Jun, welcher von JNK in der N-
terminalen Transaktivierungsdoméne an Serin63, Serin73, Threonin91l und Threonin93
phosphoryliert wird (Adler et al., 1992; Hibi et al., 1993; Morton et al., 2003). Dies fuhrt sowohl
zu einer gesteigerten transkriptionellen Aktivitdt (Pulverer et al., 1991) als auch zu einer erhéhten
Unempfindlichkeit gegentiber der Ubiquitin-abhangigen Degradation (Fuchs et al., 1996; Musti et
al., 1997).

c-Jun ist ein bZIP-Protein (basic region leucin zipper) und bildet mit anderen bZIP-Proteinen der
Jun-Familie (c-Jun, JunB, JunD), der Fos-Familie (c-Fos, FosB, Fra-1, Fra-2) und der ATF-
Familie (ATF2, LRF/ATF3, B-ATF, JDP1, JDP2) Homo- oder Heterodimere, die als AP-1
(activator protein-1) bezeichnet werden (Chinenov and Kerppola, 2001; Eferl and Wagner, 2003;
Shaulian and Karin, 2002).

Von diesen Proteinen sind JunB (Li et al., 1999), JunD (Kallunki et al., 1996; Yazgan and Pfarr,
2002), ATF2 (Gupta et al., 1995; Livingstone et al., 1995) und JDP2 (Katz et al., 2001) ebenfalls
JNK-Substrate. Die Phosphorylierung von JunB (Li et al., 1999), JunD (Yazgan and Pfarr, 2002)
und ATF2 (Gupta et al., 1995; Livingstone et al., 1995; van Dam et al., 1995) resultiert in einer
verstarkten transkriptionellen Aktivitat dieser Transkriptionsfaktoren. Zudem kommt es bei
ATF2 &hnlich wie bei c-Jun zu einer erhéhten Stabilitdt des Proteins (Fuchs et al., 2000). Die
funktionelle Bedeutung der JDP2-Phosphorylierung ist nicht bekannt.

AP-1-Proteine binden relativ oft an JNK. Dieser Effekt wurde unter anderem zur Konstruktion
zellpermeabler Peptidinhibitoren benutzt (Bonny et al., 2005; Gaestel and Kracht, 2009;
Holzberg et al., 2003).

Elk-1 ist ebenfalls ein JNK Substrat, welches nach Phosphorylierung eine gesteigerte
transkriptionelle Aktivitat aufweist, bedingt durch die zunehmende Komplexbildung mit dem
Serum Response Faktor (Gille et al., 1995; Whitmarsh et al., 1995).

Net (EIk-3) ist ein Transkriptionsfaktor, der unter normalen Serumbedingungen hauptsachlich im
Zellkern lokalisiert ist und die Transkription inhibiert. Die Phosphorylierung durch JNK an vier
Serinen innerhalb der nukledren Exportbox verstarkt seinen nuklearen Export und hebt somit die
durch Net vermittelte Repression der Transkription auf (Ducret et al., 1999; Ducret et al., 2000).
Die Phosphorylierung der NFAT- (nuclear factor of activated T-cells) Proteinfamilienmitglieder
NFATc3 (Chow et al., 1997) und NFATcla (Chow et al., 2000) durch JNK fihrt zu einer
Inhibierung ihrer transkriptionellen Aktivitdt, indem sie die Translokation in den Zellkern
aktivierter T-Zellen unterbindet, die Aktivitdt von NFATc2 hingegen wird erhoht (Ortega-Perez
et al., 2005).



Einleitung )

Neben einer Reihe an weiteren Transkriptionsfaktoren, wie p53 (Adler et al., 1997) und c-myc
(Noguchi et al., 1999), befinden sich nukledare Hormonrezeptoren, wie PPAR-y1 (peroxisome
proliferator-activated receptor y1) (Camp et al., 1999), der Glucocorticoid-Rezeptor (Rogatsky et al.,
1998) und die Retinsdurerezeptoren RXRa« (Adam-Stitah et al., 1999; Lee et al., 2000) und RAR«
(Srinivas et al., 2005) unter den JNK-Substraten.

Zu diesen z&hlen auch einige Proteine der Bcl-2-Familie, die eine essentielle Rolle im
intrinsischen  Apoptose-Signalweg spielen. Die anti-apoptotische Funktion von Bcl-xL
(Kharbanda et al., 2000) und Mcl-1 (Inoshita et al., 2002) wird durch eine JNK-Phosphorylierung
inhibiert. Es ist allerdings umstritten, ob die Phosphorylierung von Bcl2 seine anti-apoptotische
Funktion fordert (Deng et al., 2001; Ito et al., 1997) oder inhibiert (Yamamoto et al., 1999). Die
Phosphorylierung von BimL und Bmf |6st die zytosolische Verankerung dieser Proteine von
Dynein und Myosin V Motor-Komplexen und fordert somit ihre pro-apoptotische Aktivitat (Lei
and Davis, 2003). Bax wird durch die Phosphorylierung durch JNK aktiviert und transloziert zu
den Mitochondrien, wo es seine pro-apoptotische Wirkung entfalten kann (Kim et al., 2006a).
JNK phosphoryliert ebenfalls die beiden Isoformen £ und o der zytosolischen 14-3-3 Anker-
Proteine, welche daraufhin unter anderem gebundenes Bax freigeben und dessen Translokation
zu den Mitochondrien ermdglichen (Tsuruta et al., 2004). Das an den Insulinrezeptor gebundene
Protein IRS-1 (Insulin Receptor Substrate 1) ist ein anderes Adapter-Protein, welches durch JINK
phosphoryliert wird. Die Phosphorylierung an Serin 307 stort die Bindung von IRS-1 an den
Insulinrezeptor und somit den durch Insulin vermittelten Signalweg (Aguirre et al., 2000).
Weitere JNK-Substrate sind Mikrotubuli-assoziierte Proteine und Intermediarfilamentproteine.
So konnte gezeigt werden, dass JNK die Mikrotubuli-assoziierten Proteine 1B und 2
phosphoryliert (Chang et al.,, 2003; Kawauchi et al., 2005; Kyriakis and Avruch, 1990) und
dadurch die Mikrotubulipolymerisation unterstitzt (Chang et al., 2003). Die JNK-katalysierte
Phosphorylierung von SCG10 (superior cervical ganglion 10) reduziert seine Mikrotubuli-
destabilisierende Wirkung und tragt somit ebenfalls zur Mikrotubulipolymerisation bei (Neidhart
et al., 2001). Die Phosphorylierung des Mikrotubuli-assoziierten Proteins tau hingegen
vermindert seine Fé&higkeit Mikrotubulipolymerisation zu férdern (Yoshida et al., 2004).

Die bisher zitierten Arbeiten kdnnten den Eindruck erwecken, dass bereits sehr viele putative
JNK-Substrate eindeutig identifiziert wurden. Allerdings wurden nur fiir einen kleinen Teil der
JNK-Substrate alle Kriterien erfullt, die heutzutage erforderlich sind, um zu belegen, dass das
Substrat auch unter physiologischen Bedingungen phosphoryliert wird (Cohen, 2000; Cohen,
2010). Zudem gibt es bis jetzt noch keine proteomweiten Studien, in denen systematisch
physiologisch relevante JNK-Substrate in einem gegebenen Zusammenhang identifiziert wurden.
So sind bisher etwas (ber 50 JNK-Substrate bekannt (Bogoyevitch and Kobe, 2006), im
Gegensatz zu ungefdhr 160 gut dokumentierten ERK1/2-Substraten (Avruch, 2007). Es ist
wahrscheinlich, dass noch eine Reihe an weiteren wichtigen JNK-Substraten existiert, wenn man
sich die ausgepragte Komplexitdt des JNK-Signalweges mit einer Vielzahl an aktivierenden
Stimuli und dem Vorhandensein von zehn JNK-Isoformen vor Augen hélt (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Schematische Zusammenfassung der Komplexitat des JNK-Signalweges

Gary L. Johnson, INK MAPK Pathway. Sci. Signal. (Connections Map in the Database of Cell Signaling, as seen 25
February 2010), http://stke.sciencemag.org/cgi/cm/stkecm;:CMP_10827. Stand 2003.

1.1.3 Docking sites in JNK-Substraten

JNK ist eine Prolin-gerichtete Serin/Threonin-Kinase und phosphoryliert ihre Substrate so wie
die anderen MAP-Kinasen auch, an einem Serin oder Threonin, auf welches unmittelbar C-
terminal ein Prolin folgt. Ein Serin/Threonin-Prolin-Motiv ist in den meisten Féllen allerdings
nicht ausreichend fur eine effiziente Phosphorylierung durch JNK. Vielmehr werden spezifische
Bindungsstellen (docking sites, D-sites) bendtigt, die an der Substraterkennung und -Bindung sowie
an einer effizienten und genauen Phosphorylierung beteiligt sind (Sharrocks et al., 2000).

Wird die docking site in c-Jun deletiert, so nimmt die Effizienz der Phosphorylierung von c-Jun in
vitro ab und es werden bevorzugt von Serin63 und Serin73 abweichende Aminosduren
phosphoryliert (Kallunki et al., 1996).

Docking sites sind nicht nur auf Substrate von JNK bzw. Substrate anderer MAP-Kinasen
beschrankt, sondern finden sich auch in weiteren MAP-Kinase-interagierenden Proteinen, wie
MAP2-Kinasen oder MAP-Kinase-Phosphatasen. Sowohl MKK4 als auch MKK7 verftigen tiber
docking sites. Wahrend MKK4 eine klassische docking site besitzt (Ho et al., 2003), hat MKK7 drei
dicht aufeinanderfolgende docking sites, die alle zur Bindung von JNK beitragen und eine effiziente
Phosphorylierung sowie eine effiziente katalytische Aktivitat von JNK erméglichen (Ho et al.,
2006). Ebenso enthalten die p38/INK-spezifischen Phosphatasen MKP5 und MKP7 docking sites
(Tanoue et al., 2001).
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Die minimale Konsensussequenz einer docking site, wie man sie in JNK-interagierenden Proteinen
findet, besteht aus einem Motiv von basischen Aminoséauren gefolgt von einem ®-X-®-Motiv im
Abstand von 3-5 Aminosduren. @ steht hierbei flr eine hydrophobe Aminoséure, wobei es sich
in den meisten Féllen um Leucin handelt. In Transkriptionsfaktoren, die durch p38 oder ERK
phosphoryliert werden, kénnen dem ®-X-d-Motiv hydrophobe Aminosauren nachgestellt sein.
Diese konnen das @©-X-®-Motiv zum Teil vollstindig ersetzten. In p38/ERK-
Interaktionspartnern, die keine Transkriptionsfaktoren sind, besteht die Konsensussequenz einer
docking site aus hydrophoben Aminoséuren gefolgt von basischen und dem ®-X-®-Motiv. Das
d-X-D-Motiv kann auch hier wieder fehlen (Sharrocks et al., 2000). Es handelt sich hierbei
allerdings um grobe Richtlinien.

Die Bindung zwischen JNK und einem Interaktionspartner muss nicht unbedingt tber eine
docking site erfolgen. Fur c-Jun konnte gezeigt werden, dass neben der im N-Terminus
lokalisierten docking site, C-terminal von der Phosphorylierungsstelle noch eine weitere
Bindungsstelle fir JNK existiert, welche nicht Uber ein docking sitt Motiv verfugt (May et al.,
1998). Ebenso erfolgt die Bindung zwischen JDP2 und JNK (ber keine klassische docking site
(Katz and Aronheim, 2002).

Fur ERKS5 konnte ebenfalls demonstriert werden, dass die Interaktion mit der MAP2-Kinase
MEKS Uber keine docking site, sondern tber ein neues Bindungsmotiv bestehend aus sauren
Aminoséuren vermittelt wird (Seyfried et al., 2005).

1.2 Die Argonaut-Proteinfamilie

Die Argonaut-Proteine bilden eine speziesiibergreifende, hochkonservierte Proteinfamilie. lhre
Anzahl variiert von einem Protein in Schizosaccharomyces pombe (Carmell et al., 2002) bis hin zu 27
Proteinen in Caenorhabditis elegans (Yigit et al., 2006). Sie werden weiter in die beiden Subfamilien
Ago und Piwi unterteilt, je nachdem ob sie eine groRere Ahnlichkeit mit Agol aus Arabidopsis
thaliana oder eine groRere Ahnlichkeit mit dem Ago-Protein Piwi (P-element induced wimpy testis) aus
D. melanogaster besitzen (Hutvagner and Simard, 2008). Kiirzlich wurde eine neue, auf C. elegans
beschréankte Subfamilie an Ago-Proteinen entdeckt, die WAgo-Subfamilie (Gruppe 1l
Argonauten). Diese hat mit 18 Mitgliedern den gréfiten Anteil an Ago-Proteinen in C.elegans
(Yigit et al., 2006). Die Proteine der Ago-Subfamilie sind ubiquitdr in Tieren, Pflanzen und
S.pombe exprimiert, wahrend die der Piwi-Subfamilie ausschlieBlich in Tieren prasent sind und wie
fur D. melanogaster, Zebrafisch und Maus gezeigt, nur in Keimzellen exprimiert werden (Hock and
Meister, 2008; Sasaki et al., 2003). Im Menschen existieren acht Ago-Proteine, die von acht
unterschiedlichen Genen kodiert werden. Vier davon (Agol-4) gehdren zur Ago-Subfamilie,
wahrend die ubrigen vier (HIWI1, HIWI2, HIWI3 und HILI) die Piwi-Subfamilie bilden (Sasaki
et al., 2003). Ago-Proteine sind durch eine PAZ-Doméne, benannt nach dem Vorkommen dieser
in den Ago-Proteinen Piwi, Argonaute und Zwille, sowie einer PIWI-Doméne, benannt nach
dem Protein PIWI, charakterisiert (Cerutti et al., 2000; Song et al., 2004). Vor der PIWI-Domane
liegt die N-terminale Doméne und zwischen PAZ- und PIWI-Doméne befindet sich die MID-
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Domadne (Song et al., 2004). Auf die funktionelle Bedeutung dieser Domdnen wird spater
eingegangen.

Ago-Proteine wurden zuerst in A. thaliana als fur die Pflanzenentwicklung wichtige Proteine
beschrieben (Bohmert et al., 1998; Moussian et al., 1998). Gleichzeitig wurde ihnen eine Rolle bei
der Teilung von Keimstammzellen in D. melanogaster zugeteilt (Lin and Spradling, 1997). Intensive
Untersuchungen dieser Proteine in den letzen Jahren in einer Reihe von verschiedenen
Organismen haben gezeigt, dass Ago-Proteine die Hauptakteure bei der Regulation von
Genexpression durch kleine nicht-kodierende RNAs sind.

1.2.1 Die Funktion von Ago-Proteinen bei der Regulation von
Genexpression durch kleine nicht-kodierende RNASs

Die Regulation der Genexpression durch kleine, 20-30 Nukleotid-lange, nicht-kodierende RNAs
wird als RNA-Interferenz (RNAI) bezeichnet. Sie kann sowohl auf Ebene der Transkription
durch Modulation der Chromatinstruktur (ber epigenetischne Mechanismen (Bartel, 2004;
Janowski et al., 2006; Kawasaki and Taira, 2004; Kawasaki et al., 2005; Kim et al., 2006b) als auch
posttranskripitonal auf Ebene der mRNA-Degradation oder durch Hemmung der Translation
stattfinden (Behm-Ansmant et al., 2006; Chen et al., 2009; Wu et al., 2006). Endogene, Kleine
nicht-kodierende RNAs kommen in vielen Varianten vor und werden in Abhéngigkeit von ihrem
Ursprung und ihrer Biogenese in microRNAs (miRNAs), small interfering RNAs (siRNAs) und
piwiRNAs (piIRNAs) unterteilt (Kim et al., 2009). In Abschnitt 1.3 wird naher auf die Klasse der
miRNAs eingegangen. Reife, kleine nicht-kodierende RNAs sind doppelstrangig mit 5'-
Phosphatenden und 3'-OH-Enden, die um zwei Nukleotide tUberhdngen (Meister and Tuschl,
2004). Um ihre Funktion austben zu kénnen, werden die maturen, kleinen nicht-kodierenden
RNAs als Einzelstrang (hierbei handelt es sich um den sogenannten guiding strand) in einen aus
mehreren Komponenten bestehenden Effektorkomplex, den sogenannten RNA induced silencing
complex (RISC), eingebaut. Obwohl die bislang isolierten Effektorkomplexe je nach
Reaktionsbedingung in GréRe und Zusammensetzung variieren, ist innen jedoch gemein, dass sie
neben der kleinen nicht-kodierenden RNA mindestens ein Ago-Protein enthalten, welches
essentiell fiir die RISC-AKktivitét ist (Meister and Tuschl, 2004).

Genetische und biochemische Studien sowie Strukturuntersuchungen von ganzen Ago-Proteinen
oder ihrer isolierten Doménen enthiillten, dass Ago-Proteine die Kkleinen nicht-kodierenden
RNAs zusammen mit ihren Ziel-mRNAs binden und die katalytische Funktion im RISC austben.
Dreidimensionale NMR-Spektroskopie und Rontgenkristallstrukturuntersuchungen der PAZ-
Domdne von Ago2 aus D. melanogaster konnten zeigen, dass die PAZ-Doméne ein
Oligonukleotidbindungsmotiv enthélt (Lingel et al., 2003; Song et al., 2003). Durch die Analyse
der Kristallstruktur der PAZ-Doméne von humanem Agol und der NMR-Struktur der PAZ-
Doméne von Ago2 aus D. melanogaster konnte weiterhin gezeigt werden, dass diese Domadne
spezifisch die zwei 3 -lberhdngenden Nukleotide der kleinen nicht-kodierenden RNA erkennt
und diese in einer hydrophoben Tasche verankert (Lingel et al., 2004; Ma et al., 2004). Die 5'-
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Phosphatgruppe ist in einer tiefen Tasche zwischen der MID- und PIWI-Doméne lokalisiert (Ma
et al., 2005).

Ist eine SIRNA oder eine mIRNA nahezu oder perfekt komplementar zu ihrer Ziel-mRNA, dann
wird diese zehn Nukleotide entfernt von dem 5’-Nukleotid der mi/siRNA geschnitten, wobei
Produkte mit einem 5’-Phosphat- und einem 3'-OH-Ende entstehen. Aus der Kiristallstruktur der
Ago-Proteine aus Pyrococcus furiosus, Archaeoglobus fulgidus sowie Aquifex aeolicus geht hervor, dass die
PIWI-Domdne eine RNase H-dhnliche Struktur aufweist und ein konserviertes DDH-Motiv
besitzt (Parker et al., 2004; Rivas et al., 2005; Song et al., 2004; Yuan et al., 2005).

RNase H ist eine Endonuklease, die RNA in RNA-DNA-Hybriden schneidet. Wie beim RISC,
ist die Reaktion abhangig von divalenten Kationen und hinterlasst Produkte mit einem 5’-
Phosphat- und einem 3' OH-Ende. Die katalytisch aktiven Aminosauren von RNase H-Enzymen
sind drei Aspartate oder zwei Aspartate und ein Glutamat, welche das DDD/E-Motiv bilden
(Chapados et al., 2001; Nowotny et al., 2005).

In Abbildung 2 sind die strukturellen Eigenschaften von Ago-Proteinen anhand des Ago-
Proteins aus P. furiosus zusammengefasst:

ool — PIWI

Abbildung 2: Strukturelle Eigenschaften von Ago-Proteinen, dargestellt anhand des Ago-Proteins aus P.
furiosus

A: Schematische Darstellung der Proteindoménen: N (N-terminale Doméne), PAZ (Piwi Argonaute Zwille Domaéne,
RNA-bindende Eigenschaften), Mid (Mid-Domaéne, Inhibierung der Translationsinitiation (siehe weiter unten)),
PIWI (P-glement induced wimpy testis Doméne, Endonukleaseaktivitat). B: Darstellung der Proteinstruktur mittels des
Bandermodells. C: Darstellung des Proteins zusammen mit gebundener siRNA (lila) und mRNA (turkis) durch das
Béndermodel. Die katalytischen Aminosauren der PIWI-Doméne sind rot dargestellt (Song et al., 2004).

Aufgrund dieser Beobachtungen wurde vermutet, dass Ago-Proteine als Endonukleasen im RISC
fungieren. In weiteren Versuchen konnte dann zundchst fir humanes Ago2 (hAgo2) eine
Endonukleasefunktion nachgewiesen werden. So sind RISCs, die humanes Ago2 enthalten, in der
Lage ihre Ziel-mRNA zu spalten und Ago2-defiziente murine embryonale Fibroblasten weisen
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keine RISC-Aktiviat auf (Liu et al., 2004; Meister et al., 2004; Rivas et al., 2005). Fur eine
minimale RISC-Aktivitat werden nur hAgo2 und eine Kkleine nicht-kodierende RNA bendtigt, wie
es unter Verwendung von rekombinantem humanem Ago2 gezeigt werden konnte (Rivas et al.,
2005). Mutationen des DDH-Motivs flhren zu einer vollstandigen Inaktivierung der RISC-
Aktivitat in vivo und in vitro (Liu et al., 2004; Rivas et al., 2005). Die drei humanen Ago-Proteine
Agol, Ago3 und Ago4 verfugen tber keine Endonukleaseaktivitat (Liu et al., 2004; Meister et al.,
2004). Bei Agol und Ago4 weicht die Aminosduresequenz des katalytischen Motivs von der
Konsensussequenz ab, allerdings weist Ago3 das DDH-Motiv vollstdndig auf (Rivas et al., 2005).
Neben humanem Ago2 konnte auch fir Agol und Ago4 aus A. thaliana (Baumberger and
Baulcombe, 2005; Qi et al., 2005; Qi et al., 2006) oder fur das Ago-Protein aus S. pombe (Irvine et
al., 2006) eine Endonukleaseaktivitat nachgewiesen werden. Agol und Ago2 aus D. melanogaster
enthalten ebenfalls ein vollstdndiges DDH-Motiv und sind als Endonukleasen katalytisch aktiv.
Allerdings ist Agol weniger effizient als Ago2, da es die Spaltprodukte langsamer freigibt, was
mit einem verminderten katalytischen Durchsatz einhergeht (Forstemann et al., 2007).

Bei einer inkompletten Sequenziibereinstimmung zwischen der im RISC gebundenen si/miRNA
und ihrer Ziel-mRNA, was in Sdugern der hdufigere Fall ist, kommt es zur Inhibierung der
Translation oft ohne Degradation der mRNA. Der dahinterstehende Mechanismus ist weniger
gut verstanden und wird derzeit intensiv erforscht. Im Moment existiert eine Reihe von zum Teil
kontroversen Beobachtungen zu dieser Thematik.

Es wurde zundchst angenommen, dass si/miRNAs, die nicht komplementar zu ihrer Ziel-mRNA
sind, die Translation inhibieren ohne den mMRNA-Level zu beeinflussen. Spater konnte unter
anderem am Beispiel der let-7 und lin-4 miRNAs aus C.elegans gezeigt werden, dass diese zur
Degradation ihrer Ziel-mRNA fuhren kdnnen (Bagga et al., 2005). In D. melanogaster und Saugern
l[auft die durch miRISC verursachte Degradation tiber den normalen 5’-3'-mRNA-Abbauweg ab
(Behm-Ansmant et al., 2006; Chen et al., 2009). Im Zebrafisch und in humanen Zellen ist der
Abbau Konsequenz einer beschleunigten Deadenylierung (Chen et al., 2009; Giraldez et al., 2006;
Wau et al., 2006). In humanen Zellen wurde zudem beobachtet, dass alle vier Ago Proteine der
Argonaut-Unterfamilie unabhdngig von einer miRNA diese Deadenylierung fordern (Chen et al.,
2009). Ago2-miRNA-Komplexe sind in der Lage die Degradation von mRNA auch Gber die
Bindung an AU-reiche Elemente zu stimulieren (Jing et al., 2005).

MRNA Degradation und translationale Hemmung kdnnen je nach miRNA/mRNA-Paar separat
erfolgen oder zusammen stattfinden (Behm-Ansmant et al., 2006; Wu et al., 2006). In HEK293T-
Zellen konnte gezeigt werden, dass Blockade der Translation und mRNA-Degradation
voneinander entkoppelt werden konnen. Finden jedoch beide Mechanismen statt, dann kommt
es zu einer Verstarkung des jeweiligen Effekts (Wu et al., 2006).

Es existieren unterschiedliche Meinungen hinsichtlich des Schrittes, an dem die Translation
blockiert wird. Aufgrund der Beobachtungen, dass miRNA-inhibierte Ziel-mRNAs in aktiv
translatierenden Polysomen lokalisiert sind (Nottrott et al., 2006; Olsen and Ambros, 1999;
Petersen et al., 2006; Seggerson et al., 2002; Wu et al., 2006), dass Ago2/miRNA-Komplexe mit
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diesen kosedimentieren (Maroney et al., 2006) und dass die Translation von IRES-Reporter-
MRNAs miRNA-abhéngig inhibiert wird (Petersen et al., 2006), wurde die Hemmung des
Elongationsschritts postuliert. Es gibt aber auch Berichte, die dafur sprechen, dass die
Translationsinitiation blockiert wird. So konnte beobachtet werden, dass inhibierte Reporter-
MRNAs Gberwiegend im freien mRNP-Pool und nicht in Polysomen lokalisiert sind (Pillai et al.,
2005) und dass die Translation von IRES-Reporter-mRNAs durch miRISC nicht behindert wird
(Humphreys et al., 2005; Pillai et al., 2005). Zudem konnte gezeigt werden, dass die Inhibierung
der Translation in vivo und in vitro sowohl vom m’-Gppp-Cap als auch vom Poly(A)-Schwanz
abhdngig ist (Humphreys et al., 2005; Wakiyama et al., 2007; Wang et al., 2006).

Humanes Ago2 besitzt in seiner MID-Domadne einen als MC-Domadne bezeichneten Bereich, der
Sequenzhomologien zum eukaryotischen  Translationsinitiationsfaktor elF4E  aufweist
(Kiriakidou et al., 2007). Die strukturelle Ahnlichkeit ist allerdings gering. Humanes Ago2 bindet
uber die MC-Domane an das m’-Gppp-Cap, verhindert so die Interaktion mit elF4E und
blockiert dadurch die Translationsinitiation (Kiriakidou et al., 2007). Humanes Agol, 3 und 4
sind auch in der Lage die Translation zu hemmen, allerdings wurde bislang nicht untersucht, ob
sie sich dabei desselben Mechanismus bedienen wie Ago2 (Pillai et al., 2004).

Agol und Ago2 aus D.melanogaster konkurrieren, anders als hAgo2, nicht mit elF4E um die
Bindung an das m’-Gppp-Cap. Vielmehr interagiert Ago2-RISC, wenn es an seiner Ziel-mRNA
gebunden vorliegt, mit elF4AE und verhindert dadurch die fir die Translationsinitiation bengtigte
Interaktion zwischen elF4E und dem Translationsinitiationsfaktor elF4G. D. melanogaster Agol-
RISC inhibiert die Translation primdr durch den ATP-getriebenen Abbau des Poly(A)-
Schwanzes, was allerdings nicht mit einer Degradation der mRNA einhergeht. Zusatzlich wird die
Translation durch Agol-RISC auf der Stufe der Elongation blockiert (Iwasaki et al., 2009).

Neben ihrer inhibitorischen Funktion, kdnnen Ago Proteine die Translation aktivieren. Humanes
Ago2 bindet zusammen mit FXR1 (fragile-X-mental-retardation-related protein 1) unter Serumentzug
an AU-reiche Sequenzen und stimuliert so die mRNA-Translation (Vasudevan and Steitz, 2007).
Indem sie die miRNA-Menge durch einen bislang unbekannten Mechanismus erhdhen, greifen
Ago-Proteine auch in den miRNA-Syntheseweg ein (Diederichs and Haber, 2007).

In  Abbildung 3 sind die Funktionen von Ago-Proteinen bei der Regulation der
posttranskriptionellen Genexpression zusammenfassend dargestellt.
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Abbildung 3: Funktionen von Ago-Proteinen bei der Regulation der posttranskriptionellen Genexpression

Ago-Proteine kdnnen siRNAs oder miRNAs binden. Ist die Sequenz der gebundenen si/miRNA komplementér zu
der Sequenz der Ziel-mRNA, dann wird die mRNA gezielt durch die Endonukleaseaktivitat von Ago gespalten und
anschielend degradiert. Bei nicht vollstdndiger Komplementaritdt kommt es zur Inhibierung der Translation
und/oder Degradation der mRNA. Bis dato existieren unterschiedliche Berichte hinsichtlich des Schrittes, an dem
die Translation blockiert wird. Fiir Ago2-miRNA-Komplexe konnte gezeigt werden, dass diese in der Lage sind die
Degradation von mRNA auch (ber die Bindung an AU-reiche cis-Elemente (ARES) zu stimulieren. Neben ihrer
inhibitorischen Funktion ist Ago2 in der Lage zusammen mit FXR1 unter Serumentzug (ber die Bindung an AU-
reiche Sequenzen in der 3"-UTR von TNFa die Translation zu stimulieren. Bei den zuletzt genannten Beispielen
handelt es sich allerdings noch um Einzelbefunde. PABP: Poly(A)-Bindeprotein, elF4G: eukaryotischer
Initiationsfaktor 4G, elF4E: eukaryotischer Initiationsfaktor 4E, Ccrd/Cafl/Not: Deadenylasekomplex, DCP1/2:
Decapping Protein 1/2, TTP: Tristetraprolin, FXR1: fragile-X-mental-retardation-related protein 1. Modifiziert nach
(Bhattacharyya and Filipowicz, 2007; Stefani and Slack, 2008).

1.2.2 Posttranslationale Modifikationen von Ago-Proteinen

Da Ago-Proteine, wie aus dem vorangegangenem Abschnitt ersichtlich ist, als multifunktionelle
genregulatorische Proteine fungieren, ist es wahrscheinlich, dass ihre Aktivitdt durch die
Interaktion mit weiteren Proteinen sowie durch posttranslationale Modifikationen reguliert wird.
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Bislang sind nur wenige posttranslationale Modifikationen von Ago-Proteinen und die damit
einhergehenden Funktionen bekannt.

Humanes Ago2 interagiert mit einer Untereinheit der Typ | Collagen Prolyl-4-Hydroxylase(C-
P4H(1)) und kann von dieser an Prolin700 hydroxyliert werden. Die Hydroxylierung erhoht die
Stabilitdt von Ago2, fuhrt zu einer effizienteren siRISC-Aktivitdt sowie zu einer verstérkten
Lokalisation von Ago2 in Processing bodies (zytoplasmatische Strukturen auf die in 1.4 néher
eingegangen wird) (Qi et al., 2008). Die Phosphorylierung von humanem Ago2 an Serin387
durch MK2 erleichtert ebenfalls seine Lokalisation in Processing bodies (Zeng et al., 2008).

Die Ubiquitinilierung von murinem Ago2 durch die E3 Ubiquitin-Ligase Lin-41 beeinflusst den
Ago2-Abbau und somit zu einem gewissen Anteil die RISC-Aktivitat (Rybak et al., 2009).

Die Ago-Proteine der Piwi-Unterfamilie aus der Maus und aus D. melanogaster werden durch die
Protein-Methyltransferase 5 an Argininen methyliert. In D. melanogaster kommt es durch diese
Modifikation zur Stabilisierung der Piwi-Proteine. In der Maus werden dadurch weitere
Proteininteraktionen gefdrdert, die flr die zelluldre Lokalisation der Piwi-Proteine sowie fur die
Austibung ihrer Funktion, wie der Biogenese von piRNAs, wichtig sind (Heo and Kim, 2009).

1.3 miRNAS

Die erste Beschreibung einer miRNA erfolgte, als entdeckt wurde, dass die kleine nicht-
kodierende RNA lin-4 die Entwicklung in C. elegans kontrolliert, indem sie die Translation der
Lin-14 mRNA inhibiert (Lee et al., 1993; Wightman et al., 1993). Bald darauf wurde eine zweite,
fur die Kontrolle der Entwicklung in C. elegans wichtige miRNA beschrieben, ndmlich lin-7
(Reinhart et al., 2000). Weitere Untersuchungen zeigten, dass die Expression von miRNAs nicht
nur auf Nematoden beschrankt ist, sondern auch in héheren Metazoen vorhanden ist (Lagos-
Quintana et al., 2001; Lau et al., 2001; Lee and Ambros, 2001). Zum heutigen Zeitpunkt enthalt
die miRNA Datenbank miRBase (http://www.mirbase.org/) 721 humane, 157 D. melanogaster,
174 C. elegans und 190 A. thaliana miRNASs.

In S&ugern befinden sich die Halfte aller miRNA-Gene in unmittelbarer Nahe zueinander und
bilden eine polycistronische Transkriptionseinheit (Lee et al., 2002). Die miRNA-Gene kdnnen
hierbei sowohl in nichtkodierenden als auch in Protein-kodierenden Bereichen lokalisiert sein. Sie
befinden sich dabei hdufiger in Introns als in Exons. Die Transkription erfolgt in der Regel durch
die RNA Polymerase Il (Cai et al., 2004; Lee et al., 2004), wobei eine Minderheit an miRNA-
Genen auch von der RNA Polymerase 111 transkribiert werden kann (Borchert et al., 2006). In
Tieren enthalten die primdren als pri-miRNAs bezeichneten Konstrukte Stamm-Schleife-
Strukturen und werden von der nukledren RNase 111 Typ Endonuklease Drosha zur pre-miRNAs
prozessiert. Drosha schneidet am Stammende der Stamm-Schleife-Struktur und produziert so
Transkripte, die eine Haarnadelstruktur aufweisen (Lee et al., 2002; Lee et al., 2003). Die Katalyse
erfordert den Co-Faktor DiGeorge syndrom critical region gene 8 (DGCR8) im Menschen und Pasha in
D. melanogaster und C. elegans (Denli et al., 2004; Gregory et al., 2004; Han et al., 2004; Landthaler
et al., 2004). Bei miRNA-Genen, die in Introns lokalisiert sind, handelt es sich um einen ko-
transkriptionellen Prozess. Wéhrend das Transkript am SpleiBosom gebunden ist, wird die
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Reaktion von Drosha katalysiert noch bevor das Intron vom SpleiBosom entfernt wird (Kim and
Kim, 2007). Einige in Introns lokalisierte miRNA-dhnliche RNAs in D. melanogaster und im
Menschen umgehen die Prozessierung durch Drosha. Nach Herausschneiden des Introns formt
dieses direkt eine der pre-miRNA &hnliche Haarnadelstruktur (Berezikov et al., 2007; Okamura et
al., 2007; Ruby et al., 2007).

Die 70-100 bp langen pre-miRNAs werden dann durch Exportin5 (Lund et al., 2004) ins Zytosol
transportiert und dort durch eine weitere RNase I11-&dhnliche Nuklease, ndmlich Dicer, zu reifen
22-mer miIRNA-Duplexen verarbeitet (Bernstein et al., 2001).

Anders als in Pflanzen weisen die miRNAs in Tieren hdufig keine perfekte Komplementaritdt zu
ihrer Ziel-mRNA auf. Die Bindung der miRNA erfolgt in der Regel in der 3'-UTR der mRNA.
Hierbei ist eine hohe Komplementaritat zwischen den Nukleotiden 2-8 (seed region) im 5’-Ende
der miRNA und der mRNA wichtig. Ebenfalls spielt die Sekundarstruktur der Bereiche der 3'-
UTR eine Rolle, welche die Bindungsstelle umgeben. Auch ist das 3'-Ende der miRNA von
Bedeutung, da es eventuelle Inkomplementaritdat zwischen der seed region und der mRNA
kompensieren kann (Stefani and Slack, 2008).

Es gibt einige wenige Félle, in denen die miIRNA eine hohe Komplementaritit zur Ziel-mRNA
aufweist und es zur Spaltung der mRNA kommt. Ein Beispiel dafir ist die murine miRNA 196,
welche die Expression des Transkriptionsfaktors HOXB8 hemmt, der fiir die Regulation der
Entwicklung wichtig ist (Yekta et al., 2004).

Eine miRNA hat in der Regel mehrere Ziel-mRNAs und eine mRNA kann wiederum durch
mehrere miRNAs reguliert werden. Ungefdhr 30% der proteinkodierenden Gene enthalten
potentielle miIRNA-Bindungsstellen in ihrer 3'-UTR und unterliegen daher einer méglichen
Kontrolle durch miRNAs (Lewis et al., 2005). Zwei unabhéngige Untersuchungen an ca. 5000
zellularen Proteinen zeigten, dass die Uberexpression oder die Herunterregulation von miRNAs
moderate Verdnderungen der mRNA und Proteinspiegel von hunderten von zellularen
Genprodukten bewirkten (Baek et al., 2008; Selbach et al., 2008). Daher sind miRNAs (iber
multiple, direkte und indirekte ,,schwache® Genexpressionseffekte an der Regulation einer Reihe
von biologischen Prozessen, wie Entwicklung, Apoptose, Zelldifferenzierung und -Proliferation
beteiligt (Bartel, 2004; Filipowicz, 2005) und ihre Dysregulation wird sowohl mit Erkrankungen
des Nervensystems und des Herzens als auch mit Tumorbildung und entzlindlichen Prozessen in
Zusammenhang gebracht.

So besteht eine Beziehung zwischen dem Verlust des mir-20a/b-1 Clusters und Morbus
Alzheimer (Hebert et al., 2008) und es wird vermutet, dass der Verlust von mir-133b zur
Abnahme der dopaminergen Neuronen beitrdgt, so wie es bei Morbus Parkinson beobachtet
werden kann (Kim et al., 2007).

In Herzfibroblasten fuhrt die Expression von mir-21 zur interstitiellen Fibrose und Hypertrophie
(Thum et al., 2008), wéhrend in Kardiomyozyten mir-1 und mir-133 vor Hypertrophie schitzen
(Care et al., 2007).

Viele Krebsarten weisen ein verandertes miRNA-Expressionsmuster auf. Die miRNAs mir-155,
mir-21 und mir-146 sind bei einer Reihe von Krebsarten hochreguliert und werden als Oncogene
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betrachtet (Calin and Croce, 2006), wéhrend die Fahigkeit zur Expression anderer miRNAs wie
mir-15 und mir-16 bei einigen Krebsarten verloren gegangen ist. Solchen miRNAs wird eine
tumorsupprimierende Wirkung zugesprochen (Calin et al., 2002).

Es konnte gezeigt werden, dass in TNFo behandelten synovialen Fibroblasten von Patienten mit
Rheumatoider Arthritis im Vergleich zur Kontrollgruppe die miRNAs mir-146 und mir-155
erhoht sind (Stanczyk et al., 2008). Synoviales Gewebe von Patienten mit Rheumatoider Arthritis
zeigt ebenfalls eine Anreicherung der miRNAs mir-146a und mir-146b (Nakasa et al., 2008). Die
Expression von mir-146 und mir-155 wird durch proinflammatorische Stimuli induziert (Nakasa
et al., 2008; O'Connell et al., 2007; Stanczyk et al., 2008; Taganov et al., 2006). Hierbei ist die mir-

146-Expression NF-kB-abhéngig (Taganov et al., 2006), wahrend an der mir-155-Expression der
JNK-Signalweg beteiligt zu sein scheint, da sie sich durch den JNK-Inhibitor SP600125 hemmen
lasst (O'Connell et al., 2007).

Zusammengefasst ist aufgrund der schwachen Effekte und der Mdglichkeit multipler Zielgene
eine direkte mechanistische Aussage zur Rolle von miRNAs nur dann maglich, wenn die direkten
Ziel-RNAs durch geeignete Methoden bestimmt werden.

1.4 Processing bodies (P-bodies)

Bei Processing bodies (P-bodies), auch als GW-bodies bekannt, handelt es sich um hochdynamische,
einheitlich sphéaroide, zytoplasmatische Strukturen, die sich aus Ribonukleoproteinpartikeln
(RNPs) zusammensetzen und an mRNA-Degradation sowie -Lagerung beteiligt sind. P-bodies sind
von der Hefe bis zum Séugetier konserviert (Bashkirov et al., 1997; Sheth and Parker, 2003;
Eystathioy et al., 2002; Eystathioy et al., 2003; Ingelfinger et al., 2002; van Dijk et al., 2002). Sie
lassen sich in Zellen multizellularer Organsimen leicht detektieren (Abbildung 4), wéhrend ihre
Visualisierung in Saccharomyces cerevisiae haufig durch die Uberexpression oder Depletion von P-
body-Komponenten oder durch die Behandlung der Hefe-Zellen mit Stress-Stimuli verstarkt wird
(Brengues et al., 2005; Sheth and Parker, 2006; Teixeira et al., 2005). Mit Hilfe von Immunogold-
Elektronenmikroskopie wurde gezeigt, dass P-hodies in S&ugetierzellen elektronendichte
Strukturen mit einem Durchmesser von 100-300nm bilden, die von keiner Phospholipid-
Doppelschicht umgeben werden, also keine Organellen im ,.klassischen* Sinne sind (Eystathioy
et al., 2002; Yang et al., 2004).

P-bodies wurden zum ersten Mal 1997 durch Bashkirov et al. beschrieben. Dieser klonierte die
murine 5’-3'-Exoribonuklease XRNI, welche am 5-3-mRNA-Abbau mitwirkt und konnte
zeigen, dass diese unter anderem stark angereichert in diskreten punktuellen Strukturen im
Zytoplasma vorliegt (Bashkirov et al., 1997). Finf Jahre spéter konnten Eystathioy et al.
beobachten, dass ein Autoimmunserum von Patienten, die an motorischen und sensorischen
Neuropathien litten, in der Immunfluoreszenz diskrete, runde, zytoplasmatische Strukturen
anféarbt. Bei dem Protein, welches durch das Serum erkannt wurde, handelte es sich um GW182,
so dass man diese Strukturen als GW-bodies bezeichnete (Eystathioy et al., 2002). Zeitgleich wurde
entdeckt, dass die am 5’-3'-mRNA-Abbau beteiligten humanen Proteine LSM1-7 sowie DCP1l«
(Decapping Protein 1) und DCP2 (Decapping Protein 2) ebenfalls in runden zytoplasmatischen
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Strukturen angereichert sind, und dass diese identisch mit den 1997 von Bashkirov et al.
beschriebenen Strukturen sind (Ingelfinger et al., 2002; van Dijk et al., 2002). Kurze Zeit spater
stellte sich heraus, dass die Strukturen in denen sich humanes DCPl« und humanes LSM4
befinden, identisch mit den GW-bodies sind und dass es sich somit bei GW-bodies und XRNI-
Strukturen um ein und dieselben Strukturen handelt (Eystathioy et al., 2003).

Abbildung 4: P-bodies in humanen Zellen

Dargestellt sind HEK293 IL-1R-Zellen, die stabil GFP-DCP1« exprimieren. Balken entspricht 10um.

1.4.1 P-bodies und mRNA-Abbau und —Lagerung

In eukaryotischen Zellen wird der mRNA-Abbau in den meisten Fallen mit der Deadenylierung
der mRNA durch zwei verschiedene Poly(A)-Nuklease-Komplexe eingeleitet. Der Poly(A)-
Schwanz wird zunéchst bis auf ungeféhr 110 Nukleotide durch den Pan2-Pan3-Komplex gekiirzt
und anschlieRend durch den Cafl-Ccr4-Not-Komplex bis hin zum Oligo(A)-Schwanz abgebaut
(Yamashita et al., 2005). Nach der Deadenylierung folgt entweder der 5’-3'-Abbau oder der 3'-5'-
Abbau der mRNA. Beim 3-5-Abbau wird das Transkript durch das Exosom, einem aus
mindestens 11 Exonukleasen bestehendem Komplex, degradiert. Hierbei wird die Exosom-
Aktivitat durch den SKI-Komplex reguliert. Beim 5’-3'-Abbau wird erst die Cap-Struktur durch
DCP2 entfernt und anschlieBend die mRNA durch die Exonuklease XRN1 abgebaut. Das
Entfernen des Caps wird durch eine Reihe weiterer Proteine direkt oder indirekt stimuliert. Dazu
gehoren: DCP1, EDC1, 2 (hefespezifisch), 3 (enhancer of decapping 1-3), Lsm1-7, Patl, Dhh (auch
bekannt als RCK/p54, Me31B oder CGH-1) und Hedls (metazoenspezifisch) (Eulalio et al.,
2007a; Franks and Lykke-Andersen, 2008).

Bislang konnten alle Proteine, die am 5’-3'-mRNA-Abbau beteiligt sind, in P-bodies nachgewiesen
werden (Bashkirov et al., 1997; Sheth and Parker, 2003; Ingelfinger et al., 2002; van Dijk et al.,
2002; Squirrell et al., 2006; Behm-Ansmant et al., 2006; Ding et al., 2005; Eulalio et al., 2007b;
Cougot et al., 2004; Kshirsagar and Parker, 2004; Fenger-Gron et al., 2005; Yu et al., 2005). Fr
die am 3-5-mRNA-Abbau involvierten Proteine konnte bisher keine P-body-Lokalisation
demonstriert werden (Sheth and Parker, 2003). Aufgrund der Anreicherung der am 5’-3-mRNA-
Abbau beteiligten Proteine in P-bodies wird vermutet, dass dieser in P-bodies stattfinden kann.
Diese Annahme wird durch eine Reihe von Beobachtungen gestiitzt. Zunachst ist die P-body-
Bildung RNA-abhéngig. Nach Behandlung von Zellen mit RNase A oder Actinomycin D,
welches die Transkription inhibiert und somit die mRNA-Menge in der Zelle reduziert,
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verschwinden die P-bodies (Cougot et al., 2004; Eulalio et al., 2007b; Teixeira et al., 2005). Die
Inkubation von humanen-, D.melanogaster- oder Hefezellen mit Cycloheximid, welches die
Elongation der Translation inhibiert und die mRNA stabilisiert, indem es ihre Freisetzung von
den Polysomen verhindert, flihrt ebenfalls zum Verschwinden der P-body-Strukturen (Andrei et
al., 2005; Cougot et al., 2004; Eulalio et al., 2007b; Sheth and Parker, 2003; Teixeira et al., 2005).
Die Inkubation mit Puromycin hingegen, welches die Translation durch die Freisetzung der
mMRNA von den Polysomen blockiert und so die Menge an untranslatierter mRNA erhoht, geht
einher mit der Zunahme der P-bodies (Eulalio et al., 2007b). Hefe-Zellen, denen die
Translationsinhibitoren Dhhl und Patl fehlen oder humane Zellen, in denen der
Tranlationsinhibitor 4ET mittels sSiRNAs herunterreguliert wurde, zeigen auch eine Abnahme der
P-bodies, wahrend die Uberexpression der jeweiligen Proteine zu einer Zunahme der P-body-
Strukturen in Anzahl und oder GroéRRe fuhrt (Andrei et al., 2005; Coller and Parker, 2005;
Ferraiuolo et al., 2005). Die drei zuletzt genannten Beispiele veranschaulichen, dass die P-hody-
Integritdt nicht allein von der mRNA-Menge abhéngt, sondern vielmehr von der Menge der im
Zytosol frei vorliegenden nicht translatierten mMRNA.

Eine weitere Beobachtung, welche P-bodies als den Ort der 5’-3-mRNA-Degradation klassifiziert,
ist, dass die Blockade des frihen mRNA-Abbaus, z.B. durch das Herunterregulieren von Ccr4 in
humanen- und Hefezellen, von Notl in S2-Zellen oder von Pan3 in humanen Zellen, die P-bodies
in Grolle und Anzahl stark abnehmen lasst (Andrei et al., 2005; Eulalio et al., 2007b; Sheth and
Parker, 2003; Zheng et al., 2008). Wird der mRNA-Abbau allerdings auf der Ebene des Decappings
oder danach blockiert, nehmen die P-bodies in Anzahl und GroRe zu. Dieser Effekt konnte durch
Depletieren von XRNI in humanen-, D. melanogaster- und Hefezellen, von DCP1 in Hefezellen
sowie von DCP2 in S2- und humanen Zellen beobachtet werden (Andrei et al., 2005; Cougot et
al., 2004; Eulalio et al., 2007b; Sheth and Parker, 2003; Teixeira et al., 2005; Brengues et al., 2005;
Brengues et al., 2005). Die P-body-Bildung ist somit mit der Akkumulation von Intermediaten des
RNA-Stoffwechsels korreliert wie z.B. mit der Zunahme von nicht-translatierten mRNAs, welche
sich im Prozess des Decappings befinden.

