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Zusammenfassung

Die 3’Endprozessierung ist neben dem Capping und Spleilen ein wichtiger posttrans-
kriptioneller Genexpressionsmechanismus. Die Prothrombin (F2) mRNA ist ein Prototyp fiir
eine Genfamilie, die ein ungewdhnliches RNA Sequenz Motiv in der 3" untranslatierten Regi-
on aufweist. Stromaufwérts des Polyadenylierungssignals befindet sich ein Sequenzelement
(USE), welches die 3'Endprozessierung sequenz- und positionsanhidngig stimuliert. Dabei
fungieren interessanterweise einige Spleififaktoren (hnRNPI, U2AF35 und U2AF65) als posi-
tive F2 USE-Effektorproteine, indem sie den kanonischen 3 'Endprozessierungsapparat an die
pra-mRNA rekrutieren. Des Weiteren wurden AU-reiche elementbindende Proteine (sog.
ARE-BPs) als hochaffine und spezifische F2 USE Interaktionspartner identifiziert, deren po-
tentielle Bedeutung in der 3 'Endprozessierung bisher nicht beschrieben und analysiert wurde.
Ziel dieser Arbeit war es die Ribonukleoprotein (RNP) Komposition exemplarisch an dem F2
USE Motiv unter Stressbedingungen zu analysieren und dessen Einfluss auf die Regulation

der 3"Endprozessierung zu untersuchen.

In molekularen Analysen des F2 USE RNP Komplexes konnte gezeigt werden, dass die meis-
ten ARE-BPs direkt und spezifisch an das USE Motiv binden. Stress fiihrt zur Hyperphospho-
rylierung von einigen der ARE-BPs (FBP2 und FBP3) und reduziert deren Bindungsaffinitt
zum F2 USE Motiv. Somit scheinen die FBPs als Stresssensoren zu fungieren, wodurch die
Komposition des F2 USE RNP Komplexes dynamisch an physiologische Prozesse angepasst
werden kann. Diese und weitere im Labor generierten Daten deuten darauf hin, dass FBP2
und FBP3 wahrscheinlich stressabhingig mit den positiven USE-Effektorproteinen um die
Bindung an das F2 USE Motiv konkurrieren.

Um die Frage zu beantworten, ob die 3 'Endprozessierung der F2 mRNA unter Stressbedin-
gungen reguliert wird, wurden stabile Reporter-Zelllinien generiert. In Stressexperimenten
verhielten sich die stabilen Zellklone sehr heterogen bzgl. der Regulation der
3"Endprozessierung, was moglicherweise mit der zufdlligen Integration der Tandemreporter in
das Genom zu erkldren ist. Trotz dieser Variabilitit deuten aber diese in vivo Daten auf eine
USE-abhingige Regulation der 3 'Endprozessierung hin, was jedoch mit neuen experimentel-
len Ansdtzen wie zum Beispiel lokusspezifischen, stabil transfizierten Zelllinien zu priifen ist.
Insgesamt zeigt die hier vorgestellte Arbeit, dass die regulierte 3'Endprozessierung eine be-

deutende Rolle bei der stressabhidngigen Adaptation der Genexpression spielt.



Summary

The mRNA 3’end processing is an important posttranscriptional gene expression control
mechanism. The prothrombin (F2) mRNA is a prototype for a gene family which has an un-
usual RNA sequence motif in their 3 'untranslated region. In this mRNA, an upstream se-
quence element (USE) is located 30 nucleotides upstream of the polyadenylation signal,
which stimulates 3 end processing in a sequence- and position dependent manner. Interest-
ingly, some splicing factors (hnRNPI, U2AF35 und U2AF65) act as positive F2 USE effector
proteins by recruiting the canonical 3 end processing machinery to the pre mRNA. Further-
more AU-rich element binding proteins (so called ARE-BPs) were identified to interact with
the F2 USE with a high affinity and specificity. So far their role in 3’end processing is not
described and analysed. The aim of this study was to analyse the ribonucleoprotein (RNP)
composition at the F2 USE motif under stress conditions and to investigate their influence in

the regulation of 3 end processing.

Molecular analysis showed that most of the ARE-BPs bind directly and specifically to the F2
USE motif. Stress hyperphosphorylates some of the ARE-BPs (FBP2 and FBP3), which re-
sults in a reduced binding affinity to the F2 USE motif. FBPs thus seem to act as stress sen-
sors that dynamically modulate the F2 USE RNP complex in response to physiological condi-
tions. These and further data of the lab indicate a stress dependent competition of FBP2/3 and
the positive USE effector proteins at the F2 USE motif.

In order to answer the question, if F2 3"end processing is regulated under stress conditions,
stable cell lines were generated. These cell lines were exposed to stress and observed to be-
have differently in the regulation of 3"end processing. This is maybe due to the random inte-
gration of the tandem reporter into the genome. In spite of the variability, these in vivo data
indicate an USE dependent regulation of 3 end processing. Further experimental settings i.e.
based on locus specific stable cell lines are expected to further validate these findings. Alto-
gether these data indicate that regulated 3 end processing plays an important role in stress

dependent adaptation of gene expression.
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1 Einleitung

1.1 Posttranskriptionelle Prozessierung als Mechanismus der Genexpressions-

kontrolle

Jede menschliche Zelle enthilt im Zellkern die gesamte Erbinformation, das sogenannte Ge-
nom. Jedoch unterscheiden sich die menschlichen Zellen untereinander sehr stark. Etwa 200
verschiede Zelltypen ermdglichen das Leben und die Fortpflanzung jedes menschlichen Indi-
viduums (Mitalipov and Wolf, 2009). Wie kommt es zu der phinotypischen Vielfalt, wenn die
genomische Grundausstattung in jeder Zelle die gleiche ist? Der hierfiir entscheidende Pro-
zess ist die Kontrolle der Genexpression und somit die zell- und gewebsspezifische Nutzung
der genetischen Erbinformation. Die Kontrolle der Genexpression ist dabei auf mehreren
Kontrollebenen regulierbar. Hierbei spielen Prozesse wie die strukturelle Aktivierung eines
Gens, die Initiation der Transkription, die Prozessierung der pri-mRNA, der Transport der
mRNA in das Zytoplasma sowie die Translation und der regulierte Abbau der Proteine eine

wichtige Rolle (Maniatis and Reed, 2002; Moore and Proudfoot, 2009).

Noch wihrend der Transkription wird die neu synthetisierte pra-mRNA posttranskriptionell
prozessiert (schematische Darstellung der posttranskriptionellen Prozessierung siehe
Abbildung 1). An das 5 Triphosphatende der pri-mRNA wird eine Methylguanosingruppe
(m’GpppG) angehingt. Dieser Prozess wird als Capping bezeichnet und schiitzt die RNA vor
dem Abbau durch Phosphatasen und Nukleasen und erleichtert die Erkennung der RNA fiir
das Ribosom. Ein weiterer wichtiger Prozessierungsschritt ist das Spleiflen, bei dem nicht
kodierende Sequenzen, sogenannte Introne, aus der pri-mRNA herausgeschnitten werden und
die kodierenden Abschnitte, sogenannte Exone, fusioniert werden. Uber 50% der humanen
Gene werden zell- und gewebsspezifisch alternativ gespleifit (Kwan et al., 2008; Shin and
Manley, 2004; Wang et al., 2008) und tragen durch die Verkniipfung unterschiedlicher Exone
in signifikantem Ausmall zu der existierenden Proteindiversitdt bei. Zusitzlich werden mit
Ausnahme der Histon mRNAs alle eukaryotischen pra-mRNA Molekiile am 3 Ende polyade-
nyliert. Dabei wird das Primértranskript zundchst gespalten und danach wird eine ca. 200-
nukleotidlange Adenosinkette an das 3’Ende synthetisiert (ausfiihrliche Erlduterung der
3"Endprozessierung sieche Kapitel 1.2). Die Polyadenylierung beeinflusst den nukledren Ex-
port, die mRNA Stabilitit und Lokalisation sowie die Translationseffizienz (Lutz, 2008;
Millevoi and Vagner, 2009). Nur vollstindig prozessierte mRNA wird aus dem Zellkern in das
Zytoplasma transportiert.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung posttranskriptioneller Modifikationen der pri-mRNA im Rahmen
der Genexpression

Waihrend der Transkription wird die pra-mRNA posttranskriptionell modifiziert. An das 5'Ende der pra-mRNA
wird eine Methylguanosingruppe angehiingt. Diese Modifizierung beeinflusst den mRNA Export sowie die
mRNA Stabilitdt und Translation. Wéhrend des Spleilens werden die Introne aus der pra-mRNA herausgeschnit-
ten und die Exone miteinander verkniipft. Durch das alternative Spleilen werden verschiedene Exone miteinan-
der verkniipft und somit die Proteindiversitit enorm gesteigert. Das 3'Ende der pri-mRNA wird zuerst endo-
nukleolytisch gespalten und anschlieBend polyadenyliert. Dieser Prozess beeinflusst u. a. die Transkriptions-

termination und mRNA Stabilitét.

Obwohl die meisten pri-mRNAs konstitutiv polyadenyliert werden (mit Ausnahme der Histon
mRNAs, siehe Kapitel 1.2), ist die alternative und regulierte Polyadenylierung ein entschei-
dender Prozess in der Kontrolle der Genexpression. Uber die Hilfte aller humanen Transkrip-
te besitzen alternative Polyadenylierungsstellen und werden differentiell polyadenyliert (Ara
et al., 2006; Beaudoing and Gautheret, 2001; Carninci et al., 2005; Edwalds-Gilbert et al.,
1997; Kwan et al., 2008; Lutz, 2008; Tian et al., 2005; Wang et al., 2008; Wilhelm et al.,
2008; Zhang et al., 2005). Als Konsequenz existieren mRNA Isoformen mit entweder unter-
schiedlich langen 3" untranslatierten Regionen (3"'UTR), die ihrerseits die Stabilitdt, Lokalisa-
tion und Translation unterschiedlich regulieren kénnen (Mayr and Bartel, 2009; Sandberg et
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al., 2008; Wilhelm et al., 2008) oder alternativ Transkriptisoformen, die fiir Proteine mit un-

terschiedlichen C-Terminus kodieren (sieche unten Immoglobulinklassenswitch).

Ein bekanntes Beispiel fiir die alternative und regulierte 3 'Endprozessierung ist die Bildung
der schweren Kette des Immunoglobulins M wihrend der B-Zell Differenzierung. Undiffe-
renzierte Zellen bilden die membranstdndige Form, wohingegen differenzierte Zellen die se-
zernierte Form bilden, weil die stromaufwirts gelegene Polyadenylierungsstelle genutzt wird

(Takagaki et al., 1996) (siche Abbildung 2).

Poly(A) s Poly(A) m

sl M1 le

Gen
schwere Kette des 4{
Immunoglobulins \/ \/ |

M1 M2
mRNA
membranstandige Form ’ ‘ ‘ -AAAAAAAAAAAAAAAAAA
Vorlaufer B-Zellen, B-Zellen
S
mRNA

sezernierte Form AAAAAAAAAAAAAAAAAA
Plasmazellen

Abbildung 2: Immunoglobulinklassenswitch durch alternatives Spleifien und Polyadenylierung

Waihrend der B-Lymphozyten Differenzierung wird die Expression der schweren Kette des Immunoglobulins
iiber die alternative RNA Prozessierung reguliert. Die membranstindige Form ist die ldingere mRNA Transkript-
isoform und enthélt die Exone M1 und M2 am 3 'Ende, die fiir einen Membrananker am C-Terminus der schwe-
ren Kette kodieren. Diese mRNA wird von Vorlaufer B-Zellen und B-Zellen exprimiert, wohingegen die Plasma-
zellen die sezernierte Form bilden. Die sezernierte Form ist die kiirzere mRNA Transkriptisoform, der die kodie-

rende Region fiir den Membrananker fehlt (Abbildung modifiziert nach Takagaki et al 1996).

Ein weiteres Beispiel flir alternative und regulierte 3'Endprozessierung ist die Expression des
Transkriptionsfaktors NF-ATc wihrend der T-Zell Differenzierung. In den unreifen T-Zellen
existieren zwei lange Isoformen, wohingegen eine kurze Isoform des NF-ATc in den T- Ef-

fektor Zellen vorkommt (Chuvpilo et al., 1999).

Damit erlaubt die alternative und regulierte 3 Endprozessierung die Regulation der Ge-
nexpression. Trotz der Haufigkeit der alternativen und regulierten Polyadenylierung ist bisher

wenig liber den 3 'Endprozessierungsmechanismus in diesem Zusammenhang bekannt.
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1.2 Die 3’ Endprozessierung von pri-mRNAs mit kanonischen Sequenzelementen

Bis auf Histon mRNA Molekiile werden alle eukaryotischen mRNAs an ihren 3 "Enden polya-
denyliert. Die 3 Endprozessierung von polyadenylierten Transkripten besteht aus zwei Teil-
schritten, zundchst wird die pri-mRNA endonukleolytisch gespalten und anschlieBend polya-

denyliert.

Die primdren Transkripte (pra-mRNAs) enthalten zusétzlich zu den kodierenden Sequenzen
auch untranslatierte und flankierende Regionen an den 3 Enden (sieche Abbildung 3a). Meist
gibt es zwei essentielle cis-Sequenzelemente, je eines in der 3’untranslatierten Region
(3’'UTR) und in der 3’flankierenden Sequenz (3°'FS) gelegen, die die 3 'Endprozessierung er-
moglichen. Das Poly(A) Signal besteht meistens aus der Sequenz AAUAAA und befindet sich
ungefiahr 10-30 Nukleotide stromaufwérts der Schnittstelle (CS). Das Poly(A) Signal inter-
agiert mit einem multimeren Proteinkomplex (siche Abbildung 3b), der sogenannten Spezifi-
tatskomponente (CPSF- cleavage and polyadenylation specificity factor), die die Schnittstelle
der pra-mRNA festlegt. Dieser Proteinkomplex besteht aus den fiinf Untereinheiten CPSF-30,
-73, -100, -160 und hFipl. Das zweite essentielle cis-Sequenzelement ist das DSE
(downstream sequence element). Es befindet sich ca. 30 Nukleotide stromabwérts der pra-
mRNA Schnittstelle und ist in seiner Sequenz weniger stark konserviert. Es zeichnet sich je-
doch durch eine hohe Dichte an Guanin/Uridin-reichen oder Uridin-reichen Sequenzen aus.
Das DSE wird von dem stimulierenden Proteinkomplex (CstF- cleavage stimulation factor)
erkannt, und unterstiitzt die 3 'Endprozessierung (siche Abbildung 3b). Dieser Proteinkomplex
setzt sich aus den drei Untereinheiten CsfF-64, -50 und -77 zusammen. Die Schnittstelle der
pra-mRNA befindet sich zwischen dem Polyadenylierungssignal und dem DSE meist hinter
einem CA Dinukleotid. Beide Proteinkomplexe (CPSF und CstF) interagieren mit dem C-
terminalen Ende der RNA Polymerase II (Pol II) und begleiten diese wéahrend der Transkripti-
on (siche Abbildung 3b). Diese Proteinkomplexe dissoziieren von der Pol II und binden an-

schlieBend an die kanonischen 3 "Endprozessierungsequenzen der prai-mRNA.

Bioinformatische Studien identifizierten zusétzlich nicht kanonische cis-agierende Hilfs-
elemente (U-reiche und GU-reiche Elemente, UAUA, UGUA), die die Effizienz der Polyade-
nylierung erhéhen (Hu et al., 2005). Die stromaufwirts gelegenen Sequenzelemente (USE-
upstream sequence element) des SV40, humanes Komplement C2, Kollagen, Cyclooxygena-
se-2 und Prothrombin stimulieren die 3 Endprozessierung (Carswell and Alwine, 1989;
Danckwardt et al., 2007; Hall-Pogar et al., 2005; Moreira et al., 1995; Natalizio et al., 2002).
Weitere Proteine wie CF I und CF II helfen bei der Erkennung des Poly(A) Signals und inter-
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agieren mir der C-terminalen Region der RNA Polymerase II. Die endonukleolytische Spal-
tung wird von der Endonuklease CPSF 73 katalysiert (siche Abbildung 3c). Die Poly(A) Po-
lymerase (PAP) synthetisiert dann den Poly(A) Schwanz unabhéngig von einer Matrize an das
3’Ende der mRNA (siehe Abbildung 3d). Das Poly(A) Bindungsprotein (PABP) assoziiert mit
dem Poly(A) Schwanz und erh6ht die Polyadenylierung um das ca. 80-fache. PABNI ist nur
im Zellkern an dem Poly(A) Schwanz gebunden und wird im Zytoplasma durch PABPC er-
setzt. Wihrend PABN im Nukleus die Polyadenylierung nach ca. 200 Adenosinresten beendet,
erhoht PAPC die mRNA Stabilitit und Translation (Ubersichtsartikel siehe (Colgan and
Manley, 1997; Danckwardt et al., 2006a; Lutz, 2008; Mandel et al., 2008; Millevoi and
Vagner, 2009; Proudfoot, 2000; Wahle and Kuhn, 1997)).

a) kodierende Region 3’untranslatierte Region 3'flankierende Region

< > S B

pri-mRNA 5’ _Sm—l Poly(A) —{ CS [— DSE ——— 3

o
y

\
(Polll|
~\ €TD)

.
b) ’ CPSF(PA\/ CstF ;

Sto = = -
pra-mina 5 N oai—[j—

- i

pra-mRNA

Polyadenylierung l

d)

mRNA

(PABP)  (PABP) | PAP)
Abbildung 3: Mechanismus der 3’Endprozessierung polyadenylierter mRNAs

a) Die pra-mRNA besitzt in der 3 untranslatieren Region das Poly(A) Signal und die Schnittstelle (CS). In der
3’flankierenden Region befindet sich das stromabwiérts gelegene Sequenzelement (DSE). b) Das Poly(A) Signal
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wird von dem CPFS Proteinkomplex erkannt. Das DSE Motiv wird von dem CstF Proteinkomplex gebunden.
Beide Proteinkomplexe bestimmen den Ort der 3 ’Endprozessierung. ¢) Die prai-mRNA wird am 3 Ende (CS)
endonukleolytisch gespalten. d) Die Poly(A) Polymerase (PAP) synthetisiert matrizenunabhéngig den Poly(A)
Schwanz an das 3'Ende der mRNA. Poly(A) bindende Proteine (PABP) binden an den Poly(A) Schwanz und

stoppen die Polyadenylierung nach ca. 200 Adenosinresten.

Die Bedeutung einer korrekten 3 Endprozessierung wird bei vielen humanen Erkrankungen
verdeutlicht, die Fehler in diesem Prozess aufweisen. Eine Deregulierung kann sowohl durch
Mutationen kanonischer RNA Sequenzelemente hervorgerufen werden, als auch durch Muta-
tionen der trans-agierenden Proteinfaktoren (Danckwardt et al., 2008). Beispielsweise sind
Mutationen in der 3'UTR des Blutgerinnungsfaktors Prothrombin (F2, Faktor II) hdufig gene-
tische Risikofaktoren fiir Thromboseerkrankungen (Poort et al., 1996). Die F2 20210 G > A
Mutation findet sich bei ca. 1-2% der kaukasischen Bevdlkerung. Heterozygote Triger der
Mutation haben eine 1,3-fach hohere Prothrombin Plasmakonzentration und damit ein 3-fach
hoheres Risiko an Thrombose zu erkranken (Poort et al., 1996). Mechanistisch veréndert die
Mutation das letzte Nukleotid der F2 mRNA an dem die endonukleolytische Spaltung der pri-
mRNA stattfindet. Aus einem ineffizienten CG Dinukleotid (Chen et al., 1995) wird ein effi-
zientes CA Dinukleotid (Gehring et al., 2001) was zu einer gesteigerten Prozessierung der F2
pra-mRNA fiihrt. Als Konsequenz kommt es zu einer vermehrten Bildung der F2 mRNA so-
wie einer erhohten Proteinsynthese (Gehring et al., 2001). Eine weitere Mutation F2 20221 C
= T befindet sich in der 3flankierenden Region der Prothrombin mRNA. Diese Mutation
andert die Region dahingehend, dass ein Thymin anstatt eines Cytosins eingebaut wird, wo-
durch die Bindungsstelle fiir den CstF Proteinkomplex besser erkannt wird. Merkmalstridger
besitzen ebenfalls eine erhdhte Prothrombin Plasmakonzentration. Diese Mutation pradispo-
niert ebenso fiir das Auftreten von Thrombosen (Danckwardt et al., 2004). Diese Studien il-
lustrieren, dass Effizienzverdnderungen der 3 'Endprozessierung der F2 mRNA (von 1,3-1,8-

fach) in bedeutendem Ausmal} Krankheitsrelevanz haben.

1.3  Ein nicht kanonisches Sequenzelement stimuliert die 3'Endprozessierung der

Prothrombin mRNA

Der Vergleich der sehr effizient 3 endprozessierten humanen B-Globin (HBB) pra-mRNA mit
der weniger effizient 3’endprozessierten Prothrombin (F2) pra-mRNA zeigt Sequenz-

unterschiede sowohl in der 3 untranslatierten als auch 3’flankierenden Region (siche schema-
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tische Darstellungen und Sequenzen in der Abbildung 4). Die F2 pra-mRNA besitzt ein CG
Dinukleotid an dem Ende der 3'UTR, wohingegen die HBB pra-mRNA ein effizientes CA
Dinukleotid besitzt (Chen et al., 1995). Somit unterscheiden sich die Schnittstellen der beiden
pri-mRNAs. Ein weiterer Unterschied betrifft das DSE Motiv. Die 3 "flankierende Region der
F2 pra-mRNA erscheint eher G/U-arm, wohingegen die HBB pri-mRNA ein G/U-reiches
Sequenzelement trigt. Es ist bekannt, dass das DSE Motiv nachhaltig die 3"'Endprozessierung
fordert (Ubersichtsartikel siehe (Colgan and Manley, 1997; Lutz, 2008; Mandel et al., 2008;
Millevoi and Vagner, 2009; Proudfoot, 2000; Wahle and Kuhn, 1997)) und das CA Dinukleo-
tid am effizientesten geschnitten wird (Chen et al., 1995), was damit die effiziente Prozessie-
rung der HBB pri-mRNA erkldrt. Interessanterweise befindet sich stromaufwérts des Polya-
denylierungssignals (-33 bis -17 Nukleotide) eine auffallend U-reiche Region in der F2 pri-
mRNA. Dieses USE Motiv (upstream sequence element) (Danckwardt et al., 2004) ist nicht in
der HBB pra-mRNA zu finden.

HBB 3'UTR Poly(A) ’;‘ | DSE U-reiche mRNA Sequenz
a) AR | | ¢

270 280 290 300 310 320 330 340
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Abbildung 4: Vergleich der 3’untranslatierten und 3’flankierenden Sequenzen der HBB und F2 pri-
mRNA

Diese Abbildung enthdlt sowohl schematische Darstellungen der pri-mRNAs als auch DNA Sequenzen der
3’untranslatierten und 3 flankierenden Region des HBB und F2 Gens. a) HBB: In der 3'UTR befindet sich das
Poly(A) Signal und die Schnittstelle (CS). In der 3 flankierden Region befindet sich das DSE. b) F2: Diese Ab-
bildung zeigt die ungewdhnliche Architektur von F2 pra-mRNA. Die F2 prd-mRNA besitzt ein stromaufwirts
gelegenes Sequenzelement (USE), das Uridin-reich ist und die Schnittstelle befindet sich nach einem GC Di-

nukleotid. Des Weiteren ist die stromabwirts gelegene Region Uridin- oder Guanin/Uridin-arm.

Funktionelle Studien identifizierten das USE Motiv als eine Sequenz, die die
3’Endprozessierung der F2 mRNA spezifisch stimuliert. Mutationen der USE-Sequenz fiihren
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zu einer signifikanten Reduktion der 3 'Endprozessierung. Neben der konservierten Sequenz
des F2 USE, existiert zudem auch ein positioneller Effekt. Je ndher sich das USE Motiv an
dem Polyadenylierungssignal befindet, desto effizienter wird die pra-mRNA prozessiert. Die
Effizienz der 3 "Endprozessierung ist hingegen deutlich verringert, wenn das USE Motiv wei-
ter stromaufwirts des Polyadenylierungssignals verschoben ist. Das F2 USE Motiv kompen-
siert somit die ineffiziente Schnittstelle und das Fehlen des DSE und stimuliert die

3’Endprozessierung (Danckwardt et al., 2007).

Vorherige Affinititsaufreinigungen mit anschlieBender Massenspektrometrie identifizierten
SpleiBfaktoren (hnRNPI, U2AF35, U2AF65, PSF, DHX15 und Raverl) sowie Proteine des
3’Endprozessierungsapparates (CPSF160, CPSF100, CstF77, CstF64, CstF50 und p54nrb) die
mit dem USE Motiv der F2 mRNA interagieren (siche

Abbildung 7a und b) (Danckwardt et al., 2007). In funktionellen Analysen konnte der stimu-
lierende Einfluss der Spleilfaktoren hnRNPI, U2AF35 und U2AF65 auf die F2
3’Endprozessierung gezeigt werden (im Weiteren werden diese Proteine in Bezug auf deren
Rolle in der 3’Endprozessierung neutral als ,,positive USE-Effektorproteine* bezeichnet, um

sprachliche Verwirrung zu vermeiden).

