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5 Diskussion

5.1 Untersuchung des molekularen Mechanismus der Prothrombin
20210 G - A Mutation

Aufgrund der potentiell auftretenden Komplikationen stellen ventse Thrombosen
eine anstzunehmende Bedrohung fur die menschliche Gesundheit dar und fuhren
dartber hinaus in den meisten Fallen zu relevanten Spétfolgen. Hereditare
Thrombophilien, ausgelést durch die Inaktivierung von plasmatischen Inhibitoren
der Blutgerinnung, sind jedoch sehr selten. Viel weiter verbreitet sind Mutationen
in gerinnungsaktivierenden Faktoren, die ebenfals zu einer Verstérkung der
Gerinnung fuhren. Die =zawel wichtigsten Vertreter dieser Klase von
Thrombophilie-Mutationen sind Faktor V Leiden und Prothrombin 20210G - A.
Beide bewirken eine moderate bis deutliche Erhthung des Thromboserisikos
bereits bel Heterozygoten und haben eine weite Verbreitung in der Bevolkerung
(Lane und Grant, 2000. Im Gegensatz zur Faktor V Leiden-Thrombophilie, deren
molekulare Grundlage langst bekannt ist, blieb der Medanismus der Prothrombin
20210 G- A Mutation jahrelang rétselhaft. Ein Hinweis auf den molekularen
Medanismus ergab sich aus der Beobaditung, dal3 heterozygote Tréger des
2021A Allels eine @wa 25-30% erhohte Prothrombinkonzentration im Plasma
aufweisen, die a@nen Zustand erhdhter Blutgerinnung auszulésen scheint (Makris
etal., 1997 Poort et al., 1996 Tosetto et al., 1999.

5.1.1 Ein neuartiger Mechanismus einer hereditaren Erkrankung

Die Entschlisslung des molekularen Medhanismus der Prothrombin 20210
G- A Mutation wurde emadglicht durch die Entwicklung und Etablierung eines
einfach zu handhabenden experimentellen Systems. Die Insertion der 3*UTR und
3'flankierender Sequenzen des Prothrombins in das heterologe Reportergen 3-
Globin erlaubt die Untersuchung der quantitativen und funktionellen
Auswirkungen der G- A Mutation auf die mRNA- und Proteinexpresson. Die
Validierung des experimentellen Systems ergab, dal3 nadh Transfektion der
Konstrukte in HeLa-Zellen etwa 1,8fach mehr mRNA und Protein von dem
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Konstrukt mit der Mutation exprimiert wird. Dies entspricht den in vivo
Beobadhtungen bei heterozygoten Trégern der Mutation, denn die transfizierten
Zellen weisen einen quasi-homozygoten Status auf. Damit konnte belegt werden,
dal? dieses experimentelle System in der Lage ist, die quantitativen Unterschiede
der Prothrombinexpresson im menschlichen Organismus abzubilden. Die weitere
Charakteriserung der Unterschiede bel der Expresson der mRNAs belegte, dal?
ein posttrankriptionaler Medanismus der Expressonsregulation vorliegt, da
vergleichbare Mengen beider pr&mRNA Spezes im Zellkern gefunden wurden.
Welterhin konnte gezegt werden, dal? keine strukturellen Unterschiede awvischen
den mMRNAs bestehen, d. h. de unterschieden sich weder in der Lénge der
Poly(A)-Schwéanze noch in der Postion der Polyadenylierung. Es gellte sich
vielmehr heraus, dal3 ein funktioneller Unterschied bei der 3'End-Prozesserung
fur die unterschiedliche Expressonsgarke von F2*G und F2*A mRNAs
verantwortlich ist. Die Prozesserung des 3‘Endes verlauft offenbar am A-
Nukleotid mehr als doppelt so effizient wie an G-Nukleotid. Dies erklart, warum
mehr korrekt prozesserte, reife mMRNA bel einem A, as bei einem G an der
Spaltungsdelle entsteht. Eine ehdhte Effizienz der 3'End-Prozesserung konnte
damit as neuer genetischer Medhanismus ener hereditdren Erkrankung
présentiert werden.

Diese Entdedkung hat enige sehr interessante Aspekte, die besonders
hervorgehoben werden missen. Der Effekt, der durch diese Funktionsgeigerungs-
Mutation (,gain-of-function-mutation“) ausgelost wird, it mit einer etwa
1,8fachen Expressonserhdhung redit moderat. Es ist ziemlich erstaunlich, daf3
eine s0 geringe Aktivierung der mRNA-Prozesserung fur eine so haufige und
gefahrliche Erkrankung prédisponieren kann.