Zudem lassen sich mMRNAs sowie ihre Abbauprodukte in P-bodies detektieren. Wird in die 3-UTR
einer Reporter-mRNA ein Poly(G)-Abschnitt eingebaut und so ihr 5-3'-Abbau durch
Inhibierung der Exonuklease XRNI verhindert, akkumulieren die Abbau-Intermediate in P-bodies
von Hefezellen. Reporter-mRNAs ohne Poly(G)-Abschnitt in der 3-UTR sind ebenfalls in P-
bodies von Hefezellen lokalisiert, die tber kein XRNI verfligen oder denen Glucose entzogen
wurde (Sheth and Parker, 2003; Teixeira et al., 2005; Brengues et al., 2005). Ahnliche
Beobachtungen konnen auch in Saugerzellen gemacht werden. Der siRNA- vermittelte Abbau
von XRNI in HEK293-Zellen resultiert in der Akkumulation von Poly(A)"-mRNA in P-bodies
und eine Reporterglobin-mRNA kann in COS7-Zellen ebenfalls in diesen Strukturen beobachtet
werden (Cougot et al., 2004; Kedersha et al., 2005).

Es wird vermutet, ist aber experimentell noch nicht gezeigt, dass der 5’-3'-mRNA-Abbau neben
den P-bodies auch im Zytosol stattfinden kann, da alle am 5’-3'-mRNA-Abbau beteiligten Proteine
nicht ausschlielich in P-bodies lokalisiert sind, sondern ebenfalls diffus im Zytoplasma vorliegen.
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Aullerdem stehen die meisten P-body-Komponenten im regen Austausch mit dem Zytoplasma
und umgekehrt (siehe dazu 1.4.5). Hinzu kommt, dass die P-body-Integritat fiir den 5’-3'-mRNA-
Abbau nicht erforderlich ist. In einem Hefestamm, der nicht mehr in der Lage ist P-bodies zu
bilden, wird der mRNA-Abbau, der in Hefen zum groRten Teil in 5’-3'-Richtung ablduft, nicht
beeinflusst (Decker et al., 2007).

In Eukaryoten erfolgt der Abbau von mRNAs, die ein verfriihtes Stopcodon aufweisen, Uber den
Nonsens-vermittelten mMRNA-Abbau (nonsense-mediattd mRNA decay, NMD). Dieser erfordert
unter anderem die Proteine UPF1-3 (up-frameshift) und in hoheren Eukaryoten die Proteine SMG1
(suppressor with morphogenetic effect on genitalia 1) und SMG5-7(Chang et al., 2007). Ansonsten lauft
der Nonsens-vermittelte mMRNA-Abbau zum gréfiten Teil Gber den 5’-3'-mRNA-Abbauweg ab
(Chang et al., 2007), was zur Annahme flhrt, dass auch dieser in P-bodies stattfinden kann.
AuRerdem befinden sich einige der Proteine, welche den Nonsens-vermittelten mRNA-Abbau
einleiten, unter bestimmten Reaktionsbedingungen ebenfalls in  P-bodies. Humanes
Uberexprimiertes SMG7, SMG5 sowie UPF1 sind in P-bodies lokalisiert. SMG5 und UPF1 kdnnen
allerdings nur in P-bodies beobachtet werden, wenn sie mit SMG7 koexprimiert werden (Fukuhara
et al., 2005; Unterholzner and lzaurralde, 2004). In DCP1-, DCP2- oder XRNI-defizienten
Hefestdmmen befinden sich Gberexprimiertes UPF1, UPF2 und UPF3 in P-bodies, wobei die
Lokalisation von UPF2 und UPF3 in P-bodies UPF1-abhédngig ist. Zudem konnte gezeigt werden,
dass zwei Reporter-mRNAs mit einem verfrihten Stopcodon UPF1-abhangig in P-bodies
lokalisiert waren (Sheth and Parker, 2006).

Zusammenfassend lasst sich aus den oben geschilderten Beobachtungen eine Sequenz der
Ereignisse ableiten, die P-hody-Bildung und mRNA-Abbau miteinander verknupfen: Zunéchst
erfolgt eine Deadenylierung und sodann das Decapping gefolgt vom 5’-3" Abbau.

1.4.2 P-bodies und mRNA-Stabilitat

Die signal-gesteuerte Regulation der mRNA-Halbwertszeit tber AU-reiche cis-Elemente (ARES)
ist eng mit den Mechanismen des MRNA-Abbaus verknupft (Barreau et al., 2005; Zhang et al.,
2002).

Da die ARE-bindenden Proteine TTP (Tristetraprolin), BRF(butyrate response factor)1 und 2 sowie
ARE-mRNAs in P-bodies lokalisiert sind (Franks and Lykke-Andersen, 2007; Stoecklin and
Anderson, 2007) und der ARE-vermittelte mMRNA-Abbau in 5’-3’- und 3’-5'-Richtung erfolgen
kann, wird angenommen, dass zumindest der 5’-3' Abbau in P-bodies ablaufen kann.

Wie beim allgemeinen mRNA-Abbau sind weder beim Nonsens-vermittelten noch beim ARE-
vermittelten mRNA-Abbau mikroskopisch sichtbare P-bodies erforderlich (Eulalio et al., 2007b;
Rehwinkel et al., 2005; Stoecklin et al., 2006).
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1.4.3 P-bodies und transiente mMRNA-Speicherung

Neben ihrer Funktion als Ort, an welchem mRNAs abgebaut werden kdnnen, wird den P-bodies
auch die Aufgabe zur Lagerung translationsinhibierter mRNAs zugeschrieben, die unter
bestimmten Bedingungen wieder der Translation zugefiihrt werden kénnen. Die mRNA fir den
kationischen Aminoséuretransporter 1 (CAT-1) enthalt in ihrer 3"-UTR mehrer Bindungsstellen
fur die leberspezifische mIRNA mir-122. In Huh7-Zellen ist die durch mir-122
translationsinhibierte CAT-1-mRNA unter normalen Bedingungen mir-122 abhangig in P-bodies
lokalisiert. Unter bestimmten Stressbedingungen, wie der Behandlung der Zellen mit
Thapsigargin (Stress des Endoplasmatischen Retikulums), Arsenit (oxidativer Stress) oder dem
Entzug von Aminosauren, transloziert die CAT-1-mRNA aus den P-hodies an die Polysomen und
wird translatiert. Hierbei erfordert die Aufhebung der mir-122-vermittelten translationalen
Hemmung und die damit einhergehende Translokation der CAT-1-mRNA aus den P-bodies an die
Polysomen das ARE-bindende Protein HuR (Bhattacharyya et al., 2006). In Hefen konnte gezeigt
werden, dass in ungestressten Zellen eine an Polysomen assoziierte Reporter-RNA nach
Glucose-Entzug von diesen abdissoziiert und in die P-bodies geht. Nach erneuter Zugabe von
Glucose findet eine Umverteilung der Reporter-mRNA aus den P-bodies an die Polysomen statt
(Brengues et al., 2005).

Bei diesen beiden Beispielen handelt es sich um die einzigen Berichte, die P-bodies als Ort fur
MRNA-Speicherung klassifizieren, so dass diese Funktion von P-bodies zum jetzigen Zeitpunkt
schwécher belegt ist, als ihre Rolle beim mRNA-Abbau.

1.4.4 P-bodies und RNAI

In den letzten Jahren kristallisierte sich immer deutlicher eine Verbindung zwischen RNAI und P-
bodies heraus. So sind die humanen Ago-Proteine 1-4, neben ihrer diffusen Verteilung im Zytosol
auch in P-bodies lokalisiert (Jakymiw et al., 2005; Leung et al., 2006; Liu et al., 2005b; Liu et al.,
2005a; Sen and Blau, 2005). Die humanen Ago Proteine der Piwi-Familie hingegen befinden sich
nicht in P-bodies (Liu et al., 2005b). Die Lokalisation von humanem Ago2 in diesen
zytoplasmatischen Strukturen erfordert seine Fahigkeit kleine RNASs zu binden, aber nicht seine
katalytische Aktivitat (Liu et al., 2005b). Das in der Piwi-Doméne von humanem Ago2
evolutionar konservierte Serin752 spielt ebenfalls eine Rolle bei der P-body-Lokalisation. Jedoch
ist nicht bekannt, wie diese Aminoséure zur Lokalisation von Ago2 in den P-bodies beitragt (Zhou
et al.,, 2009). Neben der bereits erwédhnten Phosphorylierung von humanem Ago2 an Serin387
(Zeng et al., 2008) sowie seiner Hydroxylierung an Prolin700 (Qi et al., 2008) ist die Aktivitat des
Chaperon-Proteins HSP90 (Pare et al., 2009) wichtig flr eine P-body Lokalisation.

Abgesehen von Ago-Proteinen befinden sich auch miRNAs, siRNAs sowie ihre Ziel-mRNAS in
P-bodies (Jagannath and Wood, 2009; Jakymiw et al., 2005; Kedersha et al., 2005; Leung et al.,
2006; Lian et al., 2007; Liu et al., 2005b; Pauley et al., 2006). Fir siRNAs konnte gezeigt werden,
dass ihre Lokalisation in den P-bodies unabh&ngig von einer Ziel-mRNA ist, dass sie als
doppelstrangige siRNAs in den P-bodies ankommen und die Proteinmenge des P-body-Proteins
GW182 erhthen (Jagannath and Wood, 2009; Jakymiw et al., 2005). In murinen und humanen
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Zellen fihrt die Transfektion von siRNAs in Abhéngigkeit von einer Ziel-mRNA zu einer P-hody-
Zunahme in GroRe und Anzahl (Lian et al., 2007). Die Lokalisation durch miRNAs inhibierter
MRNAS in P-bodies ist abhangig von der Bindung der jeweiligen miRNA an ihre Ziel-mRNA (Liu
et al., 2005b).

Ago-Proteine sind nicht nur in P-bodies lokalisiert, sondern kolokalisieren und interagieren auch
mit P-body-Proteinen. Humanes Ago2 und Agol interagieren mit DCPla, DCP2 sowie mit
RCK/p54 (Chu and Rana, 2006; Liu et al., 2005b). Humanes Ago2 bindet ebenfalls an GW182.
Zudem scheinen GW182 sowie RCK/p54 sowohl in humanen als auch in D. melanogaster Zellen
eine entscheidende Rolle bei der RISC-Aktivitat zu spielen, welche durch miRNAs vermittelt
wird, die nicht perfekt komplemetdr zur Ziel-mRNA sind. Das Herunterregulieren dieser
Proteine mittels siRNA hat eine Abschwdchung der miRNA-vermittelten RISC-Aktivitat zur
Folge (Chu and Rana, 2006; Eulalio et al., 2007b; Liu et al., 2005a; Rehwinkel et al., 2005). In
einem in vitro Ansatz erhohte die Zugabe von GW182 die miRISC-vermittelte
Translationsinhibierung (Wakiyama et al., 2007).

RCK/p54 hat in humanen- und D. melanogaster-Zellen keinen Einfluss auf die RISC-Aktivitit,
welche durch siRNAs vermittelt wird, die perfekt komplementér zur Ziel-mRNA sind (Chu and
Rana, 2006; Eulalio et al., 2007b; Jagannath and Wood, 2009; Lian et al., 2007; Serman et al.,
2007), wahrend fiir die Beteiligung von GW182 an der siRNA-vermittelten RISC-Aktivitat
unterschiedliche Berichte existieren. Einige Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass das
Herunterregulieren von GW182 eine Abnahme der siRNA-vermittelten RISC-Aktivitat bewirkt
(Jakymiw et al., 2005; Lian et al., 2007), wahrend andere keinen (Jagannath and Wood, 2009;
Serman et al., 2007) oder einen moderaten Effekt (Chu and Rana, 2006; Liu et al., 2005a;
Rehwinkel et al., 2005) auf die sSiRNA-vermittelte RISC-Aktivitat beobachten konnten.

Das Depletieren von RCK/p54 oder GW182 geht einher mit dem Verschwinden von P-hody-
Strukturen, so dass die Vermutung nahe liegt, dass RNA-Interferenz die Anwesenheit von P-
bodies erfordert. Sowohl die miRNA-vermittelte als auch die siRNA-vermittelte RISC-Aktivitat
sind ohne mikroskopisch sichtbare P-bodies uneingeschrankt vorhanden. In humanen- sowie in D.
melanogaster-Zellen hat das Herunterregulieren von LSM1, was zum Verlust der P-bodies fuhrt und
daher mit einer vollstdndigen Abnahme von Ago2 aus den P-hodies einhergeht, weder einen
Einfluss auf die miRNA- noch einen Einfluss auf die siRNA-vermittelte RISC-Aktivitat (Chu and
Rana, 2006; Eulalio et al., 2007b). Dieses ist auch konsistent mit der Tatsache, dass nur 1-5% des
gesamten zelluldaren Ago2 in P-bodies nachgewiesen werden kdnnen (Leung et al., 2006). Die
Messung der RISC-Aktivitat in den genannten Beispielen erfolgte auf unterschiedliche Art und
Weise. Haufig wurde ein Luziferasereporter eingesetzt und die Luziferaseaktivitdt gemessen (Chu
and Rana, 2006; Eulalio et al., 2007b; Liu et al., 2005a; Rehwinkel et al., 2005). Ebenfalls wurden
die mRNA-Mengen mit Hilfe von Northernblots oder Real Time PCR bestimmt (Eulalio et al.,
2007b; Jagannath and Wood, 2009; Rehwinkel et al., 2005). Auch wurde die RISC-Aktivitat
anhand der Anderung der Proteinmenge des Zielproteins im Westernblot oder in der
Immunfluoreszenz abgeschatzt (Chu and Rana, 2006; Jakymiw et al., 2005; Lian et al., 2007,
Serman et al., 2007).
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Die P-body-Bildung in humanen- sowie in D. melanogaster-Zellen ist unter anderem vielmehr von
einem funktionsfahigen RNAI-Signalweg abhéngig und der damit einhergehenden Generierung
einer signifikanten Fraktion an nicht translatierten Ribonukleoproteinpartikeln. So resultiert das
Herunterregulieren von Drosha oder DGCR8 in Hela-Zellen mittels siRNA in einer Abnahme
von pre-miRNAs und reifer miRNAs und fiihrt zu einer Reduktion der P-bodies in Anzahl und
Grolie (Pauley et al., 2006). In D. melanogaster kommt es ebenfalls zu einer Verringerung der P-
body-Anzahl und —GroRe, wenn Drosha oder Pasha, aber auch Dicer-1, Dicer-2, Agol oder Ago2
herrunterreguliert werden (Eulalio et al., 2007b). Das Depletieren von humanem Ago2 hingegen
hat keinen Einfluss auf die P-body-Menge oder -Grdél3e (Lian et al., 2007).

Obgleich die aufgefuhrten Beispiele einen eindeutigen Zusammenhang zwischen P-body-
Strukturen und RNA-Interferenz aufzeigen, ist die Bedeutung dieser Verbindung noch
weitestgehend unerforscht.

1.4.5 P-bodies sind hochdynamische Strukturen

Wie bereits aus 1.4.1 ersichtlich, sind P-bodies dynamische Strukturen, welche durch eine Reihe
von Stimuli, vor allem solchen, die den Pool an nicht translatierter Polysomen-freier RNA in der
Zelle &ndern, induziert oder bis auf ein mikroskopisch nicht mehr sichtbares Mal reduziert
werden. Des Weiteren dndert sich die Anzahl und Grol3e der P-bodies nach Herunterregulieren
oder nach Uberexpression einer Reihe von P-body-Proteinen, aber auch von Proteinen, die nicht
in P-bodies lokalisiert sind, jedoch den Pool an Ribosomen-freier translationsinhibierter mRNA
beeinflussen. In Tabelle 1 sind die Auswirkungen der Depletion und Uberexpression von P-body-
Proteinkomponenten sowie die Auswirkung diverser Stimuli auf die P-body-Integritét
zusammengefasst.
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P-body- Funktion Effekt auf die P-body-Integritat nach Referenz

Komponente Depletion oder Uberexpression
Y ot Depletion: Zunahme der P-body-Grofe und - 1,2,6,7
XRNI 5'-3’-Exonuclease Anzahl (Mensch, S, Dm)
GW182 miRNA-Signalweg Depletion: Abnahme der P-hodies (Mensch) 1
Depletion: Zunahme in P-body-GroRe und - 1,2
. Anzahl (Mensch), Zunahme der P-body-GroRe
DCP2 Decapping Enzym (Dm); Uberexpression: Abnahme der P-bodies
(Mensch)
DCP1 Regulatorische Untereinheit des | Depletion: Zunahme in P-body-Grole und - 1
Decapping-Enzyms Anzahl (Sc)
Depletion: Abnahme der P-bodies (Mensch, 1
Hedls Decapping Co-Aktivator Dm); Uberexpression: Zunahme der P-body-
Grole und-Anzahl (Mensch)
Depletion: Leicht Abnahme der P-body-GroRe | 1
Patl Decapping Co-Aktivator (Sc); Uberexpression: Zunahme der P-body-
GroRe und -Anzahl (Sc)
EDC3 Decapping Co-Aktivator Uberexpression: Abnahme der P-bodies 1
(Mensch)
. Al Depletion: Abnahme der P-hodies (Mensch), fir | 1,2
LSm1-7 Decapping Co-AKktivator LSm1 u. 3 Dm), Zunahme der P-body-Anzahl
Komplex (S0)
Potentieller Decapping Co- _ hecli 1
LSm14 Aktivator Depletion: Abnahme der P-hodies (Mensch)
Depletion: Abnahme der P-bodies (Mensch, Sc, | 1,2
RCK/p54 Decapping Co-Aktivator, Dm); Uberexpression: Zunahme der P-body-
P Regulation der Translation GroélRe und -Anzahl (Mensch), Abnahme der
P-bodies (St)
elFAE-T Repressor der Translation Depletion: Abnahme der P-bodies (Mensch) 1
SMG7 NMD Uberexpression: Zunahme der P-body-GroRe 1
(Mensch)
UPF2 NMD Depletion: Zunahme der P-body-Grolie (Sc) 1
UPF3 NMD Depletion: Zunahme der P-body-Grolie (Sc) 1
Agol/?2 si/miRNA Signalweg Depletion: Abnahme der P-bodies (D.m) 2
Caf1-Ccr4-Not- . _ . 1
Komplex Deadenylierung Depletion: Abnahme der P-bodies (Mensch, Sc)
Nicht -P-body-
Komponenten
miRNA Biogenese Depletion; Abnahme der P-bodies (Mensch, 13

Drosha Dm)

DGCRS miRNA Biogenese IED);F)JIEUOH: Abnahme der P-bodies (Mensch, 13
Dicerl miRNA Biogenese Depletion: Abnahme der P-hodies (Dm) 2
Dicer2 miRNA Biogenese Depletion: Abnahme der P-hodies (Dm) 2
Stimuli

RNAse A RNA Degradation Abnahme der P-bodies (Mensch, Dm, Sc) 2,4,5

Actinomycin D Inhibierung der Transkription | Abnahme der P-hodies (Mensch, Dm, Sc) 2,4,5
Puromycin Inhibierung der Translation Zunahme der P-bodies (Mensch, Dm) 2,12
Cycloheximid Inhibierung der Translation Abnahe der P-bodies (Mensch, Dm, Sc) % 456,
Arsenit Oxidariver Stress Zunahme der P-bodies (Mensch) 8,9, 10
Hitzeschock Stress Zunahme der P-hodies (Mensch) 10
UV-Licht Stress Zunahme der P-hodies (Sc) 5
Hypo- . Osmotischer Stress Zunahme der P-hodies (Sc) 5
/Hyperosmolaritat
Glucosentzug Inhibierung der Translation Zunahme der P-hodies (Sc) 5,11
Nocodazol Mikrotubulidestabilisierung Zunahme der P-hodies (Mensch) 12
Vinblastin Mikrotubulidestabilisierung Zunahme der P-hodies (Mensch) 12

Tabelle 1: Auswirkung der Depletion und Uberexpression von Proteinen, sowie die Auswirkung diverser
Stimuli auf die P-body-Integritat
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Verénderte Tabelle nach (Eulalio et al., 2007a). 1: (Eulalio et al., 2007a), 2: (Eulalio et al., 2007b), 3:(Pauley et al.,
2006), 4: (Cougot et al., 2004), 5: (Teixeira et al., 2005), 6:(Andrei et al., 2005), 7:(Sheth and Parker, 2003), 8:(Lian et
al., 2007), 9: (Serman et al., 2007), 10:(Kedersha et al., 2005), 11:(Brengues et al., 2005), 12: (Aizer et al., 2008) Dm: D.
melanogaster, Sc: S. cerevisiae.

Die Grolie und Anzahl der P-bodies ist auch abhangig vom Zellzyklus. In der G1- und friihen S1-
Phase sind nur einige wenige und kleine P-bodies zu beobachten, die in der spaten S- und G2-
Phase in GroRe und Anzahl zunehmen. Unter dem Lichtmikroskop sind wéhrend der Mitose
keine P-bodies sichtbar, allerdings lassen sich in diesem Stadium des Zellzyklus unter dem
Elektronenmikroskop P-bodies mit einem Durchmesser von 50nm erkennen (Yang et al., 2004).
Damit besteht die Mdglichkeit, dass P-bodies durch Weitergabe von RNAs an die Tochterzellen
die Genexpression epigenetisch beeinflussen.

Die Bildung von P-bodies sowie die Expression von GW182 sind in proliferierenden im Vergleich
zu ruhenden Zellen erhéht (Yang et al., 2004) und in Hefezellen nimmt mit zunehmender
Zelldichte die Anzahl der P-bodies ab, wahrend ihre Grolie zunimmt (Teixeira et al., 2005).

Mit Hilfe von Photobleaching-Experimenten wurde die Dynamik einzelner P-body-Komponenten
genauer untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass ein Teil von DCPla und DCP1B
immobilisiert in den P-bodies vorliegt, wahrend sich ein anderer Teil im stdndigen Austausch mit
dem Zytosol befindet (Aizer et al., 2008; Kedersha et al., 2005; Leung et al., 2006). Hierbei hangt
die Austauschrate fir DCP1« von der P-body-GroRe ab und ist bei groRen geringer als bei kleinen
P-bodies (Kedersha et al., 2005). Auch bei Lsm6, 4ET, elF4E sowie bei den Ago Proteinen 1-4
gibt es sowohl eine in den P-bodies lokalisierte Fraktion, als auch eine die im Austausch mit dem
Zytosol steht (Andrei et al., 2005; Leung et al., 2006). Die Mehrheit an GW182- und FAST-
Proteinen liegt immobilisiert in den P-bodies vor und nur ein geringer Teil ist am Austausch mit
dem Zytosol beteiligt (Kedersha et al., 2005). Bei DCP2 handelt es sich um eine adynamische P-
body-Komponente, die tiberhaupt nicht im Austausch mit dem Zytosol steht (Aizer et al., 2008).
Nicht nur einzelne P-body-Komponenten sind dynamisch, vielmehr ist die gesamte P-body-Struktur
beweglich. P-bodies fiihren saltatorische Bewegungen aus, die haufig rdumlich begrenzt sind oder
seltener gerichtet sein kénnen. Diese Bewegungen sind mit der Interaktion von P-bodies mit dem
Mikrotubuli-Netzwerk zu erkléren. Die wenigen unbeweglichen P-bodies in der Zelle sind an
Aktinfilamente assoziiert. Die Behandlung der Zellen mit Nocodazol oder Vinblastin, welche an
die Tubulinmonomere binden und so die Mikrotubuli destabilisieren, fuhrt zur Reduktion der P-
body-Beweglichkeit sowie zur Zunahme ihrer Anzahl (Aizer et al., 2008). Aufgrund ihrer
Beweglichkeit konnen P-bodies zu groReren Strukturen fusionieren (Aizer et al., 2008; Yang et al.,
2004). Sie sind ebenfalls in der Lage mit Stress Granula (SG) (siehe unten) zu verschmelzen, vor
allem nach Uberexpression von TTP, BRF1 oder CPEBL1 (cytoplasmic polyadenylation element-binding
protein 1) (Kedersha et al., 2005; Wilczynska et al., 2005).

SGs sind eine zweite Klasse von RNP-enthaltenen zytoplasmatischen Strukturen, die sich unter
bestimmten Stressbedingungen wie Hitzeschock oder oxidativem Stress in Zellen bilden
(Kedersha et al., 2005). Sowohl P-bodies als auch SGs entstehen nur an nicht Polysomen-
assoziierter mRNA und enthalten eine Reihe gemeinsamer Proteine wie FAST, XRNI, elF4E
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(Kedersha et al., 2005), TTP, BRF1 (Stoecklin et al., 2004), BRF2 (Kedersha et al., 2005) und
Agol-4 (Leung et al., 2006). Es handelt sich hierbei allerdings um zwei unterschiedliche
Strukturen. Im Gegensatz zu P-bodies erfordert die Bildung von SGs die Phosphorylierung an
elF2q« (Kedersha et al., 1999) und sie sind in nicht gestressten Zellen nicht zu finden (Kedersha et
al., 2005). SGs zeichnen sich durch das Vorhandensein der Translationsinitiationsfaktoren elF3,
elF4A und elF4G sowie des Poly(A)-Bindeproteins 1 (PABP-1) und der kleinen ribosomalen
Untereinheiten aus. P-bodies hingegen werden durch die Komponenten des 5’-3'-mRNA-Abbau-
Apparats definiert. SGs besitzen eine irregulére Form, die sich dauernd andert. Zudem sind mit
mehreren Mikrometern groRer als P-bodies und nicht so beweglich wie diese (Anderson and
Kedersha, 2008). Da diese Strukturen aufler XRNI keine weiteren mRNA-abbauenden Proteine
enthalten, werden sie nicht mit mRNA-Abbau in Zusammenhang gebracht, sondern vielmehr als
Ort betrachtet, an dem translationsinhibierte polysomenfreie mRNA sortiert, umgestaltet und
exportiert wird, um erneut translatiert, abgebaut oder gelagert zu werden.

In der folgenden Abbildung 5 ist die Beziehung zwischen den verschiedenen
Ribonukleoproteinpartikeln in der Zelle zusammengefasst:

zytoplasmatische
nicht translatierte RNA

'_ ke W
whankt

TTP, AGO e
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Abbildung 5: Dynamische Beziehung zwischen verschiedenen Ribonukleoproteinpartikeln

mMRNA kann in der Zelle in vier verschiedenen Zustédnden existieren. Sie kann sich im Translationsprozess an den
Polysomen, im translational inhibierten Zustand im Zytoplasma, in P-bodies oder in Stress Granula befinden. Der
Abfall der Polysomen von der mRNA und der damit verbundene Translationsstop wird durch Kiirzung des poly(A)-
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Schwanzes oder durch Translationsinhibitoren herbeigefiihrt. Die zytoplasmatische, translationsinhibierte mRNA
kann erneut in den Translationsprozess gelangen. Solche mRNPs konnen allerdings auch Faktoren, welche am
mRNA-Abbau beteiligt sind, wie DCP1/2, Hedls oder EDC3 rekrutieren und mit diesen in P-bodies aggregieren. In
den P-hodies miissen sie nicht zwangslaufig abgebaut werden, sondern es besteht die Mdglichkeit, dass sie wieder der
Translation zugefiihrt werden. Die sich im Zytosol befindenden mRNPs kénnen auch mit TIAL und TIAR (TIA)
interagieren, welche zusammen mit G3BP-USP10 die Bildung von Stress Granula fordern. Auch die in Stress
Granula lokalisierten mRNAs konnen fir eine erneute Translation an die Polysomen translozieren. Es ist
wahrscheinlich, dass zwischen P-bodies und Stress Granula ein Austausch von mRNPs stattfindet. So ist eine Reihe
von Proteinen wie Ago oder TTP sowohl in P-hodies als auch in Stress Granula lokalisiert. G3BP: GTPase-activating
protein SH3 domain-binding protein, USP10: ubiquitin-specific processing protease 10, GIcNAc: O-linked N-acetylglucosamine. Die
ubrigen Abktirzungen sind dem Text zu entnehmen. Modifiziert nach (Anderson and Kedersha, 2009).

1.5 DCP1

DCP1 wurde zum ersten Mal durch Beelman et al. beschrieben, die zeigen konnten, dass dieses
Protein in S. cerevisiae wichtig fur die Entfernung des mRNA-Caps ist (Beelman et al., 1996). Mit
Hilfe eines In-Gel-asssays und eines Decapping-assays mit radioaktiv an ihrem Cap markierter
MRNA konnte dann demonstriert werden, dass aus S. cerevisiae hoch aufgereinigtes DCP1 in vitro
Decapping-Aktivitat besitzt. Aufgrund dieser Beobachtung wurde DCP1 als Decapping-Enzym in
Hefen betrachtet (LaGrandeur and Parker, 1998). Kurze Zeit spater wurde das Protein DCP2 in
S. cerevisiae entdeckt, welches ebenfalls in vitro und in vivo Decapping-Aktivitat aufwies und mit
DCP1 koimmunoprézipitierte. So konnte unter Verwendung eines spezifisch gegen die Cap-
Struktur gerichteten Antikorpers demonstriert werden, dass in einem Dcp2-defizienten
Hefestamm eine am Cap-radioaktiv markierte Reporter-mRNA Uberwiegend mit Cap-Struktur
vorlag. Die Durchfiihrung eines in vitro Decapping-assay mit erneut radioaktiv markierter mRNA
zeigte, dass Decapping-Aktivitdt mit DCP2 koimmunoprazpitierte (Dunckley and Parker, 1999).
Weitere Untersuchungen enthdillten, dass es sich sowohl in der Hefe als auch im Menschen bei
DCP2 um die katalytische und bei DCP1 um eine regulatorische Untereinheit des Decapping-
Enzyms handelt.

So ist rekombinantes Hefe- und rekombinantes humanes DCP2 in der Lage das Cap zu
entfernen, wéhrend rekombinantes DCP1 die Entfernung des Caps nicht katalysiert (Steiger et
al., 2003). Zudem enthélt Hefe-DCP2 eine klassische Nudix-Doméne mit einem konservierten
Nudix-Motiv, welches in einer Klasse von Pyrophosphatasen gefunden wird (Dunckley and
Parker, 1999; She et al., 2006). Humanes DCP2 verfiigt ebenfalls iber ein Nudix-Motiv (van Dijk
et al., 2002; Wang et al., 2002). Mutationen im Nudix-Motiv fihren zur Beeintrachtigung bis hin
zum vollstandigen Verlust der Decapping-Aktivitat des humanen- und Hefe-DCP2 (Dunckley and
Parker, 1999; She et al., 2006; Steiger et al., 2003; van Dijk et al., 2002; Wang et al., 2002). Hefe-
DCP1 verstarkt die Aktivitit von DCP2 und erlaubt eine effiziente Cap-Entfernung unter
Bedingungen unter denen DCP2 eine geringe Aktivitdt besitzt (She et al., 2006; Steiger et al.,
2003).

Die Rontgenkristallstrukturanalyse von DCP1 aus S. cerevisiae zeigt, dass es eine Ahnlichkeit zu
den Doméanen der EVH1/WH1 Familie aufweist. Diese Domdnen besitzen Prolin-reiche-
Sequenz-Bindungsstellen (PRS), die kritische aromatische Aminosduren beinhalten Uber die
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prolinreiche Proteine gebunden werden kdnnen. Der Vergleich der an der Oberflache liegenden
Aminosduren von DCP1 aus S.cerevisiae mit weiteren eukaryotischen DCP1-Sequenzen zeigt zwei
strukturell konservierte Regionen (Regionl und Region2). Eine weitere stark hydrophobe Region
ist im DCP1 aus der Hefe und in menschlichen DCP1-Proteinen konserviert. Die Regionl
entspricht der Bindungsstelle fur prolinreiche Sequenzen, wie sie in EVH1/WH1-Domanen
vorkommt und wird als Bindungsstelle fiir regulatorische Proteine betrachtet. Die beiden anderen
Regionen sind essentiell fur die Regulation der Decapping-Aktivitdt von DCP2, da Mutationen der
konservierten Aminosauren in diesen Regionen, die Decapping-Aktivitit von DCP2
beeintrachtigen, ohne allerdings die Bindung zwischen DCP1 und DCP2 zu beeinflussen (She et
al, 2004). Rodntgenkristallstrukturuntersuchungen  und  Kleinwinkelréntgenstreuungs-
untersuchungen eines DCP1-DCP2n (C-terminal trunkierte DCP2-Version)-Komplexes aus S.
pombe zeigen, dass die Interaktion zwischen DCP1 und DCP2 uber die N-Termini der Proteine
erfolgt und dass die drei strukturell konservierten Regionen in DCP1 nicht an der Bindung
beteiligt sind (She et al., 2008). DCP2 liegt in einer offenen wie geschlossenen Konformation vor.
Hierbei ist die geschlossene Konformation die katalytisch aktive, da Mutationen der
Aminosduren, die fiir das Einnehmen dieser Konformation verantwortlich sind, mit dem Verlust
der katalytischen Aktivitat von DCP2 einhergehen. DCP2 braucht sowohl ein Substrat als auch
DCP1 um eine geschlossene Konformation einzunehmen. Dabei wird der Ubergang von offener
zu geschlossenen Konformation durch das Substrat induziert und durch die Bindung von DCP1
stabilisiert (She et al., 2008).

Im Menschen existieren die zu DCP1 aus S. cerevisiae homologen Proteine hDCP1o und hDCP1g,
welche durch zwei unterschiedliche Gene kodiert werden (van Dijk et al., 2002). Sie besitzen in
ihrem N-Terminus zwei konservierte Regionen, die zu 26% identisch mit dem N-und C-
Terminus von DCP1 aus S.cerevisiae sind (Lykke-Andersen, 2002). Der C-Terminus der humanen
DCP1-Proteine ist weniger gut konserviert und fehlt in DCP1 aus S. cerevisiae (van Dijk et al.,
2002). hDCP1a und hDCP1p sind Uber ihre N-Termini zu 68% und tber ihre gesamte Lange zu
31% identisch (Lykke-Andersen, 2002). Bislang liegen keine Daten vor, die zeigen, dass hDCP1«
und hDCP1p unterschiedliche Funktionen austiben, so dass in den meisten Féllen hDCPla in
Experimenten eingesetzt wird (Aizer et al., 2008; Fenger-Gron et al., 2005).

Die regulatorische Funktion der humanen DCP1-Proteine bei der Entfernung des Caps durch
DCP2 ist weniger gut verstanden als die des Hefehomologs. Lykke-Andersen et al. konnten
zeigen, dass Uberexprimiertes hDCP1« und hDCP2 RNA-unabhédngig koimmunoprazipitieren
(Lykke-Andersen, 2002). Fenger-Gron et al. konnten zudem demonstrieren, dass anders als bei
der Interaktion zwischen den DCP-Proteinen aus der Hefe, flr eine stabile Bindung zwischen
hDCPla und hDCP2 ein drittes Protein namens Hedls erforderlich ist. Hedls interagiert mit
DCP2 und wesentlich schwécher mit DCP1« und filhrt nach Uberexpression zu einer stabilen
Interaktion zwischen DCPla und DCP2 sowie zu einer Stabilisierung von DCP2. Der
Mechanismus uber den Hedls die Bindung zwischen DCP1a und DCP2 fordert, muss allerdings
noch geklart werden (Fenger-Gron et al., 2005). Die Notwendigkeit der Anwesenheit von Hedls
fur eine stabile hDCP1«/hDCP2-Interaktion kann eine Erklarung daftr sein, dass anders als
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rekombinantes Hefe-DCP1, rekombinantes hDCPlo nicht in der Lage ist die Akdvitdt von
rekombinantem hDCP2 zu stimulieren (Lykke-Andersen, 2002; van Dijk et al., 2002). hDCP1«
ist jedoch fur die Aktivitdit von DCP2 wichtig, da in HEK-Zellen Uberexprimierte DCP1«-
Mutanten, von denen gezeigt wurde, dass sie in Hefen die Decapping-Aktivitat beeintrachtigen, zu
einem Verlust der Decapping-Aktivitst von DCP2 fuhren ohne die Bindung zu DCP2 zu
beeinflussen (Lykke-Andersen, 2002). hDCPl« bildet asymmetrische, trimere Komplexe tber
einen Bereich in seiner C-terminalen Domadne (As 539-582), der zwischen Metazoen konserviert
ist. Die Trimer-Bildung ist wichtig fiir die Interaktion mit DCP2 sowie Hedls und somit fiir eine
effiziente Decapping-Aktivitat. Zudem spielt sie eine wesentliche Rolle bei der Akkumulation von
hDCP1a in P-bodies (Tritschler et al., 2009).

Neben seiner Funktion beim mRNA-Abbau, wird humanem DCPla eine Rolle als
transkriptioneller Co-Aktivator im TGFg-Signalweg zugesprochen. Es konnte gezeigt werden,
dass hDCPlo mit SMAD4 interagiert und nach Aktivierung durch TGFB oder BMP4 (bone
morphogenic protein 4) SMAD4-abhéngig in den Kern transloziert. hDCP1a besitzt intrinsische,
TGFp-induzierbare transkriptionelle Aktivitat, die in Sdugetierzellen von SMAD4 und p300/CBP
abhéngig ist. Zudem resultiert die Aufhebung der SMAD4/hDCP1«-Bindung in einer
verminderten transkriptionellen Aktivitdt von SMAD4 (Bai et al., 2002).

1.6 Fragestellung

JNK (bt die meisten seiner Funktionen tber die Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren
wie c-Jun aus und kann dadurch nach Aktivierung durch proinflammatorische Zytokine wie 1L-1
oder Stress unter anderem die Expression sekunddrer proinflammatorischer Zytokine wie CCL2
regulieren. Der Beitrag von JNK an posttranskriptionellen Regulationsmechanismen ist weniger
gut erforscht, auch wenn bekannt ist, dass JNKs an der ARE-vermittelten Stabilisierung von
MRNASs beteiligt sind. In der Arbeitsgruppe Kracht konnte Ago2 als neues JNK-interagierendes
Protein identifiziert und so eine interessante Verbindung zwischen zwei Proteinen geschaffen
werden, die eine entscheidende Rolle bei der Regulation von Genexpression auf
unterschiedlichen Ebenen austiben.

Ein Ziel dieser Arbeit war es daher, die Bindung zwischen JNK und Ago2 naher zu
charakterisieren, vor allem da zu Beginn dieser Arbeit keine Signaltransduktionsmechansimen
beschrieben waren, welche die Ago2-Funktionen regulieren.

Im Zuge der Diplomarbeit wurde bereits versucht die Interaktionsdoméne von Ago2 (iber die es
an JNK bindet einzugrenzen. Diese Arbeiten sollten an dieser Stelle fortgesetzt werden. Unter
anderem sollte tberpruft werden, ob die vier potentiellen MAP-Kinase docking sites in Ago2 an der
JNK-Bindung beteiligt sind und ob die Interaktion zwischen Ago2 und JNK RNA-abhéngig ist.
Ago? ist ein RNA-bindendes Protein und seine Bindung an eine Reihe von Proteinen wird iber
RNA vermittelt.
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Weiterhin sollte der offensichtlichen Frage nachgegangen werden, ob Ago2 durch JNK oder
JNK-abhangig phosphoryliert wird und ob JNK und seine Aktivierung die Ago2-RISC-Aktivitét
beeinflussen.

In Vorarbeiten zu dieser Promotion durchgefiihrte screening-Experimente zeigten, dass eine kleine
Anzahl an miRNAs in JNK1/27 murinen embryonalen Fibroblasten (JNK1/27 MEFs) im
Vergleich zu c-Jun Wildtyp murinen embryonalen Fibroblasten (c-JUN Wt MEFs) verdndert
exprimiert vorlagen. Die Bindung einiger dieser miRNAs an Ago2-Komplexe sollte unter INK-
stimulierenden Bedingungen in HEK 293 IL1-R-Zellen analysiert werden.

Der Ago2/INK-Komplex sollte zudem mit Hilfe von indirekter Immunfluoreszenz untersucht
werden. Da bekannt ist, dass Ago2 unter anderem in P-bodies lokalisiert ist, sollte zu diesem
Zweck GFP-DCP1« als P-body-Marker verwendet werden.

Im Zuge der Immunfluoreszenzuntersuchungen konnte ein Einfluss von JNK und seiner
Aktivierung auf die Lokalisation von GFP-DCPla in der Zelle beobachtet werden. Da die
Mechanismen, welche die Lokalisation von P-body Proteinen in der Zelle beeinflussen, noch sehr
unerforscht sind, war es von Interesse die im Rahmen dieser Arbeit gemachte Beobachtung
weiter zu verfolgen. Hierbei sollte untersucht werden, ob DCP1« mit JNK interagiert und ob und
an wecher/welchen Aminoséaure(n) es durch JNK oder JNK-abhédngig phosphoryliert wird. Zu
diesem Zeitpunkt war lediglich beschrieben, dass DCP1« aus der Hefe konstitutiv phosphoryliert
wird, allerdings verfugen Hefen tber keine zu JINK homologe Kinase.

Falls diese Untersuchungen erfolgreich verlaufen, sollte(n) die Phosphorylierungstelle(n) naher
auf ihre Funktion hin charakterisiert werden. Dabei sollte vor allem Uberprift werden, ob die
Phosphorylierung fiir die beobachtete JNK-abhéngige Lokalisationsanderung von GFF-DCP1«
verantwortlich ist.
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2 Material und Methoden

2.1 Verbrauchsmaterial

Alle verwendeten Plastikwaren und Einwegmaterialien wie Eppendorfgefédlie, Falcontubes oder
Pipettenspitzen wurden von den Firmen Brand, Eppendorf, Greiner, Neolab, Nunc, Omnilab,
Roth oder Sarstedt bezogen.

2.2 Gerate

Elektrophorese-, Westernblot- und Fotografiesysteme
Biometra BioDoc Analyze UV-Transilluminator

Biotec Fisher PHERO-STAB 0632 Spannungsgerat

Hoefer Mighty Small, SE250/260 Gelelekrophorese-Apparatur
Mupi-One Elektrophoresekammer

Schleicher&Schuell Semi-Dry-Blotter

Sigma Vertikale duale Elektrophoresekammer

Mikroskope und Photometer

Agilent 2100 Bioanalyzerm, Agilent Technologies
Leica DM IRE2

Leitz Diavert

Leitz Laborlux 11

Nano Drop ND-1000 Spectrophotometer
Shimadzu Spektralphotometer UV-160A

Zeiss Axiovert 200M mit Kameraausstattung

Verschiedenes

EG&G Berthold Lumat LB 9507 Luminometer
Eppendorf Thermomixer 5436

Heidolph Vortex-Gerét

Landgraf Thermocycler

Lauda C6 CS Wasserbad

Biometra TProfessional

Perkin Elmer ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (DNA-Sequenzer)
Protec Optimax Filmentwicklermaschine

7500 Fast Real Time PCR System, Applied Biosystem
Ziegra Eismaschine

ELISA-Reader (Firma Dynatech)

Waagen
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Chyo Electronic Balance MP-3000
Sartorius analytic

Zellkultur

GFL Wasserbad

Heraeus Brutschrank CO, Autozero
Heraeus Sterilwerkbank Lamin Air HB 2472

Zentrifugen
Beckmann J2-21 Centrifuge

Beckmann L8-70M Ultracentrifuge

Beckmann TL-100 Ultracentrifuge

Heraeus Biofuge Fresco

Heraeus Biofuge Pico

Sorvall RC2B

Sorvall RT6000 Refrigerated Centrifuge (DuPont)
Sigma 4K15

Sigma 6K10

2.3 Chemikalien und Losungsmittel

Die verwendeten Chemikalien wurden, sofern nichts anderes vermerkt ist, von den Firmen
Baker, Biomol, Fluka, Invitrogen, Merck, Pharmacia, Promega, Serva und Sigma bezogen
(Qualitatsstufe "p.a.", "Fir die Molekularbiologie™ oder "cell culture grade™).

2.4 Allgemeine Puffer und Losungen

ATP-Puffer (pH 7,4) 150mol/I Tris
30mmol/Il MgCl,

Auskochpuffer fir Dialyseschlauch 10mol/I EDTA
100mol/I NaHCO,

Coomassie Brilliant Blue-LAsung 0,1% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G 250
50% (v/v) Methanol

20% (v/v) Essigsaure

Dialysepuffer 20mol/| Tris
100mol/1 NaCl
mit HCI auf pH 7,4 einstellen
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4xDNA-Auftragspuffer

Elutionspuffer

Entfarberlésung

2xHEBS (sterilfiltriert)

Hochsalzpuffer (pH 8,0)
(Fur 1solierung von miRNAs)

IP-Puffer fiir Kinaseversuche

10xLaemmli-Laufpuffer

4xLaemmli-Auftragspuffer

50% (v/v) Glycerol

1mmol/I EDTA (pH 8)
0,25% (w/v) Bromphenolblau

20mmol/I Glutathion
50mmol/I Tris
mit HCI auf pH 7,4 einstellen

30% (v/v) Methanol
1% (v/v) Ameisensaure

0,28mol/I NacCl

0,05mol/I HEPES

1,5mmol/l Na,HPO,

pH 7,05 mit 5mol/I NaOH einstellen
1%(v/v) Ameisenséure

10mmol/I Tris

1000mmol/I NaCl

1% (v/v) NP-40

20mmol/1 B-Glycerophosphat

0,Ammol/I Natriumvanadat

0,dmmol/I EDTA

10mmol/I Natriumfluorid

In einfacher Konzentration werden diesem kurz
vor Gebrauch frisch zugesetzt:

2mmol/I DTT

1xTBS

1%(v/v) Triton X-100
1mmol/l Na,vVO,
2mol/I DTT
50mmol/l NaF

0,5mol/I Tris

1,92mol/1 Glycin
0,5% SDS

100mmol/I Tris (pH 8,8)
8% (w/v) SDS
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LB-Medium

LB-Platten

Luziferase-Reagenz

Lysepuffer flr Reportergenversuche

PBS

Sammelgelpuffer

10xSemi Dry Blotpuffer

4xSpeziallysepuffer (pH 7,05)

24% (v/v) Glycin
16% (v/V) B-Mercaptoethanol
0,02% (w/v) Bromphenolblau

10g BactoTrypton
5g Hefeextrakt
10g NaCl

mit ddH,O auf 1l auffiillen und autoklavieren

18,59 Standard I-Nahragar (Merck)

mit ddH,O auf 0,51 auffullen und autoklavieren

200mmol/I Tricin

10,7mmol/I (MgCO,)4Mg(OH), * 5H,0
26,7mmol/1 MgSO,

333mmol/I DTT

10mg Coenzym A

5,931mg Na-Luziferin

5,3mmol/I ATP

100mmol/I KH,PO,

100mmol/I K,HPO,

0,2% (v/v) TritonX-100

Unmittelbar vor Gebrauch hinzufugen:
lug/ml Pepstatin

10pg/ml Leupeptin

1mmol/l PMSF

137mmol/| NaCl
2,7mmol/l KCI
4,3mmol/l Na,HPO,
1,Ammol/I KH,PO,

1mol/I Tris (pH 6,8)
30,25¢g Tris
144,29 Glycin

20% Methanol

40mmol/I1 Tris
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4xTAP-Binde -und 1gG-Lyse-Puffer
(Fir Koimmunoprazipitation)

4xTAP-Binde -und 1gG-Lyse-Puffer
(Far Isolierung von miRNAS)

120mmol/| Natriumpyrophosphat
200mmol/Il NaCl

200mmol/l NaF

8mmol/l Na,vVO,

4% (v/v) Triton X-100

80mmol/1 3-Glycerophosphat

In einfacher Konzentration werden diesem kurz
vor Gebrauch frisch zugesetzt:
0,5mmol/l PMSF

0,5ug/ml Leupeptin

0,5ug/ml Pepstatin

Tumol/1 Microcystin

40mmol/I Tris pH 8,0

1200mmol/1 NaCl

0,4% (v/v) NP-40

80mmol/1 3-Glycerophosphat
0,4mmol/| Natriumvanadat
0,4mmol/I EDTA

40mmol/| Natriumfluorid

Dem4xPuffer werden kurz vor Gebrauch frisch
zugesetzt:

1Immol/I DTT

1mmol/l PMSF

Tumol/1 Pepstatin

2,5ug/1 Leupeptin

40mmol/I Tris/ pH 8,0

1200mmol/1 NaCl

4% (v/v) NP-40

80mmol/1 3-Glycerophosphat

0,4mmol/I Natriumvanadat

0,4mmol/I EDTA

40mmol/I Natriumfluorid

In einfacher Konzentration werden diesem kurz
vor Gebrauch frisch zugesetzt:

2mmol/I DTT

100U/ml  RiboLock™  RNAse  Inhibitor
(Fermentas)

1xProtease Inhibitor Cocktail (Roche)
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TAE-Puffer

TBS-Puffer (pH 7,4)

TBST-Puffer

Trenngelpuffer

Tris/NaCl-Puffer (pH 8,0)
(Fur 1solierung von miRNAs)

TSS-LOsung

4dmmol/I Tris
0,11% (v/v) Essigséure
1Immol/I EDTA

10mmol/I Tris
1,54mol/I NaCl

TBS-Puffer mit 0,05% (v/v) Tween 20

1mol/I Tris (pH 8,8)

20mmol/I Tris
150mmol NaCl

10% (w/Vv) Polyethylenglycol 6000
5% (v/v) DMSO

50mmol/l MgSO,-7 H,0O

in LB-Medium

2.5 Kits und gebrauchsfertige Reagenzien und Materialien

Agilent RNA 6000 Nano Kit

Bradford-Kit

DDT GibcoBRL

dNTP Set New England Biolab, Fermentas
Dialyse Schlauch Spectrapor MWCO 6000-8000
DuoSet ELISA Development System Human IL-8 R&D Systems

ECL-Filme GE Healthcare

ECL Western blotting detection reagent and analysis GE Healthcare

system

Filterpapier Whatman

Gateway LR Clonase Il Enzym Mix Invitrogen

GFX Micro Plasmid Prep Kit

GSH-Sepharose
Hank’s BSS

Agilent Technologies

Protein Assay Dye Reagent, Bio Rad

GE Healthcare
GE Healthcare
PAA

Immobilion Western Chemiluminescent HRP-Substrate Millipore

Luminescent 3-Galactosidase Detection Kit 11
mirVana miRNA lIsolation Kit
NucleoBond PC500 (Maxi Prep Kit)

BD Biosiences Clontech
Ambion
Macherey-Nagel
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NucleoSpin RNA 11 Kit

pPENTR/D-TOPO Cloning Kit

Optical Adhesive Covers

Optical 96-Well Fast Thermal Cycling Plates
Protein A-Sepharose

Protein G-Sepharose

PVDF-Membran

QIAquick PCR Purification Kit

QIAquick Gel Extraktion Kit

Roéntgenfilme Biomax-ML, Biomar-MR
Sequencing Ready Reaction Kit

TagMan MicroRNA Reverse Transcripton Kit
TagMan 2xUniversal PCR Master Mix ,

No AmpErase UNG

Vivaspin 2 ml Concentrator RC, 10000 MWCO
y-*P-ATP

Zellkulturmaterial

2.6 Enzyme und Enzympuffer
Dpnl (10U/ )

ECORI (20U /ul)

Pfu-Polymerase (2,5U/pl)

Proteinase K (600-1000U/ml)

RNase A (10mg/ml, >5000U/mg Protein)
Sall (20U /ul)

Tag-Polymerase (5U/pul)

MMLYV Reverse Transkriptase (200U/ml)

Zu den meisten Enzymen gab es die entsprechenden Puffer derselben Firmen, in denen die

Macherey-Nagel
Invitrogen

Applied Biosystems
Applied Biosystems
GE Healthcare

GE Healthcare
Millipore

Qiagen

Qiagen

Kodak

Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems

Vivascience
GE Healthcare
Nunc

MBI Fermentas
MBI Fermentas
MBI Fermentas
MBI Fermentas
MBI Fermentas
MBI Fermentas
MBI Fermentas
MBI Fermentas

jeweiligen Enzyme nach Herstellerangaben eingesetzt worden sind.