Der USE Ribonukleoprotein Komplex interagiert mit dem kanonischen 3 Endprozessierungs-
apparat (CPSF und CstF) (Modell siehe Abbildung 5) und stimuliert so die
3’Endprozessierung (Blechingberg et al., 2007; Danckwardt et al., 2007; Gu and Schoenberg,
2003; Hall-Pogar et al., 2007; Hamon et al., 2004; Ko and Gunderson, 2002; Le Sommer et
al., 2005; Lou et al., 1999; Millevoi et al., 2009; Millevoi et al., 2002; Millevoi et al., 2006;
Moreira et al., 1995).

~ [Polll) ‘
e T ___
e :

- - b N\
\\ CPSF //&J?AF?Z/ CstF /\‘

prai-mRNA 57

Abbildung 5: Modell der USE-abhingigen RNA Prozessierung an einem nicht kanonischen
3’Endprozessierungssignal, wie dem der F2 pri-mRNA
Die positiven USE-Effektorproteine hnRNPI, U2AF35 und U2AF65 binden an das USE Motiv der Prothrombin

mRNA und sind essentiell fiir die 3’Endprozessierung. Des Weiteren interagieren die kanonischen
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3’Endprozessierungsfaktoren (CPSF und CstF) mit dem USE. Der USE Ribonukleoproteinkomplex stabilisiert
die RNA Interaktion der Proteinkomplexe CPSF und CstF in der Ndhe der Schnittstelle (Abbildung modifiziert
nach Danckwardt ef al 2007).

Sequenzvergleiche zeigten, dass das F2 USE Motiv bei hoheren Eukaryoten in der 3'UTR
hoch konserviert ist (Danckwardt et al., 2007). Des Weiteren ist die nonamerische Kernse-

quenz (TATTTTTGT) des USE Motivs (ATTATTTTTGTGTTT) in etwa 6% der humanen

Gene vorhanden und zudem héufig nahe am 3'Ende der mRNA lokalisiert (siche Abbildung
6). Diese Daten deuten auf eine allgemeine und nicht nur prothrombinspezifische Funktion in
der Regulation der 3’Endprozessierung hin (Danckwardt et al., 2007). Somit stellt die
Prothrombin mRNA einen Prototyp fiir eine USE-abhéngige 3 'Endprozessierung dar.

Verteilung des TATTTTTGT Motivs (n=1718)
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relative Position im Transkript ————————————%

Abbildung 6: Die nonamerische Kernsequenz des USE Motivs befindet sich hiufig nahe am 3’Ende der
mRNA

Sequenzsuchalgorhythmen identifizierten die nonamerische Kernsequenz des USE Motivs in iiber 1700 Genen.
Die Anzahl der Treffer ist in Bezug zu deren Lokalisation in der mRNA dargestellt (X-Achse des Balkendia-
gramms ist von rechts nach links in der 5'zu 3" mRNA Orientierung eingeteilt) (Abbildung modifiziert nach
Danckwardt et al 2007).

Interessanterweise identifizierten Affinititsaufreinigung und anschlieBende Massenspektro-

metrie weitere USE bindende Proteine (siche

Abbildung 7A und B), ndmlich FBP1, FBP2, FBP3, TIA, TIAR, CUGBP und HUR. Diese

Proteine gehoren zu den AU-reichen elementbindenden Proteinen (ARE-BP). In der
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Abbildung 7A und B ist zu erkennen, dass die ARE-BPs mit einer hohen Affinitit (500-2000
mM NaCl, siehe Spuren 1, 4 und insbesondere Spur 7) und Spezifitit (keine Interaktion mit
der infunktionellen Dreifachmutante USEmut, sieche Spuren 2, 5 und 8 und einer nicht USE

verwandten Sequenz Unrel, siche Spuren 3, 6 und 9) an das USE Motiv binden.
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Abbildung 7: Interaktionspartner des F2 USE Motivs

A) Silbergefarbtes Polyacrylamidgel zeigt USE bindende Proteine nach Affinititsaufreinigung (siche Spuren 1,
4 und 7). Nichtfunktionelle USE Sequenzen (USEmut und Unrel) dienen zur Spezifititskontrolle (Spur 2&3,
5&6, 8&9). Spuren 1-3 zeigen Proteinproben, die bei einer Salzkonzentration von 150-2000 mM eluiert wurden.

Spuren 4-6 zeigen Proteininteraktionen, die bei einer niedrigen Salzkonzentration (150-400 mM) eluiert wurden.
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In den Spuren 7-9 sind hochaffine Proteininteraktionen zu sehen, die erst bei hdheren Salzkonzentrationen eluiert
wurden (500-2000 mM). B) Western Blots der affinitdtsaufgereinigten Eluate bestdtigen die Identitét der Protei-
ne, die in der Massenspektrometrie ermittelt wurden und belegen die spezifische, hochaffine Bindung von
hnRNPI, U2AF65, U2AF35, Raver, CPSF (160, 100), CstF (77, 64, 50), FBP1, FBP2, FBP3, CUG-BP1, TIAR,
TIA und HuR an das USE, wohingegen die Proteine PSF, DHX15, p54nrb und TDP43 auch an die nichtfunktio-
nellen USE-Sequenzen binden (Abbildung aus Danckwardt & Gantzert ef a/ 2010, Manuskript fertiggestellt).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass das USE Motiv der Prothrombin mRNA die
3’Endprozessierung erhoht (Danckwardt et al., 2007). Die positiven USE-Effektorproteine
hnRNPI, U2AF35 und U2AF65 stimulieren die Polyadenylierung, indem sie mit den kanoni-
schen 3 Endprozessierungsapparat interagieren (Danckwardt et al., 2007). Des Weiteren wur-
den AU-reiche elementbindende Proteine an dem USE Motiv identifiziert (sieche hierzu Kapi-
tel 1.4). Bisher ist deren Funktion bzgl. der Regulation der 3 Endprozessierung noch nicht

beschrieben worden.

1.4  Die ARE-BPs integrieren extrazelllulire Signale und regulieren somit die

Genexpression

Ca. 5-8% der humanen Transkripte besitzen AU- reiche Elemente (AREs) in ihren 3'UTR
Sequenzen (Bakheet et al., 2003). Dazu gehoren meist mRNA Transkripte mit kurzen Halb-
wertszeiten wie Zytokine, Proto-Onkogene oder Wachstumsfaktoren (Frevel et al., 2003). An
diese ARE-haltigen mRNAs binden Proteine (sogenannte ,,ARE-BPs* fiir AU-rich element
binding proteins), die sowohl stabilisierend (z.B. HUR, HUD) als auch destabilisierend (z.B.
FBP2, CUGBP, TTP, Hsp70, TIA, TIAR) auf die mRNA Transkripte wirken koénnen
(Bevilacqua et al., 2003; Dean et al., 2004; Garneau et al., 2007; Wilusz and Wilusz, 2004).
Letzteres resultiert aus der Rekrutierung der mRNA Abbau-Maschinerie, z.B. des Exosoms an

das Transkript (Briata et al., 2005).

Die Wirkung der ARE-BPs auf die mRNA Transkripte kann {iber Signalwege reguliert wer-
den. Die Zellen konnen damit extra- und intrazelluldre Signale integrieren und somit die
mRNA Abbauraten an physiologische Prozesse wie Zellwachstum, Zelldifferenzierung oder
Immunantwort anpassen (Bevilacqua et al., 2003; Briata et al., 2005; Dean et al., 2004; Frevel
et al.,, 2003; Garneau et al., 2007; Wilusz and Wilusz, 2004). P38 und die c-Jun N-
terminale/stressaktivierte Protein Kinase (JNK/SAPKs) werden hauptsidchlich {iber Stress

(Osmotischer Schock, Hypoxie, Hitzeschock, oder durch proinflammatorische Stimuli bzw.
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Zytokine) aktiviert. Beide Kinasen gehoren zusammen mit der extrazellulér regulierten Kina-

se (ERK) zu der mitogenaktivierten Protein-Kinase (MAPK) Kaskade (Ashwell, 2006).

Es konnte gezeigt werden, dass FBP2 iiber die Aktivierung des p38 Signalweges posttransla-
tional modifiziert wird und sich somit dessen RNA Bindungsaffinititen verdndert. Die Kom-
position des Proteinkomplexes auf der RNA (sog. Ribonukleoproteinkomplex) kann somit
reguliert werden, was letzten Endes die Stabilitdt von entsprechenden ARE-haltigen RNAs
beeinflusst (Briata et al., 2005; Dean et al., 2004; Frevel et al., 2003; Garneau et al., 2007).

Das hochaffine Binden der ARE-BPs an das F2 USE Motiv sowie deren Fiahigkeit extrazelllu-
lare Signale zu integrieren (iiber die Regulation ihrer RNA Bindungsaffinitit) konnte auf eine
posttranskriptionelle Regulation der Prothrombin Expression hindeuten, die {iiber die

3’Endprozessierung gesteuert wird (sieche detailliert im folgenden Kapitel).

1.5  Fragestellung

Zusammengefasst wurde in den vorangegangen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe die
Prothrombin 3"UTR genauer charakterisiert (siche Kapitel 1.3). Dabei wurde ein nicht kano-
nisches Sequenzelement identifiziert, welches sequenz- und positionsabhingig die
3'Endprozessierung stimuliert. An das USE binden diverse Proteine und bilden somit einen
spezifischen Ribonukleoproteinkomplex. Die sonst als SpleiBfaktoren bekannten Proteine
(U2AF35, U2AF65, hnRNPI) stimulieren die 3 'Endprozessierung der Prothrombin mRNA,
indem sie mit dem kanonischen 3 Endprozessierungsapparat (CPSF und CstF) interagieren

und dessen Binden auf der RNA wahrscheinlich stabilisieren (Danckwardt et al., 2007).

Des Weiteren wurden AU-reiche elementbindende Proteine (ARE-BPs) als hochaffine und
hochspezifische trans-agierende Proteine an dem USE Motiv identifiziert, deren potentielle
Rolle in der 3"Endprozessierung bisher weder beschrieben noch analysiert wurde. Bisher ist
bekannt, dass ARE-BPs extrazelluldre Signale integrieren und somit die Genexpression regu-
lieren (siche Kapitel 1.4). Es stellte sich die Frage, ob extrazelluldre Signale die Komposition
des Ribonukleoproteinkomplexes modulieren und dariiber die 3 Endprozessierung der F2

mRNA regulieren (siche Abbildung 8).

Dieser Arbeit lag die grundlegende Hypothese zugrunde, dass beide Gruppen (positive USE-
Effektorproteine und ARE-BPs) sich zueinander antagonistisch verhalten und damit die USE

Ribonukleoprotein Komposition iiber die Effizienz der 3'Endprozessierung entscheidet. Es ist
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bereits bekannt, dass eine Stressinduktion iiber die Aktivierung des p38 Signalweges einige
ARE bindende Proteine posttranslational modifiziert und somit deren Bindungsaftinitit zu
dem USE Motiv reduziert (Briata et al., 2005; Dean et al., 2004; Frevel et al., 2003). In Ana-
logie hierzu konnten somit nach Stressinduktion die positiven USE-Effektorproteine vermehrt
an das USE Motiv binden und damit die Effizienz der 3'Endprozessierung steigern

(Abbildung 8).

Stimulierende Faktoren (\ N

der 3’'Endprozessierung v -
CPSF ) \
_/ CstF )
5 Poly(A) |—] €S = 3
She (CFD

?
extrazelllularer /

Stressstimulus

Abbildung 8: Arbeitshypothese wonach die RNP Formation am USE Motiv der Prothrombin mRNA iiber
extrazellulire Signale reguliert werden konnte

AU-reiche elementbindende Proteine (ARE-BPs- rot) binden mit hoher Affinitit und Spezifitit an das F2 USE
Motiv. Diese Proteinfamilie integriert {iblicherweise extrazelluldre Signale, die deren Bindungsaffinitit modifi-
zieren. Dariiber konnte das Binden positiver USE-Effektorproteine (griin) moduliert und infolgedessen die

3’Endprozessierung der F2 mRNA stressabhingig reguliert werden.

Global betrachtet konnte das USE Motiv zudem ein generelles regulatorisches Element der
3’Endprozessierung sein, da dieses in ca. 6% aller humanen Gene vorkommt. In Analogie zu
regulatorischen Elementen, die das Spleilen regulieren (Shin and Manley, 2004) konnten

extrazellluldre Stimuli somit die Genexpression iiber die 3 'Endprozessierung regulieren.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher in biochemischen Studien die dynamische Proteinkom-
plexkomposition stellvertretend am F2 USE untersucht werden. Zusitzlich sollte liberpriift
werden, in wieweit Stress einige der bereits identifizierten USE-bindenden Proteine posttrans-
lational modifiziert und dadurch deren RNA Bindungsaftinitit beeinflusst (siche Kapitel 4.1).
In einem zweiten Projekt sollten stabil transfizierte Reporterzelllinien generiert werden, um
die physiologische Relevanz einer etwaig dynamisch modulierten USE-RNP-Komplex-
Komposition im Hinblick auf regulierte 3 "Endprozessierung in vivo zu messen (siche Kapitel

4.2).
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2 Material

2.1 Chemikalien

2-Propanol

6- Aminohexansiure
Acetonitril

BES

Borsaure
Bromphenolblau
Dinatriumhydrogensulfat
EDTA

Essigsdure

Ethanol
Formaldehyd
Formamid

Glycerol

Gycin

Harnstoff

HEPES

Methanol

MOPS

Natrium Dodecylsulfat
Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumfluorid
Natriumhydroxid
Natriumorthovanadat
Natriumpyruvat

NP-40

Rotiphorese (30% Acrylamid)

Salzsdure

SDS

TEMED

Tri ®“Reagent LS (Trizol)

Roth
Merck
Roth
Sigma
Roth
Serva
Merck
Roth
Roth
Roth
Merck
Sigma
Roth
Roth
Roth
Sigma
Roth
Sigma
Serva
Roth
Roth
Sigma
Roth
Sigma
Sigma
Fluka
Roth
Roth
Roth
Roth

Sigma
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Trichlormethan/Chloroform
Trinatriumzitrat

Tris-Base

Tween 20
-Mercaptoenthanol

Roth

Merck
Sigma
Gerbu

Sigma

2.2 Molekularbiologische und biochemische Reagenzien

Adenosin 5 triphosphat (y**P)
Agarose

Albumin, Huhn

Alkalische Phosphatase
Ampicillin

Anisomycin

Anti Flag M2 Affinity Gel
Aqua

Bacto Yeast Extract
Bacto-Agar

Bacto-Tryptone

BSA

Chromatographiepapier
Complete

DNA Ladepuffer

DNA Leiter

DNA Methylase

dNTPs

DTT

ECL Western Blot Detektionsreagenz
Ethidiumbromid

Flag® Peptid

Geneticin

Glykogen

Guanin 5 triphosphat (o**P)
High Fidely DNA Polymerase

PerkinElmer
Biozym

Sigma

Roche

Griinenthal
Calbiochem

Sigma

Braun

Difco, Detroit, USA
Difco, Detroit, USA
Difco, Detroit, USA
Roth

Roth

Roche

Fermentas
Fermentas
Invitrogen

Roth

Promega
Amersham Biosciences
Roth

Sigma

GIBCO

Roche

PerkinElmer

Invitrogen
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Hyperfilm ™ ECL
Milchpulver
Nitrocellulosemembran
Nylonmembran
Orthophosphate (y°*P)
Pfu DNA Polymerase

Phusion Polymerase

Platinum® Tac DNA Polymerase High Fidelity

Protein Marker

Reverse Transkriptase
Ribonukleotide

RNasin®

SP6 RNA Polymerase
T4 DNA Ligase

T4 Polynukleotid Kinase
Taq DNA Polymerase
TRI® Reagent
tRNA/Hefe

Amersham

Sucofin
Schleicher&Schuell
Schleicher&Schuell
PerkinElmer
Stratagene
Finnzymes
Invitrogen
Fermentas

Roche

Roche

Promega

Roche

Promega

New England BioLabs
New England BioLabs

Sigma

Sigma

Alle Restriktionsenzyme wurden von dem Hersteller New England Biolabs (NEB) bezogen.

2.3 Antikorper

Tabelle 1: Ubersicht der verwendeten Antikdrper

Artikelbezeichnung Verdiinnung [Verdiinnungsmedium __[Hersteller
Anti-Flag 1:10.000 5 % Magermilch Sigma
Anti-phospho-p38 (pThr180/ pTyr182) |1:1.000 5 % Magermilch Sigma
Anti-Rabbit IgG 1:10.000 5 % Magermilch Sigma
Anti-Goat/Sheep 1gG 1:10.000 5 % Magermilch Sigma
Anti-p38 a MAP Kinase 1:1.000 5 % Magermilch Cell Signaling
Anti-phospho-ATF-2 (Thr71) 1:1.000 5% Rinderserumalbumin |Cell Signaling
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24

Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden bei den Firmen Sigma und Operon bezogen.

Tabelle 2: Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide fiir PCR und Sequenzierung

# | Gen/Orientierung Oligonukleotidsequenz 5'zu 3°

1 | Anchor-oligoA antisense TTGTGATTGTGTTGGCG(T)16A

2 | Anchor-oligoC antisense TTGTGATTGTGTTGGCG(T)16C

3 | Anchor-0ligoG antisense TTGTGATTGTGTTGGCG(T)16G

4 | Anchor-PCR antisense TTGTGATTGTGTTGGCGTC

5| GAPDH sense TGAGCTTGACAAAGTGGTCG

6 | GAPDH antisense GGCTCTCCAGAACATCATCC

7 | Seqg-pCl antisense TGCATTCTAGTTGTGGTTTGTC

8 | B-Globin antisense | TCCCAAGGTTTGAACTAGCTCTTC

9 | B-Globin antisense |l CTTGTCACAGTGCAGCTCA
10 | B-Globin sense | CTCCTGGGCAACGTGCTGGTCTG
11 | B-Globin sense Il ACCTGACTCCTGAGGAGAA

-
N

3-Globin sense lll

CTGCTGGTGGTCTACCCTTTGGACC

Tabelle 3: Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide fiir quantitative real-time PCR

# | Gen/Orientierung Oligonukleotidsequenz 5°zu 3°
13 | p54nrb sense TCATTGTGGATGATCGAGGA
14 | p54nrb antisense CAGGACGAGGAAATGTGGTT
15 | CstF2 sense CAATGCTGCCAGTGAAAAGA
16 | CstF2 antisense CCTGGGGACTATTCTGGACA
17 | CstF1 sense ACTCGGAATGGAAAACGATG
18 | CstF1 antisense GGCCAACATCCTCTCTGTGT
19 | CPSF1 sense GCGGCTTCCTGTACTTCAAC
20 | CPSF1antisense TCCACGTGGTAAGCCACATA

Tabelle 4: Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide fiir Klonierung

# | Gen/Orientierung Oligonukleotidsequenz 5°zu 3°

21 | U2AF35 sense AGATCCGCTCGAGGCGGAGTATCTGGCCTCCATC

22 | U2AF35 antisense AAACCTCTAGATCAGAATCGCCCAGATCTTTCACG

23 | U2AF65 sense AGATCCGCTCGAGTCGGACTTCGACGAGTTCGAGC

24 | U2AF65 antisense AAACCTCTAGACTACCAGAAGTCCCGGCGGTG

25| hnRNP1 sense AGATCCGCTCGAGGACGGCATTGTCCCAGATATAGCC

26 | hnRNP1antisense AAACCTCTAGACTAGATGGTGGACTTGGAGAAGG

27 | FBP1 sense AGATCCGCTCGAGGCAGACTATTCAACAGTGCCTCCCCCCT
28 | FBP1antisense AAACCTCTAGATTATTGGCCCTGAGGTGCTGGAGGATGC
29 | FBP2 sense AGATCCGCTCGAGTCGGACTACAGCACGGGAGGACCC

30 | FBP2antisense AAACCTCTAGATCATTGAGCCTGCTGCTGTCCCTGC

31| FBP3 sense AGATCCGCTCGAGGCGGAGCTGGTGCAGGGGCAGAGCGC
32 | FBP3 antisense AAACCTCTAGACTACTGCTCCTGGCTGTGGGCCTGCGC

33 | CUG-BP sense AGATCCG CTCGAG AA CGGCACCCTG GACCACCCAG

34 | CUG-BP antisense AAACCTCTAGATCAGTAGGGCTTGCTGTCATTCTTCG

35 | HUR sense AGATCCGCTCGAGTCTAATGGTTATGAAGACCACATGG

36

HUR antisense

AAACCTCTAGA TTATTTGTGGGACTTGTTGGTTTTGAAGG
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Tabelle 5: Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide fiir Mutagenese

# | Gen/Orientierung Oligonukleotidsequenz 5°zu 3°

37 | TIAR sense TGCCATTGTTTCGGTGAACGGTACTACGATTGAA

38 | TIAR antisense TTCAATCGTAGTACCGTTCACCGAAACAATGGCA

39 | HUR sense GGCTCCCGCGGACCATGACCCAGAAGGACGTAGA

40 | HUR antisense TCTACGTCCTTCTGGGTCATGGTCCGCGGGAGCC

41| CUGBP sense | TGCAATGCAGTTACAGAATTTGGCTGCACTAGCT

42 | CUGBP antisense | AGCTAGTGCAGCCAAATTCTGTAACTGCATTGCA

43 | CUGBP sense Il TCAGCGTGCTCACTAGTTCAGGGTCCTCACCTAGCT

44 | CUGBP antisense |l AGCTAGGTGAGGACCCTGAACTAGTGAGCACGCTGA

45 | CUGBP sense llI AGGCCCTCACTCAGGCCTACTCGGGTATCCAGCAATAT

46 | CUGBP antisense Il ATATTGCTGGATACCCGAGTAGGCCTGAGTGAGGGCCT

47 | TIA sense TGGTGATCTCAGCCCACAAATTACAACTGAAGATATA

48 | TIA antisense TATATCTTCAGTTGTAATTTGTGGGCTGAGATCACCA

49 | USEex CCATAGTTTTAGGCGCTCTCGTTCGTTCTTTCACGGG
2.5  Losungen/Puffer

Bezeichnung

Zusammensetzung

10% Polyacryamidgel

10% Rotiphorese, 1 M Tris, pH 8,8, 0,1 % SDS, 0,0001% APS, 0,0004%
TEMED

12% Polyacryamidgel

12% Rotiphorese, 1 M Tris pH 8,8, 0,1 % SDS, 0,001% APS, 0,0004%
TEMED

Anodenpuffer

25 mM Tris

Church Puffer

0,5 M Na,HPO,*2H,0, 1 M EDTA, 7% SDS, pH 7,2

Elutionspuffer

Waschpuffer Il und 200 pg/ml Flag® Peptid

Hybridisierungspuffer 20 mM Hepes pH 8,0, 20% Glycerol, 0,2 mM EDTA, 1 mM DTT, 0,01% NP-40
and 0,15 pg/ul tRNA, 250 mM NaCl,
Kathodenpuffer 25 mM Tris, 40 mM 6 Aminohexansaure, 0,01% SDS

Lammlipuffer

20 mM Tris, 190 mM Glycin, 0,1 % SDS

LB-Agarplatten

10 g NaCl, 10 g Bacto Tryptone, 5 g yeast extract, 15 g Agar in 1 | dH,O ge-
I8st, autoklaviert und 1,2 g Ampicillin Natriumsalz + H,O dazugeben

Luria-Bertani Medium

5 g NaCl, 5 g Bacto Tryptone, 2,5 g yeast extract in 500 ml dH,0 geldst

MOPS-Puffer pH 8.0 (10 x)

0,2 M MOPS, 80 mM Natriumazetat, 10 mM EDTA, pH 7,0

Proteinladepuffer (6x) 2,8 M Tris-Cl/0,1 SDS pH 6,8, 33% Glycerol, 0,35 M SDS, 0,65 M DTT, 1,7
mM Bromphenolblau

Ripalysepuffer 150 mM Natriumchlorid, 20 mM TrisCl pH 7.4, Complete (Proteaseinhibitor),
1% NP-40, 0,5% Natriumdesoxycholat, 0,1% SDS, 25 mM Natriumfluorid, 1
mM Natriumorthovanadat, 2 mM Natriumpyruvat

RNA Ladepuffer 50% Glycerol, 1 mM EDTA, 0,25% Brompholblau

Sammelgel 5,1% Rotiphorese, 1M Tris, pH 6,8, 0,1% SDS, 0,001% APS, 0,001%
TEMED

SSC (20x) 3 M NaCl, 0,3 M Trisnatriumcitrat, pH 7,0

TBE 90 mM Tris, 80 mM Borsaure, 5 mM EDTA

TBS 140 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 25 mM Tris, pH 7,4, autoklaviert

TBS-Tween 140 mM NaCl, 20mM Tris-Cl pH 7,5, 0,1% Tween 20

Waschpuffer | 150 mM Natriumchlorid, 50 mM TrisCl, 0,5% NP-40, Complete
(Proteaseinhibitor), 25 mM Natriumfluorid, 1 mM Natriumorthovanadat,
2 mM Natriumpyruvat

Waschpuffer I 9 mM Hepes pH 8,0, 9% Glycerol, 0,09 mM EDTA, 0,05 mM DTT, 0,005%

NP-40, Complete (Proteaseinhibitor), 25 mM Natriumfluorid,
1 mM Natriumorthovanadat, 2 mM Natriumpyruvat
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2.6  Medien/Losungen in der Zellkultur

DMEM ohne Phosphat MP, Biomedicals
DMEM Gibco

DMSO Serva

FCS Gibco

Geneticin PAA
Lipofectamin Invitrogen
Optimem Gibco

PBS PAA
Penicillin/Streptomycin PAA

Trypsin PAA

2.7  Kits

Amicon ® Ultra 0.5 mL Centrifugal Filters Millipore
Bio-Spin® Chromatografie Séulen BIO-RAD
GeneTailor ¥ site directed mutagenesis system Invitrogen
NucleoBond Xtra Midi Macherey-Nagel
NucleoSpin Extract 11 Macherey-Nagel
NucleoSpin Plasmid Macherey-Nagel
PCR Optimizer ™ Kit Invitrogen

ProQ Diamond Phosphoprotein Gel Stain Invitrogen
QIAquick® PCR Purification Qiagen
SilverQuest Silver Staining Kit Invitrogen
Sypro Ruby Protein Gel Stain Invitrogen

2.8 Kunststoffwaren

Samtliche Kunststoffwaren fiir experimentelle Arbeiten in den Bereichen Molekularbiologie,
Proteinbiochemie und Zellkultur wurden von den Firmen Eppendorf, Falcon und Sarstedt

bezogen.
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologie

3.1.1 Agarose-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Elektrophorese werden DNA Fragmente entsprechend ihrer GroBe in einem
Agarosegel aufgetrennt. GroBe DNA Fragmente wandern aufgrund ihres hoheren Widerstan-
des langsamer durch die Poren des Gels als kleine DNA Fragmente. Die verwendeten Agaro-
sekonzentrationen lagen zwischen 0,7 - 2%, entsprechend dem gewlinschten Auflosungsver-
mogen. Mit 2%igen Gelen koénnen niedermolekulare Fragmente prézise aufgetrennt werden
z.B. die Produkte der Poly(A) Schwanz Test PCR (siche Kap. 3.1.2.2). Mit
0,7 %igen Gelen konnen hingegen hochmolekulare Fragmente optimal voneinander getrennt
werden, z.B. die Produkte eines Restriktionsverdaus wihrend der Klonierung der USEBPs

(inserierte Fragmente der GroBen 980-2100 bp sowie der gedffnete Vektor pCl-neo mit 5400
bp).