Die hier gezagten Daten sprechen fur eine ineffiziente Nutzung des normalen
Prothrombin 3'End-Prozesgerungssgnals. Dies konnte bedeuten, dal3 dieser
Schritt der pr&mRNA-Prozesserung genutzt wird, um die Expresson des
Prothrombin-Proteins auf ein nedriges Niveau einzustellen, damit so die Faktoren
der Blutgerinnung im Gleichgewicht gehadten werden koénren. Fir ene

Regulation der Genexpresson des Prothrombins Uber die 3'End-Prozesserung
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liegen zwar noch keine endglitigen Bewelse vor, jedoch deuten viele der

Beobaditungen in diese Richtung.

5.1.2 Auswirkungen der 3‘End-Prozessierungseffizienz auf die

Prothrombin-Expression

Es wurde mit dieser Arbeit nicht direkt gezegt, warum die geringe Effizienz des
nattrlichen Prothrombin 3'End-Prozesserungsignals zu einer Reduzierung von
MRNA-Akkumulation und Proteinsynthese im Vergleich zum mutierten 3'End-
Prozesserungsggnal fuhrt. Es bieten sich aber verschiedene logische
Erklarungsmoglichkeiten an. Die mRNAs mit verlangerten 3'Enden, die durch
Uberlesen des korrekten Prozesserungssgnals entstehen, repréasentieren idede
Substrate fur einen kirzlich identifizierten Komplex RNA-degradierender
Enzyme, das sgenannte Exosom (van Hoof und Parker, 1999. Esist in der Hefe
S cerevisae bereits gezegt worden, dald mRNAs mit aberrant prozesserten
3'‘Enden vom Exosom erkannt und degradiert werden (Burkard und Butler, 2000.
Eine &nliche Funktion des Exosoms hoherer Eukaryonten ist aufgrund der hohen
Konservierung der einzdnen Untereinheiten sehr wahrscheinlich (Brouwer et al.,
2001 Chen et al., 2007). Alternativ konnten die 3'verlangerten mRNAS auch
durch den Nonsens-vermittelten mRNA-Abbau degradiert werden, der ebenfalls
in Hefe mMRNA-Spezes mit verlangerten 3'UTRs abbaut (Muhlrad und Parker,
1999. In beiden mdglichen Fallen wirde der Anstieg an korrekter 3'End-
Prozesserung duch die G- A Mutation auch zu einer erhdohten Verflgbarkeit
von reifer mRNA im Zytoplasma fihren, die ar Trandation des Proteins
herangezogen werden kann. Dies erkléart die beobaditeten Unterschiede der
MRNA- und Proteinexpresson zwischen den beiden unterschiedlichen

Prozesserungssgnalen.

5.1.3 Fazit

Die Untersuchung der Thrombophilie-asoziierten G- A Mutation an Position
20210 d@s Prothrombin Gens fuhrte ar Entdedkung der erhdhten 3'End-
Prozesserungseffizienz ds neues molekulares Prinzip einer ,gain-of-function”

Mutation. Interessanterweise bedeutet in diesem Falle bereits eine quantitativ
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geringe Aktivierung der mRNA Prozesserung de Veranlagung fur eine welt

verbreitete und gefahrliche Erkrankungbe Tréagern der Mutation.

5.1.4 Ausblick

Die Uberraschende Entdedkung, dal3 die Expresson des Prothrombins durch die
Effizienz der 3'End-Prozesserung verdndert werden kann, hat einige wichtige
Fragen aufgeworfen. Ist Prothrombin das einzige Gen, desen 3'End-
Prozesserungeffizienz durch retirlich vorkommende Mutationen verandert wird,
oder gibt es dafir noch andere Beispiele? Warum verlauft die 3'End-
Prozesserung der Prothrombin-mRNA so ineffizient? Was ist der physiologische
Vortell einer ineffizienten 3'End-Prozesserung? Warum ist die 20210 G- A
Mutation so weit verbreitet?

Zumindest ein Beispiel fir eine weltere &tivierende Mutation der 3'End-
Prozesserung im Prothrombin-Gen ist klrzlich beschrieben worden. Nur 11 nt
stromab der etablierten 20210 G- A Mutation ist eine neue C- T Mutation an
Position 20221 identifiziert worden, die éenfals mit erhdhten Prothrombin-
Plasmakonzentrationen korreliert (Wylenzek et al., 2001). Zur ldentifizierung
dieser Mutation fuhrte die genetische Analyse anes Patienten mit schweren
Thrombosen, so dal3 dfensichtlich auch die 20221 C- T Mutation das Risko
erhoht, eine Thrombose a1 entwickeln. Signifikante Daten liegen aber bidang
aufgrund der geringen Verbreitung deser Mutation ncht vor. Erste
Vorexperimente in dem hier vorgestellten experimentellen System mit 3-Globin
as Reportergen haben ergeben, dald3 diese Mutation die mMRNA-Expresson
dhnlich wie die 20210 G-A Mutation dgnifikant erhoht (Ute Frede,
unverdffentlichte Daten). Weitere Experimente deuten auch hier auf eine ehohte
Effizienz der 3'End-Prozesserung als Ursadhe fur diese verstérkte Expresson
hin. Diese Ergebnisse sowie Daten von gezelten Mutagenesen aus unserem Labor
belegen, dal? die Expresson des Prothrombin-Gens shr sensibel auf Mutationen
in der Néhe der Spaltungsdelle reagiert. Dies befindet sich auch im Einklang mit
unserer Hypothese der Expressonregulation des Prothrombingens tber die 3'End