2.7 Inhibitoren

Calyculin A
PD98059
SB203580
SC-514
SP600125
Wortmannin

Cell Signaling

Alexis Bichemicals

Calbiochem
Biomol

Tocris Biosience
Alexis Biochemicals
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RNase Inhibitor 20U /ul
RNase Inhibitor RiboLo

2.8 Standards
DNA-Standards

O’GeneRuler™ 100bp DNA Ladder [GroRe der Fragmente in bp:
1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100, 80]

O’GeneRuler™ 1kb DNA Ladder [GrofRe der Fragmente in bp:
10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000,

750, 500, 250]

Protein-Standards

ck 40U/l

Low Molecular Weight Calibration Kit for Electrophoresis

Gewicht Protein
97kD Phosphorylase B
66kD Albumin
45kD Ovalbumin
30kD Carboanhydrase
20kD Trypsininhibitor
14kD «-Lactalbumin

Prestained Protein Molecular Weight Marker

Gewicht Protein

120kD [-Galaktosidase
84kD Kélberserumalbumin
47kD Ovalbumin
34kD Carboanhydrase
26kD [-Lactoglobulin
20kD Lysozym

PageRuler™ Unstained Protein Ladder

Gewicht

Protein

200kD nicht bekannt

150kD

Applied Biosystems
MBI Fermentas

MBI Fermentas

MBI Fermentas

Amersham Biosciences

MBI Fermentas

MBI Fermentas
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120kD
100kD
85kD
70kD
60kD
50kD
40kD
30kD
25kD
20kD
15kD
10kD

Unstained Protein Molecular Weight Marker

Gewicht
116kD
66,kD
45kD
35kD
25kD
18,4kD
14,4 kD

Protein

B-Galaktosidase
Kaélberserumalbumin

Ovalbumin
Lactat-Dehydrogenase
Restriktionsenzym Bsp98lI (E.coli)
[-Lactoglobulin

Lysozym

2.9 Oligonukleotide

Samtliche Oligonukleotide wurden von der Firma MWG bezogen.

Mutageneseprimer

Primer zur Herstellung von pCMVT7Ag02,;,,

MBI Fermentas

Name Sequenz

Ago2se APAZ 5”-CAGCCAGTAATCGAGTTTGTT...
GGACAAAGATGTATTAAAAAATTAACG-3”

Ago2as APAZ 5”-CGTTAATTTTTTAATACATCTTTGTCC..

AACAAACTCGATTACTGGCTG-3”

Primer zur Herstellung von pPCMVT7Ag02,p1:1

Name

Sequenz

Ago2se APTWI

57 -GAACACGTATGCGGGCCTGCAG...
GATAAGGAACATGACAGTGCTGAAG-3”

Ago2as APTWI

57 -CTTCAGCACTGTCATGTTCCTTATC...
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CTGCAGGCCCGCATACGTGTTC-3”

Primer zur Herstellung von pPCMVT7Ag02-C ;5505 UNd pPCMVT7AQ02-C 515505 aseos71

Name

Sequenz

Ago2se A513-523

57 -CGGCACCTGAAGAACACGTAT...
GGCAAGACGCCCGTGTAC-3”

Ago2as A513-523

57 -GTACACGGGCGTCTTGCC...
ATACGTGTTCTTCAGGTGCCG-3”

Primer zur Herstellung von pPCMVT7Ag02-C ;,57, UNd pPCMVT7AQ02-C 515 505 aseos71

Name

Sequenz

Ago2se A562-571

57 -ACGCCACAGACCCTGTCC...
GGAGGCGTGAACAACATCC-3”

Ago2as A562-571

57 -GGATGTTGTTCACGCCTCC..
GGACAGGGTCTGTGGCGT-3”

Primer zur Herstellung von pPCMVT7Ag02-C, ;.57

Name

Sequenz

Ago2se A513-570

57 -GACAGCGTGGAGCCCATGTTC...
CTGGGAGGCGTGAACAAC-3~

Ag0o2as A513-570

57 -GTTGTTCACGCCTCCCAG...
GAACATGGGCTCCACGCTGTC-3”

Primer zur Herstellung von pPCMVT7Ag02-N ;. UNd pPCMVT7Ag02-N 41 mut

Name Sequenz

Ago2se dslmutl 57 -CAAGGACAGGCACGCGGCGGTTGCGCGCTACCCCCACCTCCC-3”
Ago2as dslmul 57 -GGGAGGTGGGGGTAGCGCGCAACCGCCGCGTGCCTGTCCTTG-3”
Ago2se dslmut 57 -GTGGCCCAGTATTTCGCGGACGCGGCCGCGGCGGTTGCGCGC-3”
Ago2as dslmut 57 -GCGCGCAACCGCCGCGGCCGCGTCCGCGAAATACTGGGCCAC-3”

Primer zur Herstellung von pPCMVT7Ag02-N o UNd pPCMVT7Ag02-N joomut

Name Sequenz

Ago2se ds2mutl 57 -GCAGAAACACACCTACGCTCCCGCGGAGGTCTGTAACATTG-3~
Ago2as ds2mul 57 -CAATGTTACAGACCTCCGCGGGAGCGTAGGTGTGTTTCTGC-3~
Ago2se ds2mut 57 -GTCGGACAGGAGCAGGCAGCCACCTACGCTCCCGCG-3~
Ago2as ds2mut 57 -CGCGGGAGCGTAGGTGGCTGCCTGCTCCTGTCCGAC-3~

Primer zur Herstellung von pEGFP-DCP1aS60/62A
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Name

Sequenz

DCP1lase S60/62A

57 _CGTATATCGAAGGGCAGCTGCCCCTTACCATGG-3"

DCPlaas S60/62A

57 _CCATGGTAAGGGGCAGCTGCCCTTCGATATACG-3"

Primer zur Herstellung von pEGFP-DCP1aS142/144A

Name Sequenz
DCPlase S142/144A | 57 -GCTCGGGACAAACAGGCTCCCGCCCAGGCCAATGGCTGC-3”
DCPlaas S142/144A | 57 -GCAGCCATTGGCCTGGGCGGGAGCCTGTTTGTCCCGAGC-3”

Primer zur Herstellung von pEGFP-DCP14S179/180A

Name Sequenz
DCPlase S179/180A | 57 -GGTGACTCAAATATCGCCGCCCCTGGGTTACAGCC-3~
DCP1laas S179/180A | 57 -GGCTGTAACCCAGGGGCGGCGATATTTGAGTCACC-3”

Primer zur Herstellung von pEGFP-DCP1«T289/290A

Name Sequenz
DCPlase T289/290A | 57 -CCAGCCTGAAATCGCCGCCCCGGTGCTAATC-3~
DCPlaas T289/290A | 57 -GATTAGCACCGGGGCGGCGATTTCAGGCTGG-3~

Primer zur Herstellung von pEGFP-DCP1«S315A und pEGFP-DCP1aS315/319A

Name Sequenz
DCPlase S315A 57 -CTACACAATCCCGTTGGCCCCTGTTCTCAGTCCC-3”
DCP1laas S315A 57 -GGGACTGAGAACAGGGGCCAACGGGATTGTGTAG-3”

Primer zur Herstellung von pEGFP-DCP10S315D und pEGFP-DCP12S315/319D

Name

Sequenz

DCP1lase S315D

57 -CTACACAATCCCGTTGGACCCTGTTCTCAGTCCC-3”

DCPlaas S315D

57 -GGGACTGAGAACAGGGTCCAACGGGATTGTGTAG-3~

Primer zur Herstellung von pEGFP-DCP1aS315E und pEGFP-DCP1aS315/319E

Name Sequenz
DCPlase S315E 57 -CTACACAATCCCGTTGGAGCCTGTTCTCAGTCCC-3”
DCP1laas S315E 57 -GGGACTGAGAACAGGCTCCAACGGGATTGTGTAG-3”

Primer zur Herstellung von pEGFP-DCP1aS319A und pEGFP-DCP1aS315/319A

Name

Sequenz

DCP1lase S319A

57 -CCCTGTTCTCGCTCCCACTCTGCCAGCTG-3~

DCPlxas S319A

57 -CAGCTGGCAGAGTGGGAGCGAGAACAGGG-3~
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Primer zur Herstellung von pEGFP-DCP10S319D und pEGFP-DCP10S315/319D

Name Sequenz
DCPlase S319D 57-CCTGTTCTCGATCCCACTCTGCCAGCTG-3~
DCPlaas S319D 57 -CAGCTGGCAGAGTGGGATCGAGAACAGG-3~

Primer zur Herstellung von pEGFP-DCP1aS319E und pEGFP-DCP1aS315/319E

Name Sequenz
DCPlase S319E 57 -CCTGTTCTCGAGCCCACTCTGCCAGCTG-3”
DCP1laas S319E 57 -CAGCTGGCAGAGTGGGCTCGAGAACAGG-3”

Primer zur Herstellung von pEGFP-DCP1aS334A

Name Sequenz
DCPlase S334A 57 -CAGGTTCCCCCCGCCTTACCTCGAAACAGC-3~
DCPlaas S334A 5”7 -GCTGTTTCGAGGTAAGGCGGGGGGAACCTG-3”

Primer zur Herstellung von pEGFP-DCP1«T347/348A

Name Sequenz

DCPlase T347/348A | 57 -GCAGGCAGTGAAGGCCGCGCCTAGACAGAGG-3”

DCPlaas T347/348A | 57 -CCTCTGTCTAGGCGCGGCCTTCACTGCCTGC-3~

Primer zur Herstellung von pEGFP-DCP1aS353A

Name Sequenz
DCPlase S353A 57 -CGCCTAGACAGAGGGCTCCACTCCTGAACC-3”
DCPlaas S353A 57 -GGTTCAGGAGTGGAGCCCTCTGTCTAGGCG-3”

Primer zur Herstellung von pEGFP-DCP1«T401A

Name Sequenz
DCPlase T401A 57 -CAGAAACTCAGGTTGGCCCCACAGCATGACC-3”
DCPlaas T401A 57 -GGTCATGCTGTGGGGCCAACCTGAGTTTCTG-3”

Primer zur Herstellung von pEGFP-DCP1aS422A

Name Sequenz
DCPlase S422A 57 -GGTAGCCAGCTTTGCTCCGGCAGCTGGTCAG-3~
DCPlaas S422A 57 -CTGACCAGCTGCCGGAGCAAAGCTGGCTACC-3”

Primer zur Herstellung von pEGFP-DCP14S522/523/525A

Name Sequenz
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DCP1lase §522/523/525A | 57 -CCTTGAGAGGAAAGCCGCCGCC

CCTGCTCCTCTAACTATTGG-3”

DCP1laas S522/523/525A | 57 -CCAATAGTTAGAGGAGCAGGGGCGGC

GGCTTTCCTCTCAAGG-3”

Primer zur Herstellung von pEGFP-DCP1«T531A

Name Sequenz
DCPlase T531A 57 -CTCCTCTAACTATTGGAGCGCCAGAAAGTCAGAG-3”
DCPlaas T531A 57-CTCTGACTTTCTGGCGCTCCAATAGTTAGAGGAG-3~

Klonierungsprimer:

Primer fir Klonierung von pDESTDCP1« und pDESTDCP1aS315A

Name Sequenz
pDESTDCPlase 57 -CACCGGATTCAAGAAGGCGGCGCTGAG-3”
pDESTDCP1aas 57 -GAATTCTCTGCTCCAGTCATAGGTTG-3~

Sequenzierprimer:

Name

Sequenz

DCP1lase 505-525

57 -GAGAGGAATCAGATGGGTGAC-3”

DCP1ase 1006-1026

57 -CCTCGAAACAGCACCATGATG-3”

Ago2se 1858-1875

57 -GAAGAAGCCCTCCATTGC-3”

Ago2se 2251-2268

57 -CACGAAAATCACCCACCC-3~

Ago2seEcoRI 1589-1612

57 -GCGCGAATCCATGCTGGTGGTGGTCATCCTGCCCGGC-3”

Ago2se EcoRI 1273-1291

57 -ATAATAGAATTCATGAAAGCTATTGCGACCCCTGTC-3~

Ago2se EcoRI 808-833

57 -ATAATAGAATTCATGACGGACTGTGGGCAGATGAAGAG
GAA-3”

Ago2se EcoRI 385-408

57 -ATAATAGAATTCATGAAGGTGTCCATCAAGTGGGTG
TCC-3~

CMV

57 -AATCAACGGGACTTTCC-3”

TagMan MicroRNA Assays, TagMan Assays on Demand Applied Biosystems

Name Assay 1D
hsa-mir-23b 000400
hsa-mir-135a 000460
hsa-mir-141 000463
hsa-mir-146a 000468
hsa-mir-186 002285
hsa-mir-210 000512




Material und Methoden 42

hsa-mir-214 002306
RNU6B 001093
IL-8 Hs00174103_m1
B-Aktin Hs99999903 m1

siRNA-Oligonukleotide

Name Sequenz
Luziferase 57 -CGUACGCGGAAUACUUCGAUU-3~
37 -UUGCAUGCGCCUUAUGAAGCU (MWG Biotech)

2.10Antikorper und rekombinante Proteine

e anti-phospho-p38-Antikdrper (Thr180/Tyr185) (Biosource)
polyklonaler affinitatsaufgereinigter Antikérper aus Kanninchen, Immunisierung erfolgte mit
einem synthetischen phospho-Thr180/Tyr182-Peptid, abgeleitet von humanem p38

e anti-p38-Antikorper (SAK7) ( Prof. Dr. J. Saklatvala, London, England)
Kanninchenserum (nicht aufgereingt), immunisierendes Peptid abgeleitet vom C-Terminus von
p38a (ISFVPPLDQEEMES)

e anti-Ago2-Antikorper (Abnova Corporation)
monoklonaler affinitdtsaufgereinigter Antikdrper aus Maus, Immunisierung erfolgte mit
vollstandigem rekombinantem humanem Ago2

e anti-Ago2-Antikorper ( Upstate (Millipore))
polyklonaler affinitatsaufgereinigter Antikorper aus Kanninchen, immunisierendes rekombinantes
Peptid abgeleitet von den N-terminalen Aminosauren des humanen Ago2 (Aminosduren7-48),
Antikorper aufgereinigt an Protein A

e anti-Aktin-Antikorper (Merck)
monoklonaler affinitatsaufgereingter Antikorper aus Maus, Immunisierung erfolgte mit
Zytoskelettprotein aus Huhn

e anti-c-myc-Antikorper (Roche)
monoklonaler affinitatsaufgereingter Antikdrper aus Maus, Immunisierung erfolgte mit Peptid

der Aminoséauren 408-439 aus humanem c-myc, Antikérper aufgereinigt an Protein G

e anti-DCP1«-AntikOrper (Abnova)
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monoklonaler affinitdtsaufgereinigter Antikoper aus Maus, Immunisierung erfolgte mit
rekombinantem Peptid der Aminosduren 186-286 aus humanem DCP1«

e anti-phospho-DCP1« (Ser315) (Eurogentec)
polyklonaler affinitdtsaufgereinigter Antikorper aus Kanninchen, Antikorper erhalten durch
Immunisierung mit einem synthetischen phospho-Ser315-Peptid, welches zusétzlich die Ser315-
umgebenen Aminosauren von humanem DCPla enthélt (TYTIPL-P-SPVLSPT)

e anti-phospho-DCP1« (Ser315) A und B (PickCell)
polyklonaler affinitdtsaufgereinigter Antikorper aus Kanninchen, Antikorper erhalten durch
Immunisierung mit einem synthetischen phospho-Ser315-Peptid, welches zusétzlich die Ser315-
umgebenen  Aminosdauren von humanem DCPla enthdlt (NEKHAPTYTIPL-P-
SPVLSPTLPAEAPTAQV)

e anti-FLAG-Antikorper (Sigma)
monoklonaler affinitatsaufgereingter Antikorper aus Maus

e anti-GFP-Antikdrper (Roche)
Mischung aus zwei monoklonalen Antikérpern aus Maus (Klone 7.1 und 13.1) gegen GFP;
Immunisierung von Mausen mit partiell gereinigtem rekombinanten Aequorea victoria GFP als
Immunogen

e anti-HA-Antikorper (Roche)

monklonaler, affinitatsgereinigter ~ Antikbrper aus Maus, erkennt Nonapeptidsequenz
(YPYDVPDYA) aus dem Influenza Hemagglutinin Protein

e anti-Maus 19gG-Cy3-Antikorper (aus Esel), anti-Kanninchen 1gG-Cy3-Antikorper (aus
Esel) (Chemicon International)

e anti-Kanninchen 1gG (ganzes Molekul)-FITC-Antikérper (aus Ziege), anti-Maus 1gG
(ganzes Molekul)-FITC-Antikorper (aus Ziege) (Sigma)

e anti-Maus 1gG-POD-Antikorper (aus Schaf) und anti-Kaninchen 1gG-POD-Antikorper
(aus Esel) (Pharmacia)

e anti-Maus IgG TrueBlot, anti-rabbit 1gG TrueBlot, HRP-konjugierter
Sekundarantikorper (Bioscience)

e Maus Immunglobulin-Gemisch und Kanninchen Immunglobulin-Gemisch (Santa Cruz)
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e anti-JNK-Antikorper (AB681) ( Prof. Dr. J. Saklatvala, London, England)
polyklonaler Antikorper aus Huhn, generiert gegen GST-JNK, erkennt alle INK Isoformen

e anti-JNK-Antikorper (Cell Signaling Technology)
polyklonal aufgereinigter Antikérper aus Kaninchen, der totale INK/SAPK-Mengen erkennt,
Immunisierung erfolgte mit einem Fusionsprotein, welches das gesamte p54/JNK enthalt,
Antikorper aufgereinigt an Protein A

e anti-JNK-Antikorper (D-2, Santa Cruz)
monklonaler, affinitdtsgereinigter Antikdrper aus Maus, Immunisierung erfolgte mit
vollstandigem humanem JNK2 (Aminosduren 1-424)

e anti-JNK-Antikorper (SAK9) ( Prof. Dr. J. Saklatvala, London, England)
Kaninchenserum (nicht aufgereinigt), immunisierendes Peptid abgeleitet von C-Terminus von
p54SAPKo aus Ratte und humnem JNK2«2 (Aminosduren 409-423: DSSLDASTGPLEGCR)

e anti-phospho-JNK-Antikorper (Thr183/Tyr185) (Cell Signaling Technology)
polyklonaler, affinitatsaufgereinigter Antikdrper aus Kaninchen, Antikorper erhalten durch
Immunisierung mit einem synthetischen phospho-Thr183/Tyr185-Peptid, welches zusétzlich die
Thr183/Tyr185-umgebenen Aminosduren von humanem p54/JNK enthalt, Antikorper
aufgereinigt an Protein A

e anti-phospho-c-JUN-Antikorper (Ser73) (Cell Signaling Technology)
polyklonaler, affinitatsaufgereinigter Antikdrper aus Kaninchen, Antikorper erhalten durch
Immunisierung mit einem synthetischen phospho-Ser73-Peptid, welches zusétzlich die Ser73-
umgebenen Aminosduren von humanem c-JUN enthélt, Antikorper aufgereinigt an Protein A

e anti-T7-Antikorper (Novagen)
monoklonaler ~ Antikdrper aus Maus, gerichtet gegen die 11  Aminosduren
MetAlaSerMetThrGlyGlyGInGInMetGly

e anti-Tubulin-Antikorper (TU-02 ,Santa Cruz)
monoklonaler affinitdtsaufgereinigter Antikorper aus Maus, Immunisierung erfolgte mit
vollstandigem o.-Tubulin aus dem Schwein (Aminosduren 1-451)

e anti-TAK1-Antikorper (M579, Santa Cruz)
polyklonaler affinitatsaufgereinigter Antikorper aus Kanninchen, Immunisierung erfolgte mit
rekombinantem vollstdndigem murinem TAK1 (Aminosduren 1-579)
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e GST-Ago2
Prof. Dr. L. Joshua-Tor, New York, USA

e GST-c-Junl-135
Prof. Dr. M.Kracht, Giefen, Deutschland

e GST-DCPla
Im Zuge der Arbeit aus pEGFP-Vektor in pDEST15-Vektor umkloniert

e GST-DCP1aS315A
Im Zuge der Arbeit aus pEGFP-Vektor in pDEST15-Vektor umkloniert

e humanes, rekombinantes IL-1a
Prof. Dr. J. Saklatvala, London, England

2.11 Bakterienstdamme und Plasmide
Zur Klonierung wurden folgende E. coli-Stdmme verwendet:
e TOPI10

Genotyp: F mcrA - A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl deoR araD139 A(ara-
leu)7697 galU galK rpsL (Str®) endAl nupG

e XL1Blue
Genotyp: F' Tn10 (Tet’) proA +B + lacl® A(lacZ)M151 recAl gyrA96 (Nal’) thi-1 bsdR17 (r, m)
ginV44 relAl lac

Die Expression von GST-DCP1a und GST-DCP1aS315A erfolgte in dem E. coli-Stamm:

e BL21-Al (Invitrogen)
Genotyp: F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm araB:: T7RNAP-tetA

Zur Vermehrung und Erhaltung von pDEST15 wurde folgender gegen CcdB-Effekte resistenter
E .coli-Stamm eingesetzt:

e One Shot «dB Survival 2 T1% (Invitrogen)
Genotyp: F mcrA A(mrr-hsdRMS-merBC) d80lacZAM15 AlacX74 recAl araA139 A(ara-leu)7697
galU galK rpsL (StrR) endAl nupG fhuA::1S2

Verwendete Antibiotika:
Ampicillin (100pg/ml finale Konzentration), Kanamycin (50pug/ml finale Konzentration)

Folgende bereits vorhandene Plasmide wurden in dieser Arbeit eingesetzt:
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pCMVT7-Ago2-FL
pCMVT7-Ago2-N
pCMVT7-Ago2-C
pPEGFP-DCP1«
PEGFP-DCP1a,s, 550
PEGFP-JINK3
peVHA-JNK2
peVHA-INK2, .»
pCMV-FLAG-p38
PCMV-FLAG-P38r150n/v1s2r
pCDNA3.1IMKK62E
PEGFP-TAK1
pCS2MT-MYC-TAB1
pCDNA3.1TAK1,,TAB1,,
pQBI-MEKK1(998-2743)-BFP
pCS3IMT

pCDNA3.1

pSV-g-Gal

pGL2-Control
pBSPACAP

PENTR/D TOPO
pDEST15

Im Rahmen dieser Arbeit generierte Plasmide:

PCMVT7-Ago2,;,,
PCMVTT7-Ag02 511
PCMVT7-Ag02 4 mun
PCMVT7-Ago2-N g mut
PCMVT7-Ag02-N jomu
PCMVT7-Ago2-N jomut
PCMVT7-Ag02-C . 5.503
PCMVT7-Ag02-C 571
PCMVT7-Ago2-C,; ;5
pC MVT?'AgOZ'CASlS-SZS, 562-571
PCMVT7-Ago2-C,; 557
pEGFPDCP1aS60/62A
pEGFPDCP10S140/142A
pEGFPDCP1aS179/180A

Prof. Dr. M. Kracht, GieRRen, Deutschland

Prof. Dr. M. Kracht, GieRen, Deutschland

Prof. Dr. M. Kracht, GieRen, Deutschland

Prof. Dr. H. Holtmann, Hannover, Deutschland
Prof. Dr. H. Holtmann, Hannover, Deutschland
Prof. Dr. M. Kracht, GieRen, Deutschland

Prof. Dr. M. Kracht, GieRen, Deutschland

Prof. Dr. M. Kracht, GieRen, Deutschland

Prof. Dr. M. Gaestel, Hannover, Deutschland
Prof. Dr. M. Gaestel, Hannover, Deutschland
Prof. Dr. M. Kracht, GieRen, Deutschland

Prof. Dr. M. Kracht, GieRRen, Deutschland
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pEGFPDCP10T289/290A PENTR/D TOPO DCP1aS315A
pEGFPDCP1aS315A pDEST15DCP1a
pEGFPDCP12S315D pDEST15DCP1aS315A
pEGFPDCP1aS315E

2.12 Zelllinien und Zusatze fur die Zellkultur

e HEK293 IL-1R:
humane, adenovirustransformierte, embryonale Nierenzelle, stabil transfiziert mit dem Typl IL-1
Rezeptor, Prof. Dr. K. Matsumoto, Nagoya, Japan

e c-Jun Wt murine embryonale Fibroblasten

e INKZ1/2” murine embryonale Fibroblasten

D-MEM-V ollmedium: 10% (v/v) FKS,
2mmol/I L-Glutamin
1mmol/I Natriumpyruvat
100U/ml Penicillin
100pg/ml Streptomycin GibcoBRL

2.13Molekularbiologische Techniken

2.13.1 Isolierung und Aufreinigung von Nukleinsauren

2.13.1.1 Miniplasmidpréaparation
Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterienzellen I&sst sich in vier Schritte unterteilen:

e Anzichten und Ernten einer Bakterienkultur

e Aufbrechen der Zellen und Freisetzung des Zellinhaltes

e Entfernung aller Bestandteile aus dem Zellextrakt aulRer der DNA
e Anreicherung der entstandenen DNA-LGsung

Fur die Lyse der Bakterien zur Gewinnung niedermolekularer DNA wird am hdufigsten die
Methode der alkalischen Lyse angewandt. Die hier verwendeten Protokolle der Firmen
Amersham Biosciences (Miniprdparation) und Macherey-Nagel (Maxipraparation) stellen eine
Abwandlung dieser Prozedur dar. Dabei erfolgt die weitere Aufarbeitung der DNA Uber
Anionen-Austauscher-Saulen
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Fir die Miniplasmidpréparation wurden die Bakterien, welche das gewtnschte Plasmid enthalten,
in 5ml LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum angeimpft. Die Bakteriensuspension
wurde Uber Nacht bei 37°C und 180rpm geschuttelt. Am n&chsten Tag wurden von der
Bakteriensuspension 1-3ml fur die Miniplasmidpréaparation eingesetzt. Die Préparation erfolgte
mit dem GFX™ Micro Plasmid Prep Kit von Amersham genau nach Herstellerangaben. Die DNA
wurde je nach gewiinschter Konzentration mit 30-50ul ddH,O eluiert und bis zur weiteren
Verwendung bei -20°C gelagert.

2.13.1.2 Maxiplasmidpréaparation

Die das gewunschte Plasmid tragenden Bakterien wurden aus einer Glycerindauerkultur oder aus
der Kultur, welche fur die Miniplasmidpréparation angesetzt worden ist, in 150ml LB-Medium
mit dem entsprechenden Antibiotikum angeimpft. Nach einer Inkubation Gber Nacht bei 37°C
und 180rpm wurde die gesamte Bakteriensuspension flr die Préparation des Plasmids unter
Verwendung des NucleoBond®PC500 Maxi Kits von Macherey-Nagel eingesetzt. Die Praparation
erfolgte genau nach den Angaben des Herstellers. Die getrocknete Plasmid-DNA wurde in 200-
500ul ddH,O aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei —20°C gelagert.

2.13.1.3 Isolierung von RNA aus Zellen

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus HEK293 IL-1R-Zellen erfolgte nach Herstellerangaben mit
Hilfe des NucleoSpin® RNA 11 Kits von Macherey-Nagel

2.13.1.4 Isolierung von RNA aus Lysaten und Immunkomplexen

Die Aufreinigung von Gesamt-RNA aus Lysaten sowie Immunokomplexen erfolgte mit dem
mirVana“miRNA Isolation Kit der Firma Ambion. Die dahinterstehende Prozedur vereinigt die
Vorteile einer organischen- mit den Vorteilen einer Festphasen-Extraktion. Die Probe wird
zunéchst mit einem denaturierenden Lysepuffer versetzt, welcher RNAs stabilisiert und RNasen
deaktiviert. Nach einer Extraktion mit saurem Phenol:Chloroform, durch welche die meisten
zelluldren Bestandteile, wie DNA, entfernt werden, schlief3t sich die Aufreinigung Gber einen
Glasfaserfilter an. Hierbei kann je nach gewahltem Protokoll, Gesamt-RNA (schlief3t kleine
RNAs <200nt mit ein) oder RNA, die an kleinen RNAs angereichert ist, isoliert werden.
Zundchst wurden die unter 2.14.3 beschriebenen Koimmunoprézipitationsproben sowie die
dazugehorenden Lysate, welche 300-555ug Protein in einem Volumen von 100ul (aufgefiillt mit
Lysepuffer) enthielten mit folgender Reaktionsldsung versetzt:

2ul 100% B-Mercaptoethanol (final 2%)
1ul 20% SDS (final 0,2%)
1ul 0,5M EDTA, pH 8,0 (final 5uM)
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Die Proben wurden fiir 5min bei 65°C erhitzt und anschlielend nach kurzem Abkuhlen mit 1ul
Proteinase K (600-1000U/ml) versetzt. Nach einer Inkubation von 1h bei 37°C wurde die
Proteinase K fir 1h bei 65°C deaktiviert. Zu den Ansatzen wurden daraufhin 400ul Lysis/Binding
Buffer aus dem mirVana”miRNA Isolation Kit gegeben. Die weitere Préparation erfolgte nach
Herstellerangaben unter Verwendung des Protokolls fir die Isolation von Gesamt-RNA.

Die Lysate, welche vor der RNA-Isolation mit RNase A behandelt wurden (siehe 2.14.1.2) sowie
die dazugehorenden Kontrolllysate enthielten eine Proteinmenge von 1mg in einem Volumen
von 200ul. Diese wurden direkt mit 400ul Lysis/Binding Buffer versetzt, ohne vorherige
Behandlung mit der R-Mercaptoethanol- und SDS-haltigen Reaktionslésung oder der Proteinase
K.

2.13.1.5 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentrationsbestimmung flir DNA und RNA erfolgte photometrisch durch Messung der
Absorption bei 260nm. Bei dieser Wellenlange liegt das Absorptionsmaximum der aromatischen
Ringe der Basen. Um etwaige Verunreinigungen von Proteinen detektieren zu kdnnen, erfolgte
die Aufnahme der Spektren stets in einem Bereich von 220-330nm, wobei das Verhaltnis der
Absorption bei 260nm und 280nm ermittelt wurde. Diese Ratio sollte fir DNA zwischen 1,75
und 1,9 liegen, da die DNA bei Werten <1,75 zu stark mit Proteinen und bei Werten >1,9 mit
RNA verunreinigt ist. Fir RNA sollte die Ratio idealerweise 2,0 betragen. Der Berechnung der
Konzentration wurden folgende Verhaltnisse zugrunde gelegt:

1 ODygp0m = 40ug RNA/ml
1 OD gy = 50ug DNA/ml

2.13.2 Trennung von Nukleinsauren

2.13.2.1 Agarosegelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese wird zur ldentifikation, Trennung und Reinigung von DNA-
Fragmenten verwendet. Die DNA-Fragmente werden ihrer Grofie nach getrennt. Dabei hangt
die Wanderungsgeschwindigkeit der DNA-Fragmente von ihrer Konformation und Grofe sowie
von der Dichte des Gels und der angelegten Spannung ab. Die DNA wandert aufgrund der
negativen Phosphatgruppen zur Anode hin. Durch den Einsatz von DNA-Standards kann die
GroRe und die Konzentration der Fragmente abgeschétzt werden. Die DNA-Fragmente werden
durch Zugabe von Ethidiumbromid zum Gel oder durch Anfdarben des Gels in einem
Ethidiumbromidbad nach der Elektrophorese sichtbar gemacht. Das Ethidiumbromid interkaliert
aufgrund seiner planaren Struktur in DNA. Es kann mit UV-Licht (254-366nm) angeregt werden
und emittiert dann Licht im orange-roten Bereich (590nm). Die Fluoreszenz wird durch die
Bindung an die DNA verstérkt, so dass die DNA auch bei freiem Ethidiumbromid im Gel gut zu
erkennen ist.
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Es wurden 0,8-1,5%-ige Gele gegossen. Zur Herstellung eines x%-igen Gels wurden x g Agarose
durch mehrmaliges kurzes Aufkochen im Mikrowellenherd in 100 ml 1xTAE-Puffer gel0st.
Verdampftes Wasser wurde wieder hinzugefugt. Nach dem Abkihlen auf ca. 60 °C wurden zum

Gel 10ul einer Ethidiumbromid-Stammldsung (10mg/ml) gegeben und anschlielend wurde das
Gel in die vorbereitete Gelelektrophoresekammer gegossen. Nachdem das Gel erstarrt war,
wurde es mit TAE-Puffer tiberschichtet, und die zuvor mit 10xAuftragspuffer versetzten Proben
und 5ul eines DN A-Standards wurden aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei ca. 100V bis
das im Auftragspuffer vorhandene Bromphenolblau die gewtiinschte Strecke durchlaufen hat. Die
anschliefende Detektion der Banden fand am Bio-Doc-Analyzer der Firma Biometra statt.

2.13.2.2 Kapillarelektrophorese

Die Uberpriifung des RNase A Verdaus erfolgte mit dem Agilent 2100 BioAnalyzer unter
Verwendung des Agilent RNA 6000 Nano Kits. Hierflir wurde 1ul des Probenvolumens auf den
Nano Chip pipettiert, welcher einen Satz an miteinander verbundenen Mikrokapillaren enthalt.
Aufgrund eines angelegten elektrischen Feldes bewegten sich die Proben durch die
Mikrokapillaren, wobei die fluoreszenzmarkierten RNA-Fragmente ihrer Grofie nach separiert
und anhand der Fluoreszenz detektiert wurden. Die Ergebnisse wurden aufgezeichnet und mit
der Agilent 2100 BioAnalyzer Software analysiert.

2.13.3 Herstellung pro-und eukaryotischer Expressionsplasmide

2.13.3.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion ist eine Methode zur exponentiellen Amplifikation von
Nukleinsduren durch thermostabile DNA-Polymerasen in vitro. Dazu wird die DNA zunéchst
hitzedenaturiert. Anschliefend binden zwei Oligonukleotide als Startermolekile (Primer), die
komplementdr zu den 3'-Enden des Zielsegments sind, bei niedriger Temperatur an die
einzelstrangige DNA (Annealing). Bei einer Temperatur, die zwischen der zur Denaturierung und
der fiir das Annealing verwendeten Temperatur liegt, werden die Primer verldngert (Extension)
und somit das zwischen den Primern liegende DNA-Fragment gebildet. Die Abfolge aus
Denaturierung, Annealing und Extension wird als Zyklus bezeichnet. Durch mehrmalige
Wiederholung eines solchen Zyklus wird das gewiinschte DNA-Fragment vervielfaltigt.

Es wurden PCRs mit der Tag- und mit der Pfu-Polymerase durchgefiihrt. Die Tag-Polymerase
weist nur eine 5'-3'-Polymerisationsaktivitat auf, wahrend die Pfu-Polymerase neben der 5'-3'-
Polymerisationsaktivitat auch eine 5'-3'-Exonukleaseaktivitét (proof-reading-Aktivitat) besitzt.

Mit der Pfu-Polymerase wurden die DNA-Fragmente generiert, welche in den Vektor
PENTR™/D-TOPO® zwischenkloniert werden sollten, da man aufgrund der 5'-3-
Exonukleaseaktivitdt des Enzyms nur blunt end PCR-Produkte erhdlt, was fur die Klonierung in
den Vektor eine Voraussetzung ist.

Die Etablierung der PCR-Bedingungen erfolgt in den meisten Féllen mit der Tag-Polymerase.
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Die PCR wurde nach folgendem Protokoll unter Benutzung des folgenden Programms
durchgefihrt:

Template 50ng

10x PCR-Puffer (enthalt 20mM MgSO,) 1x

Primer sense 0,5mmol/I

Primer antisense 0,5mmol/I

dNTP-Mix 0,2mmol/I pro Nukleotid

Tag- oder Pfu-Polymerase 2,5U

ddH,O ad. 25ul

Profil Temperatur [°C] | Zeit [min] Zyklen

Denaturierung 95 1

Annealing X 1 30

Elongation 72 0,5min/kb (Tag-Polymerase); 1-
2min/kb (Pfu-Polymerase)

Terminale Elongation | 72 12 1

Nach beendeter PCR wurden die Proben auf 4°C abgekuhlt.

Die Annealingtemperatur ist von der Sequenz der verwendeten Primern abhangig und wurde
experimentell bestimmt. Dazu wurde mit der 4+2 Regel (4 °C pro C oder G und 2 °C pro A oder
T) fur jeden Primer eine Annealingtemperatur errechnet. Die PCR wurde dann mit den
entsprechenden Primern und der errechneten Annealingtemperatur sowie mit zweli
Annealingtemperaturen, die  unterhalo  der errechneten lagen und mit zwel
Annealingtemperaturen, welche daruber lagen, durchgefiihrt. Zwischen den einzelnen
Annealingtemperaturen war jeweils eine Differenz von 2°C.

Die Analyse der PCR-Produkte erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese

2.13.3.2  Zwischenklonierung mit Hilfe der Topo®-Strategie
Die unter Einsatz der Pfu-Polymerase generierten PCR-Produkte wurden unter Verwendung des
PENTR™/D-TOPO® Cloning Kits der Firma Invitrogen in den Vektor pPENTR™/D-TOPO ligiert.
Der Vektor liegt linearisiert vor enthdlt an seinen Enden eine Uber Phosphodiesterbindung
kovalent gebundene Topoisomerase | des Vaccinia Virues. Werden PCR-Produkt und Vektor
gemischt, dann kommt es innerhalb weniger Minuten zu einer spontanen Ligation unter
Abspaltung der Topoisomerasen ohne Zusatz jeglicher Restriktionsenzyme.

Klonierungsreaktion

Fir die Ligation wurde folgender Ansatz pipettiert:
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0,5-4 ul frisches PCR-Produkt (molare Ratio PCR-Produkt: TOPO®-Vektor : 0,5:1-2:1)
1wl  Salzlésung
1ul  TOPO®Vektor

ad. 6ul  ddH,O

Dieser Reaktionsansatz wurde fir 5min bei RT inkubiert. AnschlieRend folgte die
Transformation in chemisch kompetente One Shot™ TOP10 Bakterien.

Transformation

Dazu wurden 2ul der Klonierungsreaktion zu den Bakterien gegeben und es wurde vorsichtig
gemischt. Nach einer Inkubation von 30min auf Eis wurden die Bakterien einem Hitzeschock
von 30s bei 42°C ausgesetzt. Danach wurde der Transformationsansatz sofort wieder auf Eis
gestellt und zu diesem wurden 250ul eines auf RT vorgewirmten SOC Mediums gegeben. Die
Bakteriensuspension wurde anschlieRend bei 250rpm und 37°C flr 1h geschuttelt. Der gesamte
Transformationsansatz wurde auf vorgewarmte Kanamycin-LB-Platten (finale Konz.: 50ug/ul)
ausgestrichen und Gber Nacht bei 37°C inkubiert.

Die weitere Klonierung der PCR-Produkte aus dem pENTR™/D-TOPO Vektor in den
Zielvektor erfolgte wie unter 2.13.3.5 aufgefiihrt Giber Rekombination.

2.13.3.3 Restriktionsverdau

Bei Restriktionsenzymen handelt es sich um Endonukleasen bakteriellen Ursprungs, welche die
Phosphodiesterbindung beider Strange eines DNA-Doppelstranges hydrolytisch spalten. Die
Restriktionsenzyme werden in drei Typen eingeteilt, wobei die Restriktionsenzyme des Typs Il
am hdufigsten in der Gentechnik zum Einsatz kommen. Sie besitzen meist eine palindrome
Erkennungssequenz von 4-8 Basen. Die Spaltstelle liegt innerhalb oder nahe der
Erkennungssequenz. Bei der Spaltung eines DNA-Doppelstranges mit Restriktionsenzymen
kdnnen stumpfe Enden (blunt ends) oder kohésive Enden (sticky ends) entstehen.

Mit der Hilfe von Restriktionsenzymen koénnen z.B. DNA-Fragmente schnell aus Plasmiden
herausgeschnitten und in die gewiinschten Zielvektoren eingefligt werden.

Fur einen analytischen Verdau wurde folgender Ansatz pipettiert:

lug  Plasmid-DNA oder 5 pl von der Miniplasmidpraparation
5U Restriktionsenzym
2ul - 10xPuffer

ad. 20nl  ddH,O

Der Ansatz wurde flr ¥2-2h bei 37°C inkubiert und zur Analyse auf ein Agarosegel aufgetragen.



Material und Methoden 53

2.13.3.4 Transformation

Zur Transformation wurden chemisch kompetente E.coli Stdmme eingesetzt, die unter 2.11
gesondert aufgefihrt sind.

Ein Aliquot der kompetenten Bakterien (100ul) wurde auf Eis aufgetaut und mit dem gesamten
Ligationsansatz bzw. mit 10-100ng eines zirkuléren Plasmids vermischt. Nach einer 30miniitigen
Inkubation auf Eis, wahrend der sich die DNA an die Bakterienmembran anlagert, wurden die
Zellen fiir 45s einem 42°C-Hitzeschock ausgesetzt, durch welchen sie die DNA aufnehmen. Es
folgte eine Inkubation auf Eis fir 5min. Die Bakterien wurden anschlieBend mit 900ul LB-
Medium ohne Antibiotikum versetzt und im Schuttelinkubator fur ca. 1h bei 37°C kultiviert. Je
nach Verwendungszweck wurden mit der Vorkultur direkt antibiotikahaltige Flussigkulturen
beimpft oder der Transformationsansatz wurde zur Selektion von Einzelklonen auf
antibiotikahaltigen LB-Agarplatten ausgebracht und Uber Nacht bei 37°C im Brutschrank
inkubiert.

2.13.3.5 Klonierung unter Verwendung der Gateway®-Rekombinations-
Strategie

Anders als bei der klassischen Klonierung tber Restriktionsverdau und Ligation beruht die
Gateway®-Klonierung auf sequenzspezifischer Rekombination durch spezifische Rekombinasen
und umgeht dabei einige Probleme der klassischen Klonierung. So kénnen z.B. nicht immer die
gewlnschten Restriktionsenzyme verwendet werden, wenn das zu klonierende Gen Schnittstellen
fur diese enthdlt. AulRerdem sind zum Teil viele Aufreinigungsschritte notwendig, welche die
Effizienz schmalern.

Die Gateway-Klonierung bedient sich des Rekombinationssystems des Bakteriophagen A. Nach
Infektion rekombiniert die A-DNA mit der DNA von E. coli iiber homologe Sequenz die als attP
(attachment site phage) im Phagen und als attB (attachment site bacteria) im Bakterium bezeichnet
werden. Das so in das Bakteriengenom integrierte Phagenchromosom wird nun von den
Sequenzen attL (attachment site left) und attR (attachment site right) eingeschlossen, welche sich aus
DNA Sequenzen von attB und attP zusammensetzen. Uber eine reverse Reaktion zwischen attL
und attR kann die Phagen DNA wieder herausgeschnitten werden. Dabei werden die originalen
attB und attP Sequenzen wieder hergestellt.

Bei der Gateway-Klonierung wird das Zielgen zunéchst in einen sogenannten Entry-Vektor
zwischenkloniert, welcher die DNA-Sequenzen attLl und attL2 besitzt, die das Zielgen
flankieren. AnschlieRend wird das Zielgen in den Destination-Vektor Uberfihrt. Dieses passiert
durch homologe Rekombination zwischen attL1 und attL2 des Entry-Vektors mit attR1 und attR2
des Destination-Vektors. Dieser Schritt entspricht sozusagen der Phagengenom-
Excisionsreaktion. Die attL-sowie die attR-Sequenzen unterscheiden sich leicht, so dass attL1 nur
mit attR1 und attL2 mit attR2 rekombiniert und die Klonierung gerichtet verluft. Nach der
Rekombinationsreaktion erhdlt man sein gewilinschtes Expressionsplasmid und ein
Nebenprodukt, welches das ccdB-Gen enthélt, was vom Destination-Vektor Ubertragen wurde.
Das Produkt dieses Gens wirkt sich auf die im Labor (blicherweise verwendeten
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Bakterienstdmme toxisch aus und trdgt somit neben der unterschiedlichen Resistenz von Entry-
und Destination-Vektor zur Selektion positiver Klone bei.

Als Entry-Vektor wurde der bereits unter 2.13.3.2 erwahnte pENTR™/D-TOPO verwendet und
als Destinationsvektor der prokaryotische Expressionsvektor pDEST15.

Rekombinationsreaktion

Folgender Ansatz wurde pipettiert:

Entry-Vektor (150ng/Reaktion) 1-7ul
Destination-Vektor (150ng/ul) ul
TE-Puffer, pH 8,0 ad 8ul
LR Clonase™ Il Enzym Mix 2ul

Vor Zugabe des Enzym Mix wurde dieser zweimal kurz gevortext. AnschlieBend wurde der
Reaktionsansatz 1h bei 25°C inkubiert. Die Inaktivierung des Enzym Mix erfolgte durch die
Zugabe von 1ul der Proteinase K Losung (2ug/ul) und anschlieRender Inkubation fir 10min bei
37°C.