Die Herstellung eines Agarosegels erfolgt immer nach dem gleichen Grundprinzip. Die ein-
gewogene Agarosemenge wird mit dem 1x TBE Puffer aufgekocht und somit gelost. Danach
wird fiir die Erkennung der DNA Ethidiumbromid [35 pg/100 ml] hinzugeben bevor die fliis-
sige Agarose in einen Gelschlitten mit Kamm gegossen wird. Sobald die Agarose erstarrt ist,
kann das Gel in die Gelelektrophoresekammer gelegt werden, welche mit 1x TBE Puffer ge-
fiillt ist. Danach wird die DNA inklusive Ladepuffer in die Taschen geladen. Als Vergleich
wird ein DNA GroBenstandard (DNA Leiter) mitgeladen. Die Gelelektrophorese erfolgt bei
einer angelegten Spannung von ca. 150 Volt, wobei die negativ geladene DNA in Richtung
Anode lduft. Das Ergebnis der Gelelektrophorese wird am Transilluminator (Herolab) unter

UV-Licht sichtbar gemacht.

3.1.2 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ermdglicht die in vitro Amplifikation von DNA-
Fragmenten zur Genisolierung wahrend einer Klonierung oder dient analytischen Zwecken

wie z. B. der Messung der mRNA Transkripte nach erfolgter cDNA Synthese.

Die Reaktion gliedert sich in folgende Schritte: Im ersten Schritt wird die Ausgangs-DNA
unter Hitzeinwirkung denaturiert (Denaturierung - 95°C). Danach konnen sich die Oligo-

nukleotide bei einer geringeren Temperatur an den komplementéren DNA Abschnitt anlagern
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(Annealing - 50-65°C). Zum Schluss erfolgt die Synthese des komplementiren Stranges
(Elongation - 72°C).

3.1.2.1 Klonierungs-PCR

Fiir die Amplifikation der USE-bindenden Proteine wurde die Pfu Polymerase verwendet, da
diese Polymerase eine Proofreading Aktivitit besitzt. Eine Ausnahme stellt die Amplifikation
von FBP2 dar. Hierfiir wurde die Phusion Polymerase benutzt, die auch eine Proofreading

Aktivitit besitzt sowie der 5x Puffer B [7,5 mM MgCl,, pH 8,5] des PCR Optimizer ™ Kits.

PCR Ansatz (alle USE bindenden Proteine bis auf FBP2):

Sul Pfu Puffer (10x)

1 pl Primer vorwirts [10 mM]

Ll Primer riickwirts [10 mM]

1 ul dNTPs [je 2,5 mM dATP, dCTP, dGTP dTTP]
1 ul Pfu Polymerase [2,5U/ul]

40 ul ddH,O

1 pl Vektor DNA [100 ng]

PCR-Programm:
94°C 45 sek
94°C 45 sek

50-60°C 45 sek 35 Zyklen
72°C 120-180 sek
72°C 10 min
PCR-Ansatz fiir FBP2:
10 pl Puffer A (5x)
1 ul FBP2 for [10 mM]
1 pl FBP2 rev [10 mM]
1 pl dNTPs [je 2,5 mM dATP, dCTP, dGTP dTTP]
1 ul Phusion Polymerase [2 U/ul]
5l DMSO

30 ul ddH,O
1 pul Vektor DNA [100 ng]
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PCR-Programm:

94°C 3 min

94°C 45 sek

50°C 30 sek 35 Zyklen
72°C 150 sek

72°C 10 min

3.1.2.2 Poly(A) Schwanz Test PCR

Mit Hilfe der Poly(A) Schwanz Test PCR (PAT PCR) konnen polyadenylierte Transkripte in
ihrer Quantitit gemessen werden (Salles et al., 1999). Alle eukaryotischen mRNAs (bis auf
Histon mRNAs) werden an ihren 3'Enden polyadenyliert und besitzen danach eine ca. 200
nukleotidlange Andenosinkette (siche Kapitel 1.2). Dieses Charakteristikum wird wahrend der
cDNA Synthese genutzt, um prozessierte RNA Molekiile zu amplifizierten. Die Oligo d(T)
Primer bestehen aus 16 Thymidinnukleotiden und einer Ankersequenz am 3 Ende fiir die spé-
tere spezifische PCR (Anchor-oligo d(T) Primer). Ein Pool aus drei unterschiedlichen Ancho-
roligo d(T) Primern wird in die cDNA Synthese eingesetzt, die am 5 Ende entweder die Base
C, G oder A tragen. Damit wird die Amplifikation an das Ende des Tandemreporter Transkrip-
tes gelegt, so dass der Oligo d(T) Primer nicht in der Mitte des Poly(A) Schwanzes bindet.
Dadurch werden distinkte Banden nach der Amplifikation sichtbar. Nach der cDNA Synthese
konnen nun beide RNA Isoformen der Tandemreporter amplifiziert werden (siehe Abbildung
19 und Abbildung 20). Nachdem die PCR Produkte mit einem 2%igen Agarosegel aufge-
trennt wurden, sind abhéngig von dem Tandemreporter zwei PCR Produkte zu erkennen. Das
langere PCR Produkt wurde an der 3" gelegenen Poly(A) Stelle prozessiert, wohingegen das
kiirzere PCR Produkt an der 5" gelegenen Poly(A) Stelle prozessiert wurde. Die Quantifizie-
rung erfolgte mit dem Typhoon TRIO + (GE Healthcare) und der 1 D Gel Analyse Software.

PCR-Ansatz:
Sul ThermoPol Puffer (10x)
1 ul Primer vorwirts # 12 [10 uM]
1 ul Primer riickwiérts # 4 [10 uM]
1 pl dNTPs [je 2,5 mM dATP, dCTP, dGTP dTTP]

0,5 pul Taq DNA Polymerase [5 U/ul]
40,5 ul ddH,0O
1 ul cDNA [25-100 ng]
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PCR Programm:
94°C 2 min
94°C 30 sek

58 °C 30 sek 35 Zyklen
72°C 80 sek
72°C 10 min

3.1.2.3 Quantitative real-time PCR (QRT PCR)

Die quantitative real-time PCR (QRT PCR) ermdglicht die Quantifizierung von Nukleinsiu-
ren und somit konnen Expressionsunterschiede zwischen unterschiedlichen Genen gemessen
werden. Das Prinzip beruht auf der Messung von Signalen des Farbstoffes SYBR“Green 1,
welcher an doppelstrangige DNA bindet. Der Ct Wert (Cycle Treshhold) gibt die Zyklenzahl
an, bei der das Fluoreszenzsignal des Produktes signifikant ansteigt (Wert liegt iiber dem Hin-
tergrundrauschen) und somit fiir ein spezifisches und messbares PCR Produkt steht. Zwin-
gend notwendig ist hierbei die Messung wihrend der exponentiellen Amplifikation, da es in
dieser Phase nicht zu Messartefakten der PCR kommt (wie z. B. Produkthemmung). Hierbei
wird die Abundanz eines spezifischen Gens, welches Untersuchungsgegenstand ist, mit einem
internen Standard verglichen, welches in konstanten Mengen exprimiert wird (hier das Haus-
haltsgen GAPDH). Die Auswertung erfolgt unter der Berechnung der A Ct Werte und dem
Vergleich der A Ct Werte unterschiedlicher experimenteller Ansétze (siche Kap. 3.3.5).

ACt=1.78 (Ct spez. Gen — Ct GAPDH)

PCR-Ansatz:

10 ul Absolute™ QPCR SYBR Green Capillary Mix (2x)

1 pl Primer vorwirts (10 pM)
1 ul Primer riickwirts (10 uM)
6 ul ddH,O

2ul ¢DNA (25-100 ng)
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PCR Programm:
95°C 610 sec
95°C 3 sek
60°C 10 sek 45 Zyklen Amplifikation

72°C 20 sek

95°C 15 sek
60°C 60 sek
Ta+0,3" 60 sek Schmelzkurve
95°C 15 sek

3.1.3 Klonierung

Die Klonierung ist eine Methode, bei der ein beliebiges DNA Fragment in einen Vektor integ-
riert wird. Dies ermdglicht zum einen eine massenhafte Vermehrung eines DNA Abschnittes
in Bakterien. Des Weiteren konnen die Vektoren in verschiedene Zelllinien transfiziert wer-
den. Der pcl-neo Vektor (sieche Kap. 3.1.3.2) eignet sich z.B. fiir Expressionsanalysen in Sdu-

gerzellen.

3.1.3.1 Klonierungsstrategien

e USE-bindende Proteine in dem pCl-neo Vektor

Freundlicherweise erhielten wir Ausgangsvektoren, die die cDNA der identifizierten USE-
bindenden Proteine enthielten, von anderen Laboratorien: CUGBP von Carol and Jeffrey
Lutz, FBP1, FBP2 und FBP3 von Hye-Jung Chung und David Levens, HUR von Ann-Bin
Shyu, TIA1 und TIAR von José Izaquierdo und Juan Valcarcel, U2AF35, U2AF65 und
hnRNPI von Michael Sattler.

Da alle USE-bindenden Proteine unter gleichen Expressionsbedingungen analysiert werden
sollten, wurden die cDNA Sequenzen aus den bereitgestellten Vektoren herausamplifiziert.
Hierbei wurden die Oligonukleotide so konstruiert, dass zusétzlich an deren 5’'Enden die Se-
quenzen der Restriktionsschnittstellen sowie weitere sechs willkiirliche Basen existierten (Oli-

gonukleotidsequenzen siehe Kap. 2.4). Anschlieend wurde das verdaute PCR Produkt in den

! Schmelztemperatur beginnt bei 60°C und wird in jedem darauffolgenden Zyklus um 0,3°C erhoht bis schlieBlich 90°C

erreicht werden.
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gedffneten Vektor liber die Schnittstellen iiber Xhol und Xbal kloniert. Der pCl-neo Vektor
lag bereits in modifizierter Form im Labor vor. Er enthielt zusitzlich die Sequenz fiir ein
Flagepitop, welches sich spdter am N-Terminus der jeweiligen Proteine befand und fiir die
Aufreinigung der Proteine bendtigt wurde (siehe hierzu 3.2.2). Dieses Flagepitop befindet
sich zwischen den Schnittstellen Nhel und Xhol.

e Tandemreporter Konstrukte in dem pGEM®-7Zf Vektor (+)

Das HBB (humanes B-Globin)-F2 WT Hybrid-Gen-Konstrukt und die entsprechenden Tan-
demreporter Konstrukte standen im Labor bereits zur Verfiigung (Gehring et al., 2001;
Danckwardt et al., 2004). Modifikationen der USE Sequenzmotive wurden in Mutagenese-
reaktionen durchgefiihrt. Der Aufbau der Konstrukte ist grafisch in der Abbildung 19 bzw.
Abbildung 20 dargestellt sowie im Kapitel 4.2.1 beschrieben.

3.1.3.2 Vektoren
e pCl-neo Vektor
Der pCl-neo Vektor (Promega) eignet sich fiir die Expression eines spezifischen Gens in Sau-

gerzellen, da dieser einen Cytomegalovirus (CMV) Enhancer/Promotor und ein Simian Virus

(SV40) Polyadenylierungssignal besitzt.

Bl
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MNhel [1085
*hol 1091
Intron EcoRl |1096
N Miul 1102
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(5472bp) Accl 1121
. Smal |1127
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poly(A) Early Promater
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Abbildung 9: Vektorkarte pCI-neo Vektor
Alle USE bindenden Proteine wurden zwischen die Schnittstellen Xhol und Xbal kloniert. Alle Konstrukte sind

in dem Uhrzeigersinn orientiert und stehen unter der Kontrolle des CMV/L.E. Enhancer/Promotors.

e pGEM™-7Zf Vektor (+)

Der pGEM®-7Zf Vektor (+) ist ein Standardklonierungsvektor des Herstellers Promega.
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Abbildung 10: Vektorkarte pGEM®-7Zf Vektor (+)
Alle Tandemreporter wurden zwischen die Schnittstellen Xbal und EcoRI kloniert. Alle Konstrukte sind gegen

den Uhrzeigersinn orientiert und stehen unter der Kontrolle des humanen HBB Promotors (Gehring et al., 2001).

3.1.3.3 Restriktionsverdau

Mit Hilfe von Restriktionsenzymen ldsst sich DNA an spezifischen Sequenzen schneiden.
Restriktionsenzyme erkennen eine Sequenz von vier bis acht Basenpaaren auf der DNA und
binden dort. In der Regel wird 1 pg Vektor DNA mit 1 Unit Enzym und dem vom Hersteller
bereitgestellten Puffer bei 37°C iiber Nacht verdaut. In Anschluss wird der geschnittene Vek-
tor mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und mit Chromatographiesdulchen nach Hersteller-
angaben aufgereinigt (NucleoSpin Extract II, Macherey-Nagel). Restriktionsenzyme schnei-
den nicht nur Vektor DNA sondern auch PCR Produkte. Geschnittene PCR Produkte werden
ebenfalls iiber Chromatographiesdulchen nach Angaben des Herstellers aufgereinigt (Nucleo

Spin Extract II, Macherey-Nagel).

3.1.3.4 Ligation

Wihrend der Ligation wird ein DNA Abschnitt in einen gedffneten Vektor integriert. Dazu
wurde 100 ng linearisierter Vektor, 500 ng des zu integrierenden DNA Fragmentes (Insert) mit
1 Unit T4 DNA Ligase und Ligasepuffer gemischt und {iber Nacht bei Raumtemperatur inku-
biert. Zusétzlich wurde immer eine Ligationskontrolle mit angesetzt. Dieser Ansatz enthilt
den gedffneten Vektor sowie die Ligase und den entsprechenden Puffer, jedoch nicht das In-
sert. Ziel ist es, die Religationshiufigkeit des Vektors zu testen und somit die Auswertung der

Transformation zu erleichtern.

3.1.3.5 Transformation

Bei der Transformation werden Vektoren in Bakterien eingeschleust, die anschlieBend den

Vektor auf schnelle und einfache Weise amplifizieren. Dazu wurden 80 ul chemisch kompe-
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tente Zellen E. coli XL-1 blue auf Eis aufgetaut und mit 10 ul des Ligationsansatzes (£50%)

bzw. bei einer Retransformation mit 100 ng Vektor gemischt. Dieser Ansatz wurde fiir 20 min
auf Eis und anschlieBend fiir 90 sek bei 42°C inkubiert (Hitzeschock). Dieser Temperatur-
wechsel fiihrt zur Aufnahme des Vektors in das Bakterium. Danach wurde der Ansatz fiir wei-
tere 3 min auf Eis inkubiert. Anschlieend wurden 300 pul LB Medium ohne Antibiotika hin-
zugegeben und bei 37°C fiir 1 h unter Bewegung inkubiert. Dieser Bakterienansatz wurde
zum Schluss auf eine LB Platte mit dem entsprechenden Selektionsmarker (bei pCI neo und
pGEM®-7Zf jeweils Ampicillin) ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C im Bakterienbrut-
schrank inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde das Transfektionsergebnis anhand der Ko-
loniezahl zunichst ausgewertet. Fiel die Anzahl an Kolonien der Ligationsplatte deutlich ho-
her als die Zahl der Kolonien auf der Kontrollplatte (Testung auf Religation) aus, deutet dies
auf eine erfolgreiche Insertion des DNA Fragmentes in den gedffneten Vektor hin. Anschlie-
Bend wurden einige Klone gepickt und in Minikulturen {iber Nacht vermehrt (1 Klon in 5 ml
LB Medium). Einen Tag spiter wurden die Plasmide mittels Chromatographiesédulchen iso-
liert (NucleoSpin Plasmid). In einem Restriktionsverdau wurde das Vorhandensein des Inserts
(kloniertes DNA Fragment) liberpriift. Bei einem positiven Befund wurde die Plasmid DNA
sequenziert und bei korrekter Sequenz eine Midikultur (10 pul Minikultur in 100 ml LB Me-
dium) iiber Nacht angesetzt. Die Plasmide wurden nach dem Protokoll des Herstellers mittels

Chromatographiesdulen isoliert (NucleoBond Xtra Midi).

3.1.3.6 Mutagenese

Ziel der Mutagenese ist die genomische Verdnderung einer DNA Sequenz. Um die Selektion
der manipulierten DNA von der Ausgangs-DNA zu erleichtern, wurde die Ausgangs-DNA in
einem ersten Schritt methyliert. Bakterien bauen spiter diese methylierte DNA mittels Re-
striktionsenzymen ab und vermehren nur die manipulierte DNA. Mutagenesen waren unter
anderem fiir die Korrektur der cDNA Sequenzen der USE-bindenden Proteine notwendig bzw.

bei der Modifizierung der Tandemreporter Konstrukte (Oligonukleotidsequenzen siche 2.4).

PCR-Ansatz:
1 ul Vektor DNA [100 ng]
1,6 ul Methylierungspuffer (10x)
1,6 ul SAM (10x)
1,0 ul DNA Methylase [4 U/ul]

10,8 pl ddH,0
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Dieser Ansatz wurde fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Im darauffolgenden Schritt wurde die Vektor

DNA mit modifizierten Primern in einer PCR verandert.

PCR-Ansatz:
5,0 ul High Fidelity PCR-Puffer (10x)
1,5 pl dNTPs [je 2,5 mM dATP, dCTP, dGTP dTTP]
1,0 pl MgSO,4 [50 mM]
1,5 pl Primer vorwirts [10 mM]
1,5 ul Primer riickwirts [10 mM]
4,0 ul methylierte DNA [25 ng]
0,5 ul Platinum Taq high Fidelity [5 U/ul]
35,0 ul ddH,O
PCR Programm:
94°C 2 min
94°C 30 sec
55°C 30 sec 20x
68°C 8 min
68°C 10 min

Danach wurde der PCR-Ansatz in E. coli XL-1 blue Bakterien transformiert (siche Kap.
3.1.3.5). Nach der Isolierung von DNA aus Minikulturen wurde diese dann sequenziert (siche
Kap. 3.1.4). Nach erfolgreicher Manipulation der Vektor DNA wurde dieses Konstrukt in vivo

analysiert.
3.1.4 Sequenzierung

Die Sequenzierung wurde von dem Unternehmen GATC BIOTECH durchgefiihrt. Dazu wur-
de entweder 30 ul der Vektor DNA [30-100 ng/ul] bzw. 30 ul eines aufgereinigten PCR Pro-
duktes [10-50 ng/ul] (NucleoSpin Extract II, Macherey-Nagel) sowie 30 ul des Sequenzie-
rungsprimers [10 pmol/ul] verschickt. Die Sequenzen konnten mit der Software Chromas

Version 1.45 gelesen werden. Die Auswertung erfolgte online mit der BLAST Software.

3.1.5 RNA Isolierung

HeLa Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und in 250 pl PBS resuspendiert. Da Gesamt
RNA analysiert wurde, konnte im néchsten Schritt die Zelllyse mit TRI LS (Trizol) erfolgen.
Hierzu wurde zu den 250 pl Zellsuspension 750 pl TRI LS hinzugegeben und fiir 5 min bei
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Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden 200 pl Chloroform hinzugegeben, der An-
satz gemischt und fiir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die beginnende Phasentrennung
wurde durch einen weiteren Zentrifugationsschritt von 15 min bei 13.000 x g (4°C) vollendet.
Die obere wissrige Phase (enthdlt die RNA) wurde vorsichtig in ein neues Eppendorfgefil3
tiberfiihrt. Die RNA wurde mit 500 pl eiskaltem Isopropanol und 1 pl Glykogen [20pug/ml]
bei einer Zentrifugation bei 13.000 x g pelletiert. Das RNA Pellet wurde mit eiskaltem 75%

Ethanol nochmals gewaschen und in Wasser gelost.

3.1.6 Komplementire DNA Synthese

Um Genexpressionsanalysen durchfiihren zu kdnnen, miissen die RNA Transkripte als erstes
in cDNA umgeschrieben werden. Der RT-PCR Ansatz [ wird fiir 5 min auf 65°C erhitzt, um
Sekundarstrukturen aufzulésen. Nach einer Inkubationszeit von 5 min auf Eis, welche die
Anlagerung der Oligonukleotide an die RNA fordert, wird der RT-PCR Ansatz II hinzugege-
ben und fiir 1 h bei 42°C inkubiert. Die cDNA-Synthesereaktion wird durch Hitzeinaktivie-
rung (15 min, 70°C) gestoppt. Fiir quantitative real-time PCRs wurde die cDNA im Anschluss

iiber Chromatographiesdulchen nach Herstellerangaben aufgereinigt (NucleoSpin Extract II).

RT-PCR Ansitze:
I) 1l RNA [0,5-2 pg/ul]
1 ul Anchor-oligo A/G/C (#1, 2, 3) [je 33uM]
Ad 12 pl ddH,0O
I 0,5ul reverse Transkriptase [20 U/pl]
0,5 pul RNasin [40 U/ul]
4 ul Reverse Transkriptase Puffer (5x)
2 ul DTT [0,1 M]
1 pl dNTPs [je 2,5 mM dATP, dCTP, dGTP dTTP]

3.1.7 Northern Blot

Zur Analyse der mRNA Expression stabil transfizierter HeLa-Zellen wurde die isolierte RNA
in einen denaturierenden Agarosegel aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und

anschlieBend durch Hybridisation mit radioaktiven cRNA-Sonden sichtbar gemacht.
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Zu Beginn wurde RNA unter denaturierenden Bedingungen in Formaldehydgelen (2,5%) auf-
getrennt. Dazu wurde Agarose in doppelt autoklaviertem ddH,O aufgekocht und mit MOPS-
Puffer (Endkonzentration 1x MOPS) sowie Formaldehyd (pH > 4, Endkonzentration 2,4 M)
gemischt. Dieser Ansatz wurde in einen Gelschlitten mit Kamm gegossen und fiir 1 h erstar-
ren gelassen. Als Laufpuffer wurde 1 x MOPS verwendet. 5 pg der zu untersuchenden RNA
wurden mit 10 pl Formamid, 3,5 pl Formaldehyd (pH > 4) und 2 pl 10 x MOPS-Puffer ge-
mischt und bei 65°C fiir 15 min denaturiert. Danach wurden 0,5 pl Ethidiumbromid (10
mg/ml) und 2 pl RNA Probenpuffer hinzugegeben. Die Proben wurden dann in die Geltaschen
geladen. Die Auftrennung erfolgte bei 50 V fiir 14 h. Die Laufzeit der Gelelektrophorese wur-
de anhand der Auftrennung der 28S und 18S Bande der RNA geschitzt.

Bevor der Transfer der RNA auf eine Membran stattfand, wurde das Agarosegel zunichst fiir
15 min in ddH,O gewaschen und anschlieffend fiir weitere 40 min in 20 x SSC dquilibriert.
Der Transfer der RNA aus dem Agarosegel auf eine Nylonmembran erfolgte nach der Kapil-
larblotmethode fiir 6 h. Die RNA wurde anschlieBend mit 1200 Joule kovalent an die Memb-
ran gebunden (Stratalinker 2400, Stratagene®).