Prozesserung.
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Weltere Untersuchungen scheinen ndtig, um die Frage au kléren, warum das
physiologische 3'End-Prozesserungssgna des Prothrombins < ineffizient
erkannt und genutzt wird. Ein moglicher Grund konnte das Fehlen wvon
flankierenden Hilfssequenzen stromab der Spaltungsdelle sein. Es ist bekanrt,
da} diese U-reichen Sequenzdemente die Prozesserung erheblich steigern
kénren (Chen et al., 1995 Chou et al., 1994 Wahle und Ruegsegger, 1999.
Solche Sequenzen sind jedoch im Prothrombin nicht eindeutig identifizierbar.
Diese Mdoglichkeit soll durch gezelte Mutagenesen innerhalb der Prothrombin
3JUTR und der flankierenden Sequenzen untersucht werden, die im
experimentellen System quantitativ und funktionell analysiert werden konnen.
Ebenso soll die Bindung verschiedener Komponenten des 3'End-
Prozesserungsapparates an das Prothrombin  3'End-Prozesserungssgna
erforscht werden. Dadurch konnte geklart werden, welche Faktoren fir die
ineffiziente Prozesserung verantwortlich sind. Diese stellen wiederum gute
Kandidaten fir die trans-Regulatoren der Prozesserungseffizienz dar, die
anschlief3end eingehender untersucht werden missen.

Eine weitere interessante Fragestellung befaldt sich mit der physiologischen
Ursadhe der ineffizienten 3'End-Prozesserung. Bis heute konnte nur fir
Prothrombin eine Veranderung der 3'End-Prozesgerung duch eine Mutation an
einer 3'gelegenen Position gezagt werden. Diese Tatsache sowie die Daten der
Kompetitionsanalysen implizieren, dal3 die 3'End-Prozesserung der Prothrombin-
MRNA normalerweise ineffizient ablauft, so dal3 bereits eine kleine Aktivierung
zu einem deutlichen Effekt fuhrt. Daher ist insbesondere die Prothrombin-mRNA
fur weitere Untersuchungen zur physiologischen Ursadhe ener ineffizienten
3'End-Prozesserung préadestiniert. Eine Arbeitshypothese fir die welteren
Experimente postuliert, dal3 die Beschrankung der Prothrombin-mRNA auf ein
niedriges Expressonsniveau die schnelle Anpasaing der Expresson an veranderte
Gerinnungsanforderungen  ermoglichen soll. So  kdonnten  Krankheit  oder
Verletzung de Erzeugung eines prokoagulatorischen Zustands erfordern, der tber
eine Veradnderung der 3'End-Prozesserung der Prothrombin-mRNA erreicht wird.
Um dies zu untersuchen, soll ein Zellkultursystem etabliert werden, in dem die

Regulation der Prothrombinexpresson eingehend untersucht werden kann. Dies
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setzt voraus, dald die ausgewahlten Zellen endogenes Prothrombin exprimieren,
denn rur dann ist eine regulierte Expresson wahrscheinlich. Vorexperimente
haben gezagt, da} die Hepatom Zelinie HepG2 endogenes Prothrombin
exprimiert. Daher sollen ale folgenden Versuche unter Verwendung deser
Zéllinie durchgefuhrt werden. Es ll untersucht werden, ob sich die Expresson
von Prothrombin in den HepG2-Zellen als Antwort auf verschiedene Stimuli
veréndert. Sollten solche Verdnderungen beobaditet werden, werden weitere
Experimente ar Rolle der 3'End-Prozesserung bel dieser Regulation der
Genexpresson folgen.