Transformation

Fur die Transformation wurden One Shot™ TOP10 Bakterien verwendet. Dazu wurde 1ul des
Rekombinationsansatzes vorsichtig mit den Bakterien vermischt. Nach einer Inkubation von
30min auf Eis, folgte ein Hitzeschock fir 30s bei 42°C. Danach wurde der

Transformationsansatz sofort wieder auf Eis gestellt und zu diesem wurden 450ul eines auf RT
vorgewdarmten SOC Mediums gegeben. Diese Suspension wurde anschliefend bei 200rpm und
37°C fir 1h geschiittelt. 100ul des Transformationsansatz wurden auf vorgewirmte Ampicillin-
LB-Platten (finale Konz.: 100pg/ul) ausgestrichen, welche dann tber Nacht bei 37°C inkubiert
wurden.

2.13.3.6 Mutagenese

Die Herstellung von Punkt-oder Deletionsmutanten erfolgte nach dem QuikChange® Site-Directed
Mutagenesis Kit Protokoll der Firma Stratagen. Zur Herstellung der Deletionsmutanten wurde
dieses leicht abgewandelt.

Bei diesem Verfahren wird die Punktmutation bzw. Deletion durch Primer, welche die Mutation
enthalten oder welche aus Sequenzen aufgebaut sind, die den zu deletierenden Bereich flankieren,
in einer PCR direkt in das in einem Vektor befindliche Gen eingefligt. AnschlieBend wird die
methylierte Matrizen-DNA (DNA aus Bakterien wird in den meisten Stdmmen methyliert)
selektiv durch eine Dpnl-Verdau aus dem Reaktionsansatz entfernt, wahrend die neu
synthetisierte unmethylierte DNA, welche die Mutation enthalt, in Bakterien transformiert wird.
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Der Einzelstrangbruch, der durch die Inkorporation der Primer nach Synthese vorliegt, wird in
den Bakterien repariert.

Folgender Ansatz wurde fur eine Mutagenese-PCR pipettiert:

Template 50ng

10x PCR-Puffer (enthdlt 20mM MgSO,) 1x

Primer sense 125ng

Primer antisense 125ng

dNTP-Mix 0,2mmol/I pro Nukleotid
ddH,O ad. 50ul

Pfu-Polymerase 2,5U

Folgendes PCR-Programm wurde verwendet:

Profil Temperatur [°C] | Zeit [min] Zyklen
Denaturierung 95 0,5(3) 1
Denaturierung 95 0,5 (0,25)

Annealing 55 (x) 1 16(18)
Elongation 72 (68) 1min/kb Plasmid

Die in Klammern stehenden Bedingungen wurden bei der Herstellung von Deletionsmutanten
angewandt. Die Annealingtemperatur wurde 2°C hoher gewahlt als die Schmelztemperatur des
»Primerkopfes*“(Teil des Primers, welcher Sequenz enthdlt, die vor der gewunschten Deletion
liegt). Die Berechnung der Schmelztemperatur des Primerkopfes sowie des vollstandigen Primers
erfolgte mit dem Programm Primer Express Version 3.0.

Die Schmelztemperatur der vollstdndigen Deletionsprimer sowie der Punktmutationsprimer
betrug in der Regel >78°C. Die Berechnung der Schmelztemperatur der Punktmutationsprimer
erfolgt allerdings mit der Formel: T,,=81,5+0,41(%GC)-675/N-%mismatch

Hierbei stellt N die Primerlange dar. Diese lag zwischen 25 und 45 Basenpaaren und der Primer
enthielt die gewilinschte Mutation relativ in der Mitte der Sequenz. Fir Deletionen wurden Primer
mit einer Lange von eher 45 Basenpaaren gewahlt. Es wurde darauf geachtet, dass die Primer
einen minimalen GC-Gehalt von 40% aufwiesen und an ihren Enden eine oder mehrere G-oder
C-Basen enthielten.

2.13.3.7 Identifikation positiver bakterieller Klone

Um zu prifen, welche der bakteriellen Einzelklone tatsachlich ein PCR-Insert bzw. die
gewinschte Mutation trug, wurden von den gewachsenen Einzelkolonien antibiotikahaltige 5ml-
Flissigkulturen angelegt und Uber Nacht bei 37°C im Schittelinkubator Kultiviert. Je nach
Konstrukt wurden nach Isolation der Plasmide zur Identifikation positiver Einzelklone
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verschiedene Strategien gewahlt. Es wurde entweder wie unter 2.13.3.3 beschrieben ein
analytischer Restriktionsverdau durchgefiihrt oder es wurde wie unter 2.13.3.1 aufgefiihrt eine
PCR-Reaktion unter Verwendung der Klonierungsprimer durchgefihrt. Die Uberprifung
eingefuhrter Mutationen erfolgte durch Sequenzierung des entsprechenden Plasmids. Zusétzlich
wurde jedes klonierte Konstrukt mittels Sequenzierung auf seine Richtigkeit hin Gberpruft.

2.13.4 Fluoreszenzsequenzierung von Plasmid-DNA

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA erfolgte nach der Methode von Sanger. Bei dieser
Methode wird die zu sequenzierende DNA mit dem entsprechenden Primer, einer DNA-
Polymerase, den dNTPs und mit verschieden fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotiden
(ddNTPs) in einer PCR eingesetzt. Neben den Desoxynukleotiden werden auch statistisch die
fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotide eingebaut. Diese besitzen sowohl am C2 als auch am
C3 des Zuckers keine Hydroxygruppe, was dazu fuhrt, dass es nach deren Einbau zum Abbruch
der Synthese des Stranges kommt, da keine freie 3'-Hydroxygruppe vorhanden ist, welche mit der
5'-Triphosphatgruppe eines dNTP reagieren kann. Nach einer bestimmten Zeit erhélt man eine
Population von basenspezifisch terminierten Reaktionsprodukten, die sich in ihrer L&nge um nur
eine Base unterscheiden. Nach kapillarelektrophoretischer Auftrennung der Produkte kann man
anhand der Reihenfolge der Fluoreszenzen die DNA-Sequenz ermitteln.

Die fr die Sequenzierung durchgefiihrte PCR hatte folgende Zusammensetzung:
Plasmid-DNA 400ng

Primer 5pmol

Premix 4ul

HPLC-H,0  ad.20ul

Das fur die PCR verwendete Programm lautete:

Profil Temperatur [°C] | Zeit [s] | Zyklen
Denaturierung | 96 30

Annealing X 15 25
Elongation 60 240

Nach beendeter PCR wurde die Probe auf 4 °C abgekihlt. Die gewdhlte Annealingtemperatur
war von dem jeweiligen Primer abhéngig.

Ago2se 1858-1875: x=51°C
Ago2se 2251-2268: x=51°C
Ago2seEcoRI 1589-1612: x=67°C

Ago2se EcoRI 1273-1291: x=53°C
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Ago2se EcoRI 385-408: x=58°C
Ago2se EcoRI 808-833: x=50°C
CMV: x=55°C

Es folgte die Aufreinigung des PCR-Produkts bei RT. Hierfiir wurde zu der Probe 80ul Wasser
und 10pl Natriumacetat (3 M, pH 4,6) gegeben und anschlieBend wurde die DNA mit 250ul
96%-igem Ethanol ausgefallt. Die geféllte DNA wurde flr 15min bei 13000rpm abzentrifugiert
und mit 250ul 70%-igem frisch angesetztem Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation
fir 10min bei 13000rpm wurde die DNA bei RT getrocknet. AnschlieBend wurde sie in 25ul TSR
(Template Suppression Buffer) aufgenommen und flr 2min bei 95°C inkubiert. Nachdem die Lésung
kurz gevortext und anzentrifugiert worden ist, folgte die Sequenzierung im 310 Abi Prism™
Genetic Analyzer.

Zu einem spdteren Zeitpunkt dieser Arbeit wurden die Sequenzierungen von der Firma Agowa
durchgefuhrt.

2.13.5 Reverse Transkription (RT)

Bei einer RT wird die RNA durch Reverse Transkriptasen oder RNA-abhéngige DNA-
Polymerasen in komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben.

Die Reverse Transkription der miRNAs erfolgte durch die MuLV Reverse Transkriptase
MultiScribe ™ Reverse Transcriptase der Firma Applied Biosystems unter Einsatz von spezifisch gegen
die jeweilige mIRNA gerichteten Stem-loop Primern, welche eine grofRere Spezifitat und Effizienz
als herkdbmmliche RT-Primer aufweisen.

Ein 15ul RT-Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:

0,15 ul | 100mM dNTPs

imi MultiScribe “Reverse Transcriptase (50U /pl)

1,5 10x Reverse Transcription Buffer Master Mix

0,19ul | RNase Inhibitor (20U /ul)

4,16ul | Nuklease-freies H,0O

S5ul Gesamt-RNA

3ul Primer

Von der Gesamt-RNA, welche aus den Lysaten isoliert worden ist, wurden 8-10ng eingesetzt.
Die Konzentration der aus den Immunkomplexen isolierten Gesamt-RNA war so gering, dass
sie nicht exakt bestimmt werden konnte.

Es wurde zundchst der Master Mix pipettiert, gevortext, abzentrifugiert und mit der RNA-Probe
versetzt. Nach erneuter Durchmischung und Zentrifugation (10s, 2000rpm) wurde die
Primerlésung hinzugegeben. Der Reaktionsansatz wurde gevortext, abzentrifugiert (10s,
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2000rpm) und 5min auf Eis inkubiert, bevor die Reaktion im Thermocycler unter Verwendung
des folgenden Temperaturprofils durchgeftihrt wurde:

Temperatur (°C) | Zeit (min)
16 30

42 30

85 5

4 00

Die Proben wurden direkt in die Real Time PCR eingesetzt oder bis zur weiteren Verarbeitung
bei -20 gelagert.

Zur Reversen Transkription der gesamten Zell-mRNA wurde ein Gemisch aus Zufalls-Hexamer-
Primern und die MMLV (Moloney-Maus-Leukdmie-Virus) Reverse Transkriptase verwendet.

Ein 20ul RT-Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:

14,5ul | 1ug RNA in Nuklease-freiem H,0

4ul | 5%RT-Puffer

0,5ul | Random Primer Hexamer

0,54 | dNTP (10mM)

0,5ul | MMLYV Reverse Transkriptase

Die Reverse Transkription wurde im Thermocycler unter Verwendung des folgenden
Temperaturprofils durchgefiihrt:

Temperatur (°C) | Zeit (min)
23 10

37 60

95 5

4 0

Die Proben wurden direkt in die Real Time PCR eingesetzt oder bis zur weiteren Verarbeitung
bei -20 gelagert.

2.13.6 Real Time PCR

Die Real Time PCR ermd@glicht eine quantitative Echtzeitanalyse der PCR uber die Messung von
laserinduzierten Fluoreszenzsignalen. Die Firma Applied Biosystems bietet fir die Detektion und
akkurate Quantifizierung von mRNAs und miRNAs vorgefertigte und validierte Anwendungen
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an, die sogenannten TagMan Assays on Demand bzw. TagMan MicroRNA Assays. Hierbei erfolgt die
Quantifizierung der PCR-Produkte Uber die Verwendung sogenannter TagMan-Sonden, die
neben herkdémmlichen PCR-Reagenzien in die Reaktion eingesetzt werden. Die Sonde ist am 5°-
Ende mit dem Reporterfarbstoff FAM (Fluorencin) und am 3'-Ende mit dem nicht
fluoreszierenden Quencher TAMRA (Tetramethylrhodamine) versehen. Wahrend der PCR
bindet die Sonde spezifisch an eine komplementdre Sequenz des Matrizenstranges, welche
zwischen den Primerbindungsstellen lokalisiert ist. In diesem Zustand wird aufgrund der
raumlichen Néhe zwischen Reporter und Quencher, die Fluoreszenz des Reporters aufgrund von
FRET (Forster-Resonanzenergietransfer) unterdrickt. Trifft die DNA-Polymerase wahrend der
Synthese des komplementéren DNA-Stranges auf die Sonde wird diese verdrangt, wodurch sich
eine Y-formige Sekundéarstruktur ausbildet. Diese aktiviert die 5-3'-Exonuklease der DNA-
Polymerase und fihrt zur Degradation der Sonde. Dadurch wird die rdumliche N&he zwischen
Reporter und Quencher unterbrochen, FRET kann nicht I&nger stattfinden, und der Reporter
sendet ein Fluoreszenzsignal aus. Der Zyklenzahl entsprechenden zunehmenden Amplifikation
der PCR-Produkte steigt die Fluoreszenz des Reporters mit jedem zusatzlichen Zyklus an.
Gemessen wurden die Real Time PCR-Daten mit dem ABI PRISM 7500 Sequence Detection System.

Bei der Durchfiihrung der TagMan MicroRNA Assays hatte ein 20ul Real Time PCR-Ansatz
folgende Zusammensetzung:

10ul  TagMan 2x Universal PCR Master Mix, No AmpErase UNG
7,67ul  Nuklease-freies H,O

Tul 20x TagMan MicroRNA Assay Mix

1,33ul  RT-Produkt

Folgendes Temperaturprofil wurde verwendet:

Profil Temperatur (°C) | Zeit (min) | Zyklen
Aktivierung der AmpliTagGold®Polymerase | 95 10 1
Denaturierung 95 0,25

: . 40-50
Annealing/Elongation 60 1

Der verwendete PCR-Modus war 9600 Emulation.

Bei der Durchfiihrung der TagMan Assays on Demand hatte ein 20ul Real Time PCR-Ansatz
folgende Zusammensetzung:

10ul  TagMan FAST 2x Universal PCR Master Mix, No AmpErase UNG
7ul - Nuklease-freies H,O
lul  TagMan Assays on Demand
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2ul  RT-Produkt

Folgendes Temperaturprofil wurde verwendet:

Profil Temperatur (°C) | Zeit (sec) | Zyklen
Aktivierung der AmpliTagGold®Polymerase | 95 20 1
Denaturierung 95 3

. . 40-50
Annealing/Elongation 60 30

Der verwendete PCR-Modus war 7500 Fast.

Die zu untersuchenden Proben wurden im 96-Loch-Malistab als Doppel- oder Dreifachwerte
pipettiert.
Die Auswertung der Daten erfolgte unter anderem als relative Quantifizierung nach der AACt-
Methode.

2.14Proteinbiochemische Techniken

2.14.1 Herstellung von Ganzzelllysaten eukaryotischer Zellen

Die Herstellung von Ganzzelllysaten erfolgte zur Messung von Reportergenaktivitdten zur
Immunodetektion im Westernblot sowie zur Durchfihrung von Koimmunoprézipitation und
Kinase-Versuchen. Fir die Lyse der Zellen wurde je nach Verwendungszweck unterschiedliche
Lysepuffer und —Protokolle angewandt. Alle Schritte der Zelllyse wurden auf Eis durchgefuhrt
um eine Degradation zellulérer Proteinen zu verhindern.

2.14.1.1 Lysate zur Immunodetektion im Westernblot

Die Zelllyse erfolgte unter Einsatz des Speziallysepuffers, der das Detergenz Triton X-100 in
einer relativ hohen Konzentration von 1% enthélt, um sicher zu stellen dass die Zellen
vollstéandig lysiert werden und die Proteinkonzentration somit hoch ist.

Die Zellen wurden in einem der Zellmenge entsprechenden Volumen an Speziallysepuffer
resuspendiert (fir ein optisch 100% konfluentes 6-L.och 50ul). Es folgte eine Inkubation der in
dem Speziallysepuffer resuspendierten Zellen fiir 15min. Wéhrend dieser Zeit wurden die Zellen
in regelmaRigen Abstdnden gevortext. Nach einer Zentrifugation von 15min bei 13000rpm wurde
der Protein enthaltende Uberstand abgenommen.

2.14.1.2 Lysate fur Immunodetektion im  Westernblot und fir
Koimmunoprazipitation

Untersuchung von Proteininteraktionen:
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Um Proteininteraktionen zu untersuchen wurde der relativ milde TAP-Lyse- und 1gG-Binde-
Puffer, der final eine NP-40-Konzentration von nur 0,1% aufweist.

Die Zellen wurden zunéchst je nach Zellmenge in einem entsprechendem Volumen Tris-
Puffer (5mM, pH 8,0) resuspendiert (fir zwei 175cm? Flaschen 500-600ul). Nach einer
Inkubation von 15min auf Eis in diesem hypoosmolaren Puffer wurde die Zellsuspension mit
einem entsprechenden Volumen 4xTAP-Lyse- und 1gG-Binde-Puffer (pro ml 4x Puffer
folgende Zusétze: 4ul DTT (1mol/1), 20ul PMSF (200mmol/1), 4ul Pepstatin (1mmol/1), 2ul
Leupeptin (5mg/ml), 1ul Microcystin (1umol/1) versetzt. Die Zellen wurden fir 20min auf Eis
lysiert und anschlielend zum vollstdndigen Zellaufbruch viermal durch eine 20-Gauge und
viermal durch eine 26-Gauge Nadel gepresst. Das Lysat wurde dann fir 20min bei 13000rpm
und 4°C zentrifugiert und der Protein enthaltende Uberstand abgenommen.

Die Herstellung der Lysate, welche fiir den RNase A Verdau verwendet wurden, erfolgte ebenso,
mit der Ausnahme, dass ein 4xTAP-Lyse- und 1gG-Binde-Puffer verwendet wurde, welcher kein
Natriumvanadat enthielt und eine NaCl-Konzentration von 400mM aufwies (final 200mM).

Isolierung von miRNAs

Die Zellen wurden in 1xTAP-Lyse- und 1gG-Binde-Puffer resuspendiert (pro 175cm? Flasche
Iml). Im Vergleich zu dem TAP-Lyse- und 1gG-Binde-Puffer, welcher fur die Untersuchung der
Proteininteraktion verwendet wurde, enthielt dieser final 1% NP-40, sowie einen
Proteaseinhibitormix von Roche und die doppelte Konzentration an DTT (2mM anstatt 1mM).
Zusatzlich wurden pro ml Puffer 100U des RNase-Inhibitors RiboLock™ der Firma Fermentas
hinzugefiigt. Nach einer Inkubation von 20min auf Eis wurden die lysierten Zellen
abzentrifugiert (20min, 13000rpm) und der Uberstand mit den Proteinen abgenommen.

2.14.1.3 Lysate fur Messung von Reportergenaktivitat

Die Lyse erfolgte exakt wie fiir die Lysate zur Immunodetektion im Western-Blot beschrieben.
Der eingesetzte Lysepuffer enthielt jedoch weniger Triton X-100, so dass die Bedingungen
schonender waren.

2.14.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford beruht auf der Bindung des
Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue G-250 an Proteine in saurer LOsung und einer damit
verbundenen Verschiebung des Absorptionsmaximums von 465 zu 595nm. Die Farbintensitét ist
abhangig von basischen Aminosduren, insbesondere Arginin, und von aromatischen
Aminosauren. Mit dieser Methode lassen sich Proteinmengen von wenigen ug nachweisen.

Fur die Bestimmung der Konzentration ist es bei dieser Methode erforderlich eine Eichkurve
aufzunehmen. Fur die Eichgerade wurde hier Rinder-Serumalbumin (BSA) in einem
Konzentrationsbereich von 0-35 mg/ml verwendet.



Material und Methoden 62

Es wurde von jeder Probe und von jedem BSA-Standard eine Dreifachbestimmung in einer 96-
Loch-Platte durchgefiihrt. Dabei wurden jeweils 100ul der zuvor mit PBS entsprechend
verdiinnten Probe mit 100ul des Bradford-Reagenzes versetzt. Ebenso wurde mit den BSA-
Standard-Ldsungen verfahren. Ungefahr 5min nach Zugabe des Bradford-Reagenzes wurde die
Extinktion bei einer Wellenldnge von 595nm in einem Elisa Reader gemessen.

2.14.3 Koimmunopréazipitation

Proteininteraktion

Die Koimmunoprazipitation dient zum Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen. Hierbei
wird mittels eines Antikdrpers Uber Protein A- oder Protein G-Sepharose das jeweilige Antigen
aus einer Proteinlosung (z.B. Zell-Lysat) isoliert. Zusétzlich zum Antigen selbst kdnnen unter
geeigneten Bedingungen auch Bindungspartner des Antigens prazipitiert werden und somit die
Interaktion von Proteinen nachgewiesen werden.

Das Lysat, welches eine Proteinmenge von 0,5-2mg enthielt, wurde mit dem fir die Lyse
verwendeten Lysepuffer auf ein Volumen von 300ul aufgefillt. AnschlieBend wurde zu dem

verdinnten Lysat lug des entsprechenden Antikorpers gegeben. Nach einer Inkubation tber
Nacht bei 4°C unter konstantem Rotieren, wurde das Lysat mit 30ul Protein G-Sepharose
versetzt, welche zuvor durch dreimaliges Waschen mit je 1ml Lysepuffer &quilibriert wurde. Es
folgte eine Inkubation fir 2-3h unter konstantem Rotieren (20rpm) bei 4°C. Alternativ wurde der
Antikorper Uber Nacht an die Protein G-Sepharose immobilisiert, gefolgt von einer Inkubation
des immobilisierten Antikdrpers mit dem Lysat. Die Protein G-Sepharose wurde anschlieRend
abzentrifugiert (1min, 13000rpm) und dreimal mit je 1ml des entsprechenden Lysepuffers
gewaschen. Die Elution der immobilisierten Proteine erfolgt durch Aufkochen der Protein G-

Sepharose in 40ul 1xLaemmli-Puffer fur 10min bei 95°C. Die Eluate wurden mittels SDS-Page
untersucht.

Um die RNA-Abhéngigkeit einer Proteininteraktion zu untersuchen wurde das Lysat auf drei
gleiche Ansatze aufgeteilt. Ein Ansatz wurde fir 30min bei 37°C mit RNase A in einer
Konzentration von 0,1 pg/ul (0,5U/ul) inkubiert. Mit dem zweiten Ansatz wurde ebenso
verfahren, nur das anstelle der RNase A ein entsprechendes Volumen eines 50mM Tris-HCL (pH
7,4), 50% Glycerol Puffers (Puffer, in dem RNase A geldst ist) eingesetzt wurde. Der letzte
Ansatz wurde unbehandelt gelassen. Von jedem Ansatz wurde Lysat mit einem Proteingehalt von
1mg abgenommen aus dem anschlieBend Gesamt-RNA isoliert wurde (siehe 2.13.1.4). Das
restliche Lysat (0,8-2mg) wurde dann fiir die Koimmunoprézipitation eingesetzt.

Isolierung von miRNA

Je Ansatz wurden 2mg Proteinextrakt mit Lysepuffer auf 500ul aufgefillt und mit 2ug T7-
Antikérper bzw. mit 2ug eines murinen Immunglobulingemisches versetzt. Es folgte eine
Inkubation Uber Nacht bei 4°C unter standiger Rotation (20rpm). AnschlieBend wurde jeder
Ansatz mit 30ul Protein G-Sepharose versetzt, welche zuvor mit dem Lysepuffer dquilibriert
worden ist. Nach weiteren 2-3h bei 4°C auf dem Uberkopfrotierer, wurde nach Zentrifugation
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(1min, 13000rpm, 4°C) der Uberstand abgenommen und die Protein G-Sepharose zuerst zweimal
mit Lysepuffer, dann zweimal mit einem Hochsalzpuffer und abschlieBend einmal mit einem
Tris/NaCl-Puffer gewaschen. Der Uberstand wurde quantitativ von der Protein G-Sepharose
entfernt, welche anschlieBend in 120ul Tris/NaCl Puffer aufgenommen wurde. Davon wurden

40ul abgenommen mit 13,3ul 4xLaemmli-Puffer versetzt und der Uberstand im Westernblot auf
eine gleichmaRige Immuno-und Koimmunoprézipitation der Proteine hin untersucht. Zu den
restlichen 80ul wurden 20ul Tris/NaCl Puffer pipettiert. Aus diesen Ansatzen wurde
anschlieBend wie unter 2.13.1.4 beschrieben Gesamt-RNA isoliert.

2.14.4 Reportergenversuche

Mit Hilfe von Reportergenversuchen wurde in dieser Arbeit die siRNA-vermittelte RISC-
Aktivitdt gemessen. Als Reportergene wurden hierbei die Enzyme Luziferase und B-
Galaktosidase verwendet, deren Aktivitat leicht zu bestimmen ist.

2.14.4.1 Luziferase-Messung

Luziferase setzt unter ATP-Verbrauch mit CoA den Farbstoff Luziferin um, wobei es durch
Chemilumineszenz zur Aussendung von Licht kommt.

Die Bestimmung der Luziferaseaktivitdt erfolgte als Doppelwert. 20ul Lysat wurden in einem
Messrohrchen vorgelegt und in das Luminometer gestellt. Das Gerat injizierte 100ul Luziferase-
Reagenz und startete 5s spater die Messung der Chemilumineszenz fir 10 sec.

In dieser Arbeit wurde das Luziferase-Reportergenplasmide pGL2-Control eingesetzt, bei dem
das Reportergen unter der Kontrolle eines SV40 Promotors steht.

2.14.4.2 B-Galaktosidase-Messung

Da die Transfektionseffizienz einen Einfluss auf die Messwerte von Reportergenversuchen hat,
wurde ein zweites, konstitutiv exprimiertes Reportergen zu Normalisierung kotransfiziert. Dazu
wurde das Plasmid pSV-B-Gal verwendet, bei dem ein bakterielles 3-Galaktosidasegen unter der
Kontrolle eines SV40 Promotors exprimiert wird. Die Galaktosidaseaktiviat wurde ebenfalls
durch Messung der Chemilumineszenz eines umgesetzten Substrates bestimmt.

Zur Inaktivierung der endogenen $-Galaktosidase wurden 20ul Lysat 1h bei 50°C erhitzt, auf Eis
abgekuhlt und wieder auf Raumtemperatur erwérmt.

Zur Messung wurden 7,5ul Lysat in ein Luminatorrohrchen vorgelegt und mit 25ul eines B3-
Galaktosidasepuffer-Substratgemisches  (pro  7,5ul Lysat: 25ul Reaktionspuffer + 0,5ul
Substratlosung) fiir 30min bei RT inkubiert. Die Messung der Chemilumineszenz erfolgte direkt
im Anschluss fur 10s. Jede Probe wurde als Doppelwert gemessen.

2.145 Kinase-Versuche

Um die Phosphotylierung von Ago2 und DCPla zu untersuchen, wurden in vitro Kinase-
Versuche durchgefiihrt.
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2.14.5.1 Mit Ganzelllysaten

Die Lyse der Zellen erfolgte mit dem Speziallysepuffer wie unter 2.14.1.1 beschrieben. Ein
Reaktionsansatz enthielt:

30ug Speziallysat ad. 10ul Speziallysepuffer
(ohne Proteaseinhibitoren)
2-3ug  GST-Fusionsprotein  (Kinasesubstrat)
ad. 10ul ddH,0
10ul ATP-Mix, bestehend aus: 15umol/1 ATP
8uCi P-ATP
ad. 10ul ATP-Puffer (150mmol/I Tris pH 7,4,
30mmol/I MgCl,
In den Ansétzen in denen Inhibitoren eingesetzt wurden, erfolgt vor dem Zusammenpipettieren
des Reaktionsansatzes eine Vorinkubation des Lysats mit dem entsprechenden Inhibitor fir
20min bei RT. Folgende Inhibitoren und finale Konzentrationen wurden eingesetzt:

SP600125:  20umol/1
SB203580: 2umol/1
SC-514:  50umol/1
PD98059: 50umol/1
Wortmannin:  100nmol/I

Die L6sung mit dem GST-Fusionsprotein sowie der ATP-Mix enthielten ebenfalls den jeweiligen
Inhibitor in der entsprechenden Konzentration, so dass es zu keiner Verdiunnung der
Inhibitorkonzentration kam.

Nach einer Inkubation von 15min bei RT wurde zu den Ansétzen 30ul GSH-Sepharose gegeben,
welche zuvor zweimal mit je 1ml Speziallysepuffer (ohne Proteaseinhibitoren aber mit 1mM
DTT) é&quilibriert wurde. Es folgte eine Inkubation fir 30min bei 30°C unter einer
Durchmischung im Thermomixer bei 1200rpm. Die GSH-Sepharose wurde anschlie}end
abzentrifugiert und dreimal mit je 1ml Speziallysepuffer gewaschen. Schliellich wurden die
Ansitze in 30ul 1x Laemmli-Puffer fur 10min bei 95°C aufgekocht und die Proteine durch
Gelelektrophorese aufgetrennt. Das Gel wurde Coomassie-gefarbt, entfarbt, getrocknet und die
Phosphorylierung der Proteine durch Autoradiographie detektiert.

2.14.5.2 Mit immunoprazipitierter Kinase

Nach Lyse der Zellen mit Speziallysepuffer wurden pro Ansatz 1-2mg Protein mit dem IP-Puffer
auf 500ul aufgefillt und mit 1pg Antikorper (bei INK 2-3ul SAK9) gegen die Proteinkinase von
Interesse oder gegen ihr tag vermischt. Nach einer Inkubation von 2-3h auf dem
Uberkopfrotierer (20rpm) bei 4°C, wurde zu den Ansitzen je 30ul Protein G-Sepharose
hinzugegeben. Diese wurde zuvor dreimal mit je 1ml IP-Puffer &quilibriert. Es folgte die
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Inkubation fiir eine weitere Stunde auf dem Uberkopfrotierer bei 4°C. Alternativ wurde der
Antikorper Uber Nacht an die Protein G-Sepharose immobilisiert und erst dann mit dem Lysat
inkubiert. Anschlieend wurde die Protein G-Sepharose abzentrifugiert (1min, 10000g, 4°C),
dreimal mit je 1ml IP-Puffer gewaschen und 2/3 davon mit dem Kinasereaktionsgemisch
versetzt. 1/3 wurde direkt in 30ul 1X Laemmli-Puffer aufgekocht und im Westernblot auf eine
gleichmaélige Immunoprazipitation untersucht.

Das Kinasereaktionsgemisch setzte sich zusammen aus:

10ul IP-Puffer

2-3ug  GST-Fusionsprotein  (Kinasesubstrat)

ad. 10ul ddH,0

10ul ATP-Mix, bestehend aus: 15umol/1 ATP
8uCi ¥P-ATP
ad. 10ul ATP-Puffer (150mmol/I Tris pH 7,4,
30mmol/I MgCl,

Nach einer Inkubation von 30min bei 20°C unter konstantem Schitteln im Thermomixer
(1200rpm), wurden die Ansitze mit 10ul 4x Laemmli-Puffer versetzt, 10min bei 95°C aufgekocht
und nach einem Zentrifugationsschritt (1min, 10000g) wurden die im Uberstand befindlichen
Proteine gelelektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel wurde Coomassie-gefarbt, entféarbt,
getrocknet und autoradiographiert.

2.145.3 Mit Uberexprimierter immunoprazipitierter Kinase (HA-JNK2 und
FLAG-p38) und Uuberexprimiertem immunoprazipitiertem Substrat
(GFP-DCP1a)

Die Lyse der Zellen die entweder mit dem Expressionsplasmid fur die Kinase oder mit dem
Expressionsplasmid fur das Substrat transfiziert waren, erfolgte mit dem Speziallysepuffer.
Anschlielend wurden die Lysate pro Ansatz mit 30ul Protein G-Sepharose versetzt, an welche
Uber Nacht ein spezifischer Antikérper gegen die Kinase bzw. gegen das Substrat immobilisiert
worden ist. Hierbei wurde fiir die Immunoprazipitation von GFP-DCP1la pro Ansatz 2ug eines
GFP-Antikérpers und 4,1-4,5mg Protein eingesetzt. Die Immunoprézipitation von JNK erfolgte
mit 3ul des SAK9 Antikérpers und 5,5mg Protein, wihrend fiir die Immunoprizipitation von
p38 je 3ul SAK7-Antikorper und 9mg Protein eingesetzt wurden. Die Immunoprazipitation fand
in einem Volumen von 500ul statt, welches durch IP-Puffer aufgefullt wurde.

Nach einer Inkubation von 2,5h bei 4°C auf dem Uberkopfrotierer (20rpm), wurde die Protein
G-Sepharose abzentrifugiert und dreimal mit je 1ml IP-Puffer gewaschen. Wahrend des letzten
Waschschritts wurde jeweils ein Ansatz, welcher die immunoprazipitierte Kinase mit einem
Ansatz, der das immunoprazipitierte Substrat enthielt, vereinigt. Nach Entfernung der
Waschlésung  (Imin, 100009, 4°C), wurde die Protein G-Sepharose mit dem
Kinasereaktionsgemisch versetzt, bestehend aus 20ul IP-Puffer, 20ul Wasser sowie 20 pul ATP-
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Mix (135uM ATP in ATP-Puffer). AnschlieBend erfolgte eine Inkubation von 30min bei 20°C
unter konstantem Schiitteln im Thermomixer (1200tpm). Nach Zugabe von 15ul 4x Laemmli-
Puffer wurden die Proben fur 10min bei 95°C aufgekocht, die Proteine gelelektrophoretisch
aufgetrennt und die Phosphorylierung von GFP-DCP1a mit Hilfe eines phosphospezifischen
Antikorpers detektiert.

2.14.6 Diskontinuierliche SDS-PAGE nach Laemmli

In einem Polyacrylamidgel werden die Proteine in Abh&ngigkeit von ihrer Gesamtladung und
ihrer Grol3e aufgetrennt. Wird der Grolienunterschied verschiedener Proteine durch die Ladung
ausgeglichen, so konnen sich diese mit gleicher Geschwindigkeit auf die Anode zubewegen.
Unter Verwendung von SDS (Natriumdodecylsulfat), welches alle nicht kovalenten Bindungen
innerhalb eines Proteins zerstort, das Protein dadurch denaturiert und negative Ladungen in die
denaturierte Polypeptidkette einfuhrt, stellt die Beweglichkeit der Proteine eine Funktion der
Logarithmen ihrer Molekulargewichte dar, so dass die Proteine nur nach inrem Molekulargewicht
aufgetrennt werden.

Es wurden abhangig von der Grolie der aufzutrennenden Proteine 6-10%-ige Trenngele sowie
5%-ige Sammelgele verwendet. Die Herstellung der Gele erfolgte nach dem folgenden Schema,
wobei exemplarisch nur die Zusammensetzung fiir ein 10%-iges Trenngel gezeigt ist. Bei einer
anderen Prozentigkeit des Gels wurde die Menge der eingesetzten Acrylamid-Stammldsung
entsprechend angepasst.

Das Trenngel und das Sammelgel hatten folgende Zusammensetzung:

Sammelgel [5 %] Trenngel [10 %]

ddH,O [ml] 5,61 3,32

50 % Glycerol [ml] 0,9 2,16
Sammelgel Puffer pH 6,8 [ml] 1,26 -
Trenngel Puffer pH 8,8 [ml] - 9,2

30 % AA [ml] 1,68 8

2 % SDS [ml] 0,5 12

40 % APS [ml] 0,03 0,072
TEMED [ml] 0,02 0,048
Gesamt [ml] 10 24

Die in der Tabelle angegebenen Mengen wurden zur Herstellung eines groRen Gels
verwendet. Flr ein kleines Gel wurden entsprechend kleinere Volumina der einzelnen
Bestandteile in demselben Verhéltnis zueinander eingesetzt.

Zundchst wurde das Trenngel gegossen, welches nach dem Auspolymerisieren mit dem
Sammelgel (berschichtet wurde. Die Proben wurden mit der entsprechenden Menge an

4xLaemmli-Auftragspuffer versetzt, zur Denaturierung der Proteine 10min bei 95°C aufgekocht,
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kurz anzentrifugiert und anschlieRend auf das Gel aufgetragen. In der Regel wurden 100ug
Protein aufgetragen. Vom jeweiligen Marker wurden 20ul eingesetzt. Die Elektrophorese erfolgte
bei konstanter Stromstérke in Abhangigkeit der GroRe der verwendeten Gele.

Gele mit 7cm Trennstrecke: 35mA pro Gel

Gele mit 12cm Trennstrecke: 50mA pro Gel

Die Elektrophorese wurde beendet, sobald der in dem 4xLaemmli-Auftragspuffer vorhandene
Farbstoff Bromphenolblau aus dem Gel herausgelaufen war. Das Gel wurde dann je nach
Verwendung entweder direkt mit dem Farbstoff Coomassie Brilliant Blue angefarbt, fur einen
Westernblot eingesetzt oder getrocknet und fur das Durchfiihren einer Autoradiographie benutzt

2.14.7 Farbung von Polyacrylamidgelen mit Coomassie Brilliant
Blue

Das Anfdrben und Fixieren von Proteinbanden erfolgte mit einer Coomassie Brilliant Blue G250-
Losung. Coomassie Brilliant Blue G250 ist ein Triphenylmethanfarbstoff der sich an basische
Seitenketten von Aminoséuren anlagert und die Proteine dadurch unspezifische anfarbt. Mit
dieser Methode kénnen 100ng bis 1ug Protein nachgewiesen werden

Die Gele wurden fiir 10min mit der Coomassie Brillant Blue L6sung inkubiert und dann tber
Nacht mit einer Entfarberldsung (Destain-Ldsung) behandelt, um die Hintergrundfarbung zu
entfernen und die Proteinbanden sichtbar zu machen. Anschlieend wurden die Gele auf
einem Geltrockner getrocknet.

2.14.8 Westernblot und Immunodetektion mittels ECL

Der Transfer von Proteinen aus einem Gel auf eine Membran erfolgte im semi dry-Verfahren.
Dazu wurde eine auf das Gel zugeschnittene, nach Herstellerangaben voraktivierte PVDF-
Membran luftblasenfrei auf das Gel gelegt und von oben und unten in jeweils zwei Lagen
Filterpapier (Dicke 1,2mm) eingelegt, welches zuvor in 1x Blot-Puffer mit 20% Methanol
getrankt wurde. Beim Aufbauen des Blots wurde vor allem darauf geachtet, das sich keine
Luftblasen bilden, welche den Transfer vom Gel auf die Membran behindern. Es wurde fir
2h bei 0,75mA/cm? geblottet. AnschlieRend wurde der Proteintransfer durch Farben der
Membran mit Coomassie Brilliant Blue tiberpriift und die Membran zu Dokumentationszwecken
am Bio-Doc-Analyzer der Firma Biometra fotografiert. Nach Entfarben der Membran mit 100%
Methanol wurde diese kurz mit bidestilliertem Wasser abgespult und fir 5min in TBST
inkubiert. Um unspezifische Proteinbindungsstellen der Membran zu besetzten, wurde diese
Uber Nacht bei 4°C oder fur 1h bei RT in 2% oder 5% Magermilch (angesetzt in TBST),
geblockt. Die Detektion der gewunschten Proteine erfolgte mit Hilfe zweier Antikorper,
wobei der erste Antikdrper spezifisch an das nachzuweisende Antigen bindet. Dieser wurde
Uber Nacht bei 4°C in einer Verdiinnung von 1:500 bis 1:10000 in 5% Magermilch in TBST
oder in 5% BSA in TBST auf die Membran gegeben. AnschlieBend wurde der Blot zuerst
zweimal kurz mit TBST gespult und dann viermal fur je 5min in TBST gewaschen, um den
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nicht gebundenen primdren Antikorper zu entfernen. Dann wurde der Blot fur 1-3h bei RT
mit dem zweiten Antikdrper (1:2000-1:3000 in 2% oder 5 % Magermilch) inkubiert. Der
Sekundéarantikdrper besitzt Spezies- oder Subklassen-Immunglobulinspezifitat fir den
Priméarantikdrper. AuBerdem ist an den zweiten Antikdrper eine horseradish peroxidase
gekoppelt, welche die Umsetzung des ECL-Reagenzes Kkatalysiert, wobei die dabei frei
werdende Energie in Form von Licht abgegeben wird.

Nach Inkubation mit dem Sekundérantikorper wurde die Membran erneut zweimal kurz und
viermal fir je 5min in TBST gewaschen, um den ungebundenen zweiten Antikorper zu
entfernen. Es folgte eine Behandlung der Membran mit dem ECL-Reagenz nach
Herstellerangaben.

2.14.9 Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen

In dieser Arbeit wurden vier verschiedene GST(Glutathion-S-Transferase)tag-Proteine, GST-c-
Junl-135, GST-Ago, GST-DCPla und GST-DCP1«S315A, bakteriell exprimiert und
anschlief’end tber GSH-Sepharose aufgereinigt.

2.14.9.1 Induktion der Expression

Die Expression der GST-DCP1«-Proteine erfolgte aus dem Vektor pDEST15 heraus im
Bakterienstamm BL21-Al. Die Expression steht hierbei unter der Kontrolle eines T7 Promotors,
und erfordert somit die Anwesenheit der T7-RNA-Polymerase. Bei dem verwendeten
Bakterienstamm ist das Gen fiir die T7-RNA-Polymerase stabil ins Chromosom integriert und
steht unter der Kontrolle des araBAD Promotors. Durch Zugabe von Arabinose wird die T7-
RNA-Polymerase-Expression induziert und somit ebenfalls die Expression der DCP1«-Proteine.
c-Junl-135 und Ago2 sind in pGEX-Vektoren kloniert und ihre Expression erfolgt unter der
Kontrolle eines tac-Promotors und kann durch Zugabe von IPTG (Isopropyl-8-D-thio-
galactopyranose, ein Galaktose-Derivat) induziert werden. GST-c-Junl-135 wurde im
Bakterienstamm BL21(DE3)pLysS exprimiert und GST-Ago2 im Bakterienstamm BL21-RIPL-
NTO.

Alle drei Bakterienstimme sind defizient in den beiden Proteasen lon und OmpT, was zu einer
erhdhten Stabilitdt und damit Ausbeute der exprimierten Proteine fuhrt. GST-Ago2 wurde
zudem mit dem Chaperon HSP90 koexprimiert, was eine Kkorrekte Faltung des Proteins
beglinstigen, somit die Bildung von Einschlusskdrpern (conclusion bodies) minimieren und dadurch
die Ausbeute des Proteins erhéhen soll.

Die Bakterien, welche das gewiinschte GST-Fusionsprotein exprimieren, wurden in 100ml LB-
Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum angeimpft. Diese Vorkultur wurde iber Nacht
bei 37°C und 180rpm inkubiert. Am folgenden Tag wurden fir die Hauptkultur vier
Erlenmeyerkolben mit je 500ml LB-Medium und dem jeweiligen Antibiotikum beschickt und mit
der Vorkultur so beimpft, dass die optische Dichte der Bakteriensuspension, gemessen bei



Material und Methoden 69

600nm, bei ca. 0,03 lag. Diese Hauptkultur wurde so lange bei 37°C und 180rpm inkubiert, bis
die OD der Bakteriensuspension einen Wert von 0,6 erreicht hatte. Es folgte die Induktion der
Expression durch Zugabe von 1mM IPTG bzw. 0,2% Arabinose. Nach weiterer Inkubation bei
37°C und 180rpm fur 3h (bei GST-c-Jun, GST-DCP1«) bzw. bei RT uber Nacht (GST-Ago2)
wurden die Bakterienzellen fiir 10min bei 5000xg pelletiert und der Uberstand verworfen. Jedes
Pellet wurde dann in 40ml PBS (+ 1mM DTT + 1mM PMSF) resuspendiert. Nach erneuter
Zentrifugation bei 5000%g fur 10min wurden die Pellets in 10ml PBS + DTT + PMSF vereinigt,
in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zum néchsten Tag bei — 20°C gelagert.

2.14.9.2 Aufreinigung

Die eingefrorene Bakteriensuspension wurde bei 37°C im Wasserbad aufgetaut und mit 0,1%
NP-40 sowie 1mg/ml Lysozym versetzt. Durch das Einfrieren und anschlieBende Auftauen der
Bakterien lysieren die meisten von ihnen. Zur vollstdndigen Lyse der Bakterien wurde die
Bakteriensuspension allerdings mit der dicken Spitze des Ultraschalgerats ,,Branson-Sonifier 250
sonifiziert (250W, 6x45s, jeweils 45s Pause). Anschliefend wurde das Lysat zum Abtrennen von
nicht lysierten Zellen und unl6slichen Zellbestandteilen fir 30min bei 20000rpm und 4°C
zentrifugiert.

Wahrenddessen wurde die GSH-Sepharose viermal in PBS + DTT +PMSF gewaschen (1min,
16100xg, 4°C). Fur 2| Bakterienkultur wurde 1ml GSH-Sepharose eingesetzt. Zum Binden des
GST-Fusionsproteins an die GSH-Sepharose wurde der nach der Zentrifugation erhaltene
Uberstand zusammen mit der dquilibrierten GSH-Sepharose in ein 15ml Bluecap iberfiihrt und
bei 4°C flr 30min langsam rotiert.

Zur Elution wurde die GSH-Sepharose bei 4°C und 1800rpm fur 10min abzentrifugiert, viermal
mit je 1,5 ml PBS + DTT + PMSF gewaschen (1min, 16100xg, 4°C), a 500 pl aufgeteilt und
viermal mit je 600ul Elutionspuffer fur 10min bei RT geschittelt (1200rpm). Die vier erhaltenen
Eluate wurden vor der weiteren Aufarbeitung mittels SDS-PAGE auf das Vorhandensein des
gewtinschten GST-Fusionsproteins Uberprift.

Die Eluate wurden dann abhdngig von der Menge an GST-Fusionsprotein, welches sie
enthielten, vereinigt und um das Uberschissige Glutathion zu entfernen Uber Nacht im
Dialyseschlauch, welcher zuvor in entsprechendem Puffer ausgekocht worden ist, bei 4°C
dialysiert. Am néchsten Tag wurden die dialysierten Eluate unter Einsatz von Centricons
aufkonzentriert. Dazu wurde das Centricon zuerst mit 500ul bidestilliertem Wasser gewaschen
(10min, 4900xg). AnschlieBend wurde das jeweilige Eluat auf die Membran des Centricons
pipettiert und durch Zentrifugation bei 4900xg bis auf ein Volumen von 200-300ul eingeengt.
Mit den aufkonzentrierten Eluaten wurden eine Bradford-Bestimmung und anschlieBend eine
SDS-PAGE durchgeflhrt. Die Proteinlésung wurde zur Langzeitlagerung bei -20 °C mit 50%
Glycerol versetzt
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2.14.10 ELISA fur IL-8

Die Bestimmung der Konzentration des Chemokins IL-8 (CCI-8) erfolgte mittels eines sandwich
ELISAs der Firma R&D System exakt nach Herstellerangaben (IL-8 duo set kit). Als Standard
diente eine aus acht Werten bestehende Eichreihe von humanem IL-8 mit Konzentrationen von
9,8-2500pg/ml.

2.15Mikrobiologische Techniken

2.15.1 Arbeiten mit Bakterienkulturen

Die Bakterien wurden abends in 5ml LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum
angeimpft und Uber Nacht bei 37°C und 180rpm inkubiert. Mit dieser Vorkultur wurden am
nachsten Morgen 100ml LB-Medium so beimpft, dass die optische Dichte 0,06 betrug. Diese
Bakteriensuspension wurde dann so lange bei 37°C und 180rpm inkubiert bis sie eine optische
Dichte von 0,6 erreicht hatte. Anschlielend wurden die Bakterien bei 3000rpm und 4°C
10min lang abzentrifugiert und das erhaltene Pellet wurde in 1/10 Zellvolumen TSS-Puffer
(transformation and storage solution) resuspendiert. Die Bakteriensuspension wurde sofort auf Eis
gegeben und a 200ul aliquotiert. Danach wurden die Aliquots in flussigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

2.15.2 Herstellung von Dauerkulturen

Die dauerhafte Aufbewahrung von Bakterien erfolgte bei -80°C in Glycerin.

Zur Herstellung der Glycerindauerkulturen wurde 1ml Bakteriensuspension mit 1ml Glycerin
gut gemischt. Die optische Dichte der Bakteriensuspension gemessen bei 600nm lag dabei
ungeféahr bei 0,8.

2.16 Zellkulturtechniken

2.16.1 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren wurden die mit Medium abgeldsten Zellen bei 500xg fir 5min bei RT
sedimentiert, in 1ml kaltem Einfriermedium resuspendiert und in ein vorgekihltes Kryorohrchen
uberfihrt.