Zur Detektion der RNA auf der Membran wurden komplementére genspezifische cRNA-
Sonden durch radioaktive in vitro Transkription hergestellt. Dazu wurde in das Plasmid
pSP65 (Boehringer Mannheim) ein 195 bp langes B-Globin DNA Fragment in reverser Orien-
tierung hinter den in vitro transkriptionsfahigen SP6 Promotor kloniert. Um die Transkription
unspezifischer, stromabwirts gelegener Plasmidsequenz-Anteile zu verhindern wurde das
Plasmid 3’ des B-Globin-,,Inserts* mit BamHI im Polylinker linearisiert und gelgereinigt. Das
dadurch entstehende Transkript ergab eine cRNA-Sonde komplementédrer Sequenz zu 48 nt

der B-Globin 3°’UTR, 128 nt des Exon III und 19 nt des Exon II.

Ansatz in vitro Transkription:

1 pug linearisierte Plasmid-DNA
2ul Transkriptionspuffer (10x)
20 Units RNasin

0,6 mM je ATP, CTP, UTP

50 uCi 0->*P-GTP (800 Ci/mM)
10 Units SP6-Polymerase

Ad 20 pl doppelt autoklaviertes ddH,O
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Dieser Ansatz wurde fiir 1 h bei 40°C inkubiert. AnschlieBend wurden 10 Units DNAse I hin-
zugegeben und erneut bei 37°C fiir 20 min inkubiert, um den DNA Matrizenstrang zu verdau-
en. Nicht eingebaute, radioaktive Nukleotide wurden mit einer Quick-Spin Sdule nach Anga-
ben des Herstellers entfernt und das Filtrat zur Hybridisation direkt eingesetzt. Zur
Priahybridisierung der Nylonmembran wurde diese zunéchst fiir 2 h in 30 ml Churchpuffer in
einer Glasrohre bei 65°C inkubiert. AnschlieBend wurde der Churchpuffer verworfen und
durch 5 ml frischen Churchpuffer inkl. cRNA Sonde ersetzt. Die Membran wurde mit diesem
Ansatz bei 65°C iiber Nacht inkubiert. Fiir die Entfernung nicht hybridisierter Sonde wurde
die Nylonmembran bei 65°C fiir jeweils 15 min zweimal mit 2 x SSC/0,1% SDS und an-
schlieBend zweimal mit 0,2 x SSC/0,1% SDS gewaschen. Zur Detektion der spezifischen ra-
dioaktiven Signale wurden Rontgenfilme (Kodak X-Omat) benutzt. Zur Quantifizierung der
Signale wurde der Phosphoimager (FUJIFILM) verwendet und die Daten mit der Software
BASreader, Aida Image Analyzer V.3.28 ausgewertet.

3.2 Proteinbiochemie

3.2.1 Western Blot

Mit Hilfe des Western Blots lassen sich Proteine ihrer Grof3e nach auftrennen und spezifisch
mit Antikoérpern nachweisen. Wihrend der Elektrophorese wandern die Proteine in einem
elektrisch geladenen Feld in Richtung der Anode durch die Poren eines Polyacrylamidgels.
SDS ist sowohl im Proteinladepuffer als auch in dem Polyacrylamidgel enthalten, so dass die
Proteine denaturiert und deren Ladungsunterschiede ausgeglichen werden. Die Auftrennung
der Proteine erfolgt somit aufgrund ihres Molekulargewichtes. Zu Beginn wandern die Protei-
ne durch ein Sammelgel, in dem sie fokussiert werden. Im Trenngel erfolgt dann die Auftren-
nung aufgrund ihres Molekulargewichtes. Je hoher der Anteil an Polyacrylamid ist, desto bes-
ser lassen sich kleine Proteine auftrennen. AnschlieBend erfolgt der Transfer der Proteine aus
dem SDS-Gel auf eine PVDF Membran mittels einer angelegten Spannung. In Anschluss
werden freie Bindungsstellen auf der Membran mit 5% Magermilch bzw. 5% BSA-L&sung
abgesittigt, um unspezifische Signale des Antikorpers zu verhindern. Der 1. Antikdrper wurde
immer iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Danach wurde die Membran insgesamt viermal mit
TBS-Tween je 5 min gewaschen. Der 2. Antikorper wurde fiir 1 h bei Raumtemperatur mit der
Membran inkubiert. Der 2. Antikorper erkennt den 1. Antikdrper und ist mit einem Enzym,
der Meerretich-Peroxidase (HRP=horseradish peroxidase) gekoppelt. Die Membran wurde

wieder viermal mit TBS-Tween je 5 min gewaschen. Das HRP Enzym katalysiert die Umset-
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zung des Substrates Luminol und ermdglicht die chemilumineszente Detektion. Diese

Lichtemission wird mit Hilfe eines sensitiven Films semiquantitativ detektiert.

3.2.2 Immunoprizipitation

Mit Hilfe der Immunoprézipitation lassen sich Flag-gekoppelte Proteine aus dem Gesamtzell-
lysat isolieren. Pro Immunoprézipitation wurden 50 pl Agarose beads (Anti Flag M2 Affinity
Gel) mit TBS pH 7,5 gewaschen. Danach wurden die Agarose beads bei 3.000 x g fiir 5 min
pelletiert. Die Zellen einer konfluenten 10 cm Zellkulturschale wurden mit 700 ul Ripazellly-
sispuffer geerntet und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Dieses Zelllysat wurde fiir 10
min bei 10.000 x g (4°C) zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand vollstindig auf die
Agarose beads geladen. Die Inkubation dauerte 2 h (4°C) unter rotierenden Bewegungen. Die
Agarose beads wurden dreimal mit 500 pl Waschpuffer I und zweimal mit Waschpuffer 11
gewaschen. Die Elution erfolgte kompetitiv mit Hilfe des Flag® Peptides, welches in Eluti-
onspuffer verdiinnt wurde (Endkonzentration 200ug/ml). Mittels Chromatographiesdulchen
(Bio-Rad) konnten die Agarose beads entfernt werden. Das Endprodukt einer Immunoprézipi-

tation sind isolierte Flag-gekoppelte Proteine.

3.2.3 [Invitro Dephosphorylierung

Als Positivkontrolle fiir die phosphospezifischen Proteinfirbungen (sieche Methode 3.2.4.2
und 3.2.4.3) wurde Ovalbumin in vitro dephosphoryliert.

Ansatz in vitro Dephosphorylierung:

20 pg Ovalbumin

10 pl alkaline Phosphatase (1 Unit/ul)
10 pl alkaline Phosphatase Puffer (10x)
Ad 100 ul H,O

Dieser Ansatz wurde flir 1 h bei 37°C inkubiert. Als Vergleich wurde zusétzlich phosphory-
liertes Ovalbumin mit auf das SDS Gel geladen. Dieser Ansatz entspricht den oben genann-
ten, nur dass eine hitzeinaktivierte alkaline Phosphatase (1 h bei 95°C) hinzugegeben wurde.
Es wurde grundsitzlich 1 pg phosphoryliertes/dephosphoryliertes Ovalbumin pro Geltasche

geladen.
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3.2.4 Proteinfirbung

3.2.4.1 Silberfirbung (Gesamtproteinfirbung)

Die Silberfarbung ermoglicht eine schnelle Detektion von Proteinen in einem Polyacrylamid-
gel. Hierbei ermoglicht das SilverQuest Silver Staining Kit von Invitrogen eine Sensitivitédt im
Nanogrammbereich. Nachfolgend wird kurz das Prinzip erldutert. Das detaillierte Basis-

protokoll ist dem Handbuch des Herstellers zu entnehmen.

Als erstes wurden die Proteine wéhrend des Fixierschrittes im Polyacrylamidgel gebunden
und zeitgleich interferierende Ionen entfernt. Danach wurde mit Hilfe des Sensibilisators der
Kontrast der Farbung erhoht. Nach einigen Waschschritten wurden die Silberionen hinzuge-
geben, die kovalent an die Proteine gebunden wurden. Bevor die Entwicklungsreaktion ge-
startet wurde, wurden ungebundene Silberionen in einem weiteren Waschschritt mit Wasser
entfernt. Wahrend der Entwicklungsreaktion wurden die Silberionen zu metallischem Silber
reduziert und eine Proteinbande wurde sichtbar (Farbspektrum von gelb bis braun). Diese
Reaktion konnte jederzeit gestoppt werden. Die Zeitdauer der Farbung resultiert aus der gela-
denen Proteinmenge. Je mehr Nanogramm Protein geladen wurde, desto kiirzer ist die Zeit der

Entwicklungsreaktion.

3.2.42 ProQ®Diamond Firbung (Phosphoprotein)

Phosphoproteine kénnen in einem Polyacrylamidgel unter Verwendung des ProQ® Diamond
Fluoreszenzfarbstoffes von Invitrogen angefarbt werden. Vorteilhaft ist, dass dieser Farbstoff
an alle drei Residuen (Phosphothreonin, Phosphotyrosin und Phosphoserin) bindet. Alle fol-
genden Arbeitsschritte wurden bei Raumtemperatur unter leichter Bewegung (Schiittler) in

einem Gesamtvolumen von 100 ml durchgefiihrt.

In der Zellkultur wurden Stressexperimente (siehe 3.3.5) in transient transfizierten HeLa Zel-
len (siehe 3.3.2) durchgefiihrt und die Flag-gekoppelten Proteine {iber Immunoprézipitation
(siehe 3.2.2) isoliert. Diese Eluate wurden anschlieBend in einem SDS Polyacrylamidgel
(max. 16 x 16 cm) separiert und zweimal flir 30 Minuten fixiert (50% Methanol, 10% Essig-
sdure). Anschlieend wurde das Gel dreimal fiir 10 Minuten mit autoklaviertem H,O gewa-
schen, um die Fixierlosung vollstindig zu entfernen. Danach wurden die Phosphoproteine mit
50 ml des Fluoreszenzfarbstoffes ProQ® Diamond spezifisch angefirbt. Die Inkubationszeit
betrug 90 Minuten. Um das Signal vom unspezifisch gefdrbten Hintergrund zu unterscheiden,
wurde das Gel anschlieBend entfarbt (20% Acetonitril, 50 mM Natriumacetat, pH 4,0). Hier-

fiir wurde das Gel dreimal fiir 20 min in der Entfarbungslosung inkubiert. Zum Schluss wurde
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das SDS Gel zusitzlich zweimal flir 5 min mit autoklaviertem H,O gewaschen. Die Signale

wurden mit dem Typhoon TRIO + (GE Healthcare) detektiert (siehe 3.5).

3.2.43 SYPRO® Ruby Fiirbung (Gesamtprotein)

SYPRO®™ Ruby ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der das Gesamtprotein in einem SDS Polyacryl-
amidgel detektiert. Nach der Quantifizierung der Phosphoproteine der ersten Farbung (siche
Kap. 3.2.4.2), wurde das Gel iiber Nacht mit 50 ml SYPRO® Ruby bei 4 °C inkubiert. Danach
wurde das Gel fiir 30 min gewaschen (10% Methanol, 7% Essigsdure) und anschlieSend fiir
weitere 5 Minuten mit autoklavierten H,O inkubiert bevor die Detektion und Quantifizierung

mit den Typhoon TRIO + (GE Healthcare) erfolgte.

Das Verhiltnis der Signalintensitit von Pro-Q® Diamond gefirbten Banden zu SYPRO® Ruby
gefdarbten Banden ergibt einen relativen Wert. AnschlieBend wurde der X-fache Unterschied
des Phosphorylierungsstatus bestimmt, indem der Quotient von den relativen Werten (z.B.

gestressten IP Eluat zu ungestresstem IP Eluat) gebildet wurde.
e Relatives Verhiltnis des Phosphoproteins zum Gesamtprotein (Referenz)

B ProQ Wert (Bandenintensitét pro Fliche)
SYPRO Ruby Wert (Bandenintensitit pro Flache)

e X-facher Unterschied des Phosphorylierungsstatus

AX = gestresstes [P Eluat (Anisomycin)
ungestresstes [P Eluat (DMSO)

3.2.5 RNA-Protein Interaktionsstudien

Die RNA Oligonukleotide wurden von biomers.net” bezogen:

USE 5’-AGAAUUAUUUUUGUGUUUCUA-3"
USEmut: 5'-AGAAACACUUUUGUGUUUCUA-3’
USEunrel: 5’- AGAACGAGACGAGCGCGCCUA-3’

Diese RNA Oligonukleotide wurden in einer in vitro Reaktion am 5 Ende radioaktiv markiert.

Ansatz in vitro Markierung:

6 ul ddH,O
1 ul RNA Oligonukleotid [1-2 pM]
Iul T4 Polynukleotid Kinase Puffer (10x)
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1 ul T4 Polynukeotid Kinase [10 U/ul]
1 ul y ATP [3000Ci/mmol]

Nach einer Inkubationszeit von 1 h bei 37°C wurden die radioaktiv markierten RNA Oligo-
nukleotide iiber Chromatographiesdulchen aufgereinigt (QIAquick® PCR Purification). Ca.
100.000 cpm (Einheit fiir den radioaktiven Zerfall pro Minute) des radioaktiv markierten

RNA Oligonukleotides wurde mit 10 pl Eluat der Immunoprézipitation (immunoprézipitiertes

Flag USEBP (£ 25% einer 10 cm Zellkulturschale) und 20 pl Hybridisierungspuffer fiir 15

min auf Eis inkubiert. Die Proben wurden anschlielend fiir 5 min mit UV Licht auf Eis be-
strahlt (Stratalinker 2400, Stratagene”™). AnschlieBend wurde Proteinladepuffer hinzugegeben
und die Proteine liber ein SDS Gel separiert. Die radioaktiven Ribonukleoproteinkomplexe
wurden aufgrund der Autoradiografie mit dem Phosphomimager bzw. radioaktivitdtssensiti-

ven Filmen ausgewertet.

3.3  Zellkultur

3.3.1 Kultivierung von HeLa Zellen

Als Zelllinie zur Untersuchung physiologischer in vivo Prozesse wurde HeLa verwendet. Die-
se Zellen entstammen urspriinglich den Epithelzellen eines Zervixkarzinoms. Diese Zelllinie
wurde 1951 isoliert und wird heute noch in vielen Laboratorien fiir die Analyse von moleku-

larbiologischen und biochemischen Fragestellungen herangezogen.

Die Kultivierung der HeLa Zellen erfolgte in DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium)
inklusive 10% FCS (fotales Kélberserum) und 1% Penicillin/Streptomycin (100 Units Penicil-
lin/ml bzw. 0,1 mg/ml) bei 37°C und 5% CO,. Etwa alle 2-3 Tage wurden die Zellen pass-
agiert. Die Zellen wurden maximal 25-mal passagiert und fiir Experimente verwendet, bevor
sie durch eine neue Zelllinie ersetzt wurden. Vor dem Passagieren wurden die Zellen einmal
mit PBS gewaschen und anschlieBend mit Trypsin bei 37°C inkubiert. Dabei 16sten sich die
adhirenten Zellen von der Oberfliche der Zellkulturschale. Diese Reaktion wurde mit Zell-
kulturmedium gestoppt. Zum Schluss wurde die Zellzahl mit der Neubauer Zahlkammer be-

stimmt.

3.3.2 Stabile Expression

Um eine hohere Transfektioneffizienz zu erzielen, wurden die HeLa Zellen anstatt mit Calci-

umphosphat mit Lipofectamin transfiziert. Dieses Reagenz komplexiert mit DNA und bildet
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Liposomen aus. Der Komplex fusioniert dann mit der Zellmembran der Zellen und schleust

somit den Vektor ein.

Am ersten Tag wurden 1x10° HeLa Zellen in einer 10 cm Schale ausgesit. Am zweiten Tag
wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und in 10 ml DMEM inkl. 10% FCS kultiviert.
Es wurden danach zwei Ansétze vorbereitet. Der Ansatz 1 enthielt 15 pg Vektor DNA (Tan-
demreporter im pGem” Vektor), 1 pg Selektionsvektor (pCl-neo Vektor inklusive dem Gen
fiir das griinfluoreszierende Protein (GFP) und einem Resistenzgen gegen Geneticin) sowie
1 ml Optimem. Der Ansatz 1 wurde gemischt und fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Der Ansatz 2 enthielt 20 ul Lipofectamin und 980 pl Optimem. Der Ansatz 2 wurde auch ge-
mischt und fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die beiden Ansitze
miteinander gemischt und fiir insgesamt 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dieser Ansatz
wurde dann zu den Zellen gegeben. Die Zellen wurden fiir 18 h bei 37°C und 5% CO, kulti-
viert. Am néchsten Tag wurde das alte Medium gegen neues Medium (DMEM, 10% FCS, 1%
Penicillin/Steptomycin) ersetzt. 48 h nach der Transfektion wurde mit der Selektion begon-
nen. Das Medium enthielt nun zusétzlich den Selektionsmarker Geneticin (DMEM, 10% FCS,
1% Penicillin/Streptomycin und Geneticin in einer Endkonzentration von 600 pg/ml). Alle
drei Tage wurde nun das Medium gewechselt. Nicht transfizierte Zellen starben innerhalb der
ersten 3 bis 9 Tage. Die Selektion mittels Geneticin wurde mit untransfizierten HeLa Zellen
kontrolliert. Diese starben innerhalb der ersten Selektionswoche. In den darauffolgenden Wo-
chen wurde durch den anhaltenden Selektionsdruck der Vektor stabil in das Genom der HeLa
Zellen integriert. Es wuchsen Zellklone heran, die nach etwa 4-6 Wochen makroskopisch
sichtbar waren und isoliert werden konnten. Die Charaktersisierung der Zellklone ist in dem

Kapitel 4.2.1 ndher erldutert.

3.3.3 Transiente Expression

Am ersten Tag wurden 1x10° HeLa Zellen in einer 10 cm Zellkulturschale ausgesit. Am zwei-
ten Tag wurde 2-4 Stunden vor der transienten Transfektion das Medium gewechselt (10 ml
Medium/10 cm Schale). Bei der Calciumphosphat Transfektion wurden 19 pg Vektor DNA
(z.B. pGem® Vektor inklusive Tandemreporter oder pCl-neo Vektor inklusive USEBP) mit
1 pug pCl-neo Vektor inklusive GFP (Transfektionskontrolle) mit 450 pl H,O gemischt. An-
schlieBend wurden 50 pl einer 2,5 M Calciumchloridlésung hinzugegeben und alles gemischt.
Zum Schluss wurden 500 pl 2xBBS hinzugegeben und alles erneut gemischt. Nach einer In-
kubationszeit von 20 min bei Raumtemperatur hatte sich ein Calcium-DNA-Prizipitat ausge-

bildet, das nun auf die Zellen gegeben wurde. Die Zellen wurden fiir 20 h bei 37°C und 3%
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CO; kultiviert. Die Zellen nahmen die DNA iiber Endozytose auf. Am dritten Tag wurden die
Zellen zweimal mit autoklaviertem TBS pH 7,4 gewaschen und mit Trypsin geldst. Durch
dieses Verfahren konnte sichergestellt werden, dass Aliquots mit der gleichen Transfektionsef-

fizienz verteilt werden konnten. Die Zellmenge richtete sich nach der Fragestellung.
RNA Analysen: 200.000 Zellen/2,6 cm Schale
Proteinanalysen: eine transient transfizierte 10 cm Schale wurde 1:2 gesplittet

Nach einem Tag wurden dann Stressexperimente durchgefiihrt (siehe 3.3.5).

3.3.4 Radioaktive Markierung von de novo Phosphorylierungen in vivo

Am ersten Tag wurden 1,2 x 10° HeLa Zellen pro 10 cm Zellkulturschale ausgesit. Am zwei-
ten Tag wurden diese Zellen mittels der Calciumphosphat Methode transient transfiziert (siche
3.3.3). Am dritten Tag wurden die Zellen zweimal mit TBS pH 7,4 gewaschen, trypsiniert und
auf zwei 5 cm Zellkulturschalen verteilt. Am vierten Tag wurden die Zellen fiir 5 h in
phosphatdepletiertem Medium kultiviert. Danach erfolgte eine kurze Aquilibrierung (30 min)
mit radioaktivem **P Orthophosphat [Endkonzentration 125 pCi/ml]. AnschlieBend wurden
Stressexperimente durchgefiihrt (Anisomycin [20ug/ml] bzw. DMSO als Losungsmittelkon-
trolle, Inkubationszeit 2,5 h; Resultate siehe Kapitel 4.1.4). Die Zellen wurden zusammen mit
dem Medium geerntet und bei 1.000 x g fiir 5 min pelletiert. Anschlieend wurde das Zellpel-
let mit 500 ul PBS gewaschen und in 700 pl Ripalysepuffer (150 mM NaCl, 20 mM TrisCl,
pH 7,4, Complete, 1% NP-40, 0,5% Natriumdesoxycholat, 0,1 % SDS, 40 Units RNaseA, und
den Phosphataseinhibitoren (25 mM Natriumfluorid, I mM Natriumorthophosphat, 2 mM
Natriumpyruvat)) resuspendiert und in fliissigem Stickstoff komplett lysiert.

3.3.5 Stressexperimente

HeLa Zellen wurden fiir 0,5 bis 6 Stunden mit 20 pg/ml Anisomycin bzw. der Losungsmittel-
kontrolle DMSO behandelt (Resultate siche Kap. 4.1.3, 4.1.4, 4.1.5, 4.1.6, 4.2.3, und 4.2.4).
Anisomycin wird in Bakterien produziert und aktiviert den JNK/SAP und p38 Signalweg
(Ashwell, 20006).
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34 Statistik

Mittelwerte und Standardabweichungen wurden mit Microsoft Excel ausgerechnet. T-Test
Analysen fiir normal verteilte Strichproben wurden mit dem Statistikprogramm GraphPAD

Prism4 durchgefiihrt.

3.5  Quantifizierung

Radioaktive Signale wurden mit dem Phosphoimager (FUJIFILM) detektiert und mit der
Software BASreader, Aida Image Analyzer V.3.28 ausgewertet.

Der Typhoon TRIO + (GE-Healthcare) detektierte zum einen die Fluoreszenzsignale der
ProQ® Diamond und SYPRO® Ruby Firbung (siche Methoden 3.2.4.2 und 3.2.4.3) als auch
die Signale von Ethidiumbromid-gefdarbten Agarosegelen der PAT PCR (sieche Methode
3.1.2.2). Nach dem Einlesen der Signale wurden diese mit der Software 1D gel analysis of
Image Quant TL getting started 28-9184-96 Edition AB ausgewertet. Dabei wurde der Hinter-
grund mit der rolling ball method herausgerechnet.

Farbstoff Emission Anregungsenergie
ProQ® Diamond 580 nm 532 nm
SYPRO® Ruby 610 nm 488 nm

Ethidiumbromid 610 nm 532 nm
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4 Resultate

4.1 Molekulare Analyse des USE Ribonukleoprotein Komplexes

4.1.1 Versuchsaufbau

Vorherige Affinitdtsaufreinigungen mit anschlieBender Massenspektrometrie identifizierten

mehr als 25 Proteine (siche

Abbildung 7), die mit dem USE Motiv der Prothrombin mRNA interagieren (Danckwardt et
al., 2007; Danckwardt & Gantzert et a/ 2010, Manuskript fertiggestellt). Dazu gehoren Prote-
ine, die bekannte Funktionen in der 3 'Endprozessierung, Spleilen und RNA Stabilitét besit-
zen. In funktionellen Studien konnte gezeigt werden, dass U2AF35, U2AF65 und hnRNPI
spezifisch mit dem USE interagieren und den kanonischen 3 Endprozessierungsapparat an die
Schnittstelle rekrutieren und somit bisher nicht bekannte Funktionen in der
3’Endprozessierung besitzen und diesen stimulieren (Danckwardt et al., 2007). Des Weiteren
wurden Proteine identifiziert, sog. AU-reiche elementbindende Proteine (ARE-BPs), denen
nur bisher eine Rolle in der Regulation der mRNA Stabilitit zugeschrieben wurde
(Bevilacqua et al., 2003; Dean et al., 2004; Garneau et al., 2007; Wilusz and Wilusz, 2004).
Dazu gehoren FBP1, FBP2, FBP3, TIA, TIAR, HUR und CUGBP. Diese binden mit einer
hohen Affinitdt und Spezifitit an das USE Motiv (Danckwardt & Gantzert et al, Manuskript
fertiggestellt). Von dieser Proteingruppe ist bekannt, dass sie stressabhidngig phosphoryliert
werden konnen (Briata et al.,, 2005). In Tabelle 6 sind die USE bindenden Proteine
(USEBPS) aufgelistet, die im Rahmen dieser Arbeit in Hinblick auf posttranslationale Modi-
fikationen nach Stressinduktion und deren RNA Bindungsaffinititen untersucht werden soll-

ten.