Die Kryoréhrchen wurden anschlieBend tber Nacht in einem auf 4°C vorgekihlten, mit
Isopropanol befullten Nalgene-Cryo Freezing Container in einen —80°C Tiefkihlschrank gestellt
und zur langeren Lagerung in einem Dewargefa® mit flissigem Stickstoff aufbewahrt

Die Zellen wurden zigig im Wasserbad aufgetaut, in 10ml Medium dberfihrt und zur
Entfernung des im Einfriermedium vorhandenen DMSO bei 1000xg fur 5min abzentrifugiert.
Das Pellet wurde in 3ml Medium resuspendiert und in die gewinschte Zellkulturflasche
uberfihrt, in der frisches Medium vorgelegt wurde.
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2.16.2 Kultivieren und Passagieren adhérent wachsender Zellen

Die verwendeten Zelllinien sind adharent und wurden in 25, 75 oder 175 cm? Zellkulturflaschen
bei 37°C, 5% CO, und einer wassergesattigten Atmosphére in DMEM-Vollmedium (10% (v/v)
FKS, 2mmol/l L-Glutamin, 1mmol/l Natriumpyruvat, 100U/ml Penicillin, 100pg/ml
Streptomycin) kultiviert.

Die Passage der Zellen erfolgte alle drei bis vier Tage, sobald die Zellen einen
zusammenhdngenden Zellrasen bildeten. Bei den HEK293 IL-1R Zellen wurde zu diesem Zweck
das Medium dekantiert, neues Medium zugeftigt, die Zellen abgeschlagen und resuspendiert. Um
die c-Jun Wt MEFs und die JNK1/2”~ MEFs abzulosen, wurden diese zweimal mit PBS
gewaschen und fur 5min mit Trypsin/EDTA inkubiert. Anschliefend wurde die Reaktion durch
Zugabe von frischem Medium gestoppt und die Zellen ebenfalls resuspendiert.

Ein Aliquot der Zellsuspension wurde in eine neue Kulturflasche, in der frisches Medium
vorgelegt wurde, Uberfiihrt.

2.16.3 Zellzahlung und Vitalitdtsbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mikroskopisch in einem Hamocytometer (Neubauer
Zahlkammer), indem die Zellsuspension 1+1 mit Trypanblau (0,8% (v/v) in PBS) versetzt wurde.
Lebende Zellen sind in der Lage Trypanblau aktiv auszuscheiden, wéhrend tote oder geschadigte
Zellen dies nicht mehr vermdgen und blau angefarbt werden. In den vier GrolRquadranten
wurden die lebenden Zellen gezéhlt und anschlieRend wurde die Zellzahl mit folgender Formel
bestimmt:

(Summe der Zellen aller GroRquadrate/4) x 10000 x Verdinnungsfaktor = Zellen/ml

2.16.4 Stimulation und Ernten von Zellen

Die Stimulation der Zellen erfolgte mit ILle (final 10ng/ml), Anisomycin (final 10pg/ml),
Sorbitol (0,5M) oder UV-Licht fiir die im Ergebnisteil angegebenen Zeiten. 111 und Anisomycin
wurden direkt in das VVollmedium der Zellen gegeben. Fir die Stimulation der Zellen mit Sorbitol
wurde das Medium abgenommen und durch sorbitolhaltiges Medium ersetzt. Erfolgte die
Stimulation mit UV-Licht dann wurden die Zellen fir 1min durch UV-Licht bestrahlt und
anschlieBend fur die gewtlinschten Zeiten weiter bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Bei der
Behandlung der Zellen mit den Kinaseinhibitoren SP600125 (final 20uM) oder SB203850 (final
2uM) wurden die Zellen mit diesen fir 30 min vorinkubiert, bevor ein Stimulus erfolgte.

Fand die Stimulation oder Inhibierung in p-Slides VI statt, wurde aus der entsprechenden
Kammer 100ul Medium abgenommen, mit der entsprechenden Substanz vermischt und erneut
auf die Zellen gegeben.

Zum Ernten der Zellen wurden diese zweimal mit kaltem PBS gewaschen, in PBS abgescharbt,
anschlieBend fir 10min bei 500xg und 4°C abzentrifugiert und bis zum weiteren Gebrauch bei —
80°C gelagert.
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2.16.5 Transfektion

Unter Transfektion versteht man das Einbringen von Fremd-DNA in Zellen. Man unterscheidet
zwischen einer transienten Transfektion, bei der das Plasmid in den Zellkern gelangt und fur
einige Tage das gewilinschte Gen exprimiert wird, und einer stabilen Transfektion, bei der das
eingeschleuste Expressionsplasmid in die chromosomale DNA integriert wird. Es gibt
verschiedene Transfektionsmethoden wie die DEAE-Dextran-Technik, die Elektroporation, die
Liposomen-vermittelte Transfektion oder die hier verwendete Kalziumphosphat-Methode.

2.16.5.1 Transiente Transfektion mit Kalziumphosphat

Bei Kalziumphosphat-Methode wird die DNA mit einer phosphathaltigen Pufferlésung und
Kalciumchlorid gemischt. Es bilden sich feine Kalziumphosphatkristalle aus, die sich auf der
Zelloberflache der Zellen niederschlagen mit denen sie in Kontakt kommen. Uber Endocytose
gelangen die Kristalle dann in die Zelle.

Die folgenden Angaben gelten fir jeweils ein Loch einer 6-Loch Platte. Erfolgte die Transfektion
der Zellen in anderen Kulturgeféal3en, wurden die einzelnen Volumina der Kulturflache angepasst.
Am Vortag der Transfektion wurden pro Loch 4x10° Zellen in 2ml Medium ausgesat. Fir jedes
Loch wurden 225ul 2xHEBS, 250ul H,O und die gewiinschte Menge DNA gemischt, die Bildung
der Prazipitate erfolgte durch vorsichtige Zugabe von 31,5ul einer kalten 2mol/1 CaClz2-Ldsung.
Die Suspension wurde auf die Zellen pipettiert und diese dann fiir mindestens 4h im Brutschrank
inkubiert. Zum Entfernen der Prazipitate wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, mit
2ml frischem Medium versehen und fiir weitere 24-48h kultiviert

2.16.5.2 Herstellung eines stabilen Transfektanten Zellpools

In dieser Arbeit wurden HEK293 IL-1R Zellen mit verschiedenen pEGFP-DCP1«-Konstrukten
stabil transfiziert. Unter Verwendung der Kalziumphosphat-Methode wurden hierfur pro 6-Loch
5ug des jeweiligen Plasmids mit 1ug des Puromycin-Plasmids pBSPACAP kotransfiziert. Nach
48h wurden die Zellen aus drei Lochern vereinigt und in eine 75cm?® Zellkulturflasche Gberfiihrt.
Es folgte eine Selektion mit Puromycin (1ug/ml), dessen Resistenzgen auf dem pBSPACAP-
Plasmid liegt.

2.17 Zellbiologische Techniken

2.17.1 Indirekte Immunfluoreszenz mit Kernfarbung

Mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz kénnen Proteine und damit Strukturen in der Zelle
unterm Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden. Die Zellen werden hierfur zundchst mit
einem primaren gegen die Zielstruktur gerichteten Antikdrper inkubiert. Dieser wird dann durch
einen SekunddrantikOrper, welcher mit einem Fluorochrom versehen ist und Spezies- oder
Subklassen-Immunglobulinspezifitat fir den Primérantikdrper besitzt, erkannt. In dieser Arbeit
wurden Cy3- sowie FITC-gekoppelt SekundarantikOrper verwendet. Um die Antikorper
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aufzunehmen, muss die Membran der Zellen permeabilisiert werden, daher kann nur mit
fixierten, toten Zellen gearbeitet werden.

Fur die indirekte Immunfluoreszenz wurden die Zellen in p-Slids VI ausgesat. Dazu wurden die
zu 80% optisch konfluenten Zellen eines 6-Lochs in 2,5ml Medium aufgenommen. Von dieser
Zellsuspension wurden dann 30ul in die Kammer eines p-Slides VI Gberfuhrt. Nach 1h in Kultur,
wurden 100ul Medium hinzugefiigt. 48h spiter wurde das Medium entfernt, und die Zellen
zweimal mit je 150ul Hanks Puffer gewaschen. Anschlielend wurden die Zellen fiir 5min mit
100ul 4%-igem Paraformaldehyd fixiert. Nach dem Fixieren wurden die Zellen zweimal flr je
5min mit jeweils 150pl Hanks Puffer gewaschen und dann in 100ul 10%igem Serum geblockt.
Das Serum stammte immer aus dem Tier, indem auch der Sekunddrantikrper generiert wurde.
Die Verdunnung des Serums erfolgte mit Hanks Puffer, welcher 0,1% Saponin enthielt. Dieses
diente zur Permeabilisierung der Zellen. Es folgte die Inkubation der Zellen mit 100ul
PrimdrantikOrperldsung fiir 2h bei RT. Der Antikorper wurde hierbei 1:50-1:200 in
Hanks/0,1%Saponin Puffer verdinnt. Vor der Inkubation mit 100ul Sekundirantikbrperlosung
fir weitere 2h im Dunkeln, wurden die Zellen dreimal fir 10min mit jeweils 150pl
Hanks/0,1%Saponin Puffer gewaschen. Die Cy3-gekoppelten AntikOrper wurden in einer
Konzentration von 1,25ug/ml eingesetzt, wahrend die FITC-gekoppelten Antikorper in einer
Konzentration von 1ug verwendet wurden. Die Verdinnung erfolgte wie beim Primérantikorper
in Hanks/0,1%Saponin Puffer. Die Zellen wurden anschlieend dreimal fur 5min mit jeweils
150ul Hanks Puffer gewaschen und dann einer Hoechst-Farbung unterzogen. Hierfur wurden die
Zellen fiir 5min in 100ul einer TuM Hoechst-Losung (Verdinnung in Hanks Puffer) inkubiert.
Hoechst 33342 (Bisbenzimid) interkaliert dabei zwischen benachbarten Basen der DNA. Die
Zellen wurden dann innerhalb von 5min zweimal mit Hanks Puffer gewaschen und firs
Mikroskopieren mit 50ul einer 30%-igen Glycerollésung versetzt.

Die so hergestellten Proben sind fir mehrere Wochen bis Monate stabil und kdnnen fiur die
mikroskopischen Untersuchungen verwendet werden. Die Aufnahme der Fluoreszenzbilder
erfolgte dem ungeachtet relativ zeitnah zur Herstellung der Proben. Die Fluoreszenzbilder
wurden am LeicaDM IRE2 Mikroskop mit der DFC 350 Kamera von Leica aufgenommen. Das
Prozessieren der Rohdaten erfolgte mit der FW4000 und Leica Deblur Software.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der Wechselwirkung von JNK mit Ago2

3.1.1 Analyse der Interaktion von JNK und Ago2

Aus Vorarbeiten von Dr. David Holzberg und aus eigenen Ergebnissen, die wéhrend der
Diplomarbeit erhoben wurden, lagen in der Arbeitsgruppe bereits Daten vor, die zeigten, dass
humanes Ago2 (ber Bereiche in seinem N-Terminus und in seinem C-Terminus mit JNK
interagiert. Sowohl ein N-terminales- (As 47-385) als auch ein C-terminales- (As 386-859) T7-
getaggtes Fragment von Ago2 wiesen in GST-pulldown assays und in der Koimmunoprazipitation
eine Bindung an JNK auf. Das N-terminale und das C-terminale Fragment werden im weiteren
als Ago2-N und Ago2-C und das full length Ago2 als Ago2-FL bezeichnet. Obwohl es nicht gelang
endogenes JNK und Ago2 mit jeweils zwei unterschiedlichen  Antikérpern
koimmunozuprazipitieren, wurde die Entscheidung getroffen  detaillierte  Struktur-
Funktionsuntersuchungen durchzufiihren, denn es zeigte sich, dass die Koimmunoprézipitation
von Epitop-getaggtem Ago2 und JNK hochspezifisch war, da niemals eine Bindung von JNK an
Protein G Sepharose-heads oder Mausimmunglobuline nachgewiesen werden konnte. INK wurde
als GFP-Fusionsprotein exprimiert, da dieses Protein aufgrund seiner GrofRe nicht von der
schweren Kette des Primdrantikorpers in der Koimmunoprézipitation und nachfolgendem
Westernblot (iberdeckt wurde. Hinsichtlich der Bindung an Ago2 verhielt sich GFP-JINK3 wie
JNK2-TAP-tag, Uber welches endogenes Ago2 als Bindungspartner von Dr. David Holzberg
urspriinglich identifiziert worden war. AuBerdem war aus der Diplomarbeit bekannt, dass auch
GST-tags keinen storenden Einfluss auf die Bindung an Ago2 in zellfreien Systemen hatten.

Um die Beteiligung des N- und C-Terminus von Ago2 an der Interaktion mit JNK zu bestatigen,
wurde eine N-terminale- sowie eine C-terminale Deletionsmutante von T7-Ago2 generiert und
die Bindung dieser Proteine an GFP-JNK3 mittels Koimmunoprézipitation untersucht. Hierflr
wurden im Kontext des Ago2-FL einmal die PAZ-Doméne (As235-348) und einmal die PIWI-
Doméne (As517-818) deletiert. Die daraus resultierenden Proteine werden als Ago2,,,, und
Ago2,,; bezeichnet. Neben Ago2,,,, und Ago2,,,, Wurden erneut Ago2-N und Ago2-C in der
Koimmunoprézipitation eingesetzt.
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Abbildung 6: Analyse der Bindung von T7-Ago2-N, T7-Ago2-C, T7-Ago2apaz Und T7-Ago2aprw1 an GFP-
JNK3 mittels Koimmunoprazipitation

A: Schematische Darstellung der fur die Koimmunoprézipitation verwendeten Ago2-Fragmente, As=Aminoséuren,
PAZ: Piwi Argonaute Zwille Doméne, PIWI: P-element induced wimpy testis Doméne B: Je zwei 175cm?-Flaschen mit
HEK293 IL-1R-Zellen wurden mit jeweils 45ug pEGFP-JNK3 allein oder zusammen mit je 45ug des jeweiligen
pCMVT7-Ago2 Konstrukts transfiziert. Die Menge an Gesamt-DNA wurde durch die Zugabe des Leervektors
pCS3MT auf 90ug eingestellt. Nach weiteren 24h in Kultur wurden die Zellen fir 30min mit 10ng/ml IL-1a
stimuliert und anschlieBend geerntet und lysiert. Die Uberexprimierten T7-Ago2-Fragmente wurden aus den Lysaten
mit lug eines T7-Antikdrpers immunoprézipitiert. Um unspezifische Bindung von GFP-JNK3 an den Antikorper
oder an die Protein G-Sepharose abschétzen zu kdnnen, wurden jeweils auch ein Ansatz ohne Antikorper (beads) und
ein Ansatz mit einem Maus-Immunglobulingemisch (IgG) durchgefihrt. Die Prézipitate wurden anschlieRend auf die
Anwesenheit der immunoprézipitierten T7-Ago2-Fragmente und des koimmunoprézipitierten GFP-JNK3 im
Westernblot untersucht. Zur Kontrolle der Expression der Proteine wurden die Lysate der transfizierten Zellen
ebenfalls gelelektrophoretisch aufgetrennt und im Westernblot untersucht.

Sowohl die PAZ- und PIWI-Deletionsmutante als auch das N-und C-terminale Fragment von
Ago2 binden an GFP-JNK3 in der Koimmunoprazipitation. Wie anhand der in Abbildung 6B
dargestellten JNK3/Ago2-Ratios ersichtlich wird, interagieren sowohl das C-terminale Fragment
(T7-Ago2-C), das N-terminale Fragment (T7-Ago2-N) als auch die PIWI-Deletionsmutante (T7-
AQO02,,,) deutlich schwacher mit GFP-JNKS3 als das full length Protein. Die Deletion der PAZ-
Domane hingegen hat nur einen geringen Einfluss auf die Bindung an JNKS3.

Diese Daten bestatigen, dass Ago2 sowohl Uber den N-Terminus, Uberwiegend tber Bereiche
aullerhalb der PAZ-Doméne, als auch (ber den C-Terminus inklusive der PIWI-Doméane mit
JNK interagiert.

Um die Interaktionsdoméne(n) von Ago2 an JNK einzugrenzen, wurden bereits im Zuge der
Diplomarbeit sieben (berlappende T7-getaggte Proteinfragmente von Ago2 generiert und die
Bindung dieser an JNK mittels GST-pulldown assays und Koimmunoprazipitation in vitro und in
vivo untersucht. Bis auf ein Fragment, welches die Aminoséuren 386-561 umfasst, zeigten alle



Ergebnisse 77

anderen Fragmente eine JNK-Interaktion. Zu den Fragmenten, die eine Bindung aufwiesen,
gehorten auch solche, die potentielle MAP-Kinase-Bindestellen, sogenannte docking sites,
enthielten. Auf die Merkmale von docking sites wurde bereits in der Einleitung (Abschnitt 1.1.3)
eingegangen.

Wie in Abbildung 7 dargestellt, enthdlt Ago2 vier potentielle MAP-Kinase docking sites. Um den
Einfluss der potentiellen MAP-Kinase docking sites auf die Ago2-JNK-Interaktion zu untersuchen,
wurden diese im Kontext des N-terminalen und C-terminalen Ago2-Fragments mutiert oder
deletiert. AnschlieBend wurde die Bindung der daraus resultierenden T7-Ago2-Mutanten an
GFP-JNK3 mittels Koimmunoprazipitation tUberpruift.

In T7-Ago2-N wurden einmal in der docking site 1 und einmal in der docking site 2 die Leucine des
®-X-Dd-Motivs sowie die vorangehenden basischen Aminosduren zu Alanin mutiert. Die dabei
entstandenen Mutanten werden als T7-Ago2-Nygm: und T7-Ago2-Ng,m. bezeichnet. Die
Mutation jeder dieser beiden docking sites erfolgte in zwei Schritten, wodurch zwei weitere
Mutanten generiert wurden: T7-Ago2-N ..., in der die beiden Leucine und das Lysin317 zu
Alanin mutiert sind und T7-Ag02-N ., iN der die beiden Leucine zu Alanin mutiert sind. Im
C-terminalen T7-Ago2-Fragment wurde der Bereich der docking site 3 deletiert, welcher die
Aminosduren 513-523 umfasst. Dadurch wurden das ®-X-d-Motiv sowie die nachfolgenden
hydrophoben Aminosduren entfernt. Ebenso wurden die Aminosduren 562-571 in T7-Ago2-C
deletiert und somit das ®-X-®-Motiv und die hydrophoben Aminosduren der potentiellen
docking site 4. Es wurden Einfachmutanten, T7-Ago2-C,.,;.,; und T7-Ago2-C,.,,<,;, SOWie eine
Doppelmutante, T7-Ag02-C,s ;555562571 Nergestellt. Ausgehend vom C-terminalen Fragment
wurde zusétzlich eine Deletionsmutante generiert, welcher der Bereich zwischen der docking site 3
und 4 einschlieBlich beider docking sites fehlt. Diese wird als T7-Ago2-C,.,;.s;, bezeichnet.

A
Ago2-N Ago2-C
| /)]
47 7 7 385386 ¥ v 859 (As)
dsl1ds2 ds3 ds4
dsl,s313-328°- KDRHKLVLRYPHLPCL
dS2s335-348 - KHTYLPLEVCNIVA
ds3as506-523 RHLKNTYAGLQLVVVILP

ds4,550-571 7 KNVQRTTPQTLSNLCLKINVKL

Konsensussequenz einer
MAP-Kinase docking site: basisch LXL hydrophob
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Abbildung 7: Untersuchung des Einflusses der potentiellen JNK docking sites 1-4 in Ago2 auf die
JNK/Ago2-Interaktion

A: Schematische Darstellung der potentiellen JNK docking sites 1-4 in Ago2-N und Ago2-C. Die basischen und
hydrophoben Aminosduren sind in griin dargestellt, die Leucine des ®-X-®-Motivs in rot. Die Aminosduren, die
mutiert oder deletiert wurden, sind unterstrichen. B: Untersuchung der Bindung von T7-Ago2-Ngsimut1, T7-Ago2-
Nasimut, T7-Ag02-Naszmut1 Und T7Ag02-Ngsomut an GFP-JNK3 mittels Koimmunoprézipitation. Zur Vorgehensweise
siehe Beschriftung unter Abbildung 6B. C: Untersuchung der Bindung von T7-Ago2-Casis-s23, T7-Ag02-Caseo-s71, T7-
AQ02-Chsi3-523.a560-571 UNd T7-Ago2-Casizs70 an GFP-JNK3 mittels Koimmunoprézipitation. Zur Vorgehensweise
siehe Beschriftung unter Abbildung 6B.

Beriicksichtigt man die unterschiedliche Immunoprézipitation der T7-Ago2-Fragmente, weisen
mit Ausnahme von T7-Ago2-C,.,;;, alle anderen Mutanten mit Mutationen der potentiellen
docking sites eine verstarkte Bindung an GFP-JNK3 auf. Die potentiellen JNK docking sites 1-4 sind
somit nicht an der Interaktion zwischen Ago2 und JNK beteiligt. Die abgeschwdchte Bindung
der Mutante T7-Ago2-C,,5, ISt nicht mit der Deletion der potentiellen docking sites 3 und 4 zu
erklaren, sondern vielmehr mit der Deletion des Bereichs dazwischen. Die Mutante T7-Ago2-
Casisszsaseesr 1N der Teile beider docking sites entfernt wurden, zeigt keine verringerte JNK-
Bindung.

In Abbildung 8 sind alle Ago2-Mutanten zusammengefasst, welche im Zuge der Diplomarbeit
und der Promotion in GST-pulldown assays und Koimmunopréazipitationsversuchen eingesetzt
wurden, um die Bindung an JNK zu analysieren. Fir die Koimmunoprazipitationsversuche
wurde, wann immer es mdglich war, die Bindungsstarke durch Ratio-Bildung zwischen
koimmunoprazipitiertem GFP-JNK3 und der jeweiligen T7-Ago2-Mutante abgeschétzt. Bei den
GST-pulldown assays wurde die relative Bindung der in vitro translatierten Ago2-Mutanten an GST-
JNKZ2 im Verhdltnis zur Inputbande (1/10 der Menge der jeweiligen in dem GST-pulldown assay
eingesetzten in vitro translatierten Ago2-Mutante) ermittelt. Die so abgeschétzte Bindung
zwischen den Ago2-Mutanten und JNK ist in Abhdngigkeit von ihrer Starke mit ein bis drei
Kreuzen dargestellt. Bei den blauen Kreuzen konnten die immunoprézipitierten Ago2-Mutanten
aus technischen Griunden nicht detektiert werden und daher wurde hier die Bindungsstarke
zwischen den Ago2-Mutanten und JNK (ber das Verhéltnis der unterschiedlich von den Ago2-
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Mutanten koimmunoprazipitierten JNK-Mengen ermittelt. Als Referenz diente hierbei die durch
Ago2-FL koimmunoprazipitierte INK-Menge.

Koimmunoprézipitation GST-pulldown

assay
Ago2-FL [ [ PAz ] I PIWI 1 - +
47 235 348 517 818 859
AgO2pppz 1+ I PIwI || +t n.e.
AQGO2ppiwi [ | YA —————— - ne.
Ago2-N | ] | + 4+
47 385
Ago2-C L ] 1 ++ 4+
386 859
Ag02-Nys1mut1 [ | 1 ++ n.e.
Agoz'Ndslmut | ] J_I ++ n.e.
AgOZ'NdSZmutl | ] I_I ++ n.e.
AgOZ'NdSZmut | ] J_I ++ n.e.
Ago2-Cps13523 L H | + et
Ag02-Cpser.571 | I N | ++ ++
AQ02-Chps13.523, as62-571 L HH || ++ +++
Ag02-Chsi3570 | — | + n.e.
Ag02,7.934 | I + +
a7 234
Ag02155 596 | + +
128 269
Ag02,35 355 | ++ +
235 385
AG02570.424 | I— ++ +
270 424
Ag02;g6.516 | I—
386 516
Ag02,55.611 /] + Tt
425 611
AQO02425.611a513-523 CH—1 ++ n.e.
AQ02,55.611562-571 C/H ++ n.e.
AQ02,55.6110513-523, A562-571 CCHH ++ n.e.
Ag025,7650 l ] ++ ++
517 859
Koimmunoprazipitation : Ratio JNK3/Ago2: +++:9-115 ++:14-29 +:0,5-1,4 -: keine Bindung

GST-pulldown assay: relative Ago2/GST-JNK2 Bindung: +++: 4-5%  ++: 2-4% +:0,5-2% -1 <0,5% n.e.: nicht eingesetzt

Abbildung 8: Schematische Darstellung der im Zuge der Diplomarbeit und Promotion fir die
Bindungsversuche eingesetzten Ago2-Mutanten

Bis auf ein T7-Ago2-Fragment wiesen alle weiteren Mutanten von Ago2 sowohl in
Koimmunoprazipitationsexperimenten als auch in GST-pulldown assays eine JNK-Interaktion auf.
Die Vermutung lag somit nahe, dass neben der direkten Protein-Protein-Wechselwirkung noch
eine weitere Komponente an der Bindung zwischen Ago2 und JNK beteiligt sein muss.

Da Ago2 ein RNA-bindendes Protein ist, wurde untersucht ob die Ago2/JNK-Interaktion RNA-
abhéngig ist (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Analyse der RNA-Abhéangigkeit der Ago2/JNK-Interaktion

A: Je zwei 175cm2-Flaschen mit HEK293 IL-1R-Zellen wurden mit jeweils 45pg pEGFP-JNK3 allein oder
zusammen mit je 45ug pCMVT7-Ago2-N oder pCMVT7-Ago2-FL transfiziert. Die Gesamt-DNA wurde durch die
Zugabe des Leervektors pCS3MT auf 90ug eingestellt. Nach weiteren 24h in Kultur wurden die Zellen fiir 30min mit
10ng/ml IL-1« stimuliert und anschlieBend geerntet und lysiert. Das Lysat der HEK293 IL-1R-Zellen, das mit
pCMVT7-Ago2-N und pEGFP-JNK3 kotransfiziert war, wurde auf drei Ansétze aufgeteilt. Ein Ansatz wurde fur
30min bei 37°C mit RNase A in einer Konzentration von 0,1 pg/ul (0,5U/ul) inkubiert. Mit dem zweiten Ansatz
wurde ebenso verfahren, nur dass anstelle der RNase A ein entsprechendes Volumen eines 50mM Tris-HCL (pH
7,4), 50% Glycerol-Puffers (Puffer, in dem RNase A geldst ist) eingesetzt wurde. Der letzte Ansatz wurde
unbehandelt gelassen. Von jedem Ansatz wurde Lysat mit einem Proteingehalt von 1mg abgenommen, aus dem
anschlieBend Gesamt-RNA isoliert wurde. Die berexprimierten T7-Ago2-Fragmente wurden aus den restlichen
Lysaten mit 1ug eines T7-AntikOrpers immunoprazipitiert. Die Prézipitate wurden anschlieBend auf die Anwesenheit
der immunopréazipitierten T7-Ago2-Fragmente und des koimmunoprézipitierten GFP-JNK3 im Westernblot
untersucht. Zur Kontrolle der Proteinexpression wurden die Lysate der transfizierten Zellen ebenfalls
gelelektrophoretisch  aufgetrennt und im  Westernblot (berprift. B: Quantifizierung der relativen
Koimmunoprézipitationseffizienz aus drei unabhdngigen Experimenten, (n=3) (* S.E.M.) C: Je zwei 175cm2-
Flaschen mit HEK293 IL-1R-Zellen wurden mit jeweils 45ug pEGFP-TAK1 und 45pg pCS2MT-MYC-TABL
transfiziert. Das weitere Vorgehen entsprach bis auf wenige Ausnahmen dem unter A beschriebenen. So wurde das
MYC-TABL mit 1ug eines MYC-Antikorpers immunoprézipitiert. Die Prézipitate wurden im Westernblot auf die
Anwesenheit von MYC-TAB1 und GFP-TAKL untersucht. D: Kapillarelektrophorese der RNAs, die bei beiden
Koimmunoprézipitationsexperimenten (A, C) aus dem unbehandelten Zellextrakt (@), dem mit Puffer inkubierten
Zellextrakt (Puffer) sowie dem mit RNase A behandelten Zellextrakt (RNase A) isoliert wurden. Die
Kapillarelektrophorese erfolgte wie unter 2.13.2.2 beschrieben.
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Hierfir wurden Zelllysate von HEK?293 IL-1R-Zellen, die mit den Expressionsplasmiden fiir T7-
Ago2-N und GFP-JNK3 kotransfiziert waren, mit RNase A behandelt. AnschlieRend wurde die
Bindung zwischen T7-Ago2-N und GFP-JNK3 mittels Koimmunoprazipitation Gberpruift.

Fir diese Versuche wurde das N-terminale T7-Ago2-Fragment gewahlt, da dieses die PAZ-
Domine enthalt, welche entscheidend fur die RNA-bindenden Eigenschaften von Ago-Proteinen
ist. Um die RNA quantitativ im Zellextrakt zu verdauen, wurde RNase A eingesetzt, da diese
Endonuklease bei niedrigen Salzkonzentrationen (0-100mM NaCl) unspezifisch ist und
Einzelstrang-RNA, Doppelstrang-RNA wie auch RNA in RNA-DNA-Hybriden schneidet.
Dementsprechend wurde fiir die Lyse der Zellen sowie fiir das Waschen der Immunoprazipitate
Puffer mit einer NaCl-Konzentration von 100mM verwendet.

Obgleich schon die alleinige Inkubation des Zellextrakts bei 37°C eine leichte Verminderung der
Ago2/JNK-Interaktion zur Folge hatte, kann man unter RNase A Reaktionsbedingungen im
Vergleich zum Pufferkontrollansatz eine spezifische 54%-ige Abnahme der Ago2/JNK-Bindung
beobachten (Abbildung 9A, B). Die Bindung zwischen Ago2 und JNK ist somit RNA-abhangig.
Die Spezifitdit der RNA-Abhéangigkeit der Ago2/JNK-Interaktion wird dadurch demonstriert,
dass die Bindung zwischen GPF-TAK1 und MYC-TABL, einem stabil unter vergleichbaren
Bedingungen detektierbaren und upstream gelegenen Proteinkomplex aus dem JNK Signalweg,
durch die Behandlung des Zellextrakts mit RNase A nicht beeinflusst wird (Abbildung 9C).

Um den RNase A Verdau zu kontrollieren, wurde in beiden Versuchen aus dem unbehandelten,
aus dem mit Puffer bei 37°C inkubierten sowie aus dem mit RNase A behandelten Zellextrakt
Gesamt-RNA isoliert und die Degradation der RNA mit dem Agilent 2100 Bioanalyzer
untersucht. Das RNA Profil der unbehandelten und der mit Puffer bei 37°C inkubierten Proben
zeigte keinen Unterschied. Die Behandlung der Zellextrakte mit RNase A flhrt zu einer
quantitativen Degradation zelluldrer RNAs, ersichtlich am Verschwinden der peaks fir die 18S
und 28S rRNA (Abbildung 9D).

Des Weiteren wurde untersucht ob die Ago2/JNK-Interaktion abhdngig von der Aktivierung
und somit Phosphorylierung von JNK st (Abbildung 10). Hierfir wurden erneut
Koimmunoprézipitationsexperimente mit Zellextrakten aus HEK293-1L-1R-Zellen, die mit den
Expressionsplasmiden fiir GFP-JNK3 und T7-Ago2-FL transfiziert waren, durchgefiihrt. Um
JNK zu aktivieren, wurden die Zellen entweder mit IL-1« behandelt oder mit Plasmiden, die fir
die MAP3-Kinase MEKK1 oder fur das Fusionsprotein TAK1, ,-TAB1,, kodieren, kotransfiziert.
Bei diesem Fusionsprotein ist die katalytische Doméne von TAK1 an die aktivierende Doméne
von TABL fusioniert. Dieses Fusionsprotein ist wie der Komplex aus TAK1 und TAB1 ein
starker JNK-Aktivator und wurde auch in weiteren Experimenten verwendet (Sakurai et al.,
2002).
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Abbildung 10: Untersuchung zur Abhéngigkeit der Ago2/JNK-Bindung von der JNK-Aktivierung

Zehn 175cm2-Flaschen mit HEK293 IL-1R-Zellen wurden mit jeweils 30ug pCMVT7Ag02-FL und 30ug pEGFP-
JNKS transfiziert. Zwei der zehn 175cm2-Flaschen wurden mit entweder jeweils 30ug oder 3ug pQbisMEKK1 oder
30ug pPCDNA3HA-TAK1TABL.y kotransfiziert. Die Menge an Gesamt-DNA wurde fir jede Flasche durch die
Zugabe von pCS3MT auf 90ug eingestellt. Nach weiteren 24h in Kultur wurden zwei der vier Flaschen, die nur mit
pCMVT7Ago2-FL und pEGFP-JINK3 kotransfiziert waren, fir 30min mit 10ng/ml IL-1o stimuliert. Anschlielend
wurden alle Zellen geerntet und lysiert. Die Koimmunopraézipitation erfolgte wie unter Abbildung 6A beschrieben.

Die mit den Expressionsplasmiden fir BFP-MEKK1 oder fir HA-TAK1,,-TABL,
kotransfizierten Zellen zeigten eine starke JNK-Aktivierung, erkennbar an der Phosphorylierung
von c-Jun im Westernblot. Nach Stimulation mit IL-1« konnte allerdings nur eine schwache c-
Jun-Phosphorylierung und kein P-JNK im Immunkomplex beobachtet werden. Wie sich
herausstellte, waren die verwendeten HEK293-IL-1R-Zellen zu dem Zeitpunkt abgeschwécht IL-
le-responsiv, so dass nicht geklart werden konnte, ob unter IL-1«-Behandlung P-JNK mit Ago2
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assoziiert ist, oder ob hier ein Unterschied zu MEKK1 und TAK1,,-TABL,,-Transfektanten
vorlag.

Aus dem Koimmunoprazipitationsexperiment ist ersichtlich, dass unter JNK-stimulierenden
Bedingungen die Bindung zwischen Ago2 und JNK unveréndert ist. Es handelt sich hierbei also
um eine konstitutive, von der JNK-Phosphorylierung unabhdngige, Interaktion. Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass der Ago2/JNK-Komplex auch phosphoryliertes INK enthélt.

3.1.2 Untersuchungen zur Phosphorylierung von Ago2

Es wurde zunéchst Uberpriift, ob Ago2 phosphoryliert werden kann. Hierzu wurde ein in vitro
Kinase-Versuch mit rekombinantem GST-Ago2 durchgefiihrt (Abbildung 11). Als Kontrolle
wurde rekombinantes GST-c-Jun, .. eingesetzt.

kD
97 - - «4GST-P®-Ag02
66— i
45=| .- 4 GST-P32-c-Jun, ..
CBB|#= s  [low v
Lysat + + |+ +
GST-c-Jun, | + | +
GST-Ago2 + | +

Abbildung 11: In vitro-Phosphorylierung von rekombinantem GST-Ago2

GST-Ago2 bzw. GST-c-Juni.13s wurden unter Kinase-Versuch-Reaktionsbedingungen mit Lysat von HEK293 IL-
1R-Zellen und 32P-y-ATP inkubiert. AnschlieBend wurden die Proteine mit GSH-Sepharose aus dem
Reaktionsansatz isoliert, mit Laemmli-Auftragspuffer eluiert und in der SDS-PAGE aufgetrennt. Das Gel wurde
Coomassie-gefarbt, entfarbt, getrocknet und autoradiographiert. Es wurde auch jeweils ein Ansatz ohne Lysat und
ein Ansatz ohne entsprechendes Substrat durchgefiihrt. CBB: Coomassie Brilliant Blue.

Rekombinantes GST-Ago2 wird spezifisch durch Kinasen im Lysat in vitro phosphoryliert, da nur
in dem Ansatz, welcher Lysat und GST-Ago2 enthdlt, eine Phosphorylierung detektierbar ist.

Um zu untersuchen, ob die Phosphorylierung durch einen JNK-aktivierenden Stimulus
induzierbar ist, wurde der Versuch mit Lysaten unstimulierter und mit Lysaten UV-stimulierter
HEK?293 IL-1R-Zellen wiederholt. Zusétzlich wurde tberprift, ob der niedermolekulare INK-
Inhibitor SP600125 die Phosphorylierung von GST-Ago2 hemmt (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Die Phosphorylierung von GST-Ago2 wird durch den JNK-Inhibitor SP600125 gehemmt

Es wurde verfahren wie unter Abbildung 11 beschrieben. Neben dem Lysat aus unbehandelten HEK293 IL-1R-
Zellen wurde auch Zellextrakt aus HEK293 IL-1R-Zellen, die fur eine Minute mit UV-Licht behandelt wurden,
gefolgt von einer 30min Inkubation im Brutschrank, eingesetzt. In den Ansdtzen, in denen der SP600125 Inhibitor
eingesetzt wurde, erfolgte vor der Durchfiihrung des Kinase-Versuchs eine Inkubation der entsprechenden Lysate
mit dem Inhibitor fr 20min bei RT. Exp.: Exposition.

Anders als bei dem etablierten JNK-Substrat GST-c-Jun,_,. ist die Phosphorylierung von GST-
Ago2 nicht UV-Licht-induzierbar. Ebenso wie die basale und UV-Licht-induzierte
Phosphorylierung von GST-c-Jun, ;. kann sie allerdings durch den JNK-Inhibitor SP600125
partiell gehemmt werden, was eine Beteiligung des JNK-Signalweges an der Phosphorylierung
von GST-Ago2 nicht ausschlief3t.

Als néchstes wurde mit Hilfe weiterer Inhibitoren untersucht, inwieweit andere Kinase-
Signalwege an der Phosphorylierung von GST-Ago?2 beteiligt sind (Abbildung 13). Neben der
erneuten Verwendung des Inhibitors SP600125, wurden die Inhibitoren PD98059 und SB203580
eingesetzt. PD98059 hemmt die MAP2-Kinasen MEK1, 2 und 5 und somit die ERK1/2/5-
Signalwege, wahrend SB203580 p38 inhibiert. Zusétzlich wurde der P13K (Phosphatidyl-1nositol-
3-Kinase)-Inhibitor Wortmannin und der IKKg-Inhibitor SC-514 eingesetzt. Die fir diesen
Versuch verwendeten HEK293 IL-1R Zellen wurden entweder unstimuliert gelassen oder mit
IL-1, TPA oder FCS stimuliert. Durch die gewahlten Stimuli und Stimulationsdauern wurde
sichergestellt, dass die Aktivierung der zu untersuchenden Kinase am stérksten war.
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Abbildung 13: Phosphorylierung von GST-Ago2 in Abhéngigkeit von verschiedenen Stimuli und unter
Einfluss unterschiedlicher Kinaseinhibitoren

Die Durchfuhrung erfolgte analog zu der unter Abbildung 11 beschriebenen. Fir den Kinase-Versuch wurden
Zellextrakte aus unbehandelten, aus mit 10ng/ml 1l-1« behandelten oder aus mit 100ng/ml TPA behandelten
HEK?293 IL-1R-Zellen verwendet. Die Inkubation der Zellen mit IL-1« erfolgte fiir 10 bzw. 30min, die Inkubation
der Zellen mit TPA flr 15min. Zusétzlich wurden fiir diesen Versuch HEK293 IL-1R-Zellen verwendet, die fiir 24h
ohne FKS kultiviert wurden. Diese wurden direkt geerntet oder zuerst fir 30min mit 10%FKS stimuliert. In den
Ansétzen in denen ein Inhibitor eingesetzt wurde, erfolgte vor der Durchfiihrung des Kinase-Versuchs eine
Inkubation der entsprechenden Lysate mit dem jeweiligen Inhibitor fir 20min bei RT. Folgende
Inhibitorkonzentrationen wurden eingesetzt: SP600125: 20uM, SB203580: 2uM, SC-514: 50uM, PD98059: 50uM,
Wortmannin: 100nM.

Die Phosphorylierung von GST-Ago2 wird erneut durch den JNK-Inhibitor SP600125 deutlich
gehemmt. Ebenso kann mit SB203580 sowie mit SC-514 ein Hemmeffekt auf die GST-Ago2-
Phosphorylierung beobachtet werden. Der durch den p38- und IKKg-Inhibitor hervorgerufene
Hemmeffekt ist schwacher, als der durch den JNK-Inhibitor verursachte, wobei die SC-514-
abhangige Inhibierung etwas starker ist, als die SB203580-abhéngige. Es ist anzumerken, dass die
Hemmung der GST-Ago2-Phosphorylierung durch den p38-Inhibitor in Wiederholungs-
experimenten noch schwécher ausfiel als im unter Abbildung 13 dargestellten Versuch. In einigen
Féllen war sogar kein Hemmeffekt zu erkennen. Der Einsatz von PD98059 sowie Wortmannin
hat keinen Einfluss auf die Phosphorylierung von GST-Ago2, ebenso wird die Phosphorylierung
durch die verwendeten Stimuli nicht induziert.

Nach diesen Experimenten konnte die Beteiligung des JNK-, des p38- sowie des NFxB-
Signalweges an der in vitro Phosphorylierung von GST-Ago2 nicht ausgeschlossen werden.
Desweiteren konnte kein Stimulus gefunden werden, der die Phosphorylierung induziert.

Es wurde daher in einem weiteren Kinase-Versuch untersucht, ob die Phosphorylierung von
GST-Ago2 durch die Behandlung der Zellen mit dem Phosphatase-Inhibitor Calyculin® A
verstarkt wird. Calyculin A inhibiert die Aktivitat der Proteinphosphatasen PP1 und PP2A.
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Abbildung 14: Die Phosphorylierung von GST-Ago2 wird nicht durch Calyculin A induziert

Die Durchftihrung entspricht der unter Abbildung 11 beschriebenen. Es wurden Lysate von unbehandelten oder
von fir 30min mit 100nM Calyculin A behandelten HEK293 IL-1R-Zellen verwendet.

Wie man Abbildung 14 entnehmen kann, wird die Phosphorylierung von GST-Ago2 durch die
Vorbehandlung der Zellen mit Calyculin A nicht verstarkt. Unter diesen Bedingungen wird
allerdings endogenes JNK aktiviert, erkennbar an der induzierten Phosphorylierung von GST-c-
Jun, ;.- sowie an der Hemmung durch SP600125.

Um die Frage zu beantworten, ob Ago2 ein JNK-Substrat ist, wurde ein Kinase-Versuch mit
GST-Ago2 und immunoprazipitiertem JNK aus unstimulierten sowie aus mit UV-Licht
stimulierten HEK293 IL-1R-Zellen durchgefuhrt. Auf dem Autoradiogramm in Abbildung 15A
lassen sich in den Ansdtzen mit GST-Ago2, in denen JNK immunoprazipitiert wurde, zwei
schwache Phosphobanden erkennen (markiert durch roten Pfeil), die man alleine aufgrund der
Laufgeschwindigkeit im Gel phosphoryliertem GST-Ago2 zuordnen kann. Allerdings handelt es
sich hierbei nicht um phosphoryliertes GST-Ago2, sondern vielmehr um unspezifische
Phosphobanden, da diese ebenfalls in den entsprechenden Ansétzen zu finden sind, in denen
GST als Substrat eingesetzt wurde. GST-Ago2 wird somit nicht direkt durch JNK
phosphoryliert. Dieses Ergebnis wird durch einen weiteren Kinase-Versuch mit Ganzzelllysaten
aus c-Jun Wildtyp murinen embryonalen Fibroblasten (c-Jun Wt MEFs) und aus JNK1/2
defizienten murinen embryonalen Fibroblasten (JINK1/27"MEFs) unterstiitzt (Abbildung 15B).
Die Phosphorylierung von GST-Ago2 ist unabhéngig davon, ob als Kinasequelle das Lysat der c-
Jun Wt MEFs oder das Lysat der JINK1/27° MEFs eingesetzt wird. Die UV-Licht-induzierte
Phosphorylierung von GST-c-Jun,_,,; hingegen ist durch das Fehlen von JNK1 und JNK2 bis auf
das Niveau der basalen Phosphorylierung verringert. Die basale Phosphorylierung ist allerdings
unveréndert.
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Abbildung 15: GST-Ago?2 ist kein JNK-Substrat

A: Je eine 175cm2 Flasche mit HEK293 IL-1R-Zellen wurde entweder unstimuliert gelassen oder fur 1min mit UV-
Licht stimuliert und fur weitere 30min im Brutschrank inkubiert. Nach Ernte und Lyse der Zellen wurde JNK mit
einem JNK-Antikorper immunoprazipitiert und unter Kinase-Versuch-Reaktionsbedingungen mit 32P-y-ATP und
GST, GST-c-Juniiss oder GST-Ago2 inkubiert. Es wurde jeweils auch ein Kontrollansatz mit
Kaninchenimmunglobulinen durchgefiihrt. Nach Auftrennung der Proteine in der SDS-PAGE wurde deren
Phosphorylierungsstatus mittels Autoradiographie des Coomassie-gefarbten, getrockneten Gels detektiert. B: Die
Durchfiihrung erfolgte analog zu der unter Abbildung 11 beschriebenen. Es wurden Lysate aus unbehandelten oder
aus mit UV-Licht stimulierten c-Jun Wt MEFs bzw. JINK1/2/- MEFs eingesetzt.
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3.1.3 Untersuchungen zur Funktion der Ago2/JNK-Interaktion

3.1.3.1 Analyse der Bindung ausgewahlter miRNAs an Ago2 in Abhéangigkeit
von JNK und seiner Aktivierung

Durch screening-Experimente, die in der Arbeitsgruppe von Dr. Sabine Wolter durchgefihrt
wurden, konnte gezeigt werden, dass im Vergleich zu c-Jun Wt MEFs in JNK1/27 MEFs von
111 miRNAs, die mit einem auf genspezifischen Primern basierten RT-PCR-System von ABI
mittels Real Time PCR untersucht und quantifiziert wurden, 12 miRNAs herauf- oder herunter-
reguliert waren. Bei den 12 miRNAs handelt es sich um mir-23b, mir-135a, mir-141, mir-146,
mir-186, mir-99a, mir-200a, mir-205, mir-210, mir-214, mir-223 und mir-335. Die Deletion beider
JNK-Gene hat allerdings in diesen MEFs massive Anderungen des gesamten Transkriptoms zur
Folge (M. Kracht, O. Dittrich-Breiholz, unveroffentlichte Microarray-Experimente), so dass dieses
Zellsystem fur eine weitere Analyse direkter Effekte von JINK auf Ago2 ungeeignet erschien.

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse wurde die Bindung einiger dieser miRNAs an Ago2 in
Abhingigkeit von der Uberexpression und Aktivierung von JNK in HEK293 IL-1R-Zellen
untersucht. Hierfir wurden erneut Koimmunoprézipitationsexperimente, wie sie unter 3.1.1
beschrieben sind, durchgefuhrt. Die Transfektion der Zellen erfolgte mit dem
Expressionsplasmid flir T7-Ago2-FL allein oder zusammen mit dem Expressionsplasmid fur
GFP-JNK3 und/oder fiir BFP-MEKK1. Die Kotransfektion der MAP3-Kinase MEKK1 sollte
eine starke JNK-Aktivierung bewirken, welche im Westernblot unter Abbildung 16B an der
Phosphorylierung von c-Jun erkennbar ist. Nach der Immunoprézipitation von T7-Ago2-FL
wurde ein Teil des jeweiligen Immunoprézipitats sowie ein Teil des Uberstands im Westernblot
untersucht. Aus den restlichen Immunokomplexen sowie aus den fur die Immunoprazipitation
verwendeten Lysaten (Input-Kontrollen) wurde Gesamt-RNA, die auch kleine RNA-Spezies wie
miRNAs enthdlt, isoliert. Die relative Menge der miRNAs 23b, 135a, 141, 146a, 186, 210, 214
und 335 wurde anschlielend in der quantitativen Real Time PCR unter Verwendung spezifischer
auf TagMan Sonden basierenden MicroRNA-Assays bestimmt. Aufgrund genspezifischer, einen
hairpin-enthaltender Primer in der RT-Reaktion, werden mit diesen MicroRNA-Assays
ausschliellich bereits prozessierte, reife miRNAs gemessen.

In den jeweiligen Ansdtzen ist sowohl die Immunoprézipitation von T7-Ago2-FL als auch die
Koimmunoprazipitation von GFP-JNK3 vergleichbar (Abbildung 16B), was eine wichtige
Information insofern darstellt, als dass die unter Abbildung 16A gezeigten Effekte klein sind. Wie
man anhand des T7-Ago2-FL-Signals in den Uberstanden erkennen kann, handelt es sich um
eine verhdltnismaRig quantitative Immunoprézipitation. Interessant ist auch, dass nur ein
Bruchteil des im Lysat vorhandenen GFP-JNK3 an das immunoprazipitierte Ago2 bindet, was
fir die Annahme spricht, dass JNK lediglich mit einem kleinen Teil des gesamten AgoZ2 assoziiert
ist.