Tabelle 6: Ubersicht der USE bindenden Proteine

USEBP Name ORF Gruppe Proteinidentifikationsnummer |kDa
FBP1 far upstream element binding protein 1 90-2024 |AREBP Q96AE4 70
FBP2 far upstream element binding protein 2 111-2246 |AREBP Q92945 73
FBP3 far upstream element binding protein 3 109 - 1827 |AREBP Qp6124 62
TIA nucleolysin TIA-1 186 - 1313 |AREBP P31483 40
TIAR nucleolysin TIAR 565 -1692 [AREBP P70318 40
HUR Hu-antigen R/ELAV-like protein 1 168 -1148 |AREBP Q15717 36
CUGBP [CUG triplet repeat RNA-binding protein 1 |11-1471  |AREBP Q92879 54
hnRNPI |heterogeneous nuclear ribonucleoprotein | |107-1759 |Spleif3¢faktor |P26599 57
U2AF65 |(splicing factor U2AF 65 kD subunit 1056-2483 |Spleilfaktor (P26368 65
U2AF35 ([splicing factor U2AF 35 kDa subunit 85-807 SpleilRfaktor (Q01081 35
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Fiir die weitere Charakterisierung des F2 USE Ribonukleoprotein (RNP) Komplexes wurden
fiir diese Arbeit Vektoren hergestellt, die in der multiple cloning site des pCl-neo Vektors
(Vektorkarte sieche Abbildung 9) die offenen Leseraster (ORF) der entsprechenden USE bin-
denden Proteine enthielten sowie einen Flag-Tag am N-Terminus des jeweiligen Proteins
(Methoden siehe Kap. 3.1.3.). Der pCl-neo Vektor (Promega) eignet sich fiir die Expression
eines spezifischen Gens in Sdugerzellen, da dieser einen viralen Enhancer/Promotor (CMV)
und ein virales Polyadenylierungssignal (SV40) besitzt. Nach erfolgreicher Integration der
cDNA Sequenzen wurde deren Sequenzen bestitigt und die jeweiligen Konstrukte transient in
HeLa Zellen transfiziert. Die Expression des Inserts wurde mittels eines anti Flag Western
Blots iiberpriift (siche Abbildung 11). Alle Flag-gekoppelten USE bindenden Proteine
(USEBPs) wurden erfolgreich kloniert und in HeLa Zellen in der gewiinschten GréBe expri-

miert.
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Abbildung 11: Expressionsanalyse der transient transfizierten USEBP Konstrukte mittels Western Blot

Die Aktivierung des p38 MAPK Signalweges durch extrazelluldre Signale fiihrt zur Phospho-
rylierung von FBP2 und moduliert somit dessen RNA-Bindungsaffinitit (Briata et al., 2005).
Um der Hypothese nachzugehen, ob extrazelluldre Signale einen Einfluss auf die Ribonukleo-

protein Komposition ausiiben, sollten folgende drei Aspekte analysiert werden:
1. Charakterisierung der RNA-Protein-Interaktionen am USE-Motiv (4.1.2)
2. Ermittlung von posttranslationaler Modifizierung nach Stressinduktion (4.1.3-4.1.5)

3. Charakterisierung des RNP Komplexes nach Stressinduktion (4.1.6).
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4.1.2 Charakterisierung der RNA-Protein-Interaktionen am USE Motiv

Zur weiteren Analyse des Ribonukleoproteinkomplexes wurden RNA-Protein-
Interaktionsstudien durchgefiihrt (experimenteller Ablauf Abbildung 12A bzw. Methoden
3.2.5), die direkte RNA-Protein Interaktionen nachweisen. HeLLa Zellen wurden transient mit
USEBP Konstrukten transfiziert und die Flag-gekoppelten Proteine {iber Immunoprézipitation
aufgereinigt. AnschlieBend wurden diese Proteine mit radioaktiv markierten USE- oder Kon-
troll- RNA-Oligonukleotiden inkubiert. Mittels ultravioletter Strahlung wurden direkte Inter-
aktionen zwischen dem RNA-Oligonukleotid und dem immunoprézipitierten Protein durch
kovalente Bindung konserviert. Die Proben wurden mittels einer SDS Gel Elektrophorese
aufgetrennt, wobei eine kovalente Bindung zwischen Protein und radioaktiv markierter RNA
anschlieend durch Exposition des Gels detektiert werden konnte. Bei einer direkten Interak-

tion ist ein radioaktives Signal in Hohe des entsprechenden Proteins zu erwarten.

Das Silbergel ist eine interne Qualititskontrolle, das sowohl die Expression der Proteine, die
Reinheit der Eluate nach Immunoprazipitation sowie die homogene Ladung innerhalb der
Serie eines Flag-gekoppelten Proteins zeigt. Die Ladekontrolle fiir U2AF35 wurde zusitzlich
in einem Western Blot gegen das Flag-Epitop gezeigt, da die Detektion von U2AF35 nicht im
Silbergel moglich war (Abbildung 12B).

transiente Transfektion von HelLa Zellen Flag
mit pCl-neo-USE-BP FBP1 FBP2 FBP3 TIA  TIAR CUGBP HUR hnRNPI U2AF65 U2AF35
J [T2 3456 789 101112131415 1617 18 1920 2122 232425 26 2728 29 30 |

Immunoprezipitation

l == - o3 o —

Koinkubation von USE-BP und *P

) H . Ladekontrolle:
markiertes USE-RNA-Oligonukleotid Silberfarbung

UV-Bestrahlung Ladekontrolle: - -
l anti Flag WB

SDS-Gel Elektrophorese

l

Silberfarbung

123 456 789101112131415161718 19 20 2122 2324252627282930|

Autoradiografie

Oligonukleotid e
l. . e M WTMUWTMUWTMUWTMUWTMU WTMU WTMU WTMUWTMU WTMU
Autoradiografie

USE (WT) AGAAUU AUU UUU GUG UUU CUA
USEmut (M) AGAAAC ACU UUU GUG UUU CUA nicht funktionell
Unrel (U) AGAACG AGA CGA GCG CGC CUA

Abbildung 12: AU-reiche elementbindende Proteine (ARE-BPs) binden spezifisch und mit einer hohen
Affinitit direkt an das USE Motiv

A) Experimenteller Ablauf sieche Text B) Das silbergefarbte SDS Polyacrylamidgel und der Flag Western Blot
zeigen die gleichméfBige Ladung der Proteine in dem obersten und mittleren Bild. Die Autoradiografie im unte-

ren Bild zeigt, dass die meisten Proteine (FBP1, FBP2, FBP3, CUGBP, HUR, U2AF65) pradominant direkt an
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das funktionelle USE RNA Oligonukleotid binden (siche Spuren 1, 4, 7, 10, 13, 16, 19, 22, 25, 28) im Vergleich
zu der nicht funktionellen Dreifachmutante USEmut (Spuren 2, 5, 8, 11, 14, 17, 20, 23, 26, 29) bzw. der nicht
verwandten Sequenz Unrel (3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30). Dieses Bild ist ein repriasentatives Bild von drei

unabhéngigen Experimenten.

Die Exposition des silbergefdrbten SDS-Polyacrylamidgel zeigt, dass FBP1, FBP2, FBP3,
TIA, TIAR, CUGBP, HUR, hnRNPI and U2AF65 in individuellen experimentellen Ansétzen
direkt an das F2 USE Motiv binden (Abbildung 12B /Autoradiografie, Spuren 1, 4, 7, 10, 13,
16, 19, 22 und 25), U2AF35 hingegen nicht (siche Spur 28). Die Bindungsaffinitdt von
FBP1, FBP2, FBP3, CUGBP, HUR, U2AF65 ist zudem fiir das Wildtyp USE Motiv hochspe-
zifisch, da diese signifikant reduziert ist, wenn das USE-Oligonukleotid drei Punktmutationen
tragt (vgl. Spuren 1, 4, 7, 16, 19 & 25 mit 2, 5, 8, 20 & 26) oder eine beliebige Sequenz (vgl.
Spuren 1,4, 7,16, 19 & 25 mit 3, 6,9, 21 & 27).

4.1.3 Anisomycin aktiviert den p38 Signalweg

Zu Beginn der Stressanalysen wurden diverse Substanzen (Anisomycin, Sorbitol, UV Strah-
lung) fiir die Induktion des p38 Signalweges getestet (Daten nicht gezeigt). Anisomycin akti-
viert neben dem JNK/SAPK Signalweg (Danckwardt & Gantzert et al. 2010, Manuskript fer-
tiggestellt) auch den p38 MAPK Signalweg (Ashwell, 2006; Ono and Han, 2000; Shafer and
Slice, 2005). Anisomycin induzierte nach 1 h robust den p38 MAPK Signalweg in HeLa Zel-
len, die Losungsmittelkontrolle DMSO hingegen nicht (Abbildung 13A, vgl. Spuren 1&2,
3&4, 5&6). In der Kinetik ist zu erkennen, dass phospho p38 iiber die gesamte Zeitdauer von
6 h aktiviert vorliegt (Anisomycin [20pug/ml]), wohingegen DMSO behandelte HeLa Zellen
keine Stressinduktion zeigten (Abbildung 13B, vgl. Spuren 1-8 & 9-16). Der Transkriptions-
faktor ATF-2 ist ein bekanntes stromabwérts gelegenes Zielprotein von phospho p38
(Ashwell, 2006). In der Abbildung 13B ist zu erkennen, dass ATF-2 nach 0,5 h Anisomycin-
behandlung am stirksten hyperphosphoryliert ist und danach die relative Phosphorylierung
abnimmt (vgl. Spuren 1-8 & 9-16).
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A Konzentration [ug/ml] 5 10 20

Anisomycin -+ - - + B
1 2 3 4 5 6 Anisomycin DMSO

Stunden 05 1 15 2 3 4 5 6 05 1 15 2 3 4 5 6

9 10 1M1 12 13 14 15 16
phospho p38

phospho p38

p38

p38

phospho ATF-2

1 2 3 4 5 6 7 8

Abbildung 13: Anisomycin induziert den p38 MAPK Signalweg

A) Anisomycin aktiviert robust den p38 MAPK Signalweg, die Losungsmittelkontrolle DMSO hingegen nicht
(vgl. 1&2, 3&4, 5&6). B) Anisomycin aktiviert den p38 MAPK Signalweg fiir eine Zeitspanne bis zu 6 h (vgl.
Spuren 1-8) sowie dessen stromabwérts gelegenes Zielprotein ATF-2. ATF-2 ist nach 0,5 h Anisomycinbehand-
lung am stérksten phosphoryliert (vgl. Spur 1 mit 2-8).

Hiermit konnte gezeigt werden, dass Anisomycinbehandlung als experimentelles Hilfsmittel

fiir weiterfiilhrende Analysen den p38 Signalweg robust induziert.

4.1.4 Stress fiihrt zur differentiellen Phosphorylierung von FBP1, FBP2 und FBP3 in

vivo

In dem nidchsten Experiment sollte der Einfluss des externen Stressstimulus Anisomycin auf
den Phosphorylierungsstatus der F2 USE bindenden Proteine iiberpriift werden (siche Tabelle
7). Fir alle USEBPs wurden Phosphorylierungsstellen vorausgesagt (phosphositeTM databa-
se: www.phosphosite.org). Erwdhnenswert ist, dass nahezu alle der hier untersuchten ARE-
BPs (im Gegensatz zu den drei bekannten positiven USE-Effektor Proteinen: hnRNPI,
U2AF35 und U2AF65) Phosphorylierungsstellen in den RNA-Bindungsdoménen aufweisen
(siche Tabelle 7).
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Tabelle 7: Vorausgesagte Phosphorylierungsstellen der USEBPs®

vorausgesagte Phopsphorylierungsstellen
USEBP | RNA Bindungsdomidnen | Anzahl total | Anzahl in den RNA Bindungsdoménen
FBP1 4 KH 9 2
FBP2 4 KH 21 6
FBP3 4 KH 6 1
TIA 3 RRM 2 0
TIAR 3 RRM 2 1
HUR 3 RRM 11 5
CUGBP 3 RRM 2 1
hnRNPI 3 RRM 8 0
U2AF65 3 RRM 4 0
U2AF35 2 ZF, 1 RRM 3 0

HelLa Zellen wurden transient mit dem pCl-neo Vektor und dem entsprechenden USEBP
transfiziert und mit phosphatdepletiertem Medium kultiviert, bevor **P Orthophosphat ins
Zellkulturmedium hinzugegeben wurde. Danach wurden Stressexperimente mit Anisomycin
(bzw. einer DMSO Ld&sungsmittelkontrolle) durchgefiihrt. Die Flag-gekoppelten Proteine
wurden mittels Immunoprézipitation isoliert und auf einem SDS-Polyacrylamidgel separiert

(experimenteller Ablauf siche Abbildung 14A bzw. Methode 3.3.4).

Das Silbergel zeigt eine interne Qualitdtskontrolle fiir die Expression der Flag-gekoppelten
Proteine, die Reinheit der Eluate nach Immunoprézipitation sowie deren homogene Ladung
fiir den Vergleich zwischen DMSO (Losungsmittelkontrolle) behandelten und Anisomycin
behandelten Zellen (siehe oberes Bild der Abbildung 14B). Der Western Blot gegen das Flag
Epitop dient als eine weitere Ladekontrolle (sieche mittleres Bild der Abbildung 14B).

Im direkten Vergleich der Autoradiografiesignale fillt auf, dass FBP1, FBP2 und FBP3 nach
Anisomycinbehandlung im Vergleich zu DMSO behandelten Proben hyperphosphoryliert sind
(Abbildung 14B, vgl. Spuren 1&2, 3&4 und 5&6). Die Messung der Autoradiografie der in-
korporierten **P Orthophosphatisotope ergab fiir FBP1 eine 1,7-fache, fiir FBP2 eine 1,9-
fache und FBP3 eine 1,4-fache Induktion der Phosphorylierung nach Anisomycinstress. Die
Exposition des Silbergels (Abbildung 14B) zeigt aulerdem fiir TIA, TIAR und hnRNPI keine
de novo Phosphorylierungen (vgl. Spuren 7&8, 9&10 und 15&16). Fir HUR, CUGBP,
U2AF35 und U2AF65 hingegen ist keine stress-abhéngige differentielle Phosphorylierung zu
erkennen (vgl. Spuren 11&12, 13&14, 17&18, 19&20).

% In der Tabelle 7 werden folgende Abkiirzungen verwendet: RRM- RNA recognition motif, ZF- zinc finger, KH-K homologe
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Abbildung 14: Aktivierung von p38 MAPK phosphoryliert FBP1, FBP2 und FBP3

A) Experimenteller Ablauf siche Text B) Das obere Bild zeigt das silbergefarbte SDS Gel und weist die transien-
te Expression, die Reinheit der IP-Eluate und die gleichméBige Ladung innerhalb des zu vergleichenden Paares
nach. Das mittlere Bild ist ein anti Flag Western Blot, der die gleichméfige Ladung der IP Eluate zusétzlich
zeigt. Die Autoradiografie im unteren Bild zeigt die de novo Phosphorylierungsunterschiede nach Anisomycin-
behandlung. Die Autoradiografiesignale wurden mit dem Phosphoimager quantifiziert. Dieses Bild ist ein repra-
sentatives Beispiel zweier unabhéngiger Experimente. Die roten Sterne im Silbergel markieren die immunopra-
zipitierten Flag-gekoppelten Proteine. Die schwarzen Pfeile markieren die hyperphosphorylierten Flag-

gekoppelten Proteine nach Stressinduktion.

Zusammengefasst konnte hiermit erstmals fiir FBP1, FBP2 und FBP3 eine stressabhingige
Induktion der Phosphorylierung gezeigt werden, wohingegen ein solcher Effekt fiir bekannte
positive Effektoren der USE-abhingigen 3 Endprozessierung (U2AF35, U2AF65 und
hnRNPI) (Danckwardt et al., 2007) nicht nachweisbar war.

4.1.5 Phosphorylierungskinetiken von FBP1, FBP2 und FBP3

Um schlieBlich den Zeitpunkt zu bestimmen, an dem eine maximale differentielle Phosphory-
lierung von FBP1, FBP2 und FBP3 gemessen werden kann, wurden Kinetiken {iber vier Stun-
den durchgefiihrt. Ziel war es einen geeigneten Zeitpunkt zu finden, um in weiteren Experi-
menten einen mdglichen Einfluss des Phosphorylierungsstatus der Proteine auf die USE
RNA-Oligonukleotid Bindungsaffinitdt zu untersuchen. Hierfiir wurden HeLa Zellen transient

mit den pCl-neo USEBP Vektoren transfiziert und Stressexperimente durchgefiihrt. Anschlie-
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Bend wurden die Proteine iliber den Flag-Tag aufgereinigt und der Phosphorylierungsstatus

iiber Gelfarbungen analysiert (3.2.4.2 bzw. 3.2.4.3).

In der Abbildung 15A ist exemplarisch eine Kinetik (1-4 Stunden) der Phosphorylierung fiir
die Flag-gekoppelten Proteine FBP1, FBP2 und FBP3 eines Stressexperimentes dargestellt.
Besonders fiir das Protein Flag FBP2 ist augenscheinlich, dass nach Stressinduktion mit Ani-
somycin mehr hyperphosphoryliertes FBP2 vorliegt als im Vergleich zu DMSO behandelten
Proben (Abbildung 15A, vgl. 9&10, 11&12, 13&14 und 15&16). Das obere Gel ist mit dem
Fluoreszenzfarbstoff ProQ geférbt, welches Phosphoproteine spezifisch markiert. Das untere
Gel ist mit dem Fluoreszenzfarbstoft Sypro Ruby gefirbt, der das Gesamtprotein detektiert
und somit als Ladekontrolle bzw. Referenz dient. Des Weiteren wurde dephosphoryliertes
(Spur 25) und phosphoryliertes (Spur 26) Ovalbumin mitgeladen, um die Spezifitit der Fér-
bung zu kontrollieren (siche Methode 3.2.3). Es ist zu erkennen, dass das dephosphorylierte
Ovalbumin deutlich weniger Signal in der ProQ Farbung zeigt, als das phosphorylierte Oval-
bumin (vgl. Spuren 25&26, ProQ Farbung), obwohl gleiche Mengen an Protein geladen wur-
den (vgl. Spuren 25&26, Sypro Ruby Féarbung).

Insgesamt wurden drei unabhéngige Kinetiken analysiert und der Phosphorylierungsstatus mit
dem Typhoon TRIO + (GE Healthcare) und der Software 1D gel analysis quantifiziert und
statistisch ausgewertet. Die Ergebnisse sind in Form von Balkendiagrammen (Mittelwert und
Standardabweichung (SD)) in der Abbildung 15C dargestellt. Demnach ist FBP1 nach 3 Stun-
den Anisomycinbehandlung signifikant hyperphosphoryliert (vgl. DMSO zu Aniso), wohin-
gegen FBP2 und FBP3 nach 2, 3 und 4 Stunden Anisomycinbehandlung signifikant hy-
perphosphoryliert sind (vgl. DMSO zu Aniso).

A
Flag FBP1 Flag FBP2 Flag FBP3
Stunden 1122334411 22334411223 344
Anisomycin -+ -+ -+ -+ -+ -+ -+ -+ - -+ -+ -+
12 3 4567 8 910 1112 1314 15 16 17 181920 21 22 23 24| |25 26|
= ‘.;\‘ . - 5
| . --—--‘-“ St s
PrO Q ; _— . v ,____..-—-—"‘\ 4 -
Phosphoprotein ]\ ’

e e e e et ,
Sypro Ruby [pp———— , s S P
Gesamtprotein a
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B FBP1
Zeit (h)] Mittelwert| SD | p-Wert| Signifikanz
1 1,0 0,4 | 0,440 ns
2 1,9 1,01 0,131 ns
3 2,0 0,6 | 0,049 *
4 1,7 1,0 | 0,169 ns
FBP2
Zeit (h)] Mittelwert| SD | p-Wert| Signifikanz
1 1,3 0,4 0,124 ns
2 1,6 0,3 | 0,043 *
3 2,6 0,7 | 0,032 *
4 2,1 0,5 0,036 *
FBP3
Zeit (h)] Mittelwert| SD | p-Wert| Signifikanz
1 1,3 0,3 | 0,054 ns
2 1,7 0,5 | 0,020 *
3 1,8 0,7 | 0,036 *
4 2,4 0,7 | 0,014 *
C Flag FBP1 Flag FBP3
3,5 o 3.5
2 30 . g :
2 53 [ T | |momso £ EDMSO
§ 1.5 M Aniso = M Aniso
S 10 2
% 0,5 3
& 00- x
) 1 2 3 4 2 3 4
Zeit (h) Zeit (h)
Flag FBP2
E ODMSO
E M Aniso
3

Zeit (h)

Abbildung 15: Phosphorylierungskinetiken der Flag-gekoppelten Proteine FBP1, FBP2 und FBP3

A) HeLa Zellen wurden transient mit den USE bindenden Proteinen transfiziert und Stressexperimente mit Ani-

somycin durchgefiihrt. Nach Immunoprézipitation wurden die Flag-gekoppelten Proteine in einem SDS Polyac-

rylamidgel separiert und die Proteine mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Das obere Bild zeigt Phosphoprotei-

ne, das untere Bild zeigt Gesamtprotein. Die Quantifizierung erfolgte mit dem Typhoon TRIO+. B) In der

Tabelle sind Mittelwerte, Standardabweichungen und p-Werte der Phosphorylierungsunterschiede (Anisomycin
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versus DMSO) dargestellt. Der Mittelwert bezieht sich auf die relative Anderung der Phosphorylierung nach
Stress normalisiert zu DMSO, siehe 3.2.4.3 C) Phosphorylierungsunterschiede wurden zu vier unterschiedlichen
Zeitpunkten (1-4 h) bestimmt. Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte und Standardabweichungen von min-

destens 3 unabhingigen Experimenten (* p<0,05).

4.1.6 FBP2 und FBP3 zeigen eine reduzierte Bindungsaffinitit nach Stressinduktion

Zur weiteren Charakterisierung des USE RNP Komplexes wurde untersucht, ob die Induktion
der Phosphorylierung nach Stressinduktion die USE-RNA Bindungsaftinitit von FBP1, FBP2
und FBP3 beeinflusst. Dazu wurden RNA-Protein-Interaktionsstudien durchgefiihrt, die dem
experimentellen Ansatz des Versuches 4.1.1 dhneln. HeLa Zellen wurden transient mit dem
pCl-neo inkl. USEBP transfiziert und anschlieBend mit Anisomycin bzw. DMSO behandelt.
Nach anschlieBender Zellernte und Immunoprizipitation wurden **P markierte 21-mer RNA
Oligonukleotide mit Flag-gekoppelten Proteinen koinkubiert und direkte Interaktionen durch
UV-Bestrahlung kovalent konserviert (experimenteller Ablauf siehe 3.2.5).

Die Auswertung des Experimentes reproduzierte zum einen die Ergebnisse der Versuche 4.1.1
insofern, als dass FBP1/2/3 prddominant an das Wildtyp USE RNA Oligonukleotid binden
(Abbildung 16B, Spuren 1, 7 und 13), hingegen kaum bzw. nicht an die mutierten RNA Oli-
gonukleotidsequenzen USEmut (Spuren 3&4, 9&10 und 15&16) und Unrel (Spuren 5&6,
11&12 und 17&18).

Interessanterweise zeigen FBP2 und FBP3 nach Stressinduktion (2,5 h Stressinduktion) eine
signifikant reduzierte RNA Bindungsaffinitit (auf etwa 20%) zu dem USE RNA Oligonukleo-
tid (Abbildung 16B, vgl. Spuren 7&8, 13&14). Im Gegensatz hierzu weist FBP1 keine verén-
derte RNA Bindungsaffinitdt zu dem USE RNA Oligonukleotid (vgl. Spuren 1&2) auf, ob-
gleich die Aktivierung des p38 MAPK Signalweges durch die Anisomycinbehandlung
tatsachlich erfolgreich war (Abbildung 16A vgl. Spuren 1&2).
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Abbildung 16: Stressinduktion reduziert Bindungsaffinitit von FBP2 und FBP3 an das USE RNA Oligo-

nukleotid

A) Western Blot gegen phospho p38 zeigt die Phosphorylierung von p38 MAPK. B) Das obere Bild zeigt das

silbergefarbte SDS-Gel als Ladekontrolle. Das untere Bild zeigt die reduzierte USE-RNA Bindungsaffinitét von
FBP2 und FBP3 nach Stressinduktion in RNA-Protein Interaktionsstudien.

In technischen Replikaten konnte gezeigt werden, dass die differentielle Bindungsaffinitit von

FBP2 auch bei variierenden Hybridisierungsbedingungen robust nachweisbar blieb: so z.B.

bei unterschiedlichen Natriumchloridkonzentrationen [33 mM, 66 mM, 166 mM] und diver-

sen tRNA Konzentrationen [0,05pug/ul, 0,01ug/ul, 0,15 pg/ul]. In jedem technischen Replikat

reduzierte sich die RNA-Bindungsffinitit auf das 0,2-fache nach Stressinduktion (siche

Abbildung 17).
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Abbildung 17: Reduktion der RNA Bindungsaffinitiit von FBP2 an das RNA USE Oligonukleotid nach
Stressinduktion unter variierenden Hybridisierungsbedingungen

In technischen Replikaten konnte gezeigt werden, dass FBP2 sowohl bei unterschiedlichen Salzkonzentrationen
(vgl. Spuren 1&2, 3&4, 5&6) als auch bei unterschiedlicher tRNA Konzentration (vgl. Spuren 7&8, 9&10,
11&12) differentiell an das USE Oligonukleotid nach Stressinduktion bindet. Die Bindungsaffinitit reduzierte

sich konstant auf 0,2 nach Anisomycinbehandlung.

Die Ergebnisse lieBen sich jedoch nicht unter den gewihlten Zellkulturbedingungen reprodu-
zieren, was in Hinblick auf die Hyperphosphorylierung von FBP2 und 3 insbesondere zu spé-
teren Zeitpunkten (Anisomycinbehandlung fiir 3 und 4 h, sieche Abbildung 15C) hier durch
die relativ kiirzere Anisomycinbehandlung (2,5 h) und/oder Artefakte infolge der Probenauf-

bereitung (Dephosphorylierung) moglicherweise zu erkldren wére.

In einem weiteren experimentellen Ansatz wurde daher der Einfluss der Zeitdauer der Stress-
induktion getestet. In den darauffolgenden Experimenten (n=3) konnte festgestellt werden,
dass es zu keiner Anderung der USE RNA Oligonukleotid Bindungsaffinitit von FBP2 und

FBP3 kam, wenn diese fiir 2 h mit Anisomycin behandelt wurden (Daten nicht gezeigt).

Analog zu den Phosphorylierungsdaten (siche Abbildung 15C) dnderte sich die USE RNA
Bindungsaffinitdt von FBP2 und FBP3 hingegen signifikant, wenn die Zellen fiir 4 h mit Ani-
somycin behandelt wurden. Nach dieser Stressinduktion reduziert sich die Bindungsaffinitat
von FBP2 signifikant auf 0,80 + 0,07 (p = 0,01) und fiir FBP3 signifikant auf 0,56 + 0,09
(p=0,01) (siche Abbildung 18).
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Abbildung 18: Stressinduktion fiir 4 h reduziert Bindungsaffinitit von FBP2 und FBP3 an das USE RNA
Oligonukleotid

A) Drei bzw. vier unabhéngige Experimente zeigen in RNA-Protein Interaktionsstudien, dass FBP2 und FBP3
mit einer reduzierten Bindungsaffinitdt an das USE RNA Oligonukleotid binden, wenn die Proben fiir 4 h mit
Anisomycin behandelt wurden. B) T-Tests ergaben eine signifikante Verdnderung der Bindungsaffinitit von

FBP2 und FBP3 an das USE-RNA-Oligonukleotid nach 4 h Stressinduktion.

Damit zeigt sich, dass die Dauer des Stressstimulus einen bedeutenden Einfluss auf die diffe-
rentielle F2 USE RNA-Bindung von FBP2 und FBP3 hat, was moglicherweise direkt den
hoheren Phosphorylierungsgrad der beiden Proteine zu spéteren Zeitpunkten nach Stressin-
duktion (siche Abbildung 15) widerspiegelt. Interessanterweise konnte fiir FBP2 gezeigt wer-
den, dass eine Phosphorylierung des Threoninrestes 692 die RNA-Bindungsaffinitit zu einen
ARE enthaltenden Transkript drastisch reduziert (Briata et al., 2005).
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4.1.7 Zusammenfassung der molekulare Analyse des USE Ribonukleoprotein Kom-

plexes

Im ersten Teilprojekt dieser Arbeit konnte in in vitro RNA-Protein-Interaktionsstudien gezeigt
werden, dass FBP1, FBP2, FBP3, TIA, TIAR, CUGBP, HUR, hnRNPI und U2AF65 direkt an
das F2 USE Motiv binden. Mit in vivo Experimenten wurde untersucht, ob eine Stressindukti-
on die Phosphorylierungsstatus der USE bindenden Proteine modifiziert. Es konnte gezeigt
werden, dass FBP1, FBP2 und FBP3 nach Stressinduktion hyperphosphoryliert werden, wo-
hingegen positive Effektorproteine der 3 Endprozessierung (Danckwardt et al., 2007) nicht
phosphoryliert wurden. Anschlieende in vitro RNA-Protein-Interaktionsstudien konnten zei-
gen, dass hyperphosphoryliertes FBP2 und FBP3 nach der Stressinduktion eine reduzierte F2
USE Bindungsaffinitét besitzen.

Weitere Experimente im Labor konnten zusétzlich zeigen, dass nach Stressinduktion nicht nur
FBP2 und FBP3 in ihren Bindungsaffinititen reguliert werden konnen, sondern auch hnRNPI,
U2AF35 und U2AF65. Interessanterweise erhohte sich die Affinitit dieser Proteine zu dem F2
USE Motiv nach Stressinduktion. Des Weiteren bestétigten p38 Kinaseinhibitorexperimente
die p38-abhingige USE RNP Formation nach Stressinduktion (Danckwardt & Gantzert et al
2010, Manuskript fertiggestellt).

Diese Daten deuten darauf hin, dass einige der hochaffinen USE-bindenden ARE-BPs (ndm-
lich FBP2 und FBP3) und die positiven USE-Effektorproteine (hnRNPI, U2AF35 und
U2AF65) stressabhdngig um die Bindung an das F2 USE Motiv konkurrieren (siche Frage-
stellung in dem Kapitel 1.5). Diese Daten zeigen auflerdem zum ersten Mal, dass die Zusam-

mensetzung des USE-RNP Komplexes von externen Stimuli reguliert wird (Modell siehe

Abbildung 28).

Es war somit interessant zu wissen, ob die verdnderte USE RNP Komplexformation nach
Stressinduktion einen direkten Einfluss auf die Effizienz der F2 3 "Endprozessierung hat (siehe

Kapitel 4.2).
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4.2  Analyse der USE abhingigen 3" Endprozessierung in vivo

4.2.1 Versuchsaufbau

Um die Frage zu beantworten, ob die 3 'Endprozessierung der F2 mRNA unter Stressbedin-
gungen regulierbar ist, wurden stabile Zelllinien mit den jeweiligen Tandemreportern gene-
riert, die eine Messung der 3 Endprozessierungseffizienz erlauben. Es wurden Stressexperi-
mente mit den stabilen Zelllinien durchgefiihrt und anschlieBend die Abundanz der RNA
Isoformen mit Hilfe der PAT PCR (sieche Methode 3.1.2.2) visualisiert und quantifiziert.

Die HBB (humanes beta-Globin)-F2 WT Hybridgen Konstrukte und die entsprechenden Tan-
demreporter standen flir diese Arbeit im Labor bereits zur Verfligung (Herstellung siche
(Danckwardt et al., 2004; Gehring et al., 2001). Diese Konstrukte bestehen aus den Exonen
1-3, zwei Intronsequenzen des B-Globin Gens sowie variierenden 3 untranslatierten Regionen
(UTR) und 3" flankierenden Sequenzen (FS) entweder des F2 Gens oder des HBB Gens. Der
Grund fiir Benutzung dieses Hybridgens liegt in der Tatsache, dass das gesamte Prothrombin
Gen relativ grof} ist (27314 bp) und somit nicht fiir diese Experimente verwendet werden
kann. Es ist bekannt, dass das B-Globin aufgrund der geringeren GrofBe effizient gespleif3t
wird, einfach zu transfizieren ist und eine dhnliche mRNA Stabilitit besitzt (Ross and Pizarro,
1983). In diesen Konstrukten wurden die USE Motive durch Mutagenesen mit dem Kit Gene-
Tailor™ site directed mutagenesis system (Invitrogen) teilweise modifiziert (siche Methode

3.1.3.6).

Es wurden zwei unterschiedliche Arten der Tandemreporter Konstrukte generiert und genutzt.

A) Tandemreporter mit dem F2 USE im heterologen Kontext

Dieser Tandemreporter besteht neben den Exonen 1-3 und den dazwischen liegenden Intron-
sequenzen des B-Globin Gens aus zwei hintereinander liegenden Kassetten mit jeweils einem
Poly(A) Signal und einer Schnittstelle (CS). Dieser Reporter steht in einem heterologen Kon-
text und ist eine Fusion der F2 3'UTR und 62 Nukleotide der HBB 3°FS in der 1. Kassette.
Die zweite Kassette besteht aus der HBB 3'UTR und 3'FS (schematische Darstellung siehe
Abbildung 19). Das Konstrukt USE-HBB/HBB trédgt in der 3'UTR der ersten Kassette die
USE WT Sequenz (ATTATTTTTGTGTTT). Das zweite Konstrukt UNR-HBB/HBB besitzt
eine nicht USE verwandte Sequenz (ACGAGACGAGCGCGC). Der Vorteil dieses Tandem-

reporters liegt moglicherweise in der Expression der mRNA Isoform 1 (Prozessierung an der
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5'Poly(A) Stelle) des Konstruktes UNRHBB/HBB. Dieser Tandemreporter besitzt ndmlich
zusétzlich in der 3'FS das DSE Motiv des B-Globin Gens, welches bekannterweise die Pro-
zessierung fordert (siehe Ubersichtsartikel (Danckwardt et al., 2006a; Mandel et al., 2008;
Proudfoot, 2004)).

R-Globin —<«—Prothrombin. -Globin R-Globin —»<«— R-Globin
ATG Ter AATAAA CS AATAAA CS
‘ ) |
i | |
pré-mRNA  ___ Exon 1 —— Exon 2 Exon 3 3'UTR | 3Fs 3'UTR i 3FS
i )
| I
) |
i i
1. Kassette)IS’Pon(A) Stelle 2 Kassette}IS'Poly(A) Stelle
i .
mRNA Isoform 1 AAAAAAAAAAAAAAA
mRNA Isoform 2 AAAAAAAAAAAAAAA
USE-HBB/HBB USE ‘ }
UNR-HBB/HBB UNR ‘ ‘

Abbildung 19: Schematische Darstellung der Tandemreporterkonstrukte im heterologen Kontext

Die HBB-F2 Hybridgen Konstrukte bestehen aus zwei Tandemkassetten, die jeweils ein Poly(A) Signal
(AATAAA) und eine Schnittstelle (CS) besitzen. In den Hybridgenen wurde die 3"'UTR Region des HBB Gens
durch die entsprechenden Sequenzen der F2 3"UTR in der 1. Kassette ersetzt. Die verkiirzte 3'FS von 62 Nukle-
otiden entspricht dem HBB. Eine Variante des Tandemreporter Konstruktes enthélt ein funktionelles USE Motiv
(ATTATTTTTGTGTTT), das andere Derivat UNR-HBB/HBB enthilt eine nicht funktionelle Form der F2 USE
Sequenz (ACGAGACGAGCGCGC) (Danckwardt et al., 2007).

B) Tandemreporter mit dem F2 USE im homologen Kontext

Dieser Tandemreporter besteht neben den Exonen 1-3 und den dazwischen liegenden Intron-
sequenzen des B-Globin Gens aus zwei hintereinander liegenden identischen Tandemkassetten
(siehe Abbildung 20). Dabei wurde die 3"UTR und 62 Nukleotide der 3'FS der B-Globin Se-
quenz durch die 3'UTR und 140 Nukleotide der 3" FS des Prothrombin ersetzt. Beide Tan-
demkassetten besitzen jeweils ein Poly(A) Signal und eine Schnittstelle, so dass die pri-
mRNA Transkripte in zwei unterschiedliche Isoformen prozessiert werden konnen. Die
Abundanz der prozessierten mRNA Isoformen zeigt die bevorzugte Prozessierungsstelle des

jeweiligen Tandemreporters. Um ausschlieBlich USE-vermittelte 3 "Endprozessierung zu mes-
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sen, wurden drei unterschiedliche Tandemreporter Konstrukte hergestellt, die entweder eine

funktionelle USE Sequenz (ATTATTTTTGTGTTT), in der ersten Kassette (5" Poly(A) Stelle)

oder in der zweiten Kassette (3" Poly(A) Stelle) besitzen. Des Weiteren gab es ein Konstrukt,
welches das USE Motiv in beiden Kassetten trug. Dieses Set von Konstrukten erlaubt die
Messung der Effizienz der USE-vermittelten 3 "Endprozessierung und beinhaltet eine interne
Kontrolle fiir Mechanismen wie Transkription, Spleifleffizienz und mRNA Stabilitit. Es ist
bekannt, dass die Mutation an der Schnittstelle (202010G—>A) zu einer etwa 1,3-1,6-fach ge-
steigerten 3 Endprozessierung fiihrt (Danckwardt et al., 2004; Gehring et al., 2001). Ein Ver-
gleich der Tandemreporter USE/USE und USE(20210G—>A)/USE eignet sich daher idealer-
weise um  das Auflosungsvermogen der PAT PCR zu iiberpriifen. Das Konstrukt
USE(20210G-> A)/USE sollte deutlich mehr am 5'Poly(A) Signal prozessiert werden als das
Konstrukt USE/USE.

R3-Globin — Prothrombin — < Prothrombin — «— R-Globin
ATG Ter AATAAA CS AATAAA CS
| I
5-MRNA |
pra-m —— Exon 1 — Exon 2 Exon 3 3'UTR | 3FS 3'UTR 3'FS
i i
| )
i i
i i
1. Kassettef5 Poly(A) Stelle 2! Kasseth/:i'Poly(A) Stelle
| |
mRNA Isoform 1 AAAAAAAAAAAAAAA
mRNA Isoform 2 AAAAAAAAAAAAAAA
USE/USE USE USE
USE/UNR USE UNR
UNR/USE UNR USE
CA CG
USE(20210G ->A)/USE
USE USE

Abbildung 20: Schematische Darstellung der Tandemreporter Konstrukte im homologen Kontext

Die HBB-F2 Hybridgen Konstrukte bestehen aus zwei Tandemkassetten, die jeweils ein Poly(A) Signal
(AATAAA) und eine Schnittstelle (CS) besitzen und dessen Primértranskript somit in zwei unterschiedliche
mRNA Isoformen (entweder an der 5Poly(A) Stelle oder an der 3'Poly(A) Stelle polyadenyliert) prozessiert
werden kann. Die unterschiedlichen Derivate des oben gezeigten Tandemreporter Konstruktes enthalten entwe-

der in beiden Kassetten das USE Motiv, bzw. nur in der 1. Kassette/5 Poly(A) Stelle oder in der 2. Kasset-
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te/3 Poly(A) Stelle. Zusitzlich existiert ein Konstrukt USE(20210G—>A)/USE, das eine Mutation in der ersten
Schnittstelle (20210G>A) trigt. Dieses Konstrukt ermoglicht im Vergleich mit dem USE/USE Konstrukt das

Auflésungsvermogen der PAT PCR zu messen (Erlduterung siche Text).

Stabile Expression

Stabile Zelllinien bieten theoretisch den Vorteil, dass die Anzahl der Tandemreporterkopien
anndhernd endogenen MalBstidben entspricht. Durch die wochenlange Selektion der transient
transfizierten HeLa Zellen mit dem Selektionsmarker Geneticin wird der Tandemreporter in
wenigen Fillen stabil ins Genom integriert. Hochstwahrscheinlich kénnen aufgrund der ge-
ringen Kopienanzahl des Transgens Prozessierungsunterschiede der Tandemreporter visuali-
siert und quantifiziert werden. Ein weiterer Vorteil liegt darin, dass maximale Unterschiede
zwischen gestressten und ungestressten Zellen gemessen werden konnen, da kein Transfekti-

onsstress unmittelbar zuvor stattgefunden hat.

Es wurden fiir alle oben genannten Tandemreporter Konstrukte (USE/USE, USE/UNR,
UNR/USE, USE-HBB/HBB, UNR-HBB/HBB) stabile Zelllinien hergestellt (3.3.2) und ihre
transgene Expression untersucht (siche Tabelle 8). Die HeLa Zellen wurden dafiir zeitgleich
mit zwei unterschiedlichen Vektoren transfiziert. Die Tandemreporter befinden sich in dem
pGEM 7Zf Vektor, der keinen Selektionsmarker beinhaltet. Deswegen wurde der pCl-neo
Vektor kotransfiziert, der sowohl das Gen fiir das griinfluoreszierende Protein (GFP), als auch
ein Geneticinresistenzgen besitzt. Die Wahrscheinlichkeit, dass beide Vektoren kotransfiziert
werden, ist hoch. Die transfizierten Zellen wurden einige Wochen mit Geneticin selektioniert
bis makroskopisch Zellklone zu erkennen waren. Insgesamt wurden zwolf griinfluoreszieren-
de Klone pro Tandemreporter Konstrukt isoliert und separat kultiviert. In einem zweiten
Schritt wurde die transgene Expression durch Northern Blots (siche Methode 3.1.7) iiberpriift.
Dafiir wurde Total RNA der stabilen Zelllinien isoliert und in einem denaturierenden Gel se-
pariert. Die RNA wurde anschlieend auf eine Nylonmembran transferiert. Die Membran
wurde danach mit einer radioaktiv markierten cRNA Sonde inkubiert, die homolog zu dem
dritten Exon des B-Globins ist. Exprimierte ein Zellklon das Transgen, hybridisierte die radio-
aktiv markierte Sonde mit dem RNA Transkript. Mit Hilfe des Phosphoimagers konnten die
Ergebnisse quantifiziert werden. Klone, die positive Signale des Transgens im Northern Blot

zeigten, wurden anschliefend sequenziert. Klone mit fehlerfreien Transgenen wurden in ei-
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nem letzten Schritt in der PAT PCR auf ihr Prozessierungsmuster hin tiberpriift. Zum Schluss

wurden die Stressexperimente durchgefiihrt.

Tabelle 8: Charakterisierungskriterien der stabilen Zellklone

Tandemreporter USE/USE |USE/UNR |UNR/USE |USE-HBB/HBB |UNR-HBB/HBB
GFP Signal / / / / /
Northernblot / / / / /

DNA Sequenz / / / / /
Expression PAT PCR J/ J/ J/ J/ J/

Anzahl getesteter Klone 12 12 12 12 12
Anzahl positiver Klone 5 8 3 4 3

Transiente Expression

Transiente Expressionen bieten grundsétzlich den Vorteil, dass die Reporter nicht durch endo-
gene enhancer oder silencer Elemente zusitzlich in deren Expression reguliert werden. Tran-
siente Expressionen fiihren zu einer starken Uberexpression der Tandemreporter und es ist
somit nicht auszuschliefen, dass nicht alle pra-mRNA Molekiile des Transgens in einer defi-
nierten (kurzen) Zeit prozessiert werden kénnen und damit Prozessierungsunterschiede nach

Stressinduktion nicht aufgeldst werden koénnen.

Um jedoch potentielle Effekte der Transgenintegration in stabil transfizierten Zellen zu umge-
hen, wurden zusitzlich transient transfizierte Zellen in weiterfiihrenden Experimenten unter-
sucht. In allen Experimenten (sowohl mit stabil als auch transient transfizierten Zellen) wurde
die Prozessierung der Tandemreporter in HeLa Zellen analysiert. Hierzu wurden Stressexpe-
rimente mit Anisomycin durchgefiihrt und Gesamt-RNA zu unterschiedlichen Zeitpunkten
isoliert (sieche Methoden 3.3.5 und 3.1.5), diese in ¢cDNA umgeschrieben (siche Methode
3.1.6) und das Prozessierungsmuster mittels der PAT PCR (siehe Methode 3.1.2.2) ausgewer-
tet. Hierbei wurden die Prozessierungsmuster zwischen Anisomycin und DMSO behandelten
Zellen miteinander verglichen, so dass eine Aussage getroffen werden konnte, ob ein externer

Stressstimulus die USE-vermittelte 3" Endprozessierung regulieren kann.

4.2.2 F2 USE Sequenz stimuliert die 3" Endprozessierung

Zu Beginn wurde die Prozessierungsaktivitit der transient transfizierten Tandemreporter ana-
lysiert. In der Abbildung 21 sind die RNA Isoformen exemplarisch dargestellt, die aus den

pra-mRNA Transkripten prozessiert wurden. Es ist zu erkennen, dass der Tandemreporter
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USE/USE an beiden Poly(A) Stellen prozessiert wird. Die Quantifizierung der PAT PCR Pro-
dukte ergibt ein Prozessierungsverhéltnis von ca. 40% an der 5'Poly(A) Stelle und ca. 60% an
der 3'Poly(A) Stelle (sieche Spur 2). Die Prozessierung des Tandemreporters USE/UNR hin-
gegen erfolgt praferentiell an der 5° gelegenen Poly(A) Stelle (ca. 80%). Entsprechend wird
der Tandemreporter UNR/USE hingegen vermehrt an der 3" Poly(A) Stelle prozessiert (siche
Spur 4, ca. 95%). Der gleiche stimulierende FEinfluss des F2 USE Motivs auf die
3’Endprozessierung ist auch bei dem F2-HBB/HBB Tandemreporter zu erkennen (siehe Spu-
ren 6 und 7). Die Prozessierungsaktivitdt an der 5'Poly(A) Stelle ist deutlich reduziert, wenn

eine nicht funktionelle USE Sequenz in der 1. Kassette vorliegt (vgl. Spur 7 mit 6).
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Abbildung 21: USE Motiv stimuliert die 3’Endprozessierung

PAT PCR Ergebnisse von transient transfizierten HeLa Zellen. Die unteren Banden (500 bp) zeigen mRNA
Isoformen, die an der 5'Poly(A) Stelle prozessiert wurden. Die oberen Banden (700 bp bzw. 600 bp) stellen
mRNA Isoformen dar, die an der 3'Poly(A) Stelle prozessiert wurden. Die Spur 8 zeigt, dass in untransfizierten
HeLa Zellen kein Produkt amplifiziert wird. Die PAT PCR ist somit spezifisch fiir das Transgen (Tandemrepor-

ter).

In diesen Experimenten konnte der stimulierende Effekt der F2 USE Sequenz auf die
3’Endprozessierung (Danckwardt et al., 2007) reproduziert werden. Aufgrund der sehr gerin-
gen Prozessierung an der 5'Poly(A) Stelle der Tandemreporter UNR/USE und UNR-
HBB/HBB erscheint jedoch eine eventuelle Regulation der 3 Endprozessierung technisch
schwierig messbar. Somit wurden diese Konstrukte in weiteren Stressexperimenten nicht ana-

lysiert.

Um auch kleine Anderungen der regulierten 3 'Endprozessierung erfassen zu konnen, wurde

das Auflosungsvermogen der PAT PCR iiberpriift. Dazu wurden die Prozessierungsmuster der
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Tandemreporter Konstrukte USE(20210(G>A)/USE und USE/USE miteinander verglichen.
Wie bereits zuvor erwidhnt, flihrt die Mutation an der Schnittstelle der pri-mRNA (F2
20210G>A) zu ciner erhohten 3 Endprozessierung (Gehring et al., 2001). In der Abbildung
22 ist zu erkennen, dass die pri-mRNA Transkripte des Tandemreporters
USE(20210(G>A)/USE viermal mehr an der 5"Poly(A) Stelle prozessiert werden als die des
Tandemreporters USE/USE. Dieses Ergebnis reproduziert zum einen die gesteigerte
3"Endprozessierung bei Vorliegen der Mutation F2 20210G—>A (Danckwardt et al., 2004,
Gehring et al., 2001) und zeigt zusitzlich, dass die PAT PCR fiir die Messung einer etwaig

(gering-gradig) regulierten 3 "Endprozessierung herangezogen werden kann.
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Abbildung 22: PAT PCR misst Unterschiede in der 3" Endprozessierung

PAT PCR Ergebnisse von transient transfizierten HeLa Zellen. Der Tandemreporter USE(20210G—>A)/USE trigt
eine Mutation in der Schnittstelle der ersten Kassette. Diese Mutation fiihrt zu einer gesteigerten
3’Endprozessierung nach dem 5'Poly(A) Signal (4-fach) im Vergleich zu dem Tandemreporter USE/USE, der
diese Mutation nicht triagt (vgl. Spur 2 mit 3).

4.2.3 Analyse der Tandemreporter Konstrukte mit F2 im heterologen Kontext

In Stressexperimenten mit einem stabilen Klon des Tandemreporters USE-HBB/HBB wurde
die 3’Endprozessierung zu unterschiedlichen Zeitpunkten analysiert. In der Abbildung 23A ist
zu erkennen, dass die Stressexperimente mit Anisomycin bzw. DMSO als Losungsmittelkon-
trolle zu einer differentiellen Phosphorylierung von p38 MAPK fiihrten (exemplarischer Wes-

tern Blot: 1 h Anisomycin [20pg/ml]). Der Vergleich der Prozessierungsmuster mit und ohne
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Stress ergab jedoch keine stressabhidngige Regulation der 3 Endprozessierung bei Vorliegen

eines heterologen Hybrid Konstruktes (siche Abbildung 23B).
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Abbildung 23: Stress fiihrt zu keiner Regulation der 3'Endprozessierung des Tandemreporters USE-
HBB/HBB in stabil transfizierten HeLa Zelllinien

A) Anti phospho p38 Western Blot zeigt die Phosphorylierung von p38 MAPK nach Stressinduktion. B) Die
Auswertung der stabilen Zelllinie USE-HBB/HBB ergab in der PAT PCR keinen Unterschied in der USE-
vermittelten 3 'Endprozessierung nach Stressinduktion. Der Y-Wert zeigt die Anderung der 3 Endprozessierung
nach Stressinduktion und ergibt sich aus dem folgenden Quotienten:

_ Anisomycin (5'PCR Produkt/3"PCR Produkte)
DMSO (5'PCR Produkt/3"PCR Produkte)

In dem Diagramm sind die Mittelwerte und Standardabweichung dargestellt (n=4).