Die Balkengraphen in Abbildung 16A zeigen die relativen Mengen der untersuchten miRNAs in
den unterschiedlichen Ago2-Komplexen und in den entsprechenden Lysaten, berechnet nach der
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AACt-Methode. Hierbei wurde fir die Berechnung der ACt-Werte, der Ct-Wert des Input-
Ansatzes, der nur T7-Ago2 enthielt, herangezogen. Die so ermittelten ACt-Werte fur die jeweilige
miRNA in den jeweiligen Proben wurden auf die entsprechenden Input-Ansétze bezogen.

Die miRNAs mir-135a, mir-141 und mir-335 konnten weder in den Komplexen noch in den
Lysaten nachgewiesen werden, was dadurch zu erklaren ist, dass sie in HEK293 IL-1R-Zellen
Uberhaupt nicht oder nur schwach exprimiert werden. Die Expression dieser miRNAs war bereits
in den JNK1/27 MEFs sowie in den c-Jun Wt MEFs schwach. Die miRNA mir-146a konnte
sowohl in den Lysaten als auch in den Komplexen gemessen werden. Allerdings war die Menge
dieser miRNA sehr gering und die Ct-Werte dementsprechend hoch, so dass zwischen den
technischen Replikaten grolRe Abweichungen vorlagen und eine verniinftige Auswertung nicht
maoglich war. Die restlichen miRNAs konnten mittels Real Time PCR gut nachgewiesen werden.
Im Vergleich zu den Kontrollimmunglobulinen sieht man eine deutliche Anreicherung aller
gemessenen miRNAs nach Immunopréazipitation von T7-Ago2-FL, wéhrend ribosomale RNASs,
reprasentiert durch RNUG6B, nicht an Ago2 binden. Diese Daten verdeutlichen die spezifische
Anreicherung bestimmter RNA-Spezies an Ago2.

Unter JNK-Stimulationsbedingungen kann man eine 2-3,2-fache Abnahme der Menge von
MIRNA mir-210 im Komplex beobachten. Diese Abnahme ist unabhéngig davon, ob BFP-
MEKKT1 allein oder mit GFP-JNK3 koexprimiert wird. Die alleinige Expression von GFP-JNK3
fuhrt zu einer geringeren Abnahme von mir-210 im Komplex. Im ersten Experiment ist die
Abnahme 1,2-fach im zweiten 1,7-fach. Die fir mir-186 erhaltenen Daten sind dhnlich. Die
Uberexpression von BFP-MEKK(1 allein oder zusammen mit GFP-JNK3 fiihrt zu einer 1,6-2,8
fachen Verringerung der Menge dieser miRNA im Komplex. Wird GFP-JNK3 alleine
Uberexprimiert, kann man eine 1,3-1,5-fache Abnahme beobachten. Die Ergebnisse, die in den
beiden Experimenten fur die miRNAs mir-23b und mir-214 erhalten wurden, sind weniger
konsistent. Im ersten Experiment kommt es unter JNK-Stimulationsbedingungen zu einer
nahezu zweifachen Zunahme der Menge der miRNA mir-214 im Komplex. Die Uberexpression
von GFP-JNK3 hat keinen Einfluss. Im zweiten Experiment hingegen ist die Menge von mir-214
in allen Ago2-Komplexen fast gleich bis auf den Ansatz, in dem BFP-MEKK1 koexprimiert
wurde. Hier nimmt die Menge der miRNA mir-214 im Komplex leicht um den Faktor 1,4 ab. Im
Experiment 2 sind die Ergebnisse, die man fir die miRNA mir-23b erhélt, vergleichbar mit
denen flr mir-186 und mir-210. Im Experiment 1 flihrt die Koexpression von BFP-MEKK1 und
GFP-JNKa3 allerdings nicht zu einer Abnahme der Menge von mir-23b im Komplex, sondern zu
einer Zunahme. Die in Experiment 1 und 2 erhaltenen unterschiedlichen Ergebnisse fir mir-23b
und mir-214 lassen sich nur schwer erklaren und nur durch die Wiederholung dieser Experimente
lasst sich herausfinden, welches Szenario das richtige ist. Eine mehrfache Wiederholung der
Versuche fand bereits im Rahmen dieser Arbeit statt, allerdings konnte bislang in keinem der
Wiederholungsexperimente eine zufriedenstellende, gleichmélige Immunoprazipitation des
Uberexprimierten Ago2 erzielt werden. Wie bereits erwéhnt, ist aufgrund der schwachen Effekte
die GleichméRigkeit der Immunoprézipitation eine zwingende Voraussetzung flr die
Untersuchung der miRNAs.
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Zusammenfassend I&sst sich sagen, dass diese Ergebnisse darauf hindeuten, dass JNK und vor
allem die Aktivierung von JNK die Abnahme der Menge einiger miRNAs in Ago2-Komplexen
bewirken, gezeigt an den Beispielen fir mir-186 und mir-210. Inwiefern die Bindung weiterer
mIiRNAs in dieser Art und Weise durch den JNK-Signalweg beeinflusst wird, muss mit
weiterfuhrenden Experimenten und auch unter Bedingungen physiologischer JNK-Aktivierung
untersucht werden.
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Abbildung 16: Isolierung ausgewéhlter miRNAs aus Ago2-Komplexen

A: Relative Mengen der aus den Ago2-Komplexen isolierten miRNAs. = S.E.M aus drei technischen Replikaten. Zur
Erlauterung siehe Text. B: Uberpriifung der GleichmaRigkeit des immunoprizipitierten T7-Ago2-FL und des
koimmunoprazipitierten GFP-JNK3 im Westernblot. Zur Erlauterung siehe Text.

3.1.3.2 Einfluss der JNK-Aktivierung auf den siRNA-vermittelten Abbau von
Luziferase in HEK293 IL-1R-Zellen

Um den Einfluss der INK-Aktivierung auf die sSiRNA-vermittelte RISC-Aktivitat zu untersuchen,
wurden Luziferasereportergenversuche durchgefiihrt (Abbildung 17).

Die Transfektion einer spezifischen siRNA gegen Luziferase-mRNA hat eine 92%-ige Abnahme
der Luziferaseaktivitit zur Folge. Die Aktivierung des JNK-Signalweges durch die
Uberexpression von BFP-MEKK(1 filhrt zu einer Verminderung der siRNA-vermittelten RISC-
Aktivitat um 10%. Diese Abnahme kann durch die Hemmung der induzierten JNK-Aktivitat mit
Hilfe des JNK-Inhibitors SP600125 vollstdndig aufgehoben werden. Die Hemmung der
konstitutiven JNK-Aktivitat durch den JNK-Inhibitor SP600125 hat keinen Einfluss auf den
siRNA-vermittelten Abbau von Luziferase. Die Uberexpression von BFP-MEKK1 aktiviert nicht
nur endogene Gene, die NF-kB und AP-1 sites enthalten, sondern auch die SV40-Promotoren
der Reportergenkonstrukte. Um auf diesen Effekt zu normalisieren und um die Effekte der INK-
Aktivierung auf die RISC-Aktivitdt messen zu kdnnen, wurden daher die Luziferaseaktivitaten
der Ansdtze 4 und 5 auf die Luziferaseaktivitdt eines Ansatzes bezogen, der nur mit dem
Expressionsvektor fir BFP-MEKK1 kotransfiziert war und nicht mit der siRNA.

Die nach JNK-Aktivierung und -Inhibierung gemessenen Effekte auf die RISC-Aktivitat sind
zwar Klein, allerdings waren sie Uber funf Versuche hinweg absolut reproduzierbar. Die
Aktivierung des JNK-Signalweges hat somit einen, wenn auch geringen, Einfluss auf die SIRNA-
vermittelte RISC-Aktivitat. Da, wie unter 3.1.3.1 beschrieben, die Aktivierung von JNK die
Abnahme der Bindung bestimmter miRNAs an Ago2-Komplexe nach sich zieht, ist durchaus
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denkbar, dass auch die Luziferase-siRNA nach Aktivierung des JNK-Signalweges vermindert an
Ago2-Komplexe bindet und somit dadurch die RISC-Aktivitat verringert wird. Allerdings konnte
das im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr Gberpruft werden.
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Abbildung 17: Untersuchung des Einflusses der JNK-Aktivierung auf die siRNA-vermittelte RISC-Aktivitat
mittels Luziferasereportergenversuchen

In 6-Loch-Platten ausgesate HEK?293 IL-1R-Zellen wurden pro 6-Loch mit 50ng pGL2-Control, 0.5ug SV40-3-Gal
sowie 0,5ug pEGFP transfiziert. Je nach Ansatz wurden zusétzlich 0.5ug pQBIMEKK1 und/oder 100nmol einer
spezifisch gegen Luziferase-mRNA gerichteten siRNA transfiziert. Die Menge an Gesamt-DNA wurde pro 6-Loch
mit pCS3MT auf 2,88ug eingestellt. Nach 24 Stunden erfolgte die Behandlung einiger Proben mit 20uM SP600125
fur 4h. AnschlieBend wurden die Zellen lysiert und die Luziferaseaktivitdt bestimmt. Diese wurde auf die B-
Galaktosidaseaktivitat normiert. Dargestellt ist die relative Luziferaseaktivitat aus funf unabhangigen Transfektionen
(£S.E.M.).

3.2 Untersuchungen zur Wechselwirkung von JNK mit DCP1a

3.2.1 JNK kolokalisiert mit DCP1a und beeinflusst seine Lokalisation in
der Zelle sowie sein Laufverhalten in der SDS-PAGE

Bis zu diesem Zeitpunkt zeigten die Ergebnisse zwar eine eindeutige Bindung von Ago2 an JNK,
aber Ago2 war eindeutig kein direktes JNK-Substrat und Ago2-Funktionen, insbesondere die
globale RISC-Aktivitat, wurden nur schwach durch JINK-Aktivierung reguliert. Daraus ergab sich
als alternative Hypothese fiir die biologische Bedeutung der Bindung von JNK an Ago2, dass
Ago2 vielleicht als eine Art Rekrutierungsfaktor fungieren wirde, der JNK in bestimmte
subzelluldre Multiproteinkomplexe rekrutieren hilft. Die generelle Verteilung von JNK und Ago?2
in indirekten Immunfluoreszenzexperimenten zeigte keine eindeutig abgrenzbaren Bereiche der
Kolokalisation.

Neben einer Lokalisation im Zytosol und im Kern, ist Ago2 allerdings auch in P-bodies zu finden,
wo es unter anderem mit DCPla kolokalisiert. Daher wurde GFP-DCPla in den
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Immunfluoreszenz-Studien zur Lokalisation bzw. Kolokalisation von Ago2 und JNK unter
JNK-stimulierenden Bedingungen als P-body-Marker verwendet.

+HA-TAKL,,  +HA-TAKL,,
+HA-TAKL,,  -TAB1, -TAB1,,

PCS3MT  +BFP-MEKK1 +HA-JNK2  +HA-JNK2ussr  -TABI,, +HA-INK2

GFP-DCP1la

| “‘%*\

JINK-IF

overlay

7\
s >
" +
F e T
r B
(&
. Z
-~
N
X
g

>

GFP-DCP1la

Ago2-IF

overlay

EiEd

Abbildung 18: Anderung der GFP-DCP1«-Lokalisation in Abhangigkeit von JNK und seiner Aktivierung

HEK?293 IL-1R-Zellen wurden in 6-Loch-Platten ausgesit und am Folgetag mit je 2,5ug pEGFP-DCPla pro Loch
transfiziert. Zusatzlich wurden je nach Ansatz Expressionsplasmide in Kombination oder alleine fiir folgende
Proteine zugefugt: HA-JINK2, HA-INK2kssgr, HA-TAK1 TABL,g, und BFP-MEKKZL. Von jedem Plasmid wurden
2,5ug pro 6-Loch eingesetzt. Die Gesamt-DNA-Menge wurde fur jeden Ansatz mit pCS3MT auf 7,5ug eingestellt.
Am néchsten Tag wurden die Zellen auf u-Slides VI umgesetzt und fir einen weiteren Tag in Kultur gelassen.
AnschlieBend wurden die Zellen fixiert und es wurde eine indirekte Immunfluoreszenz fir JNK oder Ago2
durchgefihrt. Balken: 10um.

Wie man Abbildung 18 entnehmen kann, befindet sich Ago2 hauptsachlich im Zytosol und dort
zum Teil in kreisrunden Strukturen. Es ist ebenfalls schwach im Kern lokalisiert. In den
Ansdtzen, in denen das Konstrukt fir die kinaseinaktive Mutante HA-JNK2,., oder die
Konstrukte fir HA-TAK1,,-TAB1l,, und HA-JNK2 transfiziert wurden, kann eine
Kolokalisation zwischen GFP-DCP1la und endogenem Ago2 beobachtet werden. In den Ubrigen
Ansétzen hingegen ist die Kolokalisation geringer. Die runden, zytoplasmatischen Strukturen in
denen sich das endogene Ago2 befindet, liegen zum Teil direkt neben den P-hodies oder
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Uberlappen mit diesen. Endogenes und Uberexprimiertes JNK sowohl der Wildtyp als auch die
Mutante sind diffus im Zytosol verteilt und dort ebenfalls zum Teil in runden Strukturen
lokalisiert. Man findet sie auf3erdem schwach im Kern. Endogenes JNK befindet sich in den P-
bodies, wenn die Zellen HA-TAK1,,-TAB1,, oder BFP-MEKK1 (iberexprimieren. Wird der
Leervektor pCS3MT transfiziert, ist keine Kolokalisation zwischen endogenem JNK und GFP-
DCP1la zu beobachten. In den ibrigen Ansitzen ist aufgrund der Uberexpression von JNK eine
Kolokalisation von endogenem JNK mit GFP-DCP1u schwer zu beurteilen. Uberexprimiertes
JNK, unabhdngig davon ob es katalytisch aktiv ist, kolokalisiert immer mit GFP-DCP1«. Eine
weitere interessante Beobachtung ist die, dass sich je nach Reaktionsbedingungen die Lokalisation
von GFP-DCP1a &ndert. Wird GFP-DCP1« allein Uberexprimiert, so findet man neben einigen
wenigen groReren P-bodies hauptséchlich kleine P-bodies. Die Uberexpression von HA-JNK2, nicht
aber die der katalytisch inaktiven Mutante, fuhrt zu einer Umverteilung von GFP-DCP1« aus den
P-bodies ins Zytosol. Die Koexpression von HA-TAK1,,-TAB1,, fuhrt dazu, dass neben den
kleinen  P-bodies vermehrt groRere P-bodies auftreten. Werden die Zellen mit den
Expressionsplasmiden fir BFP-MEKK1 oder fir HA-INK2 und HA-TAK1,,-TAB1,
kotransfiziert, so findet man in beiden Fallen nur noch eine einzelne grofRe ,,P-body*“-Struktur,
welche nahezu das gesamte Zytosol ausfiillt. Dieser Effekt kann aufgehoben werden, wenn
anstelle des Wildtyps die Mutante von JNK exprimiert wird.

Unter denselben Reaktionsbedingungen kann man fiir das endogene DCP1la cine vergleichbare
Lokalisationsdnderung beobachten (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Anderung der Lokalisation von endogenem DCPl« nach Uberexpression von JNK oder
JNK-Aktivatoren

Es wurde verfahren wie unter Abbildung 18 beschrieben, mit der Anderung, dass kein pEGFP-DCP1« transfiziert
wurde und stattdessen eine Doppelimmunfluoreszenz fiir DCP1« und JNK bzw. TAK1 durchgefiihrt wurde. Die
Immunfluoreszenz fir JINK und TAK1 diente der Unterscheidung zwischen transfizierten und nicht transfizierten
Zellen. Balken: 10um.

Die Uberexpression von HA-JNK?2 filhrt zu einer verstarkten Umverteilung des DCP1a aus den
P-bodies ins Zytosol und somit zu einer verringerten Iokalisation von DCP1a in den P-bodies. Die
katalytisch inaktive JNK-Mutante hingegen hat keinen Einfluss auf die Lokalisation von DCP1a.
Nach Koexpression von HA-JNK2 und HA-TAK,,TAB,, als auch nach Uberexpression von
BFP-MEKK1 kommt es zu einer starken Abrundung der Zellen sowie zu einer vollstandigen
Umverteilung des DCP1a aus den P-hodies ins Zytosol. Eine ahnliche Beobachtung kann gemacht
werden, wenn HA-TAK,,TAB,, alleine oder mit der katalytisch inaktiven Mutante von JNK
uberexprimiert wird, mit dem Unterschied, dass DCPl« in den transfizierten Zellen vereinzelt
noch in P-bodies vorhanden ist. Die P-body Anzahl ist hierbei allerdings deutlich geringer als in den
Zellen, welche mit dem Kontrollvektor transfiziert worden sind. Im Vergleich zu den mit dem
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Expressionsplasmid fir HA-JINK2 transfizierten Zellen, findet man in diesen beiden Ansatzen
ebenfalls weniger Zellen, die DCP1« in den P-bodies aufweisen.

Zusammengefasst zeigten diese Untersuchungen, neben der Kolokalisation von JNK und Ago2
in P-bodies, einen Uberraschend starken Einfluss der INK-Aktivierung auf die zelluldre Verteilung
von DCP1a, die ganz eindeutig von der katalytischen Aktivitdt von JNK abhing. Diese Effekte
waren deutlich stérker, als die Effekte von aktiviertem JNK auf die RISC-Aktivitat oder Ago2-
miRNA-Bindung, so dass dieses Phdanomen in dem folgenden Teil der Promotionsarbeit weiter
untersucht wurde.

In parallel durchgefiihrten Analysen aus den gleichen Zellkulturen wiesen Gberexprimiertes GFP-
getaggtes und endogenes DCP1a im Westernblot einen massiven Mobilitéts-shift auf (Abbildung
20). Wird GFP-DCPla alleine Uberexprimiert, so kann man zwei Mobilitdtsformen im
Westernblot detektieren, wobei die Form 1 starker ausgepréagt ist, als die Form 2. Die
Koexpression von HA-JNK2, nicht aber von HA-INK2,..., flhrt zu einer Verstarkung der
Form 2 und einer damit einhergehenden Verminderung der Form 1. Die Uberexpression von
BFP-MEKKZ1 oder von HA-TAK1,,TABL,, resultiert ebenfalls in einer Induktion der Form 2.
Diese Induktion scheint stérker zu sein, als die nach der Expression von HA-JNK2 erhaltene.
Allerdings muss man ber(cksichtigen, dass die Expression von HA-TAK1,,TAB1,, oder von
BFP-MEKKT1 eine starke Geninduktion von GFP-DCP1« nach sich zieht. Die Koexpression
von HA-JINK2 und HA-TAK1,,TAB1,, flhrt ausschliel3lich zu einer dritten Mobilitdtsform von
GFP-DCP1a. Wird in einem analogen Ansatz anstelle des Wildtyps von HA-JNK2 die Mutante
exprimiert, so erhalt man die gleichen Mobilitats-shifts wie bei der Uberexpression von HA-
TAK1,,TABL,, allein. Das endogene DCP1la verhdlt sich &hnlich wie das Gberexprimierte. Es
liegen konstitutiv zwei Mobilitatsformen im gleichen Verhaltnis vor. Durch die Uberexpression
von HA-JNK2 kommt es anders als beim GFP-DCPla zu keiner Induktion der Form 2.
Allerdings fihrt die Expression von HA-TAK1,,TAB1,, oder von BFP-MEKK1 zu einer neben
der Mobilitatsform 1 verstarkt vorliegenden Mobilitdtsform 2. Zusatzlich lasst sich eine schwache
Mobilitdtsform 3 beobachten, die jedoch nicht der Form 3 des Uberexprimierten DCPl«
entspricht. Die gleichzeitige Koexpression von HA-JNK2 und HA-TAK1,,TABL,, resultiert in
einer Mobilitdtsform 4, die neben den Formen 1 und 2 vorliegt. Die Mobilitdtsform 4 des
endogenen DCP1la ist mit der Form 3 des GFP-DCPla vergleichbar. Wie beim GFP-DCP1a
lasst sich dieser Effekt aufheben, wenn anstelle des Wildtyps von HA-JINK2 die Mutante
koexprimiert wird. In diesem Fall lassen sich die gleichen Mobilitats-shifts beobachten wie beim
Ansatz, in dem sich nur HA-TAK1,,TAB1,, befindet. Das Laufverhalten des endogenen DCPla
wird durch die alleinige Transfektion der Zellen mit den Expressionsplasmiden fir FLAG-p38
oder fur FLAG-p38;4av1r (Kinaseinaktive Mutante) nicht beeinflusst. Die Koexpression von
FLAG-p38 und HA-TAK1,,TAB1,,.hingegen induziert die Mobilitditsform 3, die neben den
Formen 1 und 2 vorliegt. Der Austausch des Wildtyps gegen die Mutante von FLAG-p38 flihrt
zu Mobilitats-shifts wie man sie erhalt, wenn nur HA-TAK1,,TABL1,, exprimiert wird, mit dem
Unterschied, dass die Mobilitdtsform 3 nicht induziert wird.
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Abbildung 20: Veréndertes Laufverhalten von endogenem und Uberexprimierten DCP1« in der SDS-PAGE
unter verschiedenen Reaktionsbedingungen

A: Die Durchfiihrung erfolgte wie unter Abbildung 18 beschrieben, mit der Anderung, dass die Zellen am Tag nach
der Transfektion lysiert und die erhaltenen Lysate im Westernblot analysiert wurden. B: Wie A, mit dem
Unterschied, dass kein pEGFP-DCPla transfiziert wurde und dass neben den Expressionsplasmiden fur die
Proteine HA-JINK2, HA-JINK2kssr, HA-TAKLgTABLg und BFP-MEKK1 auch Plasmide eingesetzt wurden, die
fir FLAG-p38 und FLAG-p3811s0a/v182¢ Kodieren. n.s.: nicht spezifische Bande.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in Abhangigkeit von JNK und seiner Aktivierung sowohl
GFP-DCP1a als auch endogenes DCP1a ihre Lokalisation in der Zelle dndern. Zudem weisen
unter diesen Reaktionsbedingungen das endogene und das Uberexprimierte DCPla einen
massiven Mobilitats-shift in der SDS-PAGE auf. Die Vermutung lag nahe, dass das veranderte
Laufverhalten und die Anderung der Lokalisation von DCP1« in der Zelle auf posttranslationale
Modifikationen von DCPla zurlickzufiihren sind. Da diese Verdnderungen JNK-abhéngig
auftraten, war es sehr wahrscheinlich, dass es sich bei den Modifikationen um
Phosphorylierungen handelt.

3.2.2 JNK, DCP1a und Ago2 lassen sich als Komplex aus intakten Zellen
isolieren

In den immunfluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen konnte eine Kolokalisation zwischen
endogenem sowie Uberexprimiertem JNK und GFP-DCPla detektiert werden. Daher wurde
mittels Koimmunoprézipitation uberprift, ob JNK und DCPla aneinander binden. In
Abbildung 21A ist im Vergleich zum Kontrollimmunglobulin eine spezifische Interaktion
zwischen GFP-DCPl1a und GFP-JNK3 zu beobachten. Ebenso kann die bereits mehrfach
beschriebene Interaktion zwischen Uberexprimiertem DCPlx und Uberexprimiertem Ago2 mit
T7-Ago2-FL und GFP-DCPla treproduziert werden. Zudem lassen sich T7-Ago2-FL, GFP-
JNK3 und GFP-DCP1« als trimerer Komplex aus HEK293 IL-1R-Zellen isolieren (Abbildung
21B).
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Abbildung 21: Analyse der Interaktion zwischen JNK, DCP1lx und Ago2 mittels Koimmunoprazipitation
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A: Zwei 75cm2-Flaschen mit HEK293 IL-1R-Zellen wurden mit jeweils 26,6pg pEGFP-INKS, 26,6ug pPEGFP-
DCP1lo und 26,6pug pCS3MT transfiziert. Am folgenden Tag wurden die Zellen geerntet, lysiert und GFP-DCP1«
mit lug eines DCP1a-Antikdrpers aus dem Lysat immunoprazipitiert. Die Prézipitate wurden anschlieend auf die
Anwesenheit des immunoprézipitierten GFP-DCP1o und des koimmunoprézipitierten GFP-JNK3 im Westernblot
untersucht. Zur Kontrolle der GleichméRigkeit der Proteinexpression wurde das Lysat der transfizierten Zellen
ebenfalls gelelektrophoretisch aufgetrennt und im Westernblot untersucht. B: Pro Ansatz wurden zwei 75cm2-
Flaschen mit HEK293 IL-1R-Zellen mit jeweils 13,3ug pCMVT7Ago2-FL transfiziert. Zusétzlich wurden zu einem
Ansatz die Expressionsplasmide fir GFP-DCP1« und fiur GFP-JNK3 transfiziert. Zu den beiden tbrigen Ansétzen
wurde entweder das Expressionsplasmid fur GFP-DCP1« oder das fir GFP-JNK3 hinzugeflgt. Pro 75cm?2-Flasche
wurden von jedem Plasmid 13,3pg eingesetzt. Die Gesamt-DNA-Menge wurde mit pCS3MT auf 40ug eingestellt.
Am Folgetag wurden die Zellen geerntet, lysiert und T7-Ago2-FL mit 1ug eines T7-Antikdrpers immunoprézipitiert.
Die Uberprifung der Immunoprazipitate auf die Anwesenheit des immunoprazipitierten T7-Ago2-FL und des
koimmunoprazipitierten GFP-DCP1o und GFP-JNK3 erfolgte im Westernblot. Die Lysate der transfizierten Zellen
wurden ebenfalls im Westernblot auf eine gleichmaéRige Proteinexpression hin untersucht.

3.2.3 Identifizierung von Serin315 als JNK-abhangige Phospho-
rylierungsstelle in DCP1a

Um die Frage zu beantworten, ob es sich bei DCP1a um ein mehrfach-phosphoryliertes Protein
handelt, welches JNK-abhdngig phosphoryliert wird, wurden Punktmutanten von GFP-DCP1«
generiert, in denen bestimmte Serine oder Threonine zu Alanin mutiert waren. Mit Hilfe des
NetPhos 2.0 Servers (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) wurde entschieden, welche
der Serine und Threonine mutiert werden. NetPhos trifft auf Grundlage eines neuronalen
Netzwerkes Kinase-unspezifische Vorhersagen (ber die Phosphorylierung von Serinen,
Threoninen und Tyrosinen in eukaryotischen Proteinen. Alle Serine und Threonine, flr die der
Schwellenwert einer potentiellen Phosphorylierung Gdber 0,5 lag und auf die in der
Aminosduresequenz unmittelbar ein Prolin folgt, wurden zu Alanin mutiert. Waren in
unmittelbarer Umgebung des Serins/Threonins auf das C-terminal ein Prolin folgt noch weitere
Serine oder Threonine vorhanden, so wurden diese zusammen mit dem besagten Serin/Threonin
mutiert. Der Grund fir die Mutation von Serinen und Threoninen mit einem direkt C-terminal
gelegenen Prolin ist der, dass die minimale Konsensussequenz fiir die Phosphorylierung durch
eine  MAP-Kinase Serin/Threonin-Prolin lautet. Die optimale Primdrstruktur fir die
Phosphorylierung durch eine MAP-Kinase ist allerdings Prolin-X-Serin/Threonin-Prolin. In
Abbildung 22A ist die Aminoséutresequenz von DCPla mit den mutierten Serinen und Threonin
dargestellt. Es sind auch Aminoséuren gekennzeichnet, welche erst zu einem spéteren Zeitpunkt
der Arbeit mutiert wurden, nachdem in PhosphoSitePlus (http://www.phosphosite.
org/homeAction.do), einer sequenzorientierten Proteindatenbank, die Phosphorylierungen und
andere Modifikationen auffiihrt, Serine und Threonine publiziert wurden, welche in DCPla
phosphoryliert werden (siehe 3.2.8). In der gesamten Sequenz befindet sich nur ein Bereich,
welcher der optimalen Konsensussequenz fiir die Phosphorylierung durch eine MAP-Kinase
entspricht. Dieser umfasst das Serin315.
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Abbildung 22: Identifizierung von Serin315 als potentielle Phosphorylierungsstelle in DCP1«

A: Aminosduresequenz des humanen DCP1a (NM_018403). Die farblich hervorgehobenen Aminoséuren wurden zu
Alanin mutiert. Der rot umrandete Bereich entspricht einer optimalen Konsensussequenz fiir die Phosphorylierung
durch eine MAP-Kinase. B: Ein 6-Loch mit HEK293 IL-1R-Zellen wurde entweder mit 2,5ug des entsprechenden
DCP1la-Konstrukts alleine oder zusammen mit 2,5ug pCDNA3HATAKLyTABLy oder zusammen mit je 2,5ug
pPCDNA3HATAKLTABL,y und peVRFOHAINK?2 transfiziert. Fir jedes Loch wurde die Gesamt-DNA-Menge
mit pCS3MT auf 7,5ug eingestellt. Nach weiteren 24h in Kultur wurden die Zellen geerntet, lysiert und das
Laufverhalten der DCP1a-Mutanten im Westernblot Gberprift. C: Westernblot eines 6%igen Gels von ausgewahlten
unter B bereits analysierten Lysaten, um das verdnderte Laufverhalten der GFP-DCP1«S315A-Mutante zu
demonstrieren.

Das Laufverhalten der unstimulierten sowie der durch Koexpression von HA-TAK1,,TAB1,,
oder HA-TAK1,,TAB1,, und HA-JNK2 stimulierten DCP1«-Mutanten wurde im Westernblot
untersucht. Durch die Wahl dieser Reaktionsbedingungen erhdlt man alle drei unterschiedlichen
Mobilitatsformen von GFP-DCPla, welche durch die eingeflinrten Mutationen verandert
werden konnten. Neben dem Laufverhalten der Alanin-Mutanten wurde auch das Laufverhalten
einer C-terminalen Deletionsmutante (GFP-DCP1la,,,;55,) analysiert. Bis auf die C-terminale
Deletionsmutante und die Mutante, in der das Serin315 zu Alanin mutiert ist, weisen alle anderen
Mutanten kein veréndertes Laufverhalten auf. Von der C-terminalen Deletionsmutante existieren
ebenfalls drei Mobilitdtsformen. Diese haben aufgrund des um 70 Aminosduren verkirzten C-
Terminus eine schnellere Laufgeschwindigkeit im Gel als der Wildtyp von GFP-DCP1«. Die
relative Laufgeschwindigkeit der drei GFP-DCP1la,s,;,-FOrmen zueinander ist allerdings
unverdndert. Im deletierten Bereich befinden sich somit keine Aminosduren, durch deren
Modifikation sich das Laufverhalten von GFP-DCPla in der SDS-PAGE &ndert. Damit
konsistent ist, dass die Mutation der Aminoséuren Serin 522, 523 und 525 zu Alanin ebenfalls
keinen Einfluss auf die Laufgeschwindigkeit der resultierenden GFP-DCP1«-Mutante hat. Durch
die Mutation von Serin315 zu Alanin bleiben die Mobilitdtsformen 1 und 3 unbeeinflusst.
Allerdings kann nach Uberexpression von HA-TAK1,,TAB1,, die Mobilitatsform 2 nicht mehr
detektiert werden, stattdessen liegt eine schneller laufende Form vor (Abbildung 22B Mitte, Spur
8). Der ublicherweise nach HA-TAKZ,,TAB1,,-Expression vorliegende Mobilitats-shift von der
Mobilitatsform 1 auf die Mobilitdtsform 2 ist also durch die Mutation von Serin315 vermindert,
was deutlich aus den Westernblots in Abbildung 22B/C hervorgeht. Es konnte somit eine
Aminoséure identifiziert werden, die JNK-abhéngig modifiziert wird und so das Laufverhalten
von DCP1a« in der SDS-PAGE beeinflusst.
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Um zu Uberpriifen, ob es sich bei der Modifikation an Serin315 um eine Phosphorylierung
handelt, wurde bei den Firmen Eurogentec und PickCell die Generierung eines
phosphospezifischen Antikorpers gegen das Serin315 in Auftrag gegeben. Von Eurogentec
wurde ein Antikdrper und von PickCell wurden zwei Antikorper erhalten. Es wurde zunéchst
unter verschiedenen Reaktionsbedingungen im Westernblot untersucht, ob und wie spezifisch die
drei Antikorper eine Phosphorylierung von (berexprimierten GFP-DPCla an Serin315
detektieren (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Austestung verschiedener pDCP1«S315-Antikorper
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A: In 6-Loch-Platten ausgeséte HEK293 IL-1R-Zellen wurden mit pPEGFPDCPla oder mit pEGFPDCP1aS315A
alleine oder zusammen mit pPCDNA3HATAK1TABlyy oder zusammen mit pPCDNA3HATAKLGTABL und
PEVRFOHAINK?2 transfiziert. Hierbei wurden von jedem Plasmid pro 6-Loch 2,5ug eingesetzt. Die Menge an
Gesamt-DNA wurde mit pCS3MT auf 7,5ug eingestellt. Nach der Lyse der Zellen wurden die Lysate
gelelektrophoretisch aufgetrennt und GFP-DCPla sowie seine Phosphorylierung an Serin315 im Westernblot
detektiert. B: HEK293 IL-1R-Zellen wurden in 6-Loch-Platten ausgesét, um am néchsten Tag entweder unbehandelt
gelassen oder mit 5ug pCS3MT pro 6-Loch transfiziert. Am Folgetag wurden die mit pCS3MT transfizierten Zellen
entweder unbehandelt gelassen oder fur 1h mit 0,5M Sorbitol stimuliert. Nach anschlieender Lyse der Zellen
erfolgte die Detektion von endogenem DCP1u sowie seiner Serin315-Phosphorylierung im Westernblot.

Die drei Antikorper erkennen alle nach Uberexpression von HA-TAK1,,TAB1,, oder von HA-
TAK1,,TABL,, und HA-JNK2 eine Serin315-Phosphorylierung von GFP-DCPl«. Bei der
Modifikation an Serin315 handelt es sich somit tatsdchlich um eine Phosphorylierung. Der
Antikdrper B von PickCell ist sensitiver als der Antikdrper A und als der Antikdrper von
Eurogentec, die eine vergleichbare Empfindlichkeit aufweisen. Alle drei Antikdrper besitzen eine
hohe Spezifitat, da sie bei GFP-DCP1«S315A keine Phosphorylierung an Serin315 detektieren.
Erst bei langeren Expositionszeiten erkennen die beiden Antikérper von PickCell unspezifisch
GFP-DCP1a, da man in den Anséatzen mit der Serin-315-Alanin-Mutante ein schwaches Signal
erhélt. Dieses ist stdrker, wenn der Westernblot in 5%-iger BSA-LOsung geblockt und der
Antikorper in 5%-iger BSA-Losung angesetzt wird. Allerdings ist die Bandenintensitat immer
noch um ein Vielfaches schwécher als die in den Ansatzen, welche den Wildtyp enthalten. Der
Antikdrper von Eurogentec detektiert nur unter BSA-Reaktionsbedingungen unspezifisch
Uberexprimiertes DCP1a. Beide PickCell Antikorper erkennen nach langeren Expositionszeiten
sehr deutlich unter allen Reaktionsbedingungen auch konstitutiv an Serin315 phosphoryliertes
GFP-DCP1a. Der Antikorper von Eurogentec hingegen detektiert die konstitutive
Phosphorylierung nur schwach. Betrachtet man die Detektion der Phosphorylierung von
endogenem DCPla an Serin315, so findet man groBe Unterschiede zwischen den einzelnen
Antikorpern. Der Antikdrper von Eurogentec erkennt eine Bande, die sich auf Hohe der
Mobilitatsform 2 des endogenen DCPla befindet und die somit dem an Serin315
phosphorylierten endogenen DCPlo entsprechen konnte. Allerdings ist zwischen der
konstitutiven und der durch Sorbitol induzierten Phosphorylierung kaum ein Unterschied zu
sehen. Der Antikérper A von PickCell detektiert die stimulusinduzierte Serin315-
Phosphorylierung von endogenem DPCla. Dagegen erkennt er die konstitutiv vorliegende
Phosphorylierung weniger gut. Aullerdem sind fir die Detektion lange Expositionszeiten
erforderlich und der Westernblot muss in 5%-iger BSA-L6sung geblockt und der Antikorper in
5%-iger BSA-L6sung angesetzt werden. Findet die Inkubation des Blots in 5%-iger Milch statt
und wird der Antikdrper mit 5%-iger Milch verdiinnt, so detektierte der Antikorper kein an
Serin315 phosphoryliertes DCP1a.. Daher ist der entsprechende Westernblot nicht dargestellt.
Der zweite Antikorper (B) von PickCell erkennt innerhalb kurzer Detektionszeiten unter beiden
Reaktionsbedingungen sowohl die konstitutive als auch die durch Sorbitol induzierte
Phosphorylierung von endogenem DCPla an Serin315. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde fur
die weiteren Versuche der Antikorper B von PickCell verwendet.
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3.2.4 Untersuchungen zur Phosphorylierung von DCP1a in vitro

Mit Hilfe von Kinase-Versuchen wurde untersucht, ob DCPla ein JNK-Substrat ist und ob es
durch JNK an Serin315 phosphoryliert wird.

In Abbildung 24A ist das Ergebnis eines radioaktiven Kinase-Versuchs mit rekombinantem
GST-DCP1a bzw. GST-DCP1«S315A und immunoprézipitiertem JNK aus unstimulierten sowie
aus mit Sorbitol stimulierten HEK?293 IL-1R-Zellen dargestellt. Immunoprézipitiertes, aktiviertes,
endogenes JNK phosphoryliert sowohl den Wildtyp als auch die Serin-315-Alanin-Mutante von
GST-DCP1a. In den Ansétzen, in denen unstimuliertes INK immunoprézipitiert wurde, findet
keine Phosphorylierung des Wildtyps und der Serin-315-Alanin-Mutante statt. Um
auszuschlieRen, dass die Phosphorylierung auf eine koimmunoprézipitierte Kinase
zurtickzufiihren ist, wurde ein Kinase-Versuch mit immunoprazipitiertem HA-JNK2 und HA-
JNK2,..» durchgefiihrt (Abbildung 24B). Zur Stimulation wurde HA-TAK1,,TAB1,,
koexprimiert. Sowohl GST-DCPla als auch GST-DCP1«S315A werden nur nach
Immunoprézipitation von HA-JNK2 und nicht nach Immunoprézipitation der Kinase-inaktiven
Mutante phosphoryliert. Demnach wird DCP1a durch JNK in vitro phosphoryliert.
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Abbildung 24: DCP1« ist ein JNK-Substrat in vitro

A: Je eine 175cm?2 Flasche mit HEK?293 IL-1R-Zellen wurde unstimuliert gelassen oder fir 1h mit 0,5M Sorbitol
stimuliert. Aus den entsprechenden Zelllysaten wurde JNK immunoprézipitiert und unter Kinase-Versuch-
Reaktionsbedingungen mit 32P-y-ATP und GST-c-Juni.iss, GST-DCPla oder GST-DCP1«S315A inkubiert. Nach
Auftrennung der Proteine in der SDS-PAGE wurde deren Phosphorylierungsstatus mittels Autoradiographie des
Coomassie-gefarbten, getrockneten Gels detektiert. B: Der Kinase-Versuch erfolgte analog zu A, mit dem
Unterschied dass immunoprazipitiertes HA-JINK2 und HA-JINK2kssr eingesetzt wurden. Zur Stimulation wurde
HA-TAK 1 TAB1yg koexprimiert.

Mit dem folgenden Kinase-Versuch wurde der Frage nachgegangen, ob JNK DCP1« an Serin315
phosphorylieren kann. Hierflir wurde aktiviertes und nicht aktiviertes immunopréazipitiertes HA-
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JNK2 jeweils mit immunopréazipitiertem GFP-DCPl« oder mit der entsprechenden
immunoprézipitierten Serin-315-Alanin-Mutante unter Kinase-Versuch-Reaktionsbedingungen
inkubiert. Die Proteine wurden anschlieBend in Laemmli-Auftragspuffer eluiert und in der SDS-
PAGE aufgetrennt. Die Detektion der Phosphorylierung an Serin315 erfolgte im Westernblot
mit Hilfe des phosphospezifischen Antikorpers (Abbildung 25).

in vitro
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Abbildung 25: JINK phosphoryliert DCP1« an Serin315 in vitro

Zur Erlauterung siehe Text

Nur in dem Ansatz, der aktiviertes HA-JNK2 und den Wildtyp von GFP-DCP1« enthélt, ist eine
induzierte Serin315-Phophorylierung von GFP-DCP1« zu beobachten. JNK ist somit in der Lage
in vitro DCP1a an Serin315 zu phosphorylieren. Neben Serin315 phosphoryliert JNK in vitro noch
weitere Aminosauren in DCP1le, da nach den Ergebnissen der radioaktiven Kinase-Versuche die
Serin-315-Alanin-Mutante noch immer durch JNK phosphoryliert werden kann, auch wenn sie
im SDS-Gel etwas schneller lauft (siehe Abbildung 24).
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Aus den in Abbildung 26 dargestellten Kinase-Versuchen geht hervor, dass DCPla abgeschen
von JNK auch durch p38 in vitro phosphoryliert wird. Uberexprimiertes, durch Koexpression
einer Kkonstitutiv aktiven MKKG6-Mutante stimuliertes und immunoprézipitiertes p38
phosphoryliert sowohl GST-DCPla als auch GST-DCP1aS315A. Nicht aktiviertes
immunoprézipitiertes FLAG-p38 hingegen phosphoryliert weder den Wildtyp noch die Serin-
315-Alanin-Mutante von GST-DCP1la (Abbildung 26A). Der in Abbildung 26B abgebildete
Kinase-Versuch zeigt, dass es sich bei der phosphorylierenden Kinase tatsachlich um p38 handelt
und nicht um eine mit p38 koimmunoprézipitierte Kinase. Sowohl der Wildtyp als auch die Serin-
315-Alanin-Mutante von GST-DCP1a werden nur durch aktiviertes immunoprazipitiertes
FLAG-p38 und nicht durch eine Kinase-inaktive Mutante phosphoryliert.

A
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FLAG-p38 + +
FLAG-p38+ 50arv182F + +
MKK62E n .
GST-DCPla + | +
GST-DCP1aS315A + | +

=+

Abbildung 26: DCP1« witd in vitro durch p38 phosphoryliert

A: Eine 175cm? Flasche mit HEK293 IL-1R-Zellen wurde entweder mit dem Expressionsplasmid fur FLAG-p38
alleine oder zusammen mit dem Expressionsplasmid flir MKKG62E transfiziert. Aus den Lysaten wurde FLAG-p38
immunoprézipitiert und unter Kinase-Versuch-Reaktionsbedingungen mit 32P-y-ATP und GST-DCP1o oder GST-
DCP1aS315A inkubiert. Die Proteine wurden anschlieBend in der SDS-PAGE aufgetrennt und ihre
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Phosphorylierung mittels Autoradiographie des Coomassie-gefarbten, getrockneten Gels detektiert. B: Die
Durchfiihrung erfolgte wie unter A beschrieben, jedoch wurde fiir den Kinase-Versuch immunoprazipitiertes
FLAG-p38 sowie FLAG-p38r1s0asv1s2r €ingesetzt.

In beiden Kinase-Versuchen kann man beobachten, dass phosphoryliertes GST-DCP1«S315A
ein schnelleres Laufverhalten in der SDS-PAGE aufweist als der entsprechende Wildtyp, was
darauf zuriickzufiihren sein kann, dass p38 DCPla ebenfalls an Serin315 phosphoryliert. Um
diese Annahme zu tberprufen, wurde die Phosphorylierung von GFP-DCP1« und von GFP-
DCP1aS315A an Serin315 durch immunopréazipitiertes aktiviertes sowie nicht aktiviertes FLAG-
p38 nach erfolgtem Kinase-Versuch mit dem phosphospezifischen Antikrper im Westernblot
detektiert (Abbildung 27).
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Abbildung 27: p38 phosphoryliert DCP1o nicht an Serin315

Zur Erlauterung siehe Text.

Mit der Serin-315-Alanin-Mutante kann keine Phosphorylierung an Serin315 beobachtet werden,
was zu erwarten war. In den Ansétzen, welche den Wildtyp von GFP-DCP1a enthalten, wird
eine konstitutive, aber keine induzierbare Phosphorylierung von Serin315 detektiert. Die
konstitutive Phosphorylierung erfolgt jedoch nicht wéhrend des Kinase-Versuchs durch FLAG-
p38, sondern ist vielmehr schon vorher vorhanden, wie man anhand des Westernblots der Lysate
erkennt. Durch die Immunoprazipitation von GFP-DCP1a wird folglich ebenfalls konstitutiv an
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Serin315 phosphoryliertes GFP-DCP1a koimmunoprazipitiert und daher detektiert. Es kann
somit nicht eindeutig gezeigt werden, dass auch p38 DCP1la an Serin315 phosphoryliert.

3.2.5 Einfluss verschiedener Stimuli auf die Serin315-Phosphorylierung
und Lokalisation von DCP1a
Im Folgenden wurde die Kinetik der Serin315-Phosphorylierung von endogenem DCPl«

untersucht. Hierfir wurden HEK293 IL-1R-Zellen fiir unterschiedliche Zeiten mit Sorbitol,
Anisomycin, UV-Licht oder IL-1« stimuliert (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Kinetik der Serin315-Phosphorylierung von DCP1« in Abhangigkeit verschiedener Stimuli

HEK?293 IL-1R-Zellen wurden in Sechs-Loch-Platten ausgesat und am néachsten Tag fir die angegebenen Zeiten mit
0,5M Sorbitol, 10pg/ml Anisomycin, 10ng/ml IL-1«. oder UV-Licht stimuliert. Bei der UV-Licht-Stimulation
wurden die Zellen fur 1min mit UV-Licht bestrahlt und anschlieBend fiir die angegebenen Zeiten weiter kultiviert.
Die Zellen wurden dann geerntet und lysiert und die Lysate im Westernblot mit den oben aufgefiihrten Antikérpern
untersucht.

Die Stimuli Sorbitol, UV-Licht und Anisomycin induzieren eine starke Serin315-
Phosphorylierung, die mit der Phosphorylierung von JNK und p38 korreliert. Sorbitol bewirkt
die starkste Phosphorylierung an Serin315. Sie ist bereits nach 5min detektierbar und nach 8h
immer noch unvermindert vorhanden. Nach Stimulation der Zellen mit Anisomycin oder UV-
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Licht ist die induzierte Serin315-Phosphorylierung erst nach 30min detektierbar und wie bei
Sorbitol nach 8h immer noch prasent. Im Gegensatz zu den anderen drei Stimuli fihrt die
Behandlung der Zellen mit IL1-« zu einer schwacheren Serin315-Phosphorylierung, erkennbar
daran, dass die Mobilitdtsform 1 noch deutlich vorhanden ist. Zudem ist die Phosphorylierung
transient. Ihre Induktion ist nach 30min messbar und dauert bis zu 2h an. Nach 4h ist keine IL-
la-induzierte Serin315-Phosphorylierung mehr detektierbar.

Neben der Analyse im Westernblot wurde zusétzlich mittels indirekter Immunfluoreszenz die
Lokalisation von endogenem DCP1la nach Stimulation von HEK?293 IL-1R-Zellen mit Sorbitol,
Anisomycin oder IL-1« untersucht (Abbildung 29).

Die Behandlung der Zellen sowohl mit Sorbitol als auch mit Anisomycin flihrt zu einer
ubiquitdaren Umverteilung des DCP1a« aus den P-bodies ins Zytosol. Die Umverteilung setzt bereits
nach funfmindtiger Stimulation ein und ist nach 30min beendet. Sie lauft nach Sorbitol-
Stimulation schneller ab als nach Stimulation mit Anisomycin. Dieser Effekt kann durch den
JNK-Inhibitor SP600125, jedoch nicht durch den p38-Inhibitor SB203580, nahezu vollstédndig
aufgehoben werden, wie fir die Sorbitol-Stimulation dargestellt. Die Behandlung der Zellen mit
IL-1« hat den gegenteiligen Effekt zur Folge. Es kommt zu einer transienten Umverteilung des
DCPla aus dem Zytosol in die P-bodies, deren Anzahl und GrofRe dadurch zunimmt. Die
Zunahme der P-bodies ist nach 30min sichtbar und erreicht ihr Maximum bei 1h. Nach 2h
nehmen die P-bodies bereits wieder ab (Abbildung 29A).