Der Tandemreporter USE-HBB/HBB ist insofern ein heterologes Fusionsprodukt, als dass die
3'UTR der ersten Kassette dem Prothrombin, die 3'FS jedoch dem HBB entspricht (siche
Abbildung 19). Eventuell ist fiir die regulierte 3 "Endprozessierung jedoch die natiirliche 3’
flankierende Sequenz essentiell. Deswegen wurden in den weiteren Experimenten die Tan-
demreporter Konstrukte mit F2 im homologen Kontext untersucht. Diese enthalten sowohl die

3’UTR als auch die 3'FS des Prothrombins (siche Abbildung 20).

4.2.4 Analyse der Tandemreporter Konstrukte mit F2 im homologen Kontext

Zur weiteren Analyse einer moglichen Regulation der 3 Endprozessierung wurden die Tan-
demreporter USE/UNR und USE/USE in Stressexperimenten analysiert. Beide Konstrukte
zeigten quantifizierbare mRNA Isoformen in der PAT PCR sowohl nach der 5° gelegenen als

auch 3" gelegenen Poly(A) Stelle.

In den darauffolgenden Stressexperimenten wurden insgesamt drei unterschiedliche Klone der

Tandemreporter USE/UNR und USE/USE untersucht. Die stabilen Zelllinien wurden zu un-
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terschiedlichen Zeitpunkten (1-4 Stunden vor der Zellernte) mit Anisomycin behandelt. In der
Abbildung 24 sind die Prozessierungsaktivititen von drei unterschiedlichen Klonen darge-

stellt.

Nach statistischer Auswertung ungepaarter einseitiger T-Tests ist zu erkennen, dass der Klon
USE/UNR #1 (sieche Abbildung 24A, roter Graph) im Vergleich zu dem Referenzklon
USE/USE #1 (siehe Abbildung 24A, blauer Graph) signifikant mehr an dem 5 gelegenen
Poly(A) Signal prozessiert wird, wenn beide Klone fiir 1 h mit Anisomycin behandelt wurden.
Dies deutet auf eine stressinduzierte Erhohung der USE-vermittelten 3 Endprozessierung
unmittelbar nach Stressinduktion (1 h Anisomycinbehandlung) hin, wéihrend dies sich zu spé-
teren Zeitpunkten normalisiert (roter Graph, 1= unverdnderte Expression des Reporters aus
gestressten versus ungestressten Zellen). Bei Betrachtung weiterer stabiler Zellklone fallt auf,
dass sich die Klone nach Stressinduktion unterschiedlich verhalten. Die Klone USE/UNR #2
und #3 (siche Abbildung 24B und C, rote Graphen) zeigten keine stressabhingige USE-

vermittelte Induktion der 3 "Endprozessierung nach 1 h Anisomycinbehandlung.
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Abbildung 24: Die stabilen Zelllinien verhalten sich unterschiedlich in der Regulation der USE-
vermittelten 3’Endprozessierung nach Stressinduktion

A) Der Vergleich der beiden Klone USE/UNR #1 und USE/USE #1 zeigt, dass diese nach 1 h Anisomycinbe-
handlung signifikant unterschiedlich prozessiert werden. Nach 1 h Stressinduktion wird der Tandemreporter
USE/UNR #1 (roter Graph) signifikant mehr an dem 5" gelegenen Poly(A) Signal prozessiert als der Klon
USE/USE #1 (blauer Graph). B) Der Vergleich der beiden Klone USE/UNR #2 (roter Graph) und USE/USE # 2

(blauer Graph) zeigt, dass diese nach 1 h Stressinduktion nicht unterschiedlich prozessiert werden. C) Die statis-
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tische Auswertung der Reporterexpression der beiden Klone USE/UNR #3 (roter Graph) und USE/USE #3
(blauer Graph) zeigt, dass diese nach Stressinduktion nicht unterschiedlich prozessiert werden.

In der Auswertung wurden die Prozessierungsaktivitidten der Tandemreporter Konstrukte zu den jeweiligen Zeit-
punkten miteinander verglichen. In den Diagrammen sind die Mittelwerte (n=3), Standardabweichungen und
Signifikanzen (ungepaarter, zweiseitiger T-Test: * p< 0,005) dargestellt. Der Y-Wert zeigt die Anderung der
3’Endprozessierung nach Stressinduktion und ergibt sich aus dem folgenden Quotienten:

_ Anisomycin (5"PCR Produkt/3'PCR Produkte)
DMSO (5"PCR Produkt/3 PCR Produkte)

Es ist hiermit festzuhalten, dass sich die stabilen Zellklone nach Stressinduktion unterschied-
lich in der Regulation der USE-vermittelten 3 Endprozessierung verhalten. Dies konnte mog-
licherweise durch positionelle Effekte der Tandemreporter erkliart werden, da diese nicht lo-

kusspezifisch im Genom integriert wurden.

Um positionelle Effekte von endogenen silencern und enhancern durch die zufillige Integrati-
on auszuschlieBen, wurden transient transfizierte HeLa Zellen auf eine mdgliche Regulation
der 3'Endprozessierung hin untersucht. Der Nachweis der erfolgreichen Stressinduktion er-
folgte mittels eines phospho p38 Western Blots und erwies sich in transient transfizierten Zel-
len als robust, vergleichbar mit dem Effekt in stabilen Zelllinien (exemplarischer Western Blot

siche Abbildung 25, vgl. Spuren 1&2, 3&4, 5&6, 7&8, 9&10 und 11&12).

Expression transient stabil
Experiment Nr. 1 2 3 1 2 3
Anisomycin S I B T R

phospho p38 -— e e an - -
p38 ———— — — —————

Abbildung 25: Anisomycin aktiviert p38 MAPK in transient und stabil transfizieten HeLa Zellen
Anisomycin [20pg/ml] aktiviert p38 MAPK nach 1 h sowohl in transient transfizierten HeLa Zellen als auch in

stabilen Zelllinien.
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Des Weiteren wurden die mRNA Abundanzen der Tandemreporter und der kanonischen Fak-
toren CstF50 und CPSF160 untersucht, um eine Stressinduktion auf RNA Ebene nachweisen
zu konnen. Es ist bekannt, dass externe Stressstimuli die mRNA Expression von Prothrombin
mRNA (Danckwardt & Gantzert et al 2010, Manuskript fertiggestellt) sowie einige Faktoren
des kanonischen Apparates induzieren (Shell et al., 2005). Aus diesem Grund wurde in quanti-
tativen real-time PCRs die Abundanz des Tandemreporters und der Faktoren CPSF160 und

CstF50 gemessen.

In der Abbildung 26 sind die Ergebnisse der quantitativen real-time PCR dargestellt. Es ist zu
erkennen, dass in transient transfizierten HeLa Zellen sowohl der Tandemreporter (in diesem
Fall USE/UNR) als auch zwei kanonische Faktoren des 3 Endprozessierungsapparates
(CstF50 und CPSF160) signifikant nach Anisomycinbehandlung induziert sind (sieche
Abbildung 26 A, B, C). Obwohl der Tandemreporter USE/UNR in den transient transfizierten
Zellen induziert ist (siche Abbildung 26A), konnte keine Regulation der 3 'Endprozessierung
gemessen werden (Abbildung 26D). Es ist zu vermuten, dass Prozessierungsmodifikationen
aufgrund der starken Uberexpression des Tandemreporters nicht aufgeldst werden konnten
und/oder die transiente Transfektion andere fiir die Regulation von 3 Endprozessierung rele-
vante (aber hier nicht gemessene) Signaltransduktinswege basal aktiviert (z.B. JNK 1,2 im

Sinne eines globalen Transfektionsstresses).
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Abbildung 26: Stress induziert die Expression des Tandemreporters, fiihrt jedoch nicht zu einer regulier-
ten 3"Endprozessierung in transient transfizierten HeLa Zellen

A) Transient transfizierte HeLa Zellen zeigen eine signifikante Induktion der Tandemreporter mRNA nach Ani-
somycinbehandlung. B) CstF50 ist signifikant erhoht, wenn transient transfizierte HeLa Zellen mit Anisomycin
behandelt werden. C) CPSF160 ist ebenfalls in transient transfizierten HeLa Zellen nach Anisomycinbehandlung

induziert. D) In der PAT PCR ist keine regulierte 3"Endprozessierung zu erkennen.

Zusammenfassend verhalten sich die stabilen Zellklone sehr heterogen bzgl. der Regulation
der 3 Endprozessierung. Dies ldsst sich moglicherweise am ehesten durch die zufillige Integ-
ration der Tandemreporter in das Genom erkléren und zeigt die Limitierung des hier genutzten
(wenn auch aufwendigen) Versuchsautbaues mit stabil transfizierten und gut charakterisierten

(siehe Kapitel 4.2) Reporterzellklonen.

Jedoch weisen diese Daten auch auf eine stressabhéngige, regulierte 3 "Endprozessierung hin
(sieche Abbildung 24A), die die in vitro beobachtete USE-abhingige Regulation der
3’Endprozessierung teilweise bestéitigen (Danckwardt & Gantzert et al 2010, Manuskript fer-
tiggestellt). Wéahrend dies nur fiir den Klon USE/UNR #1 nachgewiesen werden konnte, zeig-
ten dies andere Zellklone nicht. Eine weiterfilhrende Diskussion zur Generierung zukiinftig

nutzbarer, besser geeigneter Reporter ist im Kapitel 5.2 finden.
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5 Diskussion

5.1 FBPs als Stresssensor am F2 USE in der Regulation der 3’Endprozessierung

Die physiologische Genexpression erfordert koordinierte und regulierte Prozesse wihrend der
Transkription, der Reifung der pra-mRNA (Prozessierung) und der nachfolgenden Translation
(Pawlicki and Steitz; Proudfoot et al., 2002). Bisher ist wenig dariiber bekannt, wie extrazellu-

lare Signale die RNA Prozessierung beeinflussen.

In der 3’'UTR der Prothrombin mRNA befindet sich ein stromaufwérts des Polyadenylie-
rungssignals gelegenes Sequenzelement, das sogenannte USE Motiv, an dem verschiedene
Proteine binden (SpleiB3faktoren, 3 Endprozessierungsfaktoren und AU-reiche Elementbin-

dende Proteine, siche Affinitétsaufreinigungen und Western Blots der

Abbildung 7). Die Splei3faktoren hnRNPI, U2AF35 und U2AF65 wurden als positive USE-
Effektorproteine identifiziert, die die 3 "Endprozessierung stimulieren, indem sie mit dem ka-
nonischen 3 Endprozessierungsapparat interagieren (Danckwardt et al., 2007). Des Weiteren
wurden hochaffin bindende Proteine identifiziert, die zu der Gruppe der AU-reichen element-
bindenden Proteine (ARE-BPs) gehoren. Es ist bekannt, dass einige ARE-BPs extrazellulire
Signale integrieren konnen und dadurch z.B. mRNA Stabilititen regulieren (Briata et al.,

2005; Dean et al., 2004; Frevel et al., 2003; Garneau et al., 2007).

In Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob einige USE bindende Proteine extrazel-
luldre Signale integrieren konnen und sich daraus resultierend der Ribonukleoproteinkomplex
am F2 USE verédndert. Eine mogliche Modulation des RNP Komplexes nach Stressinduktion

konnte darauthin die Effizienz der 3 'Endprozessierung regulieren.

In in vivo Experimenten (Resultate siehe 4.1.4 und 4.1.5) wurde untersucht, ob die ARE-BPs
(FBP1, FBP2, FBP3, TIA, TIAR, CUGBP und HUR) und die positiven USE-Effektorproteine
(hnRNPI, U2AF35 und U2AF65) nach Stressinduktion posttranslational modifiziert werden.
Es konnte erstmalig gezeigt werden, dass nach einer Stressinduktion durch Anisomycin FBP1,

FBP2 und FBP3 posttranslational signifikant hyperphosphoryliert werden.

Unter Anwendung der PhosphoSitePlus® Datenbank (http://www.phosphosite.org) wurden
sowohl bei FBP1, FBP2 und FBP3 mehrere Phosphorylierungsstellen bioinformatisch voraus-
sagt (siche Tabelle 7 in den Ergebnissen 4.1.4). Interessanterweise befinden sich fiir FBP1,
FBP2 und FBP3 einige der Phosphorylierungsstellen in den KH Doménen (siche Abbildung

27). Proteine mit KH Doméinen sind dafiir bekannt, dass sie an einzelstrdngige RNA binden
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konnen und somit eine wichtige Rolle in der Regulation des zelluliren RNA Metabolismus

spielen (Burd and Dreyfuss, 1994; Musco et al., 1996).

FBP1
Y60 T153
¥4 Y58 5140 Y268
KH_1 KH_1 KH_1 KH_1
FBP2
Té T100
5;_ T:;.il'a' 758
l
FBP3

Abbildung 27: Bioinformatisch vorausgesagte Phosphorylierungsstellen der FBPs befinden sich u. a. in
KH Domiénen

In der Abbildung sind die Positionen von bioinformatisch vorhergesagten Phosphorylierungsstellen (in roter
Schrift: S-Serin, Y-Thyrosin, T-Threonin) dargestellt. Sowohl FBP1, FBP2 und FBP3 besitzen vorausgesagte
Phosphorylierungsstellen in den KH Doménen (blau-griine, blaue, braune und griine Box). Proteine mit KH-

Doménen binden an einzelstringige RNA und beeinflussen somit den RNA Metabolismus.

In RNA-Protein Interaktionsstudien konnte anschlieBend gezeigt werden, dass hyper-
phosphoryliertes FBP2 und FBP3 signifikant reduziert an das F2 USE Motiv binden (Resulta-
te siche 4.1.6). Diese Ergebnisse konnten in Affinititsaufreinigungen mit gestressten und un-
gestressten Hela Zelllysaten reproduziert werden (Danckwardt & Gantzert ef a/ 2010, Manu-
skript fertiggestellt). Nicht nur FBP2 und FBP3 é&nderten nach Stressinduktion ihre USE
Bindungsaffinitét, sondern auch die positiven USE-Effektorproteine (hnRNPI, U2AF35 und
U2AF65). Diese Proteine zeigten eine erhdhte Bindung zu dem USE Motiv nach Stressinduk-

tion.

Diese Daten deuten daraufhin, dass einige hochaffin USE-bindende Proteine (ndmlich FBP2
und FBP3) mit den positiven USE-Effektorproteinen (hnRNPI, U2AF35, U2AF65) stressab-
hiangig um die Bindung an dem F2 USE Motiv konkurrieren (siehe Fragestellung in dem Ka-
pitel 1.5). Eine Stressinduktion reduziert die Bindungsaffinitdt von hyperphosphoryliertem
FBP2 und FBP3, wohingegen hnRNPI, U2AF35 und U2AF65 stirker an das F2 USE binden
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konnen. Somit konnte nachgewiesen werden, dass die Zusammensetzung des USE RNP
Komplexes von einem externen Stressstimulus reguliert werden kann (Modell siehe
Abbildung 28). Weitere im Labor generierte Daten (Danckwardt & Gantzert ef al 2010, Ma-
nuskript fertiggestellt) sowie bereits publizierte Ergebnisse deuten auf eine Verdnderung des
F2 USE Ribonukleoproteinkomplexes iiber den p38 mitogenaktivierten Protein-Kinase Sig-

nalweg hin.

Die Prothrombin USE Ribonukleoprotein Formation ist von externen Stressstimuli abhéngig.

a) Stimulierende Faktoren
der 3’"Endprozessierung

Sto)

Putativ hemmdende Faktoren
der 3’Endprozessierung

b) Stimulierende Faktoren n -
der 3’'Endprozessierung - i N
4
CTasC I
Poly(A) N
BAPT (ERT

CF Il

Putativ hemmdende Faktoren

extrazelllularer phospho
der 3’'Endprozessierung

Stressstimulus p38 MAPK

Abbildung 28: Modell fiir die stressabhingige Ribonukleoprotein Komposition am USE Motiv von
mRNAs mit USE-haltigen 3'UTR

Zwei unterschiedliche Proteingruppen konkurrieren um die Bindung an das USE Motiv der F2 mRNA: zum
einen die positiven USE-Effektorproteine U2AF35, U2AF65 und hnRNPI (griin dargestellt) und zum anderen
die AU-reichen elementbindenden Proteine (rot dargestellt). a) Unter normalen, ungestressten Bedingungen
binden sowohl die positiven USE-Effektorproteine als auch die ARE-BPs an das USE Motiv der F2 mRNA. b)
Ein extrazelluldrer Stressstimulus hyperphosphoryliert FBP2 und FBP3 und reduziert somit deren USE Bin-
dungsaffinitit. U2AF35, U2AF65 und hnRNPI zeigen hingegen eine erhdhte USE Bindungsaffinitit nach Stress-
induktion (Danckwardt & Gantzert et al 2010, Manuskript fertiggestellt). Stress moduliert somit die Komplex-
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formation am F2 USE Motiv und koénnte so die 3 'Endprozessierung der F2 mRNA und anderen USE-haltigen

mRNAs stimulieren.

Hiermit konnte gezeigt werden, dass FBP2 und FBP3 extrazelluldre Signale integrieren und

als Stresssensor die USE RNP Komplexformation verdndern.

Interessanterweise sind in der Literatur weitere Beispiele zu finden, in denen FBP2 extrazellu-
lare Signale integriert und somit den RNA Metabolismus beeinflusst. Wihrend der Muskel-
zelldifferenzierung etwa wird FBP2/KSRP iiber die Aktivierung des p38 Signalweges an dem
Residuum Threonin 692 phosphoryliert (Briata et al., 2005), wodurch myogene Transkripte
stabilisiert werden. Phosphoryliertes FBP2/KSRP besitzt eine reduzierte Bindungsaffinitit zu

ARE-haltigen Transkripten und verhindert so deren Degradation durch das Exosom.

Die Aktivierung eines anderen Signalweges (AKT) fiihrt hingegen zu einer Konformations-
dnderung von FBP2/KSRP, indem das Residuum Ser193 der KH 1 Doméne phosphoryliert
wird und somit die KH 1 Doméne entfaltet wird. Phosphoryliertes FBP2 kann somit nicht mit
14-3-3( interagieren kann, wodurch FBP2/KSRP im Zellkern zuriickgehalten wird und so im
Zytoplasma die Exosom-vermittelte Degradation von ARE-haltigen Transkripten verhindert

(Diaz-Moreno et al., 2009).

Diese zwei Beispiele zeigen, dass FBP2/KSRP extrazelluldre Signale integriert und auf ver-
schiedene Art und Weise die mRNA Abundanz reguliert und zwar entweder liber direkte Pro-
tein-RNA Interaktionen (Briata et al., 2005) oder aber die Lokalisation von FBP2 (Diaz-
Moreno et al., 2009).

In weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass kompetitives Binden von RNA-bindenden
Proteinen ein wiederkehrendes Prinzip in der Regulation der Genexpression darstellt. Bei-
spielsweise konkurrieren PTB/hnRNPI und TIA um die RNA Bindung und regulieren damit
alternatives Spleiflen (Shukla et al., 2005). Hier determiniert die Abundanz von TIA die Bin-
dungsaffinitit von PTB/hnRNPI. Wenn die TIA Proteinexpression niedrig ist, kann
PTB/hnRNPI an ein U-reiches Element der RNA binden und das Spleilen eines alternativen
Exons unterdriicken (Shukla et al., 2005). Ein Weiteres Beispiel fiir das kompetitive Binden
von ARE-BPs ist die Genexpressionsregulation von MYC. Es wurde berichtet, dass AUF1 die
Bindung von TIA an die MYC RNA limitiert und somit die Translation und Zellproliferation
fordert (Liao et al., 2007).
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Die Anderung der Bindungsaffinitit eines einzelnen Proteins kann im Weiteren die Bindung
von anderen interagierenden Proteinen modulieren. In dem hier beschriebenen Beispiel flihrt
die reduzierte Bindungsaffinitdt von hyperphosphoryliertem FBP2 und FBP3 zu einer erhoh-
ten Bindung von hnRNPI, U2AF35 und U2AF65 zu dem F2 USE (Danckwardt & Gantzert et
al 2010, Manuskript fertiggestellt).

Interessanterweise wurden auch weitere AU-reiche elementbindende Proteine (ARE-BP) im
Zusammenhang mit der Regulierung der Polyadenylierung beschrieben. HUR bindet an U-
reiche Regionen und blockiert die 3 'Endprozessierung, indem es die Interaktion von CstF64
mit der mRNA verhindert (Zhu et al., 2007). Des Weiteren wurde Cth2/TTP bei der Wahl der
Poly(A) Stelle als regulatorisches Protein in Hefen identifiziert (Prouteau et al., 2008).

Diese und weitere Daten deuten darauf hin, dass ARE-BPs multifunktionelle Proteine sind

und neben der mRNA Stabilitit auch die 3 'Endprozessierung regulieren konnen.

5.2 Zellkulturbasierte Studien zeigen keinen Effekt in der stressabhiingigen Regula-

tion der 3’Endprozessierung

Nach wie vor ist der Mechanismus der regulierten 3 'Endprozessierung der F2 mRNA (sowie
anderer USE-haltiger mRNAs) nach Stressinduktion noch nicht vollstindig geklért. Stressex-
perimente mit der Leberzelllinie HUH-7 zeigten eine signifikante Induktion der F2 mRNA,
wobei eine erhohte transkriptionelle Aktivitdt und gesteigerte mRNA Stabilitdt ausgeschlossen
werden konnte. Des Weiteren konnte eine stressinduzierte F2 mRNA Expression auch im
Mausmodell gemessen werden, nachdem den Maéusen eine entziindungsfordernde Substanz
(Lipopolysaccharid) injiziert wurde (Danckwardt & Gantzert et al 2010, Manuskript fertigge-
stellt). In vitro Studien konnte zudem zeigen, dass Stress die Polyadenylierung der F2 mRNA
fordert (Danckwardt & Gantzert et al 2010, Manuskript fertiggestellt).

In molekularbiologischen und biochemischen Studien konnte gezeigt werden, dass extrazellu-
larer Stress den p38 MAPK Signalweg aktiviert. Daraufthin werden FBP2 und FBP3 hy-
perphosphoryliert und besitzen somit eine reduzierte F2 USE Bindungsaffinitit. Als Konse-
quenz dessen binden vermehrt positive USE-Effektorproteine (hnRNPI, U2AF35 und
U2AF65) an das F2 USE Motiv, die somit die Polyadenylierung stimulieren (Dankwardt &
Gantzert ef al 2010, Manuskript fertiggestellt).
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Um zu tberpriifen, ob Stress zu einer USE-vermittelten Induktion der 3 Endprozessierung
fiihrt, wurden stabile HeLa Zelllinien mit unterschiedlichen Tandemreporter Konstrukten ge-
neriert (siche Methode 3.3.2). Diese Tandemreporter besitzen zwei Kassetten mit jeweils ei-
nem Poly(A) Signal und einer Schnittstelle (siche Abbildung 19 und Abbildung 20 sowie die
Erlduterungen im Text 4.2.3 und 4.2.4).

Das heterologe Konstrukt (USE-HBB/HBB) besitzt in der ersten Tandemkassette die
3 'untranslatierte Region (3'UTR) der F2 mRNA und in der 3’flankierenden Region (FS) die
Sequenzen der B-Globin mRNA (siche Abbildung 19). Diese stabile Zelllinie zeigte keine
stressinduzierte Regulation in der 3 'Endprozessierung (sieche Resultate 4.2.3). Es ist zu ver-

muten, dass die 3'FS fiir eine regulierte 3'Endprozessierung der F2 mRNA notwendig ist.

Anschlieend wurden die Konstrukte im homologen Kontext (USE/UNR und USE/USE) ana-
lysiert. Diese besitzen sowohl in der 3'UTR als auch in der 3'FS die Sequenzen der F2
mRNA (siche Abbildung 20). In den Stressexperimenten konnte beobachtet werden, dass sich
die stabilen Klone bzgl. der stressinduzierten Regulation der 3 "Endprozessierung unterschied-
lich verhielten (Resultate siche 4.2.4). Einer von drei USE/UNR Klonen zeigte eine USE-
abhéngige Induktion der 3 'Endprozessierung nach Stress (siche Abbildung 24A), die anderen
zwei Klone hingegen nicht (sieche Abbildung 24B und C). Dieser diskrepante Befund soll im

Folgenden zur Generierung zukiinftig besser geeigneter Reporter diskutiert werden.