An Serin315 phosphoryliertes DCP1a ist in unbehandelten Zellen schwach detektierbar und
kolokalisiert mit DCP1a in P-bodies. Diese Beobachtung steht mit den Westernblotdaten in
Einklang, nach denen endogenes DCP1« Konstitutiv an Serin315 phosphoryliert vorliegt. Nach
Stimulation der Zellen mit Anisomycin oder Sorbitol fiir eine oder zwei Stunden ist P-S315-
DCP1« ebenso wie das DCP1« diffus im Zytosol verteilt und nicht mehr in P-bodies lokalisiert.
Im Vergleich zu den unstimulierten Zellen nimmt das P-S315-DCP1« Signal deutlich zu. Die
Zunahme ist nach Sorbitolstimulation etwas starker als nach Stimulation mit Anisomycin. Die
Behandlung der Zellen mit IL-1« fr eine Stunde fiihrt zu einem Anstieg der Phosphorylierung
von DCP1« an Serin315 sowie zu einer Zunahme der phosphorylierten Form im Zytosol, aber
vor allem auch in den P-bodies. Nach zwei Stunden ist, passend zu den Westernblotergebnissen,
eine deutliche Abnahme der Serin-315-Phosphorylierung zu erkennen (Abbildung 29B).
Phosphoryliertes DCPla kolokalisiert sowohl in unbehandelten als auch in den stimulierten
Zellen mit Ago2. Wahrend es keinen mit dem P-DCP1«-Antikérper markierten P-body gibt, der
nicht auch Ago2 enthélt, gibt es sehr viele andere zelluldre Strukturen, in denen Ago2, aber kein
P-DCPla lokalisiert ist (Abbildung 29D). Eine Kolokalisation von endogenem DCPlo mit
endogenem Ago2 konnte nicht direkt tberpruft werden, da sowohl der DCP1«- als auch der
Ago2-Antikorper aus der Maus stammen und andere in der Immunfluoreszenz zuverlassige
PrimdrantikOrper nicht zur Verfligung standen. Da unter den gewdhlten Reaktionsbedingungen
P-DCP1a immer mit Ago2 und DCP1a kolokalisiert, ist es jedoch sehr wahrscheinlich, dass auch
Ago2 und DCP1a unter den hier gewahlten Bedingungen kolokalisieren.
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Abbildung 29: Lokalisation von endogenem DCPla, pDCP1¢S315 und Ago2 nach Stimulation mit Sorbitol,
Anisomycin oder IL-1x

A: HEK293 IL-1R-Zellen wurden in u-Slides VI ausgesat und am folgenden Tag fiir die angegebenen Zeiten mit
Sorbitol (0,5M), Anisomycin (10ug/ml) oder IL-1c (10ng/ml) stimuliert. In den Ansétzen, in denen die Inhibitoren
SP600125 (20uM) und SB203580 (2uM und 10uM) eingesetzt wurden, erfolgte vor der 120min Stimulation mit
Sorbitol eine Vorinkubation der Zellen mit dem entsprechenden Inhibitor fir 30min bei RT. Als Kontrolle wurden
die Zellen mit DMSO (0,1%) behandelt. Bei einem weiteren Kontrollansatz wurde wie bei der Sorbitol-Stimulation
altes Medium von den Zellen genommen und durch frisches Medium ersetzt, welches allerdings kein Sorbitol
enthielt. Dadurch sollten Effekte, die auf den bloRen Mediumwechsel zurtickzufiihren sind, ausgeschlossen werden.
Anschlieend wurde eine indirekte Immunfluoreszenz fur DCP1« durchgefiihrt. B: HEK293 IL-1R-Zellen wurden
analog zu A behandelt. Es wurde eine Doppelimmunfluoreszenz fiir DCP1la und pDCP1aS315 dutrchgefiihrt. C:
Quantifizierung der P-bodies aus den Zellen des unter B aufgefiihrten Versuchs. Dargestellt ist die durchschnittliche
P-body-Anzahl pro Zelle (xS.E.M.). D: wie A und B. Die Doppelimmunfluoreszenz erfolgte fir Ago2 und
pDCP1aS315. Balken: 10um.

Diese Daten deuten darauf hin, dass die Phosphorylierung von DCP1la seine Lokalisation in der
Zelle beeinflusst.

Obwohl in vitro sowohl JNK als auch p38 rekombinantes GST-DCP1a phosphorylieren kénnen,
fuhrt nur die Inhibierung von JNK, jedoch nicht die von p38 zu einer Inhibierung der
Umverteilung von DCP1a aus den P-bodies ins Zytosol nach Sorbitol-Stimulation.

Diese Beobachtung steht im Einklang mit den in Abbildung 30 dargestellten
Westernblotergebnissen. Die Phosphorylierung von (berexprimiertem DCPla wird nach
Koexpression von HA-TAK,,TAB,, oder HA-TAK,,TAB,, und HA-JNK2 durch den JNK-
Inhibitor, aber nicht durch den p38-Inhibitor gehemmt. Dies l&sst sich sowohl am verénderten
Laufverhalten von GFP-DCPl« als auch mit Hilfe des phosphospezifischen Antikorpers
erkennen.
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Abbildung 30: Hemmung der Phosphorylierung von GFP-DCP1« an Serin315 mit SP600125

In 6-Loch-Platten ausgesite HEK293 IL-1R-Zellen wurden mit pEGFPDCPla alleine oder zusammen mit
pPCDNA3HATAK1TABL,y oder zusammen mit pPCDNA3HATAKLTABL,q und pPEVRFOHAINK? transfiziert.
Hierbei wurden von jedem Plasmid pro 6-Loch 2,5ug eingesetzt. Die Menge an Gesamt-DNA wurde mit pCS3MT
auf 7,5ug eingestellt. Die Inkubation der Zellen mit den Inhibitoren erfolgte in den entsprechenden Ansitzen fir
30min. Nach der Lyse der Zellen wurden die Lysate gelelektrophoretisch aufgetrennt und dann im Westernblot mit
den aufgefuhrten Antikérpern untersucht.

3.2.6 Untersuchung zum Beitrag der Serin315-Phosphorylierung an der
Lokalisation von DCP1la

Es wurde dberpruft, inwieweit die Phosphorylierung von DCPla an Serin315 die
Proteinlokalisation beeinflusst. Hierfur wurden HEK293 IL-1R-Zellen stabil mit den
Expressionsplasmiden fiir GFP-DCP1«, flr die Serin-315-Alanin-Mutante sowie fur die
phosphomimetischen Mutanten GFP-DCP1«S315D und GFPDCP1aS315E  transfiziert.
Zusétzlich wurde das Plasmid flr die C-terminale Deletionsmutante von GFP-DCP1a stabil
transfiziert. Es wurde pools an stabil transfizierten Zellen hergestellt und untersucht. Die
Lokalisation der GFP-getaggten Mutanten wurde anschlieRend mit  Hilfe der
Fluoreszenzmikroskopie detektiert. Zunédchst wurden allerdings die phosphomimetischen
Mutanten im Westernblot analysiert (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Untersuchung des Laufverhaltens der phosphomimetischen Mutanten GFP-DCP1«S315D
und GFP-DCP1«S315E in der SDS-PAGE.

HEK?293 IL-1R-Zellen wurden in 6-Loch-Platten ausgesét und am néchsten Tag mit peGFP-DCPla, peGFP-
DCP10S315A, peGFP-DCP1aS315D  oder peGFP-DCP1aS315E  transfiziert. Je nach Ansatz wurden
pCDNA3HATAK1TABL,y oder pPCDNA3HATAKLGTABL,y und pEVRFOHAINK2 kotransfiziert. In jedes 6-
Loch wurden pro Plasmid 2,5ug transfiziert und die Gesamt-DNA-Menge mit pCS3MT auf 7,5ug eingestellt. Die
Zellen wurden geerntet, lysiert und die Lysate im Westernblot analysiert.

Beide phosphomimetische Mutanten weisen in der SDS-PAGE eine etwas langsamere
Laufgeschwindigkeit auf als der Wildtyp von GFP-DCPla. Die daraus resultierende
Mobilitatsform liegt zwischen den Mobilitdtsformen 1 und 2 des Wildtyps. Nach Koexpression
von HA-TAKL,,TABL,, alleine oder zusammen mit HA-JNK2 wird wie beim Wildtyp die
Mobilitatsform 2 bzw. 3 induziert. Der phosphospezifische Antikorper gegen S315 erkennt nicht
die Serin-315-Glutamat-Mutante, wahrend er die Serin-315-Aspartat-Mutante detektieren kann.
Allerdings erkennt er die durch die Aspartat-Substitution vorgetduschte Phosphorylierung
schwiécher als die durch Uberexpression von HA-TAK1,,TAB1,, oder von HA-TAK1,,TAB1,,
und HA-JNK2 induzierte Serin315-Phosphorylierung von GFP-DCP1.

Die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen ergaben im Vergleich zum Wildtyp mit der
Serin-315-Alanin-Mutante eine Zunahme der P-body-Anzahl und -GrolRe. Die Zunahme der
Anzahl der P-hodies liegt bei etwa 39%. Die Lokalisation der phosphomimetischen Serin-315-
Aspartat-Mutante in den P-bodies ist um 57% vermindert. GFP-DCP1«S315D befindet sich
verstarkt im Zytosol, welches dadurch griiner fluoresziert. Die phosphomimetische Serin-315-
Glutamat-Mutante hingegen zeigt eine leichte Zunahme der P-bodies um 19% und unterscheidet
sich nicht signifikant vom Wildtyp. Bei der Interpretation dieser Ergebnisse muss bertcksichtigt
werden, dass die Serin-315-Glutamat-Mutante nicht durch den phosphospezifischen Antikorper
gegen Serin315 erkannt wird, was darauf hindeutet, dass sie dem an Serin315 phosphorylierten
GFP-DCP1a nicht sehr &hnlich ist. Die C-terminale Deletionsmutante ist wie die Serin-315-
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Aspartat-Mutante Uberwiegend im Zytosol lokalisiert. Allerdings ist die Abnahme der P-body-
Anzahl mit 92% deutlich hoher als bei der Serin-315-Aspartat-Mutante (Abbildung 32A/B). Vor
kurzem konnten Tritschler et al. zeigen, dass die Aminosauren 539-582 von DCPla wichtig fUr
die Trimerisierung und P-body-Tokalisation von DCPla sowie fUr die Interaktion mit anderen
Decapping-Faktoren und fir seine regulatorische Funktion wichtig sind (Tritschler et al., 2009).
Die durchschnittliche P-body-Anzahl des stabil berexprimierten Wildtyps, unterscheidet sich
nicht wesentlich von der Anzahl der P-bodies, welche man mit endogenem DCPl« beobachten
kann (siehe Abbildung 29C). Alle GFP-DCP1«-Proteine sind gleichmafig exprimiert (Abbildung
32C), so dass die Anderung der P-body-Anzahl auf die jeweilige Mutation zuriickzufithren ist. Im
Westernblot unter Abbildung 32C ist die konstitutive Phosphorylierung von GFP-DCP1« sowie
von GFP-DCP1la,,,,, an Serin315 gezeigt, welche miihelos durch den phosphospezifischen
Antikorper erkannt wird. Die dazugehdrige GFP-DCP1a- bzw. GFP-DCP1a4 55,-Bande kann
vom GFP-Antikdrper nicht detektiert werden. Unter allen Reaktionsbedingungen ist sowohl eine
Kolokalisation zwischen den P-bodies und endogenem JNK, als auch zwischen den P-bodies und
endogenem Ago2 zu beobachten. Die P-bodies liegen aber auch zum Teil direkt neben den
rundlichen zytoplasmatischen Strukturen, in denen sich Ago2 bzw. JNK befinden oder
Uberlappen mit diesen.
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Abbildung 32: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Lokalisation von GFP-DCP1«x, GFP-DCP1xS315A,
GFP-DCP12S315D, GFP-DCP1¢S315E und GFP-DCP1oas13-582

A: HEK293 IL-1R-Zellen, die mit dem Expressionsplasmid fir die jeweilige GFP-DCP1«-Mutante stabil transfiziert
waren, wurden in p-Slides 1V ausgesdt und am folgenden Tag wurde eine indirekte Immunfluoreszenz flir Ago2 bzw.
JNK' durchgefuhrt. Balken: 10um B: Aus zwei unabhangigen stabilen Transfektionen wurden die P-bodies aus
durchschnittlich 300 Zellen gezahlt und daraus die durchschnittliche P-body-Anzahl pro Zelle berechnet. Der Fehler
(£ S.E.M.) ergibt sich aus der durchschnittlichen P-body Anzahl/pro Zelle fur verschiedene Gesichtsfelder. Im
Balkendiagramm rechts ist die relative P-body-Anzahl pro Zelle dargestellt. C: Die Lysate der stabil transfizierten
Zellen wurden auf eine gleichmaRige Expression der GFP-DCP1«-Proteine hin im Westernblot Gberprift.

Geht man davon aus, dass die Serin-315-Glutamat-Mutante keine richtige phosphomimetische
Mutante darstellt, so belegen diese Ergebnisse, dass die Phosphorylierung von DCPla an
Serin315 einen bedeutenden Anteil zur Lokalisation des Proteins in der Zelle beitrégt.
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3.2.7 Analyse der IL-1a-induzierten IL-8-Expression und -Sekretion in
den stabil mit GFP-DCP1a-Konstrukten transfizierten Zellen

Um zu untersuchen, ob die Umverteilung von DCPla cinen Effekt auf die Expression IL-1a-
induzierbarer Gene hat, wurde in den stabil transfizierten HEK293 IL-1R-Zellen, die entweder
GFP-DCPla, GFP-DCP1«S315A, GFP-DCP1aS315D oder GFP-DCPlo,s;s5 €Xprimieren,
exemplarisch die Transkription und Sekretion des chemotaktischen Zytokins IL-8 nach IL-1a-
Stimulation untersucht (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Untersuchung zur IL-1a-induzierten IL-8-Expression in den stabil mit den Konstrukten fur
GFP-DCP1«, GFP-DCP12S315A, GFP-DCP1¢S315D und GFP-DCPluasis-se2 transfizierten HEK293 IL-1R-
Zellen

A: Die mit den aufgefiihrten Konstrukten stabil transfizierten HEK293 IL-1R-Zellen wurden fiir 8h Stunden mit
10ng/ml IL-1o stimuliert oder unbehandelt gelassen. Die Messung der 1L-8-Konzentration im Zellkulturiberstand
erfolgte im ELISA wie beschrieben. Die dargestellten 1L-8-Konzentrationen sind auf 1mg Protein normiert. Gezeigt
sind die Mittelwerte aus zwei unabhangigen Experimenten (£ S.E.M.). B: Die Zellen wurden wie in A behandelt.
Aus den Zellen wurde mRNA isoliert und die IL-8- und B-Aktin-Expression mittels Real Time PCR analysiert.
Dargestellt sind die Ct-Werte, welche ein MaR fiir die mMRNA-Expression sind. Der Ct-Wert beschreibt den Zyklus,
an dem die Fluoreszenz erstmalig signifikant tber die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt. Je niedriger dieser ist, desto
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hoher ist demnach die mMRNA-Menge. Dargestellt ist ein reprasentatives Ergebnis. Der Fehlerbalken (= S.E.M.)
ergibt sich aus zwei technischen Replikaten.

Bei keiner der verwendeten Zellen ist eine basale IL-8-Sekretion messbar, aber eine basale IL-8
MRNA-EXxpression ist eindeutig nachweisbar, wenn auch in wesentlich geringerer Kopienzahl als
der flr das house keeping Gen B-Aktin. Nach IL-lo-Stimulation zeigen alle Zellen, welche
Mutanten von GFP-DCP1la exprimieren, unabhéngig von der eingefiihrten Mutation eine zum
Wildtyp verminderte IL-8-Sekretion. Dieser Effekt ist nicht nur translational, denn in diesen
Zellen ist nach Stimulation mit IL-lx auch die induzierte I1.-8-mRNA-Menge deutlich
vermindert.

3.2.8 Identifizierung weiterer JNK-abhangig modifizierter Aminosauren in
DCP1a

Wie bereits in Abbildung 22B/C dargestellt, wird der nach Uberexpression von HA-
TAK1,,TABL,, erhaltene Mobilitats-shift von GFP-DCP1« von der Mobilitatsform 1 auf die
Mobilitatsform 2 durch die Mutation von Serin315 zu Alanin nicht vollstandig aufgehoben,
sondern lediglich vermindert. Ebenso weisen die phosphomimetischen Mutanten, wenn sie
alleine exprimiert werden (Abbildung 31), nicht die Mobilitdtsform 2 auf, sondern eine etwas
schneller laufende, die zwischen den Mobilitdtsformen 1 und 2 liegt. Es missen daher noch
andere Aminosauren in DCP1« vorhanden sein, durch deren Modifikation sich das Laufverhalten
von DCP1la in der SDS-PAGE andert. Um diese Aminoséuren zu identifizieren, wurden weitere
Serine und Threonine in GFP-DCP1a zu Alanin mutiert und das Laufverhalten der Mutanten im
Westernblot analysiert (Abbildung 34). Zu diesem Zeitpunkt der Arbeit waren in
PhosphoSitePlus zehn Serine bzw. Threonine publiziert, welche in DCPlo phosphoryliert
werden. Sieben dieser Aminosduren (S142, S315, S353, T401, S522, S523, S525) wurden bereits
beim ersten Versuch eine Aminosdure zu identifizieren, deren JNK-abhéngige Modifikation zu
einem verdnderten Laufverhalten des Proteins im Westernblot fiihrt, zu Alanin mutiert (siehe
Abschnitt 3.2.3). Von den Mutanten wies, bis auf die Serin-315-Alanin-Mutante keine eine
verdnderte Laufgeschwindigkeit in der SDS-PAGE auf. Die restlichen Aminosduren werden
somit unter den hier gewéhlten Stimulationsbedingungen entweder nicht phosphoryliert oder ihre
Phosphorylierung hat keinen Einfluss auf die Mobilitdit von DCPlx in der SDS-PAGE. Die
ndhere Analyse der Phosphorylierung dieser Aminosduren war daher zunédchst von
untergeordnetem Interesse. Bei den drei anderen Aminosduren, die erst im Rahmen dieser
zweiten Untersuchung berucksichtigt wurden, handelt es sich um Serin319, Serin334 und
Threoninb31. Auf Serin319 und auf Threonin531 folgt unmittelbar C-terminal ein Prolin. Die
Sequenz entspricht somit der minimalen Konsensussequenz fir die Phosphorylierung durch eine
MAP-Kinase. Sie wurden allerdings im Zuge der ersten Analyse nicht mutiert, da der durch
NetPhos ermittelte Schwellenwert ihrer potentiellen Phosphorylierung unter 0,5 lag.
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Abbildung 34: Identifizierung von Serin319 als weitere potentielle Phosphorylierungsstelle in DCP1«

HEK?293 IL-1R-Zellen wurden in 6-Loch-Platten ausgesat und am Folgetag mit den Expressionsplasmiden fir die
angegebenen GFP-DCP1«-Proteine alleine oder zusammen mit dem Expressionsplasmid fir HA-TAKLTABLag
oder zusammen mit den Expressionsplasmiden fir HA-TAKL@TABLy und HA-JNK2 transfiziert. Pro-6-Loch
wurden von jedem Plasmid 2,5ug eingesetzt. Die Gesamt-DNA-Menge wurde mit pCS3MT auf 7,5ug eingestellt.
Die Lysate der Zellen wurden hinsichtlich des Laufverhaltens der DCP1«-Proteine im Westernblot untersucht.

Sowohl die Serin-334-Alanin-Mutante als auch die Threonin-531-Alanin-Mutante zeigen kein im
Vergleich zum Wildtyp verandertes Laufverhalten in der SDS-PAGE. Nach Uberexpression von
HA-TAK1,,TAB1,, wird bei der Serin-319-Alanin-Mutante wie beim Wildtyp die Mobilitdtsform
2 induziert, welche neben der Mobilitatsform 1 vorliegt. Allerdings ist bei der Serin-319-Alanin-
Mutante das Verhéltnis zwischen Mobilitdtsform 1 und 2 verdndert. Wahrend beim Wildtyp
neben der Mobilitdtsform 1 iberwiegend die Mobilitdtsform 2 vorliegt, sind bei der Serin-319-
Alanin-Mutante beide Mobilitdtsformen gleich stark vertreten. Die Mobilitatsform 3 bleibt durch
die Mutation von Serin319 unbeeinflusst. Mit Serin319 konnte somit eine weitere Aminoséure
identifiziert werden, die JNK-abhangig modifiziert wird und so das Laufverhalten von DCP1l« in
der SDS-PAGE &ndert. Interessant ist, dass die induzierte Serin315-Phosphorylierung von GFP-
DCP1«S319A wesentlich schwécher durch den phosphospezifischen Antikorper detektiert wird,
als die induzierte Serin315-Phosphorylierung vom Wildtyp sowie von GFP-DCP1aS334A und
GFP-DCP1«T531A. Daftir gibt es zwei mogliche Erklarungen. Zum einen ist es vorstellbar, dass
die Phosphorylierung an Serin315 die Modifikation an Serin319 erfordert. Durch die Alanin-
Substitution kann Serin319 nicht mehr modifiziert werden, was dazu fiihrt, dass Serin315
schwécher phosphoryliert wird. Zum anderen ist denkbar, dass die Mutation von Serin319 eine
Konformationsanderung des Proteins nach sich zieht, so dass die Serin315-Phosphorylierung
trotz gleichem Phosphorylierungsstatus schwacher durch den phosphospezifischen Antikorper
detektiert wird.

Um zu Uberpriifen, wie stark die Modifikation an Serin319 zur Mobilitdtsform 2 von GFP-
DCP1la in der SDS-PAGE beitragt, wurden von GFP-DCP1«-Doppelmutanten generiert, in
denen Serin315 und Serin319 entweder durch Alanin, durch Aspartat oder durch Glutamat



Ergebnisse 126

ersetzt wurden. Zusétzlich wurden Einfachmutanten hergestellt, in denen das Serin319 entweder
durch Aspartat oder durch Glutamat substituiert wurde. Das Laufverhalten der Mutanten wurde
erneut in der SDS-PAGE analysiert (Abbildung 35). Der Mobilitats-shift, der beim Wildtyp
normalerweise nach Koexpression von HA-TAK1,,TABL1,, zu beobachten ist, wird durch die
Mutation beider Aminoséuren zu Alanin komplett aufgehoben. Ebenso wird der Mobiligts-shift
auf die Mobilitatsform 3 vermindert. Die Modifikation an Serin319 hat somit neben der Ser315-
Phosphorylierung einen Anteil an den in der SDS-PAGE auftretenden Mobilitats-shifts. Anders
als die phosphomimetischen Serin-315-Mutanten weist weder die Serin-319-Aspartat-Mutante
noch die Serin-319-Glutamat-Mutante ein zum Wildtyp verandertes Laufverhalten in der SDS-
PAGE auf, wenn sie alleine exprimiert wird. Nach Koexpression von HA-TAK1,,TAB1,, kann
bei beiden Mutanten neben der Mobilitdtsform 1 auch die Induktion der Mobilitatsform 2
beobachtet werden. Die Mobilitatsform 1 liegt hierbei im Vergleich zum Wildtyp verstéarkt vor.
Bei beiden phosphomimetischen Serin-319-Mutanten ist die Mobilitdtsform 3 nach
Uberexpression von HA-TAK1,, TAB1,, und HA-JNK2 unverindert. Die Mutation beider Serine
zu Aspartat oder zu Glutamat flihrt zu einer noch schnelleren Laufgeschwindigkeit der Mutanten,
als sie bei den entsprechenden Serin-315-Mutanten beobachtet werden kann und resultiert in der
Mobilitdtsform 2. Die beiden phosphomimetischen Doppelmutanten verhalten sich in der SDS-
PAGE demnach so, wie der nach Uberexpression von HA-TAK1,,TABL,, aktivierte Wildtyp.
Diese Ergebnisse deuten daher darauf hin, dass es sich bei der Modifikation an Serin319 sehr
wahrscheinlich um eine Phosphorylierung handelt. Diese Annahme sollte jedoch mit Hilfe eines
phosphospezifischen Antikdrpers bestatigt werden.

Wie bereits in Abbildung 34 gezeigt, wird auch hier die Serin315-Phosphorylierung schwécher
vom Antikorper detektiert, wenn Serin319 zu Alanin mutiert ist. Dieser Effekt wird komplett
aufgehoben, wenn Serin319 zu Alanin anstatt zu Glutamat mutiert wird und er wird partiell
aufgehoben, wenn es zu Aspartat mutiert wird. Die verminderte Detektion der Serin315-
Phophorylierung von GFP-DCP1aS319A ist somit eher darauf zurickzufiihren, dass das
Serin315 aufgrund der fehlenden Modifikation an Serin319 schwacher phosphoryliert vorliegt
und weniger darauf, dass die Phosphorylierung konformationsbedingt nur schwécher erkannt
wird.
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Abbildung 35: Untersuchung des Laufverhaltens von GFP-DCP1«-Mutanten in der SDS-PAGE

In 6-Loch-Platten ausgesate HEK?293 IL-1R-Zellen wurden mit den Expressionsplasmiden fiir die verschiedenen
GFP-DCP1a-Proteine transfiziert. Je nach Ansatz wurde das Expressionsplasmid fir HA-TAKLTABL.g oder die
Expressionsplasmide fir HA-TAKLTABL,s und HA-JNK2 kotransfiziert. Pro 6-Loch wurden von jedem Plasmid
2,5ug eingesetzt. Die mit pCS3MT eingestellte Gesamtmenge an DNA betrug 7,5ug. Nach der Lyse der Zellen
wurde das Laufverhalten der GFP-DCPla-Mutanten sowie ihre Serin315-Phosphorylierung im Westernblot
untersucht.

3.2.9 Einfluss der posttranslationalen Modifikation an Serin319 auf die
Lokalisation von DCP1a

Die Lokalisation der Serin-319-Alanin- und der Serin-319-Aspartat-Mutante sowie der
entsprechenden Serin-315/319-Doppelmutanten wurde mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie
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untersucht. Hierfir wurden HEK293 IL-1R-Zellen mit dem fir die jeweilige Mutante
kodierenden Plasmid stabil transfiziert.

Mit der Serin-315/319-Alanin-Mutante nimmt die P-body-Anzahl im Vergleich zum Wildtyp um
78% Prozent zu. Man kann ebenfalls eine Zunahme der P-body-Grofie beobachten. Die Alanin-
Doppelmutante verhdlt sich somit &hnlich wie die Serin-315-Alanin-Mutante in diesem
Experiment (71%ige Zunahme). Die phosphomimetische Doppelmutante ist Gberwiegend im
Zytosol und weniger in den P-bodies lokalisiert. Die Abnahme der P-body-Anzahl ist mit 60%
vergleichbar mit der Abnahme, die man mit der Serin-315-Aspartat-Mutante erhélt (62%).
Sowohl die Lokalisation der Serin-319-Alanin-Mutante, als auch die der Serin-319-Aspartat-
Mutante in den P-bodies ist um 65% bzw. 53% erhéht (Abbildung 36A/B).

Zwischen der Lokalisation der Doppelmutanten und der Lokalisation der entsprechenden Serin-
315-Einfachmutanten ist kaum ein Unterschied feststellbar. Zudem ist das vermehrte
Vorkommen der Serin-319-Einfachmutanten in den P-bodies unabhangig von der eingefiihrten
Mutation. Die Modifikation an Serin319 scheint daher keinen Einfluss auf die Lokalisation von
DCP1a zu haben.

Auffillig ist, dass die Zunahme der Serin-315-Alanin-Mutante in diesem Experiment starker
ausfallt als bei den Experimenten, welche unter Abbildung 32 dargestellt sind. Hinzu kommit,
dass die durchschnittliche P-body-Anzahl pro Zelle insgesamt erniedrigt ist.

Mit allen GFP-DCP1«-Proteinen kann eine Kolokalisation zwischen den P-hodies und endogenem
Ago2 sowie zwischen den P-bodies und endogenem JNK beobachtet werden. Zum Teil liegen die
P-bodies neben runden zytoplasmatischen Strukturen, in denen sich Ago2 bzw. JNK befinden
oder Uberlappen mit diesen.
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Abbildung 36: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Lokalisation von GFP-DCP1«, GFP-DCP1xS319A,
GFP-DCP1«S319D, GFP-DCP12S315/319A und GFP-DCP1«S315/319D

A: HEK293 IL-1R-Zellen, die mit den Expressionsplasmiden fiir die jeweiligegn GFP-DCP1a-Mutanten stabil
transfiziert waren, wurden in u-Slides 1V ausgeséat und am folgenden Tag wurde eine indirekte Immunfluoreszenz fiir
Ago2 bzw. JNK durchgefiihrt. Die reprasentativen Bilder fir GFP-DCP1«S315A und GFP-DCP1«S315D sind
bereits in Abbildung 32A dargestellt und werden an dieser Stelle nicht aufgefuhrt. Balken: 10um. B: Die P-bodies aus
durchschnittlich 160 Zellen wurden gezahlt und daraus die durchschnittliche P-body-Anzahl pro Zelle berechnet. Der
Fehler (x S.E.M.) ergibt sich aus der durchschnittlichen P-body-Anzahl pro Zelle fur verschiedene Gesichtsfelder. Im
Balkendiagramm rechts ist die relative P-body-Anzahl pro Zelle dargestellt C: Die Lysate der stabil transfizierten
Zellen wurden auf eine gleichmaRige Expression der GFP-DCP1«-Proteine hin im Westernblot Gberprift.
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4 Diskussion

4.1 Charakterisierung der Ago2/JNK-Wechselwirkung

4.1.1 Untersuchungen zur Identifikation der fur die Ago2/JNK-Bindung
wichtigen Parameter

In Vorbefunden, die dieser Arbeit vorausgingen, konnte Ago2 als neuer JNK-Interaktionspartner
identifiziert werden. Damit bestand die Mdglichkeit einer mechanistischen Verbindung zwischen
zwei bisher in unabhéngige Genregulationsvorgange involvierten Proteinen. Ein initiales Ziel
bestand daher darin, die Ago2/JNK-Interaktion hinsichtlich ihrer Bindung und Funktionalitat
ndher zu charakterisieren.

Da die Koimmunoprazipitation von T7-Ago2 und GFP-JNK3 sich als ein sehr spezifisches und
reproduzierbares Nachweissystem erwies, wurden insgesamt 22 verschiedene Ago2-Versionen
generiert, die bis auf eine Ausnahme (ein Fragment mit den Aminosduren 386-516) immer noch
eine Interaktion mit JNK zeigten (Abbildung 8). Die mutierten Varianten von Ago2 betrafen
sowohl putative JNK docking sites, etablierte Strukturen in Ago2 (PAZ- und PIWI-Domaéne) als
auch weitere C-terminale, N-terminale Fragmente oder einzelne Polypeptide aus Ago2. Eine
semiquantitative Auswertung aller vorhandenen Bindungsdaten, inklusive der bereits in der
Diplomarbeit erhobenen GST-pulldown und Koimmunoprézipitationsexperimente, zeigte
deutliche Unterschiede im Ausmal? der JNK-Bindung, so dass geschlussfolgert werden kann, dass
Ago2 mit mehreren Anteilen an JNK bindet. Hierbei sind die PAZ-Doméne (As 235-348) und
der schon erwahnte Bereich (As 386-516) nicht beteiligt, wohl aber duRBerer N-Terminus sowie
der C-Terminus und die darin enthaltene PIWI-Domdne. Es lieR sich somit keine
bindungsdefiziente Ago2-Mutante generieren, die fiir funktionelle Untersuchungen in Frage
gekommen waére. Eine Eingrenzung der Interaktionsdomdnen von JNK an Ago2 wurde nur mit
einer N- bzw. C-terminalen Deletionsmutante von JNK durchgefuhrt und ergab, dass JNK
ebenfalls Giber N- sowie C-terminale Bereiche an Ago2 bindet (Daten nicht gezeigt).

Durch in vitro Degradation der RNA im Zellextrakt konnte demonstriert werden, dass die
Ago2/INK-Interaktion zusétzlich Uber RNA vermittelt wird (Abbildung 9). Dieses Ergebnis
beweist zwar nicht, dass Ago2 und JNK RNA-abhéngig in intakten Zellen miteinander
interagieren, steht aber im Einklang mit analogen Experimenten, in denen gezeigt werden konnte,
dass die RNase A Behandlung nach der Immunoprézipitation die Koimmunoprézipitation von
einigen Ago2-bindenden Proteinen wie YB1 oder ZBP1 aufheben kann (Hock et al., 2007).
Obwohl Ago2 uber eine das gesamte Protein durchziehende positiv geladene Spalte RNA binden
kann (Rivas et al., 2005; Song et al., 2004; Yuan et al., 2005), ist es die PAZ-Domane, welche ein
Oligonukleotidbindungsmotiv aufweist (Lingel et al., 2003; Song et al., 2003), tber welches
spezifisch die zwei 3'-lberhdngenden Nukleotide der kleinen nicht-kodierenden RNA erkannt
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und in einer hydrophoben Tasche verankert werden (Lingel et al., 2004; Ma et al., 2004). Daher
wurde zundchst das N-terminale Ago2-Fragment, welches die PAZ-Domadne enthélt zur
Untersuchung der RNA-Abhangigkeit der Ago2/JNK-Interaktion verwendet. Spatere Versuche
mit dem vollstdndigem Protein (Daten nicht gezeigt) scheiterten daran, dass sich die
immunoprézipitierte Ago2-Menge nach RNase A Verdau so stark von der immunoprézipitierten
Ago2-Menge in den Kontrollansdtzen unterschied, dass eine verniinftige Quantifizierung nicht
maoglich war.

Da die Bindung zwischen Ago2-N und JNK nach RNase A Verdau zwar deutlich abgeschwécht,
jedoch trotz quantitativen RNA-Verdaus nicht vollstdndig aufgehoben war, sind neben
Protein/RNA-Kontakten auch Protein/Protein-Kontakte an der Ausbildung des Komplexes
beteiligt. Hierbei spielen die vier potentiellen MAP-Kinase docking sites in Ago2 keine Rolle, da
ihre Mutation oder Deletion zu keiner Verringerung der Ago2/JNK-Bindung fihrt (Abbildung
7). Ago2 interagiert demnach mit JNK ber ein bisher unbekanntes JNK-bindendes Motiv. Die
Bindung von JNK-interagierenden Proteinen muss nicht zwangslaufig tber eine docking site
vermittelt werden. So erfolgt die Bindung von c-Jun an JNK in einem Heterotetramer tber eine
im N-Terminus gelegene klassische JNK docking site (As 31-59) und zum anderen (ber eine
auxilidre PQ-Doméne (As 182-256), die keine JNK docking site besitzt (May et al., 1998). An dieser
Bindung sind mdglicherweise auch Nukleinsduren, in diesem Fall DNA, beteiligt (May et al.,
1998).

Untersuchungen des Uberstandes nach Ago2/JNK-Koimmunoprézipitation zeigten, dass trotz
quantitativer Prézipitation von Ago2 der groRte Anteil an JNK im Uberstand verblieb
(Abbildung 16). Demnach interagiert nur ein kleiner Anteil des gesamten zellularen JNK stabil
mit Ago2. Dementsprechend gelang es nicht, auch unter Verwendung von zwei verschiedenen
Ago2- und JNK-Antikorpern, die endogenen Proteine zu koimmunoprazipitieren (Daten nicht
gezeigt). Zudem steht diese Beobachtung im Einklang mit der Tatsache, dass in den bisherigen
Studien zur Isolation Ago2-interagierender Proteine kein JNK gefunden wurde (Hock et al.,
2007; Meister et al., 2005; Peters and Meister, 2007; Qi et al., 2008).

Die Determinanten, welche die Stochiometrie von Ago2/JNK-Komplexen in intakten Zellen
bestimmen, sind unklar. Weiterfiihrende Experimente kdnnten Koimmunoprazipitationen unter
Verwendung von zell-permeablen Crosslinkern sein, so dass ausgeschlossen wird, dass die
Interaktion von Ago2 mit JINK im Zellextrakt stattfindet oder verédndert wird. Solche Methoden
ermoglichen auch eine Isolation von endogenen Bindungspartnern und Nukleinsauren unter
hoch stringenten, denaturierenden Bedingungen (Tagwerker et al., 2006).

4.1.2 Untersuchungen zur Phosphorylierung von Ago2

Aufgrund der multiplen Funktionen von Ago2 (Hutvagner and Simard, 2008) war es sehr
wahrscheinlich, dass seine Aktivitat durch Integration in spezifische Proteinkomplexe, zellulare
Kompartimente und durch posttranslationale Modifikationen reguliert wird. Eine offensichtliche
Frage war, ob Ago2 durch JNK phosphoryliert wird.
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Zu Beginn dieser Arbeit waren keine Signaltransduktionswege bekannt, deren Aktivierung die
Ago2-Funktion beeinflusst. Erst wahrend der hier vorgestellten Arbeiten am Ago2/IJNK-
Komplex erschienen einige wenige Verdffentlichungen, die eine posttranslationale Modifikation
dieses Proteins beschrieben. So wird Ago2 an Prolin700 hydroxyliert (Qi et al., 2008) und
ubiquitinyliert (Rybak et al., 2009). Beide Modifikationen regulieren die Ago2-Stabilitat und somit
indirekt seine RISC-Aktivitat (Qi et al., 2008; Rybak et al., 2009). Die Hydroxylierung sowie die
Phosphorylierung an Serin387 durch das p38-Substrat MK2 beeinflussen positiv die Lokalisation
von Ago2 in P-bodies (Qi et al., 2008; Zeng et al., 2008). Der ERK-Signaltransduktionsweg
hingegen tragt als Antwort auf einen EGF-Stimulus hin zur erhéhten Ago2-Proteinexpression bei
(Adams et al., 2009).

Im Zuge dieser Arbeit konnte der Befund von Zeng et al., dass es sich bei Ago2 um ein
phosphoryliertes Protein handelt, mit Hilfe von in vitro Kinase-Versuchen unter Verwendung von
rekombinantem GST-Ago2 bestdtigt werden (Abbildung 11). Im Gegensatz zu dem JNK-
Substrat GST-c-Jun, war diese in vitro Phosphorylierung (i) nicht durch starke JNK-Stimuli wie
UV-Licht induzierbar (Abbildung 12), trat (i) nur in Zellextrakten, aber nicht nach JNK-
Immunoprézipitation auf und war (iii) auch mit Zellextrakten aus JNK1/2-doppeldefizienten
Fibroblasten detektierbar (Abbildung 15). Diese Experimente zeigen relativ eindeutig, dass Ago2
kein direktes JNK Substrat ist. Die in vitro nachweisbare Ago2-Phosphorylierung wird jedoch
durch den Einsatz des JNK-Inhibitors SP600125 deutlich gehemmt (Abbildung 12-Abbildung
14). Obwohl der SP600125 Inhibitor effektive JNK und die davon abhdngige c-Jun-
Phosphorylierung hemmt und in dieser Funktion von vielen Arbeitsgruppen eingesetzt wird
(Holzberg et al., 2003; Wolter et al., 2008), ist er unspezifisch und hemmt eine ganze Reihe
weiterer Kinasen wie SGK (serum- and glucocorticoid-induced Kinase), S6K1 (p70 ribosomal protein S6
kinase 1), AMPK (activated protein kinase), CDK2 (cyclin dependent kinase 2), CK1d (casein kinase 1d)
und DYRKZ1A (tyrosine phosphorylation regulated kinase 1A) (Bain et al., 2003; Cohen, 2010), die
deshalb am ehesten flr die beobachtete JNK-unabhéngige in vitro Phosphorylierung von Ago2 in
Frage kommen.

Dem Autoradiogramm in Abbildung 13 kann entnommen werden, dass IxkB-Kinasen eventuell
auch einen Beitrag zur Phosphorylierung von Ago2 leisten, wéhrend die ERK1/2/5 Signalwege
sowie der PI3K-Signalweg keinen Einfluss auf die Phosphorylierung haben. Die Abnahme der
Phosphorylierung von Ago2 unter Einsatz des p38 Inhibitors SB203580 lasst sich unter anderem
mit der schon publizierten Reduktion der Phosphorylierung von Serin387 durch MK2 erkléren
(Zeng et al., 2008). Allerdings ist auffallig, dass die totale Phosphorylierung von Ago2 durch den
p38-Inhibitor nur schwach inhibiert wird, obwohl Zeng et al. mit Hilfe von in vivo Markierung mit
#p-Orthophosphat und anschlieRender zweidimensionaler Phosphopeptidkartierung zeigen
konnten, dass es sich bei Serin387 um die in Ago2 hauptsachlich phosphorylierte Aminoséure
handelt. Die Diskrepanz mit den hier gezeigten Ergebnissen ist am ehesten darin zu suchen, dass
hier in einem in vitro System mit zudem noch rekombinant in Bakterien hergestelltem GST-Ago2
gearbeitet wurde.
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Weder mit den gewdhlten extrazellularen Stimuli (IL-1«, FKS, TPA, UV-Licht) (Abbildung 12
und Abbildung 13) noch mit dem Phosphataseinhibitor Calyculin A (Abbildung 14) konnte eine
induzierbare Ago2-Phosphorylierung erzielt werden, obgleich IL-1« und UV-Licht eine p38-
Aktivierung bewirken (Freshney et al., 1994; Stein et al., 1997; Wang et al., 1997) (Abbildung 28)
und Zeng et al. eine durch Arsenit und Anisomycin induzierbare Phosphorylierung von Ago2 an
Serin387 demonstrieren konnten. Ein Grund fur die fehlende Induzierbarkeit der Ago2-
Phosphorylierung kénnte sein, dass in vitro die regulierten Phosphorylierungen von Ago2, wie die
an Serin387, durch konstitutive, wenig bis gar nicht regulierte Phosphorylierungen Uberlagert
werden. Solche Erfahrungen konnten in der Arbeitsgruppe mit rekombinantem GST-IxBa und
GST-c-Jun gemacht werden. Nur C-terminal trunkierte Versionen dieser Proteine zeigen in in

vitro Kinase-Versuchen Phosphorylierungen an Ser32/36 (lxBa«l1-54) bzw. Ser63/73/Thr91/93
(GST-c-Jun,_,:), die durch multiple C-terminale Phosphorylierungen tberlagert werden, wenn die
kompletten Proteine in Kinase-Versuchen eingesetzt werden. Trotz dieses Einwandes wurde
aufgrund der klaren negativen Ergebnisse zur JNK-abhédngigen in vitro Phosphorylierung des
kompletten GST-Ago2-Fusionsproteins auf eine weitere systematische Austestung von
verkiirzten Ago2-Fragmenten mittels in vitro Kinase-Versuchen verzichtet.

Es wurde auch darauf verzichtet komplexere Analyseverfahren zum Nachweis einer moglichen
Phosphorylierung von endogenem Ago2 zu verwenden. Ein solches System wére z.B. die
Isolierung von endogenem Ago2 aus Wildtyp und JNK1/2 defizienten Zellen nach
vorhergehendem SILAC (stable isotope labeling with amino acids in cell culture) oder Anreicherung von
Phospho-Proteinen mittels Affinitdtschromatographie gewesen (Macek et al., 2009). Es ist
prinzipiell denkbar, dass unter solchen Bedingungen doch noch Aminosduren identifiziert
werden konnten, die JNK-abhéngig phosphoryliert werden. Zusammengefasst lieken es die
Untersuchungen zur direkten Phosphorylierung von GST-Ago2 durch JNK aber als sehr
unwahrscheinlich erscheinen, dass endogenes Ago2 ein JNK Substrat ist.

4.1.3 Analyse der miRNA-Assoziation an Ago2-Komplexe in Abh&ngig-
keit von JNK und seiner Aktivierung

Als néchstes wurde daher uberprift, ob JNK und seine Aktivierung einen Einfluss auf die
Beladung von Ago2-Komplexen mit miRNAs haben. Aufgrund der unter 3.1.3.1 erlauterten
Ergebnisse aus screening-Experimenten wurde die Assoziation von acht miRNAs an Ago2 unter
Bedingungen der JNK-Uberexpression und/oder -Aktivierung getestet. Vier der acht miRNAs
konnten mit Hilfe der Real Time PCR zufriedenstellend detektiert werden, wahrend die andere
Hélfte aufgrund von schwacher bis fehlender Expression in HEK293 IL-1R-Zellen nicht oder
nur unzureichend messbar war. In zwei durchgefiihrten Experimenten wurde beobachtet, dass
zwei (mir-210 und mir-186) der vier miRNAs bereits durch die bloRe Uberexpression von JINK
eine tendenzielle Abnahme im Komplex zeigten, welche durch die Aktivierung von JNK nach
Uberexpression von MEKK1 noch verstirkt wurde. Fir die beiden anderen miRNAs (mir-23b
und mir-214) wurden in den beiden durchgefuhrten Experimenten unterschiedliche Ergebnisse
erhalten. Eine mogliche Erkldrung fur diese Inkonsistenz sind vermutlich die geringen Effekte
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verbunden mit der Tatsache, dass die Ct-Werte fir mir-23b (29-32) und vor allem fir mir-214
(32-34) deutlich hoher waren als die fir mir-210 (25-30) und mir-186 (23-26). Die ermittelten
Unterschiede sind klein und die Ct-Werte relativ hoch, was schnell zu Abweichungen flihren
kann. Hinzu kommt, dass nur ein kleiner Anteil an Ago2 und JNK miteinander assoziiert ist, wie
man dem Westernblot in Abbildung 16 entnehmen kann. Unter den hier gewdhlten
Koimmunoprézipitationsbedingungen werden daher nicht ausschlielich JNK-enthaltene Ago2-
Komplexe immunoprazipitiert, sondern ebenfalls Ago2-Komplexe ohne koimmunoprézipitiertes
JNK. Je nachdem wie viel von den Ago2-Komplexen ohne JNK bzw. aktiviertes JNK im
Vergleich zu JNK-enthaltenen Ago2-Komplexen immunoprézipitiert werden, kénnen sich die
Ergebnisse vor allem bei schwach exprimierten miRNAs schnell unterscheiden. Auflierdem kann
das mit ein Grund fiir die allgemein relativ geringen Unterschiede sein.

Um zu entscheiden wie sich die Bindung von mir-23b und mir-214 an Ago2-Komplexe unter den
hier gewéhlten Reaktionsbedingungen tatséchlich &ndert und um die Bindung weiterer miRNAs
an Ago2-Komplexe unter JNK-stimulierenden Bedingungen zu untersuchen, fand eine
Wiederholung der Experimente statt. Wie bereits erwdhnt, wurden diese aufgrund von
unzureichend gleichméaRiger Immunoprazipitation von Ago2 vorzeitig abgebrochen.

Eine Reihe an Daten deutet darauf hin, dass die Beladung von Ago2 mit miRNAs und mRNAs
in Abhdngigkeit vom zelluldaren Kontext variieren kann. So bindet Ago2 an verschiedene
MRNAs, miRNAs sowie pre-miRNAs (Beitzinger et al., 2007; Hendrickson et al., 2008; Nonne et
al, 2010; Tan et al, 2009) und ist in HEK293-Zellen an drei unterschiedliche
Ribonukleoproteinkomplexe assoziiert, die sich in ihrer RNA und Proteinzusammensetzung
unterscheiden (Hock et al., 2007). Zudem ist es unter anderem in P-bodies lokalisiert (Liu et al.,
2005b; Sen and Blau, 2005) und unter Stressbedingungen auch in Stress Granula (Leung et al.,
2006) zu finden. Es kooperiert mit Dicer und Drosha und spielt eine Rolle bei der Prozessierung
von pre-miRNAs (Diederichs and Haber, 2007). Die Interaktion mit INK und besonders mit
aktiviertem JNK konnte ein weiterer Faktor sein, welcher die Beladung von Ago2 mit RNAs
reguliert und so auf die Ago2-Funktion einen Einfluss nimmt. Ahnlich wie Importin, welches die
Bindung von mRNAs an Ago2 kontrolliert und so die miRNA-vermittelte RISC-Aktivitat
beeinflusst (Weinmann et al., 2009). Allerdings missen weitere Untersuchungen folgen, um zu
beurteilen in wie fern die Bindung anderer miRNAs durch JNK und seine Aktivierung in dieser
Art und Weise beeinflusst wird. Zudem muss bericksichtigt werden, dass es nach
Uberexpression der MAP3-Kinase MEKK1 neben einer starken JNK-Aktivierung (Abbildung
16) ebenfalls zu einer Aktivierung von p38 sowie NFxB kommt (Lee et al., 1997; Stein et al.,
1997). Um zu Uberprifen inwieweit der p38- und NFxB-Signalweg zu den hier gemachten
Beobachtungen beitragen, musste der Versuch unter Reaktionsbedingungen durchgefiihrt
werden, unter denen ausschlief3lich der JNK-Signalweg aktiviert wird, was sich als schwierig
gestaltet. Alternativ konnte der JNK-abhéngige Anteil an den Effekten durch die Verwendung
von SP600125 oder eines JNK knock down ermittelt oder analog der p38- bzw. NFxB-Signalweg
mit Inhibitoren blockiert werden.
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In Bakterien exprimiertes, rekombinantes GST-JNK2, welches eine geringe basale Aktivitat
besitzt, hat keinen Einfluss auf die in vitro RISC-Aktivitdt von GST-Ago2 (Daten Dr. Daniela
Kettner-Buhrow). Mit Hilfe eines Luziferase-Reporters konnte jedoch demonstriert werden, dass
die Uberexpression von MEKKZ1 einen schwachen, aber reproduzierbaren und statistisch
signifikanten, inhibitorischen Effekt auf die SIRNA-vermittelte globale RISC-Aktivitdt in intakten
Zellen aufweist (Abbildung 17). Da dieser Effekt mit SP600125 aufgehoben werden kann, ist er
sehr wahrscheinlich auf eine MEKKZ1-abhdngige Aktivierung von endogenem JNK
zuriickzufilhren. Nachdem die Uberexpression von MEKK1 und die damit verbundene
Aktivierung von JNK eine Abnahme bestimmter miRNAs an Ago2-Komplexe nach sich zieht,
ware es vorstellbar, dass die Bindung von siRNAs in derselben Weise betroffen ist und dass
darauf die abgeschwéchte RISC-Aktivitat zuriickzufuhren ist. Dies konnte wiederum erkldren,
weshalb die hier gemessenen Effekte ebenfalls gering sind.