Eine mogliche Erkldrung fir die Unterschiede in der Fiahigkeit zur Regulation der
3"Endprozessierung konnte in der zufdlligen Insertion der Tandemreporter in das HeLa Ge-
nom liegen. Diese Positionseffekte kdnnten Signaltransduktionswege unterbrechen, die etwa
fiir die Ubermittlung extrazelluldrer Signale an die (basale) 3’Endprozessierungsmaschinerie
notwendig sind. Des Weiteren kann die Expression des Tandemreporters moglicherweise zu-
satzlich von endogenen expressionsverstirkenden (enhancer) und expressionsverringernden
(silencer) Elementen reguliert werden. Um die verschiedenen Tandemreporter Konstrukte in
der gleichen genetischen Konstellation zu analysieren, wire die Verwendung des Flp-In ™
Systems (Invitrogen) geeignet (Erlduterung siehe unten). Dieses System ermoglicht die Integ-
ration und Expression der Tandemreporter an der gleichen Position im Genom einer gewéhl-
ten Sdugerzelllinie. In Anbetracht der zell- und gewebsspezifischen Expressionsunterschiede
wire eine Leberzelllinie (HUH-7 oder HepG2) ratsam, da Prothrombin préferentiell in der

Leber exprimiert wird.
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Dariiberhinaus ist bekannt, dass der CMV (Cyfomegalovirus) Promotor und Enhancer haufig
methyliert wird und somit die Transgenexpression reduziert (Brooks et al., 2004). Des Weite-
ren wurde kiirzlich berichtet, dass alternative Polyadenylierung von der Epigenetik (genomic
imprinting) beeinflusst wird. Demnach bewirkt eine Hypomethylierung des Promotors den
Gebrauch von stromaufwirts gelegenen Poly(A) Stellen, wohingegen eine Hypermethylierung
des Promotors stromabwirts gelegene Poly(A) Stellen bevorzugt (Wood et al., 2008). Da die
verwendeten Tandemreporter Konstrukte unter der Kontrolle des CMV Promotors und En-
hancers stehen, ist nicht auszuschlieBen, dass aufgrund von Methylierungsereignissen die
Prozessierungsaktivitét eingeschrankt ist und eine regulierte 3 'Endprozessierung nicht in je-
dem Fall gemessen werden kann. Eventuell fiihren somit unterschiedliche Methylierungs-
muster der stabilen Zellklone zu den diskrepanten Ergebnissen wie in der Abbildung 24 dar-
gestellt. Dieser Aspekt und die Tatsache, dass die 3 'Endprozessierung auch unmittelbar mit
der Transkription verkniipft ist (Maniatis and Reed, 2002; Proudfoot, 2000, 2004), sprechen
fiir Tandemreporter Konstrukte mit endogenen F2 Promotoren (anstatt des viralen CMV Pro-

motors und Enhancer) in einem Flp-In System.

Um die eventuelle Verkniipfung der 3 Endprozessierung mit der Transkriptionsinitiation zu
adressieren, miissten idealerweise weitere Tandemreporter Konstrukte mit dem Flp-In System
generiert werden. In einem ersten Schritt miisste eine generelle stressinduzierte USE-
abhingige 3 Endprozessierung nachgewiesen werden, indem der endogene F2 Promotor zu-
sammen mit dem jeweiligen Tandemreporter USE/UNR bzw. UNR/USE (siehe Abbildung 20)
unter Verwendung des Flp-In ™ Systems stabil transfiziert wird. Die Prozessierungsaktivitit
der Reporter konnte nach Stressinduktion mit der PAT PCR (siehe 3.1.2.2) ausgewertet wer-
den. Falls eine stressinduzierte USE-abhingige 3 Endprozessierung stattfindet, kdnnte in ei-
nem zweiten Schritt getestet werden, ob diese Regulation an den endogenen Promotor gekop-
pelt ist. Dafiir miissten die Tandemreporter unter die Kontrolle von diversen Promotoren
kloniert werden (z.B. Promotoren von Haushaltsgenen) und anschliefend die stressinduzierte
3’Endprozessierung erneut in PAT PCR gemessen werden. Falls es nur zu einer regulierten
3'Endprozessierung mit dem endogenen Promotor kommt, spricht dies entweder fiir einen
stressinduzierten Promotor oder fiir eine positive Riickkopplung der 3 Endprozessierung, bei
der moglicherweise (nur) die Transkriptionsinitiation sekundar mit induziert ist (siehe 5.3.3).
Eine weitere Moglichkeit den Einfluss des Promotors auf eine regulierte 3'Endprozessierung

zu testen, ist die Verwendung des Tet Expressionssystem. Hier ldsst sich die Promotoraktivitét
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gezielt an- und ausschalten, so dass die stressinduzierte 3 'Endprozessierung unter beiden Be-

dingungen analysiert werden kann (Gossen and Bujard, 1992).

Ein moglicher experimenteller Ansatz fiir die lokusspezifische Analyse der Tandemreporter
wire die Verwendung des zuvor genannten Flp-In ™ Systems. Dieses System erfordert zwei
Transfektionsschritte, bei dem zunéchst eine stabile Wirtszelllinie generiert wird. Dafiir wer-
den die Zellen mit dem pFRT/lacZeo Vektor transfiziert und die FRT (FLP Recombination
Target) Stelle in das Genom der Sdugerzelllinie eingeschleust (sieche Abbildung 29a). Die
Tandemreporter werden dann in den pcDNA™ 5/FRT Vektor kloniert. Der pcDNA ™ 5/FRT
Vektor wird mit dem pOG44 Vektor in die Wirtszelllinie kotransfiziert. Die Flp Rekombinase
des pOG44 Vektors vermittelt die homologe Rekombination zwischen den FRT Stellen, so
dass das pcDNA™ 5/FRT Konstrukt in das Genom mit den FRT Stellen integriert wird
((O'Gorman et al., 1991), Invitrogen Protoktbeschreibung) (siche Abbildung 29b).

——» Expression des lacZ-Zeocin™ Fusionsgens

3 A UC ori
a) et LY YT w7/ Flp-In™ Wittszelllinie
+ p0G44
+ pcDNAS/FRT
b) Flp-In™ Wirtszelllinie
— > — - . »—
A\ homologe Rekombination durch die Flp

Rekombinase des kotransfizierten pOG44 Vektors
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Abbildung 29: Das Flp-In ™ System erméglich die Generierung von lokusspezifischen stabilen Zelllinien

A) Zu Beginn wird eine Flp-In"™ Wirtszelllinie hergestellt, indem der pFRT/lacZeo Vektor in eine Siugerzellli-
nie transfiziert wird. Die Zellen konnen mittels der Zeocin "™ und B-Galaktosidaseaktivitit selektioniert werden.
Danach werden die Tandemreporter in den pcDNA ™ 5/FRT kloniert. B) AnschlieBend werden der pcDNA ™
5/FRT inklusive der Tandemreporter und der pOG44 Vektors in die Flp-In"™ Wirtszelllinie kotransfiziert und auf
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Hygromycinrestistenz selektioniert und die Expression des Transgens gemessen (Abbildung modifiziert nach der

Invitrogen Produktinformation).

Die Vorteile des Flp-In ™ Systems wiren eine schnelle und effiziente Integration von ver-
schiedenen Tandemreportern in eine vorhandene Wirtszelllinie. Dabei ist die Generierung von
1sogenetischen Zelllinien durch homologe Rekombination eine essentielle Voraussetzung fiir
vergleichende Analysen. Damit kann die 3 Endprozessierung der Tandemreporter unter der
gleichen genetischen Konstellation untersucht werden, so dass es keine Variablen gibt, die die
Regulation der 3'Endprozessierung zusitzlich beeinflussen konnen. Die Expression der Tan-

demreporter ist zudem mit diesem System gleich hoch.

5.3  Beispiele fiir regulierte 3" Endprozessierung in vivo

Uber die Hilfte aller humanen Transkripte besitzen alternative Polyadenylierungsstellen (Ara
et al., 2006; Beaudoing and Gautheret, 2001; Carninci et al., 2005; Edwalds-Gilbert et al.,
1997; Lutz, 2008; Tian et al., 2005; Wang et al., 2008; Wilhelm et al., 2008; Zhang et al.,
2005) (Kwan et al., 2008; Mayr and Bartel, 2009; Sandberg et al., 2008). Die regulierte Poly-
adenylierung tragt maB3geblich zur Gendiversitit bei und beeinflusst somit die raumliche und
zeitliche Dimension der Genexpression (Edwalds-Gilbert et al., 1997; Hall-Pogar et al., 2005;
Takagaki et al., 1996; Zhao and Manley, 1996). Insgesamt scheinen etwa 20% des Transkrip-
toms durch die Modulation der 3 "Endprozessierung reguliert zu sein (Kwan et al., 2008). Die
3’Endprozessierung kann sowohl von physiologischen Bedingungen wie z.B. Zellwachstum,
Zellzyklus, Differenzierung und Entwicklung als auch von pathologischen Ursachen wie aku-
ter und chronischer Inflammation sowie von viralen Infektionen reguliert werden. Die Bedeu-
tung der koordinierten Regulation der 3’Endprozessierung fiir die Genexpressionskontrolle
lasst sich an Hand vieler Erkrankungen verdeutlichen, die ihre Ursachen in Fehlern der

3’Endformation haben (Danckwardt et al., 2008) (siehe hierzu auch Kapitel 5.4).

5.3.1 Regulierte 3’'Endprozessierung wihrend der Differenzierung

Die Wahl der Poly(A) Stelle wird iiber die cis-agierenden Sequenzen, die Abundanz und Akti-
vitdt der der 3 Endprozessierungsfaktoren sowie iiber gewebs- und entwicklungsspezifische

Faktoren reguliert (Barabino and Keller, 1999).
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Die Expressionskontrolle der schweren Kette des Immunoglobulins (Immunoglobulinklas-
senswitch) wird von der Abundanz des kanonischen 3 Endprozessierungstaktors CstF64 regu-
liert. Wéhrend der B-Zelldifferenzierung kommt es zu einer Erhohung dieses Faktors, wo-
durch die stromaufwirts gelegene Poly(A) Stelle gewihlt wird (siche Abbildung 2 in der
Einleitung) und somit die sezernierte Form anstatt der membranstdndigen Form gebildet wird

(Takagaki et al., 1996).

Ein dhnlicher Mechanismus reguliert die Expression des Transkriptionsfaktors NF-ATc wéh-
rend der Differenzierung der T-Zellen. Die langen Transkriptisoformen werden von unreifen
T-Zellen produziert, wohingegen die kurzen Transkriptisoformen von den Effektorzellen pro-
duziert werden. Auch hier entscheidet die Abundanz von CstF64 {iber die Wahl der Poly(A)
Stelle. Wahrend der T-Zell Stimulation wird CstF64 induziert, wodurch die proximale Po-

ly(A) Stelle als 3 "Endprozessierungssignal erkannt wird (Chuvpilo et al., 1999).

Auch extrazelluldrer Stress (verursacht durch Lipopolysaccharide) beeinflusst die Wahl der
Poly(A) Stelle, beispielsweise in Makrophagen. Stress induziert CstF64, wohingegen andere
3’Endprozessierungstfaktoren nicht beeinflusst werden. In der Konsequenz werden bei mehre-
ren pri-mRNAs proximale Poly(A) Stellen bevorzugt und somit kiirzere Transkriptisoformen

generiert (Shell et al., 2005).

Das Ergebnis regulierter Polyadenylierung bestimmt nicht nur die Struktur und Funktion der
Proteine, sondern beeinflusst auch die mRNA Stabilitit, Translationseffizienz und mRNA
Lokalisation (Lutz, 2008; Millevoi and Vagner, 2009) und hat bedeutende funktionelle Kon-
sequenzen auch in der T-Zell Maturation (Sandberg et al., 2008), der Onkogenese (Mayr and
Bartel, 2009) und der Stammzellreprogrammierung (Ji and Tian, 2009).

5.3.2 Regulierte 3’Endprozessierung (und Transkription) wihrend der DNA Repara-

tur

DNA Schéden, die infolge von schddigenden Substanzen wie z.B. UV-Bestrahlung in Séuger-
zellen hervorgerufen werden, werden zunichst repariert, bevor die DNA erfolgreich transkri-
biert werden kann (Kleiman and Manley, 1999). Der 3 Endprozessierungsfaktor CstF50 inter-
agiert mit dem Tumorsuppressor BRCA1 assoziierten Protein BARD1 und hemmt die mRNA
Polyadenylierung voriibergehend (siche Abbildung 30). Die Inhibierung beinhaltet auch die
proteasomale Degradation der RNA Polymerase II von nicht vollstindig prozessierten und
terminierten mRNA Transkripten. Dieser Mechanismus scheint die Zelle vor einer unsachge-

madlen RNA  Transkription und  Prozessierung zu  schiitzen, indem ein
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CstFS0/BARD1/BRCAT1 Komplex ausbildet wird (Kleiman and Manley, 1999, 2001; Kleiman
et al., 2005).

DNA Schadigung
Inhibierung der I~~~ 2 A
3 'Endprozessierung
G dﬂo -» Blockierung der
: - o , Polyadenylierung an
mIGppN ="\ ~——{mm} L 3 Stellen der
Poly(A) Signal Schnittstelle DNA Reparatur

Abbildung 30: Die 3’Endprozessierung wird nach DNA Schiidigung zuniichst inhibiert
BARDI interagiert mit CstF50 und inhibiert die 3 "Endprozessierung von geschidigten Transkripten (Abbildung
modifiziert nach Danckwardt ez al 2008).

5.3.3 Die 3’Endprozessierung des Wirtes wird nach der Infektion mit dem Influenza

Virus A inhibiert

Das Influenza A Virus produziert das NS1 Protein, welches zum einen mit dem
3’Endprozessierungsfaktor CPSF30 interagiert und zum anderen zusétzlich mit dem Poly(A)
bindenden Protein II. Damit wird sowohl die endonukleolytische Spaltung als auch die Poly-
adenylierung der primdren Transkripte der Wirtszelle gestért und die unprozessierten
Transkripte werden im Zellkern zuriickgehalten (siehe Abbildung 31). Gleichzeitig wird in
einem als ,,cap-snatching® bezeichneter Prozess die 5'gelegene Kappe des Wirtstranskriptes
endonukleolytisch abgespalten und dient als Primer fiir die virale mRNA Synthese (nicht ge-
zeigt) (Nemeroff et al., 1998). Durch diesen Regulationsschritt werden keine Wirtstranskripte
ins Zytoplasma transportiert und die Genexpression des Wirtes kommt zum Erliegen, wohin-
gegen Virusproteine ungehindert synthetisiert werden (Chen et al., 1995; Nemeroff et al.,
1998).
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A) Inhibierung der endonukleotlytischen Spaltung B) Inhibierung der Polyadenylierung
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Abbildung 31: Zwei Mechanismen des Influenza A Virus zur Inhibierung der 3’Endprozessierung der
Wirtszelle

A) Die Interaktion des NS1 Proteins mit der CPSF30 Komponente des Spaltkomplexes verhindert dessen Bin-
dung an das Poly(A) Signal (AAUAAA). Somit wird ein Teil der pri-mRNA Transkripte nicht geschnitten und
verbleibt im Zellkern. B) Die Bindung des Spaltkomplexes (CPSF) kann zwar stattfinden, jedoch verhindert die
Bindung des NS1 Proteins die Interaktion mit dem Poly(A) Bindungsprotein II (PABII). Die pra-mRNA
Transkripte werden zwar geschnitten, jedoch besitzen sie nur kurze Poly(A) Schwinze und werden somit auch

nicht aus dem Zellkern transportiert (Abbildung modifiziert nach Chen et al 1995).

Zusammengefasst ist die 3 Endprozessierung ein dynamisch regulierter Prozess, der intra-
und extrazelluldre Signale integrieren kann. Dies ermdglicht den Zellen wahrscheinlich im
Gegensatz zu anderen Genexpressionsmechanismen eine noch schnellere Anpassung der
Genexpression an Entwicklungs- und Differenzierungsstadien bzw. sich d&ndernden Umwelt-

einflissen.

Interessanterweise sind die Transkription, Elongation und Termination miteinander eng ge-
koppelt und werden sténdig iiberpriift, damit sichergestellt werden kann, dass die RNA exakt
und effizient prozessiert wird (Proudfoot, 2004). Dabei wird die Genexpression keineswegs
nur iiber die Aktivitdt des Promotors reguliert. Viele Aspekte sprechen fiir eine positive Riick-

kopplung der 3 Endprozessierung auf die Transkriptionsinitiation. Wahrend der Transkription
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ist der 3 Endprozessierungsapparat (CPSF und CstF) mit der C-terminalen Doméne (CTD)
der RNA Polymerase II (RNA Pol II) assoziiert. Nachdem das Poly(A) Signal erkannt wurde,
dissoziieren CPSF und CstF von der RNA Pol II ab und binden an die RNA, wo sie die endo-
nukleolytische Spaltung und Polyadanylierung bewerkstelligen. Erstaunlicherweise kann die
Pol IT CTD alleine die 3 "Endprozessierung begiinstigen, was wiederum zeigt, wie eng diese
beiden Prozesse miteinander gekoppelt sind. Die RNA Pol II dissoziert nach der endonukleo-
lytischen Spaltung der RNA ab und wird flir eine neue Transkriptionsinitiation wiederver-
wendet (Proudfoot, 2004). Mutationen des Poly(A) Signals verhindern die endonukleolytische
Spaltung und Polyadenylierung. Des Weiteren findet keine korrekte Transkriptionstermination
statt und somit transkribiert die RNA Pol II noch hinter der Terminationsregion (Proudfoot,
2000). In einem Modell wird angenommen, dass die RNA Pol II Prozessivititsfaktoren ver-
liert, wenn sie ein funktionellen Poly(A) Signal passiert und somit vom Matrizenstrang abdis-
soziiert (Proudfoot, 2000). Ein weiteres Modell greift die Idee auf, dass nach der endonukleo-
lytischen Spaltung die RNA Polymerase an die stromabwiérts liegende RNA Region immer
noch bindet, jedoch besitzt diese RNA Region keine 5Kappe und ist somit instabil und wird
degradiert, wodurch die RNA Pol II dann abdissoziiert und wieder fiir eine neue Transkripti-
onsinitiation zu Verfligung steht. Die Effizienz der 3 Endprozessierung konnte somit einen
entscheidenden Einfluss auf die Genexpression haben, indem die Transkriptioninitiation se-

kundir (passiv) folgt und direkt mitreguliert sein kdnnte.

Diese Beispiele zeigen wie eng die 3 'Endprozessierung mit der Transkription gekoppelt ist.
Nur ungefdhr 30% der priméren Transkripte werden polyadenyliert (Jackson et al., 2000), so
dass ein groBer Spielraum fiir eine Modulation der 3 'Endprozessierung existiert. Dabei ist die
exakte Regulation der 3'Endprozessierung entscheidend fiir die Physiologie. Selbst kleinste
Verdnderungen beispielsweise der Prothrombin mRNA Abundanz kénnen zu pathologischen

Erscheinungen fithren (Danckwardt et al., 2008) (siehe nichstes Kapitel 5.4).

54 Thrombinfunktionen und die Rolle der regulierten 3’Endprozessierung in Phy-

siologie und Pathologie

Thrombin ist eine der wichtigsten Proteasen der Blutgerinnungskaskade, indem es Fibrinogen
in Fibrin spaltet, das anschlieBend den Blutpfropfen der Thrombozyten stabilisiert und somit

den Wundverschluss einleitet Die Kontrolle der F2 Expression hat einen wichtigen Einfluss
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auf die Physiologie und Pathophysiologie, denn F2 spielt nicht nur in der Blutgerinnung eine
wichtige Rolle. Obwohl F2 primér in Hepatozyten exprimiert wird, ist unter diversen patholo-
gischen Umstidnden eine Induktion von F2 auch in anderen Organen, z.B. im Gehirn nach
Ischdmie (Riek-Burchardt et al., 2002) oder wihrend der Embryonalentwicklung (Zoubine et
al., 1996; Sun et al., 1998; Xue et al., 1998; Dihanich et al., 1991) zu finden. Des Weiteren
spielt F2 eine wichtige Rolle in der angeborenen Immunitét als ein vollwertiger Ersatz der C3
abhédngigen C5 Konvertase in Méusen, denen die Komplement Komponente C3 fehlt (Huber-
Lang et al., 2006). Weiterhin besitzt F2 diverse Funktionen als Wachstumsfaktor wéihrend
Entziindungsreaktionen (Coughlin, 2000; Huber-Lang et al., 2006) und man vermutet daher,
dass es zu Erkrankungen wie z.B. der entziindungsbedingten Gehirnerkrankung Multiple

Sklerose (Chapman, 2006) beitragt.

Selbst kleinste Verdnderungen in der Prothrombinexpression (1,5-1,7-fach) erhdhen das Risi-
ko einer Thromboseentstehung (Poort et al., 1996; Lane and Grant, 2000; Danckwardt et al.,
2004; Gehring et al., 2001; Danckwardt et al., 2006b; Danckwardt et al., 2008), eines Aborts
(Rey et al., 2003) oder Herzerkrankungen (Ye et al., 2006) signifikant.

Erstaunlicherweise ist das Auftreten der Prothrombinmutation 20210G—> A in Krebspatienten
hoher als in Kontrollgruppen (Blom et al., 2005) (2,5% versus 1,0%). Eine hyperaktivierte
Blutgerinnung ist mit einem schnellen Tumorwachstum assoziiert (Miller et al., 2004;
Nierodzik and Karpatkin, 2006; Schulman and Lindmarker, 2000). Die Zunahme des invasi-
ven und metastatischen Potentials durch die Protease F2 scheint ein wichtiges funktionelles
Ereignis in der Tumorentwicklung zu sein, als dass die Uberexpression der Serin-Protease
(Joyce and Pollard, 2009) die Tumorinvasion, Metastasen und Tumorangiogenese (Nierodzik
and Karpatkin, 2006) begiinstigt. In umgekehrter Weise zeigen F2 hypomorphe Miuse eine
drastisch reduzierte Bildung pulmonaler Metastasen (Palumbo et al., 2007) und Patienten, die
mit Antikoagulantien behandelt werden, zeigen eine Inhibierung des invasiven Wachstums
von Tumorzellen und Metastasen (Klerk et al., 2005; Petralia et al., 2005). Des Weiteren sind
F2 Rezeptoren insbesondere in hochmalignen, metastasierenden Tumoren {iberexprimiert

(Even-Ram et al., 1998; Finak et al., 2008).

Auffillig ist, dass viele Erkrankungen, die eine Deregulation der F2 Expression als Ursache
haben, mit inflammatorischen Prozessen gekoppelt sind (Multiple Sklerose (Chapman, 2006),
Ischdmie (Riek-Burchardt et al., 2002), Hyperkoagulation bei Sepsis Patienten (Levi et al.,
1999; Rittirsch et al., 2008), Tumorerkrankungen (Blom et al., 2005; Joyce and Pollard, 2009;
Miller et al., 2004; Schulman and Lindmarker, 2000). P38 ist wihrend der Inflammation hiu-
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fig aktiviert und stellt die physiologisch relevanteste Kinase wihrend der Inflammation dar
(Kumar et al., 2003). Eine Therapie mit p38 Inhibitoren konnte somit erstens die Produktion
von inflammatorischen Zytokinen inhibieren und zweitens mit den hier identifizierten mole-
kularen Mechanismen der regulierten 3 Endprozessierung direkt interferieren, so dass die

inflammationsbedingte Induktion des Thrombins abgemildert werden konnte.

Im Rahmen dieser Arbeit und weiterer im Labor generierter Daten (Danckwardt & Gantzert et
al 2010, Manuskript fertiggestellt) wurde ein neuartiger Mechanismus identifiziert, der die
Prothrombinregulation dynamisch an Umweltbedingungen anpasst und somit reguliert werden
kann. Die regulierte 3 'Endprozessierung zeichnet sich als ein Mechanismus der Genregulati-

on mit weitreichender biologischer und medizinischer Bedeutung ab.
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Interessanterweise zeigten Sequenzvergleiche, dass das F2 USE Motiv in hoheren Eukaryoten
hochkonserviert ist und sich an &hnlichen Positionen stromaufwérts des Polyadenylierungs-
signals befindet (Danckwardt et al., 2007). Des Weiteren tragen mehr als 1.700 humane Gene
(entspricht ca. 6% des humanen Genoms) die nonamerische Kernsequenz des USE Motivs,
von denen viele eine bedeutende Funktion in der Inflammation, Tumorsuppression und Tu-
morprogression haben. Ungefdhr 150 Gene davon tragen eine nonamerische Kernsequenz
auch in der Ndhe des Poly(A) Signals (Danckwardt et al., 2007) (siche Abbildung 6), was
moglicherweise auf ein weitverbreitetes Prinzip der regulierten 3 Endprozessierung in der

Genexpressionskontrolle hindeutet.

Die Lokalisation des USE Motivs in der 3" untranslatierten Region von mRNA Transkripten
konnte zudem deren Funktion bestimmen. Je ndher sich das USE Motiv zum Poly(A) Signal
befindet, desto mehr stimuliert es die 3 "Endprozessierung (Danckwardt et al., 2007). Was pas-
siert jedoch, wenn das USE eine gro3ere Entfernung zum Poly(A) Signal hat? Beeinflusst das
Poly(A) Signal dann vielleicht die Stabilitdt der mRNA? Hat das USE Motiv somit in Abhén-

gigkeit seiner Position in der 3"UTR unterschiedliche Funktionen?

Es wire auerdem interessant zu wissen, ob eine Stressinduktion von USE-haltigen mRNAs
mit mehreren Poly(A) Signalen die Wahl des Poly(A) Signals beeinflusst. Alternative und
regulierte Polyadenylierung sind ein weit verbreitetes Phdnomen der Genexpressionskontrolle

(ca. 50% aller humanen Gene), deren Mechanismen bisher kaum verstanden sind.
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