4.2 Charakterisierung der Interaktion zwischen DCP1a und JNK

4.2.1 Interaktion und Kolokalisation von Ago2 und JNK mit DCP1a

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Ago2/IJNK-Komplex mittels indirekter Immunfluoreszenz
untersucht, um zu tberprifen ob eine mogliche Funktion der Ago2/IJNK-Bindung darin besteht,
JNK in bestimmte subzelluldre Strukturen zu rekrutieren. Dabei stellte sich in initialen
Experimenten heraus, dass Ago2 und JNK eine komplexe Verteilung mit keinen eindeutig
abgrenzbaren Bereichen der Kolokalisation aufweisen, so dass es schwierig war, durch
Doppelimmunfluoreszenz gegen Ago2 und JNK eine Kolokalisation nachzuweisen.

Die beschriebene Lokalisation von Ago2 in P-bodies betrifft nur einen kleinen Teil von Ago2
(Leung et al., 2006; Vasudevan and Steitz, 2007), ist aber biologische hochinteressant, was zu der
Entscheidung flhrte in einer ausgedehnten Studie zu analysieren ob Ago2 und JNK zusammen
in P-bodies lokalisiert sind. Da bekannt ist, dass Ago2 mit DCPla interagiert und mit diesem
Protein in P-bodies kolokalisiert (Liu et al., 2005b; Sen and Blau, 2005), wurde GFP-DCP1« zu
diesem Zweck als P-body-Marker eingesetzt.

Unter Verwendung einer Reihe von Ansétzen konnte der bereits publizierte Befund, dass ein Teil
von Ago2 in P-bodies lokalisiert ist, bestétigt werden. So kolokalisiert endogenes Ago2 sowohl mit
transient (Abbildung 18) und stabil tberexprimiertem DCPlu« (Abbildung 32) als auch mit an
Serin315 phosphoryliertem endogenem DCPla (Abbildung 29D). Die Kolokalisation mit
transient Uberexprimiertem DCPla wird durch die Koexpression einer katalytisch inaktiven
JNK2-Mutante sowie durch Koexpression von HA-JINK2 und HA-TAK,,-TAB,, deutlich
verstarkt.

Die P-bodies und die runden Strukturen in denen Ago2 lokalisiert ist, lagen teilweise auch dicht
nebeneinander oder Uberlappten. Dabei konnte es sich um andere, von P-bodies verschiedene
Ribonukleoproteinpartikel oder ebenfalls um P-bodies handeln, die kein DCP1a aufweisen. Bei
den hochdynamischen Strukturen, welche P-bodies darstellen, besitzen diese nicht immer den
gleichen Satz an Proteinen sowie RNAs (Cougot et al., 2004; Kedersha et al., 2005). Dass es sich
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bei den nicht mit GFP-DCP1a kolokalisierenden Ago2-Strukturen um Stress Granula handelt,
welche unter den hier gewdhlten Bedingungen induziert werden, ist eher unwahrscheinlich, da
diese grofer sind und eine irreguldre Form besitzen. Eine mdgliche Erkldrung fur die
Uberlappenden Strukturen konnten die in der Literatur beschriebenen Fusions- und
Andockprozesse zwischen Ribonukleoproteinpartikeln sein (Kedersha et al., 2005; Wilczynska et
al., 2005).

Unter allen Bedingungen, unter denen Ago2 eine Lokalisation in P-bodies aufwies, konnte
ebenfalls sowohl endogenes als auch Uberexprimiertes JNK, unabhdngig von seiner
Kinaseaktivitat, in P-bodies gefunden werden (Abbildung 18, Abbildung 32). Das spricht dafur,
dass ein Teil von Ago2 und JNK gemeinsam in diesen Strukturen lokalisiert ist. Weiterfiihrende
Experimente mit einer Tripelimmunfluoreszenz gegen Ago2, DCPla und JNK konnten diesen
Befund stérken. Hierbei wdre es unter anderem wichtig, eine Kombination von geeigneten
Fluorophoren und dazu passenden Anregungs- und vor allem Emissionsfiltern zu wahlen, um zu
vermeiden, dass das emittierte Licht eines Fluorophors zur Anregung eines anderen Fluorophors
fuhrt.

Wahrend der Fertigstellung dieser Arbeit konnten Wasserman et al. ebenfalls eine Verbindung
zwischen P-bodies und JNK demonstrieren (Wasserman et al., 2010). Wasserman et al. haben
unter Verwendung des Ras recruitment systems versucht neue JNK-interagierende Proteine zu
detektieren und konnten das Protein WDRG62 als INK-Scaffold identifizieren und charakterisieren.
Im Zuge dieser Charakterisierung wurde beobachtet, dass unter stark artifizieller Induktion von
Stress Granula, namlich nach Uberexpression von YFP-TTP und YFP-TAI, jedoch nicht nach
Stimulation mit Arsenit oder Hitzeschock, phosphoryliertes JNK in Stress Granula vorhanden ist
und in diesen Strukturen mit WDR62 kolokalisiert. Nach Stimulation mit Arsenit allein oder in
Kombination mit Puromycin Kkolokalisiert phosphoryliertes JNK mit DCPla in P-bodies.
Wasserman et al. konnten ebenfalls einen stimulierenden Einfluss der Aktivierung von JNK auf
die Arsenit induzierte P-body- und Stress Granula-Bildung zeigen. Da diese Untersuchungen der
Charakterisierung der JNK/WDRG62-Interaktion dienen sollten, wurde die gefundene
Kolokalisation zwischen phosphoryliertem JNK und DCP1a in P-bodies sowie der Einfluss von
JNK auf P-hody- und Stress Granula-Bildung nicht weiter auf ihre Bedeutung hin analysiert.

In Koimmunopréazipitationsexperimenten konnte demonstriert werden, dass die Kolokalisation
von DCPla und JNK auf eine Interaktion zwischen den beiden Proteinen zurlickzufiihren ist
(Abbildung 21). Der Frage, ob es sich hierbei um eine direkte oder indirekte Interaktion handelt,
wurde nicht weiter nachgegangen. Allerdings wadre es interessant zu untersuchen, ob Ago2 die
DCP1a/JNK-Interaktion fordert oder vermittelt, da sich die drei Proteine als trimerer Komplex
aus HEK293 IL-1R-Zellen isolieren lassen. Dies konnte mit GST-pulldown- oder
Koimmunoprazipitationsversuchen aus Zellen mit herunterreguliertem Ago2 uberprift werden.
In Zellen mit herunterreguliertem Ago2 oder in Ago2” MEFs (Liu et al., 2004) lieRe sich
ebenfalls untersuchen, ob Ago2 einen Einfluss auf die Lokalisation von JNK in P-bodies hat.



Diskussion 137

4.2.2 Charakterisierung von DCP1a als JNK-Substrat

Die gefundene Kolokalisation und Interaktion zwischen DCP1« und JNK fiihrte zu der Frage,
ob es sich bei DCP1« um ein JNK-Substrat handelt, zumal sowohl (iberexprimiertes als auch
endogenes DCP1a nach Uberexpression von JNK und/oder MAP3-Kinasen, welche unter
anderem den JNK-Signalweg aktivieren, ein massiv verandertes Laufverhalten in der SDS-PAGE
aufwiesen (Abbildung 20), so wie man es hdufig bei mehrfach phosphorylierten Proteinen wie
TABL (Shin et al., 2009; Thiefes et al., 2006) oder c-Jun (Abbildung 28) beobachten kann. Beim
GFP-DCPla kbnnen drei und beim endogenen DCPla vier Mobilitdtsformen beobachtet
werden. Hierbei scheinen die Mobilitdtsformen 1, 2 und 3 des Uberexprimierten DCP1o den
Mobilitatsformen 1, 2 und 4 des endogenen Proteins zu entsprechen. Maglicherweise werden
durch das GFP-tag normalerweise modifizierte Aminosduren abgeschirmt und so der
Modifikation nicht zugénglich gemacht. Ebenso ist vorstellbar, dass aufgrund des groReren
Molekulargewichts von GFP-DCP1« unter den gewéhlten SDS-PAGE-Bedingungen bestimmte
Mobilitdtsformen nicht mehr ausreichend getrennt werden koénnen und als eine Bande
wahrgenommen werden.

Um die Aminosduren zu identifizieren, welche fir die JNK-abhdngigen Veranderung des
Laufverhaltens von DCP1« in der SDS-Page verantwortlich sind, wurden in GFP-DCP1a 20
Serine bzw. Threonine alleine oder in Kombination zu Alanin mutiert und das Laufverhalten der
daraus resultierenden 13 Mutanten unter JNK-aktivierenden Bedingungen in der SDS-Page
analysiert (Abbildung 22, Abbildung 34). Es konnten somit zwei Aminosduren identifiziert
werden, n&mlich Serin315 und Serin319, deren Modifikation unter JNK-stimulierenden
Bedingungen zum verénderten Laufverhalten von DCPla beitrdgt. Mit Hilfe von drei
unterschiedlichen phosphospezifischen Antikérpern gegen Serin315, konnte zudem sowohl fir
Uberexprimiertes als auch fir endogenes DCP1lx demonstriert werden, dass es konstitutiv an
Serin315 phosphoryliert vorliegt und die Phosphorylierung an dieser Aminosaure unter JNK-
stimulierenden Bedingungen induziert werden kann (Abbildung 23, Abbildung 28). Da die
Identifizierung von Serin319 als posttranslational modifizierte Aminosaure erst zu einem spéten
Zeitpunkt in dieser Arbeit stattfand, konnte mit Hilfe eines phosphospezifischen Antikdrpers
noch nicht eindeutig demonstriert werden, dass es sich bei der JNK-abhangigen Modifikation
ebenfalls um eine Phosphorylierung handelt. Aufgrund der Tatsache, dass sich die beiden
phosphomimetischen Serin-315/319-Doppelmutanten im unstimulierten Zustand in der SDS-
PAGE so verhalten wie der Wildtyp nach Uberexpression von HA-TAK,,TAB,,, ist es sehr
wahrscheinlich, dass auch im Fall von Serin319 eine Phosphorylierung vorliegt (Abbildung 35).

Diese Daten stehen zum gréften Teil im Einklang mit den wéhrend der Anfertigung der
Promotion publizierten Ergebnissen von Blumenthal et al., welche die Expression von DCP1« in
Gehirnhomogenaten von Mausen unterschiedlichen Alters sowie in pluripotenten P19
embryonalen  Karzinom Zellen wédhrend der Entwicklung zu Neuronen unter
Retinsaurebehandlung untersuchten (Blumenthal et al., 2009). Sie konnten zeigen, dass DCP1« in
der SDS-PAGE zwei Mobilitatsformen aufweist, deren relative Intensitdt sich wahrend der
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Entwicklung des Gehirns und der Differenzierung von Neuronen dndert und schlossen aus der
Aufhebung der langsamer laufenden Form nach CIAP(calf intestinal alkaline phosphatase)-
Behandlung darauf, dass DCP1« wdhrend der neuronalen Entwicklung phosphoryliert wird. In
HEK?293-Zellen wurden ebenfalls zwei Mobilitdtsformen von DCP1« beobachtet, von denen die
potentiell phosphorylierte, langsamer laufende durch Arsenat-Behandlung (oxidativer Stress)
induziert wurde (Blumenthal et al., 2009). Um auf die potentiellen Phosphorylierungsstellen in
humanem DCPla zu schliefen, bedienten sich Blumenthal et al. der Phosida-Datenbank
(http://www.phosida.com/), welche unter anderem Phosphorylierungsstellen vertffentlicht, die
durch groR angelegte massenspektrometrische Untersuchungen identifiziert wurden (Gnad et al.,
2007). Anhand von Alanin-Mutationen der in der Datenbank publizierten Phosphorylierungs-
stellen fur DCPla, gefolgt von der Analyse der resultierenden Mutanten in der SDS-PAGE,
konnten Blumenthal et al. eine Beteiligung der Aminosauren Serin315, Serin319 sowie
Threonin321 an der Arsenat-induzierten Phosphorylierung von humanem DCP1a nachweisen.
Es fand jedoch keine Uberpriifung mittels phosphospezifischer Antikorper statt. Auch wurde in
diesem Zusammenhang weder eine Kinase prasentiert, welche die Phosphorylierung von DCP1«
katalysiert, noch wurde eine funktionelle Bedeutung der Phosphorylierung demonstriert.

Dieses Problem besteht ebenfalls bei den heutzutage im groRen MafRstab durchgefiihrten
massenspektrometrischen  Analysen zum Phosphorylierungsstatus von Proteinen aus
unterschiedlichen Zellen, Zellkompartimenten oder Geweben (Beausoleil et al., 2004; Dephoure
et al., 2008; Olsen et al., 2006; Van Hoof et al., 2009; Villen et al., 2007). Die in Phosida und
PhosphoSitePlus verdffentlichten Phosphorylierungsstellen von DCPlo basieren auch auf
solchen Untersuchungen (Olsen et al., 2006; Olsen et al., 2010), welche zwar Auskunft dartber
geben, ob ein Protein unter bestimmten Reaktionsbedingungen an einer bestimmten Aminosdure
phosphoryliert vorliegt, aber nicht welche Funktion die Phosphorylierung in dieser Situation
ausubt.

Im Zuge dieser Arbeit konnte demonstriert werden, dass DCP1a durch JNK phosphoryliert
wird. Der in vitro Kinase-Versuch unter Verwendung des phosphospezifischen Antikorpers gegen
Serin315 zeigt eindeutig, dass JNK die induzierbare Phosphorylierung von DCP1« an Serin315
katalysiert (Abbildung 25). Dieser Befund wird durch das geringflgig schnellere Laufverhalten
der Serin-315-Alanin-Mutante in der SDS-PAGE nach einem in vitro Kinase-Versuch unter
Einsatz von **P-y-ATP (Abbildung 24) sowie durch die verminderte Serin315-Phosphorylierung
von GFP-DCPla unter JNK-stimulierenden Bedingungen nach Verwendung des Inhibitors
SP600125 in intakten Zellen gestiitzt (Abbildung 30). Die Ergebnisse der radioaktiven Kinase-
Versuche zeigen auch, dass die Serin-315-Alanin-Mutante weiterhin stimulusabhéngig durch JNK
phosphoryliert wird und dass die Serin-315-Alanin-Mutation keinen Einfluss auf die
Gesamtphosphorylierung des rekombinanten DCP1a hat. Dies spricht dafur, dass JNK neben
Serin315 noch weitere Aminosduren in DCP1a phosphorylieren kann, wie eventuell Serin319
oder noch andere bislang durch die beiden Mutationsanalysen nicht identifizierte Aminosauren.
Denn obwohl die Mutation von Serin315 und Serin319 in GFP-DCP1« nach Uberexpression
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von HA-TAK,,TAB,, zu einem vollstandigen Verlust der Laufform 2 in der SDS-Page fihrt,
weisen die Serin-315/319-Alanin-Mutante als auch die beiden phosphomimetischen
Doppelmutanten nach Koexpression von HA-TAK,,TAB,, und HA-JNK2 immer noch eine in
der SDS-PAGE langsamere Mobilitdtsform auf. Es kann natirlich nicht ausgeschlossen werden,
dass es sich hierbei um andere Modifikationen als Phosphorylierungen handelt. An dieser Stelle
muss ebenfalls erwdhnt werden, dass bei der Suche nach JNK-abhéangigen
Phosphorylierungsstellen einige der zu Alanin mutierten Serine oder Threonine ebenfalls durch
JNK phosphoryliert werden kdnnten, allerdings ihre Phosphorylierung generell oder aufgrund
der hier gewahlten Reaktionsbedingungen mit keinem verdnderten Laufverhalten des Proteins in
der SDS-PAGE einhergeht. Auch konnte ihr Beitrag zur verdnderten Mobilitdt von DCP1« in
der SDS-PAGE so klein sein, dass erst die Kombination an Mutationen solcher Aminoséuren
Laufunterschiede sichtbar werden lassen.

MAP-Kinasen weisen tiberlappende Substrate auf, welche von verschiedenen MAP-Kinasen an
derselben Aminosaure phosphoryliert werden kénnen. So sind sowohl JNK als auch p38 in der
Lage ATF2 in der N-terminalen transaktivierenden Doméne an Threonin69 und Serin71 zu
phosphorylieren (Gupta et al., 1995; Raingeaud et al., 1995). Rekombinantes DCP1a wird in vitro
ebenfalls durch p38 phosphoryliert. In den Kinase-Versuchen, welche zur Markierung der
Phosphorylierung von GST-DCP1« mit **P-y-ATP durchgefiihrt wurden, weist die Alanin-
Mutante erneut eine leicht schneller laufende Mobilitdtsform in der SDS-PAGE auf und scheint
zudem etwas schwécher als der Wildtyp phosphoryliert zu werden, was zundchst darauf
hindeutet, dass Serin315 ebenfalls durch p38 phosphoryliert wird (Abbildung 26). Allerdings
kann nach dem in vitro Kinase-Versuch unter Verwendung des phosphospezifischen Antikdrpers
keine an Serin315 induzierbare Phosphorylierung von DCP1« detektiert werden (Abbildung 27).
AuRerdem ist in intakten Zellen nach Uberexpression von HA-TAK,TAB, oder HA-
TAK, ,TAB,; und HA-JNK2 unter Einsatz des p38 Inhibitors SB203580, anders als mit dem
JNK Inhibitor SP600125, keine Hemmung der Serin315 Phosphorylierung von GFP-DCP1« zu
verzeichnen (Abbildung 30). Eine mdogliche Erklarung fur die schnellere Laufgeschwindigkeit der
Alanin-Mutante im radioaktiven Kinase-Versuch konnte sein, dass die Phosphorylierung an
Serin315 notig ist, um weitere Aminosauren durch p38 zu phosphorylieren. Dasselbe kann
natdrlich auch fur die Phosphorylierung durch JNK gelten. Aus den Westernblotdaten wird
ebenfalls ersichtlich, dass die Hemmung von p38 keinen Effekt auf die induzierten GFP-
DCP1a—Mobilitdtsformen hat. Demzufolge ist DCP1« in vivo entweder tatséchlich kein p38
Substrat oder es wird durch p38 an Aminosauren phosphoryliert, deren Phosphorylierung kein
veréndertes Laufverhalten von DCP1« nach sich zieht. Es ist auch denkbar, dass p38 unter
anderem dieselben Aminosauren wie JNK phosphoryliert, jedoch dass JNK unter den gewahlten
Reaktionsbedingungen die dominante Kinase darstellt, welche nach Inhibierung von p38
kompensierend eingreifen kann.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass durch diese Befunde zum ersten Mal gezeigt werden
konnte, dass JINK ein am mRNA-Abbau beteiligtes Protein direkt phosphoryliert.
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4.2.3 Untersuchungen zur JNK-abhangigen Lokalisations&dnderung von
DCP1a

Wie bereits in der Einleitung erwédhnt, ist die P-body-Bildung direkt proportional zur
Konzentration translational gehemmter, zytoplasmatischer mRNPs. Ereignisse in der Zelle,
welche die globale Menge an nicht translatierten mRNPs erhdhen, fiihren in der Regel zur P-body-
Zunahme, wahrend solche, die die Menge erniedrigen, eine Abnahme an P-bodies nach sich
ziehen. Die Mechanismen, welche die Bildung von P-bodies beeinflussen und kontrollieren sind
unbekannt. Ebenso ist nicht gut untersucht, welche Faktoren fiir die Akkumulation von P-body-
Proteinen in diesen Strukturen eine Rolle spielen. Erste Untersuchungen in der Hefe haben
ergeben, dass Q/N-reiche Domanen, dhnlich wie sie in Prionen gefunden werden und Prolin-
reiche Sequenzen, einen Beitrag zur P-body-Lokalisation leisten, indem sie die Aggregation der
Proteine fordern (Decker et al., 2007; Reijns et al., 2008). In Metazoen kénnen in einigen P-body-
Proteinen wie Hedls &hnliche Doménen gefunden werden, welche zur P-body-Lokalisation
beitragen (Decker et al., 2007; Yu et al., 2005).

Viele P-body-Proteine wie DCPla sind neben ihrer P-body-Lokalisation ebenso im Zytosol zu
finden. Es ist schwer vorstellbar, dass diese Verteilung von P-body-Proteinen nicht reguliert ist,
vor allem, da die meisten dieser Proteine an der translationalen Hemmung und am mRNA-
Abbau beteiligt sind und somit eine wichtige Funktion innerhalb der Zelle einnehmen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die bloRe Uberexpression von JNK und
noch mehr seine Aktivierung durch Uberexpression von MEKK1 oder HA-TAK,,TAB,, die
Lokalisation sowohl von Uberexprimiertem als auch von endogenem DCPla in der Zelle
beeinflusst (Abbildung 18, Abbildung 19). Wie bereits erwdhnt, wird durch die Uberexpression
von MEKK1 oder HA-TAK,,TAB,; nicht ausschlielich der JNK-Signalweg aktiviert. Es ist
allerdings sehr wahrscheinlich, dass die beobachteten Effekte auf die Lokalisation von
Uberexprimiertem und endogenem DCP1a der Aktivierung von JNK zuzuschreiben sind, da die
alleinige Uberexpression von JNK bereits eine Wirkung auf die DCP1«-Lokalisation hat, die
Uberexpression der Katalytisch inaktiven JNK-Mutante hingegen nicht. Auch ist der nach
Koexpression von JNK und HA-TAK,,TAB,, erhaltene Effekt durch den Austausch des JNK-
Wildtyps gegen die Mutante reversibel. Ebenfalls kann ausgeschlossen werden, dass die hier
beobachtete Lokalisationsanderung auf die Anderung der globalen nicht translatierten mRNP-
Menge zurlickzufiihren ist.

Die Ergebnisse hinsichtlich der stimulationsbedingten Lokalisationsdnderung des endogenen
DCPla sind auf den ersten Blick widerspriichlich zu den Ergebnissen, die fir die
Lokalisationsdnderung des Uberexprimierten GFP-getaggten DCP1a erhalten wurden. Wahrend
es beim Uberexprimierten Protein, aufer in dem Ansatz mit koexprimierten HA-JNK2, den
Anschein hat, als ob es sich aus dem Zytosol in die P-bodies begibt, was zu deren Grélienzunahme
fuhrt, kann man beim endogenen DCPla cine Umverteilung aus den P-bodies ins Zytosol
beobachten. Eine mdgliche Erklarung fur die angeblichen Unterschiede ist, dass sich GFP-
DCPlo eigentlich wie das endogene DCPla verhdlt und sich aus den P-bodies ins Zytosol
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umverteilt. Diese Umverteilung ist allerdings lokal begrenzt und findet nur in den Teilen der
Zelle statt, wo auch koexprimiertes JNK oder eine koexprimierte MAP3-Kinase vermehrt
vorliegen. Die Intensitat des GFP-Signals ist aber so stark, dass diese lokale Umverteilung des
GFP-DCP1« aus den P-bodies ins Zytosol wie das Verschmelzen zu einem bzw. mehreren grofen
P-bodies wirkt. Diese Annahme wird dadurch gestiitzt, dass BFP-MEKK1 mit GFP-DCP1« in
dieser einen grof3en rundlichen Struktur, welche es induziert, kolokalisiert (Daten nicht gezeigt).
Diese Struktur flllt nahezu das gesamte Zytosol aus, was auch daflr spricht, dass es sich hierbei
um keinen klassischen P-body handelt.

Der Einfluss des JNK-Signalwegs auf die Lokalisation von DCP1a konnte durch Verwendung
JNK-aktivierender extrazellularer Stimuli  (Anisomycin, Sorbitol, [IL-1c) validiert werden
(Abbildung 29). Anisomycin und Sorbitol fiihren zu einer raschen Umverteilung von DCP1« aus
den P-bodies ins Zytosol, vergleichbar mit der nach Uberexpression von HA-JNK2, HA-
TAK,,TAB,, oder BFP-MEKK1, wahrend die Stimulation mit IL-1« eine transiente Zunahme
von DCP1a in den P-hodies nach sich zieht. Dabei geht die Lokalisationsdénderung mit einer
Serin315-Phosphotylierung von DCP1la« einhert.

Anisomycin wirkt dhnlich wie Cycloheximid, welches die Proteinbiosynthese auf der Stufe der
Elongation inhibiert. Dadurch verbleibt die zu translatierende mRNA an den Polysomen, was zur
Abnahme des Anteils an nicht translatierter der Degradation zuganglicher zytoplasmatischer
MRNA sowie zum Verschwinden von P-body-Strukturen fiihrt (Cougot et al., 2004; Grollman,
1967; Ross, 1995; Tscherne and Pestka, 1975). Daher ist es sehr wahrscheinlich, dass im Fall von
Anisomycin die Umverteilung von DCPla aus den P-bodies ins Zytosol nicht allein auf die
Aktivierung von JNK zuriickzufuhren ist, sondern auch auf die verdnderte Menge an nicht
translatierter mRNA. Daflir spricht auch, dass eine deutliche JNK-Aktivierung und
Phosphorylierung von DCPla erst nach 30min erkennbar ist (Abbildung 28), wéhrend man
bereits nach 5min eine leichte Umverteilung beobachten kann (Abbildung 29).

Osmotischer Stress, wie er z.B. durch Sorbitol verursacht wird, fihrt zur Inhibierung der
Translationsinitiation und der Transkription (Burg et al., 2007; Wengler and Wengler, 1972) und
beeinflusst darliber ebenfalls die Menge an nicht translatierter zytoplasmatischer RNA. Es kann
daher nicht ausgeschlossen werden, dass diese Effekte bei der beobachteten
Lokalisationsdnderung von DCPla nach Stimulation mit Sorbitol eine Rolle spielen.
Nichtsdestotrotz hat der JNK-Signalweg einen grofien Einfluss auf die Sorbitol-induzierte
Lokalisationsanderung von DCP1«, da diese durch SP600125, aber nicht durch SB203580 nahezu
vollstdndig inhibiert werden kann. In diesem Zusammenhang ist interessant, dass in Hefen,
welche Uber keine zu JNK homologe Kinase verfugen, osmotischer Stress nicht zu einer
Abnahme, sondern zu einer Zunahme der P-bodies fuhrt, welche von Hogl, einer zu p38
homologen Kinase, abhéngig ist (Teixeira et al., 2005). Um den Beitrag an der JNK-vermittelten
Lokalisationsdnderung von DCPla zu bestimmen, konnten weitere P-body-Proteine unter
vergleichbaren Reaktionsbedingungen untersucht werden. Hierbei ist naturlich nicht
auszuschliel3en, dass sich darunter welche befinden, die ebenfalls INK-abhéangig reguliert werden.
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Mit Hilfe der stabil mit Konstrukten fir GFP-DCP1«-Mutanten transfizierten Zellen konnte eine
direkte Verbindung zwischen der Lokalisationsanderung von DCP1a und der Phosphorylierung
an Serin315 geschaffen werden (Abbildung 32). Im Vergleich zum Wildtyp lokalisiert die Serin-
315-Alanin-Mutante bevorzugt in P-bodies, wahrend die phosphomimetische Serin-315-Aspartat
Mutante, &hnlich wie die C-terminal trunkierte Version von GFP-DCP1«, Uberwiegend eine
zytosolische Verteilung aufweist. Wie bereits erwahnt, fehlt der C-terminalen Deletionsmutante
die Trimerisierungsdoméne, ohne die DCP1« nicht in P-bodies lokalisieren kann (Tritschler et al.,
2009). Die Mutation von Serin315 zu Glutamat hingegen resultiert in keiner verdnderten
Lokalisation der entsprechenden Mutante. Das Glutamat scheint allerdings die Phosphorylierung
an Serin315 nicht sehr gut zu imitieren, da die Serin-315-Glutamat-Mutante in
Westernblotuntersuchungen auch bei langen Expositionszeiten nicht vom phosphospezifischen
Antikorper gegen Serin315 erkannt wird, wéhrend die Detektion der Serin-315-Aspartat-Mutante
problemlos erfolgt (Abbildung 31). Im Gegensatz zur Phosphorylierung an Serin315 hat die
Phosphorylierung an Serin319 keinen bedeutsamen Einfluss auf die Lokalisation von DCP1«, da
es unabhdngig von der eingefihrten Mutation an Serin319 zur Zunahme der jeweiligen
Einzelmutanten in den P-bodies kommt, was auf einen unspezifischen Effekt hindeutet. Ebenfalls
unterscheiden sich die Serin-315/319-Alanin-Mutante und die Serin-315/319-Aspartat-Mutante
hinsichtlich der Lokalisation nicht von den entsprechenden Serin-315-Einfachmutanten
(Abbildung 36). Nach den Ergebnissen der in Abbildung 34 und Abbildung 35 dargestellten
Westernblots ist es denkbar, dass die Phosphorylierung an Serin319 unter anderem flir eine
effiziente Phosphorylierung an Serin315 wichtig ist.

Die Generierung der stabilen Linien mit den Serin-315-Einfachmutanten wurde in zwei
unabhangigen Ansetzten durchgefiinrt. Ebenso wurden die stabilen Zelllinien, welche die
Doppelmutanten exprimieren, in einer unabhéngigen Transfektion hergestellt. In jedem Fall
konnte beobachtet werden, dass die Mutation von Serin315 zu Alanin oder zu Aspartat, mit einer
Zunahme bzw. Abnahme der entsprechenden Einzel- als auch Doppelmutanten in den P-bodies
einherging. Bei der Lokalisationsanderung der Serin-315-Mutanten handelt es sich also um einen
absolut reproduzierbaren und somit spezifischen Effekt und nicht um mdgliche
Selektionsartefakte.

Die hier gemachten Beobachtungen beziglich der Phosphorylierung von DCP1« an Serin315
und der damit einhergehenden, in Abhédngigkeit von den Stimuli, unterschiedlichen
Lokalisationsanderung kdnnen eventuell mit der unterschiedlichen Kinetik der INK-Aktivierung
und DCP1«-Phosphorylierung interpretiert werden. Eine lang anhaltende JNK-Aktivierung,
welche eine starke und lang anhaltende Phosphorylierung von DCPla an Serin315 nach sich
zieht (Uberexpression von HA-TAK, , TAB,, etc., Sorbitol, Anisomycin, S315D-Mutante), scheint
die Lokalisation von DCP1la im Zytosol zu beglinstigen. Eine transiente Aktivierung von JNK
hingegen, wie es nach Stimulation mit IL-1e der Fall ist, flihrt zu einer schwachen und
transienten Phosphorylierung von DCPla an Serin315 und zu einer verstarkten Lokalisation
dieses Proteins in P-bodies. Durch weitere Stimuli, die den JNK Signalweg einmal transient und
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einmal lang anhaltend aktivieren und dabei die globale mRNA Menge nicht verdndern, kdnnte
dieser Befund weiter gefestigt werden.

Es ist durchaus bekannt, dass die Stdrke und Dauer der Aktivierung von JNK verschiedene
biologische Effekte zur Folge hat. So fordert eine frihe transiente Aktivierung von JNK das
Uberleben von Zellen, wahrend eine spate, lang anhaltende Aktivierung die gegenteilige Wirkung
zeigt (Ventura et al., 2006). Eine &hnliche Beobachtung konnte fiir den ERK-Signalweg gemacht
werden. Hier konnte gezeigt werden, dass eine kurze Aktivierung von ERK mit einer schwachen
Phosphorylierung von c-Fos und seiner Degradation einhergeht, wahrend eine lang anhaltende
Aktivierung zu einer c-Fos-Hyperphosphorylierung und -Stabilisierung fihrt, resultierend in
unterschiedlichen biologischen Effekten (Murphy et al., 2002).

Die Lokalisation von DCP1a in P-bodies ist abhéngig von der zytoplasmatischen Konzentration
an nicht translatierter mRNA sowie von der Fahigkeit tber eine C-terminale Doméne (As 539-
582) Trimere zu bilden. Die hier présentierten Daten verdeutlichen, dass die Phosphorylierung
von DCPla an Serin315 durch JNK einen weiteren, zudem physiologischen Mechanismus
darstellt, welcher zur Regulation der Lokalisation des Proteins beitragt. Die Abhangigkeit der P-
body-Integritdt von der nicht translatierten mMRNA-Menge und die damit verbundene Lokalisation
von DCP1a konnte bislang nur durch deren stark artifizielle Manipulation, wie der Behandlung
von Zellen mit Translationsinhibitoren (Puromycin, Cycloheximid) oder Transkriptions-
inhibitoren (Aktinomycin D) demonstriert werden. Unter physiologischen Bedingungen dirften
solche extremen Anderungen der globalen Menge an nicht translatierter mRNA eher die
Ausnahme darstellen.
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P-body + P-body Zunahme
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Abbildung 37: Schematische Darstellung der Mechanismen, welche die Lokalisation von DCPla
beeinflussen

Die Lokalisation von DCP1a in P-bodies wird tber eine im C-Terminus des Proteins gelegenen Doméne (As 539-582)
(A), Uber die Konzentration an zytoplasmatischer nicht translatierter mRNA (B) sowie Uber die durch JNK
katalysierte Phosphorylierung von DCP1a an Serin315 beeinflusst (C).

Die Relevanz der phosphorylierungsbedingten Lokalisationsdanderung von DCPla muss noch
geklart werden. Es ist vorstellbar, dass Uber die Phosphorylierung und vor allem tber ihre Kinetik
das Gleichgewicht der Degradation bestimmter mRNAs beeinflusst wird und JNK so die
Genexpression posttranskriptionell verschieden regulieren kann. So kdnnte die Entfernung von
DCP1« aus dem Zytosol nach einer transienten Phosphorylierung die zytoplasmatischen nicht
translatierten mRNAs vor Degradation schiitzen und ihnen ermdglichen fiir eine weitere
Translation an die Polysomen zu translozieren. Auch kdnnte solch ein Mechanismus die nach
einem Stimulus wie IL-1o neu synthetisierten mRNAs vor einem schnellen Abbau bewahren und
so eine effiziente Translation ermdglichen. Eine lang anhaltende Phosphorylierung hingegen
wirde DCPla aus den P-bodies ausschlieBen und so die mRNAs vor Decapping und Abbau
schiitzen, welche dort gelagert werden. Diese konnten dann ebenfalls der Translation zugefuhrt
werden. Andere, unter den Bedingungen im Zytosol lokalisierten mRNAs, wirden dann eher der
Degradation zugénglich.

Letzteres wirde bedeuten, dass P-bodies erhalten bleiben, auch wenn DCPla ins Zytosol
umverteilt wird, eine Hypothese, die im Rahmen dieser Promotion nicht mehr tiberpruft werden
konnte. Zudem gibt es Hinweise, dass P-body-Proteine immer koordiniert umverteilt werden,
wenn die P-body-Bildung durch Herunterregulieren einer Proteinkomponente oder durch RNA-
Depletion manipuliert wird (Teixeira et al., 2005).
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Um diese Uberlegungen zu vertiefen, wurde in den HEK293 IL-1R-Zellen, welche stabil mit dem
Konstrukten fir die unterschiedlichen GFP-DCP1«-Mutanten transfiziert waren, die
Transkription und Sekretion von IL-8 nach IL-1«-Stimulation bestimmt (Abbildung 33). Das IL-
8-Gen wird nach einer Stimulation mit IL-1« schnell transkribiert und das Protein schnell
gebildet und sekretiert. In allen Zellen, welche stabil mit den Konstrukten fur mutierte Versionen
von DCP1a transfiziert sind, ist sowohl die mRNA-Induktion nach IL-1«-Stimulation als auch
die damit vermutlich verbundene Sekretion dieses Proteins unterschiedlich stark beeintrachtigt.
Bei der Serin-315-Alanin-Mutante konnte in weiteren Versuchen gezeigt werden, dass daftr sehr
wahrscheinlich eine stark verminderte IL-1«-Responsivitdt verantwortlich ist (Daten nicht
gezeigt). Die Serin-315-Aspartat-Mutante sowie die C-terminal-trunkierte Version von DCPla
hingegen, weisen eine zum Wildtyp vergleichbare IL-1«-Responsiviét auf, wie anhand von IL-1«-
abhangigen Phosphorylierungen im Westernblot Gberpriift wurde (Daten nicht gezeigt).
Demnach scheint eine vermehrte zytosolische Verteilung von DCP1oc mit einer verminderten
Induzierbarkeit der IL-8 Expression einherzugehen. Eine mégliche Erklarung ware, dass die IL-
8-Transkription nach IL-1«-Stimulation ungehindert stattfindet, die IL-8-mRNA jedoch schneller
abgebaut wird. Tritschler et al. konnten allerdings zeigen, dass eine vergleichbare C-terminale
Deletionsmutante mit einer verminderten Decapping-Aktivitat in vivo assoziiert ist. In diesem
Zusammenhang ist zu erwdhnen, dass in dieser Studie ein Luziferasereporter eingesetzt und nicht
die Expression eines physiologischen Zielgens betrachtet wurde (Tritschler et al., 2009).

Auch wenn der JNK-Signalweg die meisten seiner Funktionen auf der Ebene der Transkription
ausubt, so existieren doch einige Berichte, dass JINK einen Einfluss auf die ARE-vermittelte
MRNA-Stabilitat hat (Chen et al., 2000; Korhonen et al., 2007; Ming et al., 1998; Sze et al., 2008).
Die dahinterstehenden Mechanismen sind weniger gut verstanden, involvieren allerdings unter
anderem das ARE-bindende Protein TTP (Korhonen et al., 2007; Sze et al., 2008). In A549/8
humanen alveolaren Epithelzellen fuhrt die Inhibierung von JNK durch SP600125 oder das
Herunterregulieren des Proteins mittels spezifischer sSIRNAs zu einer auf posttranskriptionellen
Effekten basierenden Abnahme der TTP Proteinmenge und in Folge dessen zu einer Reduktion
der iINOS(inducible nitric oxide synthase)-mRNA und -Proteinmenge (Korhonen et al., 2007). In
murinen TM4-Zellen geht die durch TNFa induzierte Aktivierung des JNK-Signalwegs mit einer
erhdhten TTP Expression und Destabilisierung der CLMP(coxsackie- andadenovirus-receptor-like
membrane protein)-mRNA einher (Sze et al.,, 2008). TTP kann in P-bodies lokalisiert sein und ist
wichtig fur die Akkumulation von ARE-enthaltenden mRNAs in diesen Strukturen (Franks and
Lykke-Andersen, 2007; Kedersha et al., 2005). Es interagiert auch mit den Komponenten des
Decapping-Komplexes, unter anderen mit DCP1a und ist essentiell fur effizientes Decapping von
ARE-mRNAs in vitro (Fenger-Gron et al., 2005; Lykke-Andersen and Wagner, 2005).

Es ist daher vorstellbar, dass JNK auf die Stabilitdt von ARE-mRNAs Einfluss nimmt, indem es
uber die Phosphorylierung von DCPla an Serin315 die Interaktion zwischen DCP1a und TTP
beeinflusst. Eventuell sind auch die in den stabilen Zelllinien beobachteten Effekt auf eine
gestorte Interaktion zwischen TTP und dem Decapping-Komplex zuriickzufiihren, zumal TTP an
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der Stabilitat von IL-8-mRNA, welche tber AU-reiche Sequenzen in der 3’-UTR verfigt, beteiligt
zu sein scheint (Balakathiresan et al., 2009; Suswam et al., 2008).

Da die Ergebnisse zur DCP1«-abhéngigen IL-8-Expression zum Ende der Doktorarbeit erhoben
wurden, konnte zu diesem Zeitpunkt nicht mehr geklart werden, ob die gemachten
Beobachtungen nicht nur auf posttranskriptionelle, sondern mdoglicherweise auch auf
transkriptionelle Effekte zuriickzufuhren sind. Die meisten Studien zu DCP1lux beschéftigen sich
mit der Untersuchung seiner Funktion beim Decapping. Allerdings existiert ein Bericht dartber,
dass DCP1a als SMADA4-interagierender, transkriptioneller Co-Aktivator fungiert (Bai et al.,
2002). In zukiinftigen Experimenten muss auch geklart werden inwieweit die gemessenen IL-8-
Proteinmengen nur durch die verschiedenen mRNA-Level verursacht sind oder ob zusatzlich ein
Einfluss auf die Translation besteht. Zudem ist es erforderlich den Einfluss der DCPla-
Mutanten auf weitere Gene mittels Transkriptomanalysen zu erfassen.

4.3 Zusammenfassung

Die im Rahmen dieser Arbeit prasentierten Befunde lassen sich mit den aus der Literatur
vorliegenden Daten in folgender Abbildung zusammenfassen:
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Abbildung 38: Schematische, zusammenfassende Darstellung der transkriptionellen und
posttranskriptionellen Funktion von JNK
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JNK wird durch eine Reihe von Stimuli wie proinflammatorischen Zytokinen oder jeder Form von zelluldrem Stress
unter der Beteiligung von MAP3-Kinasen wie TAK1 oder MEKK1 aktiviert und (bt daraufhin die meisten seiner
Funktionen Uber die Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren wie c-Jun aus. In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass ein kleiner Anteil an JINK RNA-abhéngig mit Ago2 interagiert und dass aktiviertes INK die Menge
einiger miRNAs (186, 210) in solchen Komplexen herabsetzt. Komplexe aus Ago2 und JNK interagieren zudem mit
DCP1la, welches durch JNK an Serin315 phosphoryliert und an Serin319 JNK-abhéngig modifiziert wird. Uber die
Phosphorylierung an Serin315 wird die Lokalisation von DCPla reguliert. Hierbei fiihrt eine schwache transiente
Phosphotylierung zur Zunahme von DCP1la in den P-hodies, wéhrend eine starke, lang anhaltende Phosphorylierung
den gegenteiligen Effekt hat. Ob und inwieweit JNK durch die Lokalisationsdénderung von DCPl« und die
herabgesetzte Menge an miRNAs in Ago2-Komplexen die Expression bestimmter Gene posttranskriptionell
reguliert, muss durch weiterfiihrende Experimente geklart werden.

4.4 Ausblick

Aus den in dieser Arbeit présentierten Ergebnissen ergibt sich eine Vielzahl an weiteren
Vorgehensweisen.

Im Zusammenhang mit der Abnahme der Menge der miRNAs mir-186 und mir-210 an Agoz2-
Komplexen, welche aktiviertes JNK enthalten, ist es wichtig zu untersuchen inwiefern die
Bindung weiterer miRNAs von der JNK-Aktivierung betroffen ist. Um mdglichst viele miRNAs
abzudecken, sollte dabei von der Durchfiihrung einzelner miRNA TagMan assays abgesehen und
direkt miRNA-Microarrays eingesetzt werden. Hierbei kdnnten verschiedene JNK-stimulierende
Bedingungen gewahlt werden. Ebenso wadre es von Interesse unter diesen Reaktionsbedingungen
die mRNA-Beladung zu messen und zu untersuchen, ob und welcher Zusammenhang zwischen
der JNK-regulierten miRNA-Assoziation und der mRNA-Beladung besteht, vor allem da die
Zusammensetzung an Ago2-assoziierten mRNAs von den miRNAs abzuh&ngen scheint, die an
Ago2-Komplexe gebunden vorliegen (Hendrickson et al., 2008). Auch existieren bislang keine
Aufreinigungen von miRNAs und mRNAs aus Ago2-Komplexen unter Bedingungen der
Stimulation (Azuma-Mukai et al., 2008; Beitzinger et al., 2007; Hendrickson et al., 2008;
Landthaler et al., 2008). Je nach Ausgang dieser Untersuchungen kdnnte dann flr ausgewahlte
mRNAs die Translation unter JNK-aktivierenden Bedingungen untersucht werden.

Nach den initialen ELISA-Ergebnissen zu urteilen, scheinen die HEK293 IL-1R-Zellen, welche
DCP1« und die jeweiligen Mutanten stabil exprimieren, ein interessantes Werkzeug darzustellen.
Auf der Grundlage der hier erhaltenen Daten sollten daher eine Reihe von weiteren Zielgenen
auf ihrer Transkription sowie Translation unter Verwendung von DNA- und Protein-Microarrays
untersucht werden. Dabei empfiehlt es sich zunédchst zu klaren mit welcher Ebene der
Proteinbildung (Transkription, posttranskriptionell (Degradation), Translation) die Mutanten
interferieren.

In den bislang veroffentlichten Studien, welche sich mit mMRNA-Abbau in Abhédngigkeit von P-
body-Integritdit und somit auch indirekt in Abhéngigkeit von der DCP1a-Lokalisation
beschaftigen, werden Uberexprimierte Reporter eingesetzt. Es existieren bisher keine Berichte
uber die Auswirkungen auf endogene Transkripte und die daraus resultierende Proteinbildung.
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Um die biologische Relevanz der Phosphorylierung von DCPla an Serin315 weiter zu
untersuchen, kdnnten knock in M&use generiert werden, die entweder die Serin-315-Alanin- oder
die phosphomimetische Serin-315-Aspartat-Mutante von DCPla exprimieren. Die knock in
Strategie wurde z.B. erfolgreich flr die Untersuchung der N-terminalen Phosphorylierungsstellen
von p53 (Sluss et al., 2004; Wu et al., 2002) und c-Jun (Behrens et al., 1999) eingesetzt.

Es existieren wenige Berichte dartber, welche Bereiche von DCP1a aus hdheren Eukaryoten an
Proteininteraktionen oder am Decapping beteiligt sind. Untersuchungen, die dazu existieren, zeigen
bislang, dass Serin315 in einem Bereich des Proteins liegt, welcher nicht am Decapping oder an der
Bindung zu anderen Proteinen beteiligt ist (Lykke-Andersen, 2002; Tritschler et al., 2009). Daher
wére es interessant zu Uberprifen, ob die Phosphorylierung an Serin315 nicht nur die
Lokalisation von DCP1a beeinflusst, sondern ebenfalls mit einer verdnderten Decapping-Aktivitét
oder einer verdnderten Bindung von DCPla«-interagierenden Proteinen einhergeht. Um die
Decapping-Aktivitdt zu untersuchen, kdnnten in vitro Decapping-Versuche mit dem Wildtyp von
DCP1« im Vergleich zur Serin-315-Alanin- und zur Serin-315-Aspartat-Mutante durchgefiihrt
werden. Fir die Untersuchung der Proteininteraktion wirde es sich empfehlen, aus den stabilen
Zelllinien GFP-DCPla sowie die jeweiligen Mutanten im praperativen Malistab zu
immunoprézipitieren und die koimmunoprézipitierten Proteine massenspektrometrisch zu
identifizieren.

Ebenfalls ist es wichtig die an Serin319 JNK-abhéngig auftretende Modifikation ndher zu
charakterisieren. Bei DCP1« handelt es sich offensichtlich um ein posttranskriptionell stark
modifiziertes und somit in seiner Funktion sehr wahrscheinlich hoch reguliertes Protein. Daher
ist es von Bedeutung DCP1la auf weitere JNK-abhangige Modifikationen hin zu tberprufen.
Dabei sollte nicht ausschliel3lich die Phosphorylierung im Vordergrund stehen, sondern ebenfalls
Modifikationen wie Ubiquitinylierung, Sumoylierung, Acetylierung und Methylierung in Betracht
gezogen werden.
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