Abschlief3end stellt sich die Frage, warum gerade ane &tivierende Mutation wie
F2 20210 G-A so weit verbretet ist, denn se sellt eigentlich einen
evolutionaren Naditel dar (Individuen mit einer deutlich erhdhten
Thrombosegefahr sollten Ublicherweise aus dem Genpool entfernt werden). Eine
maogliche Erklarung wére natirlich, dald die Lebensweise in einer Zivili sation das
individuelle  Thromboserisko  anhebt, wodurch  Uberhaupt erst die
lebensbedrohlichen Thrombosen in Asziation mit der F2 20210G - A Mutation
auftreten konren. Viel wahrscheinlicher ist aber, dal’3 die Mutation gleichzdtig
einen geringen evolutiondren Vortell gewdhrt. So besitzt Thrombin nicht nur
Aufgaben bei der Blutgerinnung, sondern auch bel der Entwicklung und
Differenzierung von bestimmten Geweben. Diese Funktionen vermittelt es z. B.
Uber den Thrombinrezeotor, der unter anderem bei der Angiogenese ane Rolle
spielt. Es ware dso denkbar, dald der evolutiondre Naditell eines erhdhten
Thromboseriskos durch enen Vortel bei der embryonalen Entwicklung
wettgemadtt wird. Es snd Untersuchungen geplant, die sich spezell mit der

Klarung dieser Frage befasen werden.

5.2 Rolle des Poly(A)-Schwanzes beim Nonsens-vermittelten
MmRNA-Abbau

Der Poly(A)-Schwanz von eukaryontischen mRNAS hat verschiedene Aufgaben.
Die meisten bekannten Funktionen des Poly(A)-Schwanzes werden durch die
Poly(A)-bindenden Proteine PABPI und PABPII vermittelt. Sie fuhren zu einer
verbeserten Stabilitédt und Trandationseffizienz der mRNA und aktivieren den
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Transport vom Zellkern ins Zytoplasma (Coller et al., 1998 Gray et al., 2000.
Zusétzlich bewirkt der Poly(A)-Schwanz dne ehodhte Spleil3effizienz durch
Faktoren der 3'End-Prozesserung. Das 3‘Ende von mRNAs Ubt aso einen
entscheidenden Einfluf3 auf viele Schritte des mRNA -M etabolismus aus.

Beim Umsatz normaler mRNAs gielt der Poly(A)-Schwanz ene wichtige Rolle
(Dehlin et al., 2000 Gao et al., 2000 Wilusz et al., 20018). Im Gegensatz daau
werden mRNAs mit vorzdtigen Trandations-Terminationskodons in der Hefe S
cerevisiae ohne vorherige Deadenylierung vom 5°'- zum 3'Ende exonukleolytisch
degradiert (Muhlrad und Parker, 1994). Dies konrte bedeuten, dal? der Poly(A)-
Schwanz en unverzichtbarer Bestandtell einer Nonsens-mutierten mRNA bei der
Rekrutierung fir den NMD spielt. Da aul3erdem die Trandation und das Spleif3en,
die avei essentidlen Prozese des NMD, durch den Poly(A)-Schwanz positiv
beanfluldt werden, schien es wichtig, die Rolle des Poly(A)-Schwanzes beim
NMD zu untersuchen.

Ausgangspunkt dieser Untersuchungen war die Expresson von mRNAs ohre
Poly(A)-Schwanz, die an ihrem 3‘Ende eane stabiliserende Histon-Stem-Loop
Struktur aufwiesen. Aufgrund unerwinschter Kopetitionen zwischen Spleif3en,
Polyadenylierung und Histon 3'End-Prozesserung mufdte der Validierung der
3'End-Struktur der Hybrid-mRNAs eine ettscheidende Rolle aikommen. Der
SpleiRvorgang und der Vorgang der 3'End-Prozesserung sind so stark gekoppelt,
da3 intronhaltige MRNAs shr leicht an kryptischen Poly(A)-Signalen
polyadenyliert werden. Dieser Vorgang mufdte bei den untersuchten mRNAS
durch verschiedene Experimente ausgeschlosen werden, um sicherzugehen, dal3
ausgchlieBlich nicht polyadenylierte Transkripte in den Experimenten analysiert
werden. Nadhdem diese wichtigen Kontrollen gezegt hatten, dal3 sowohl die
intronhaltigen als auch die intronlosen Hybrid mRNAs an den vorgesehenen
Histon 3'Enden prozessert wurden, wurde der Abbau von Nonsens-mutierten
Hybrid mRNAs untersucht. Es zagte sich, dal3 dieses mRNASs auch ohne Poly(A)-
Schwanz dem NMD unterliegen, der sowohl spleif3- als auch trandationsabhéngig
ist. In einem zusétzlichen Experiment konnte auch die gute Funktionalitdt des
IRE/IRP-Systems zur Trandationsregulation in  Abhéngigkeit der Eisen-

konzentration demonstriert werden.
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5.2.1 Die Kopplung der Polyadenylierung und anderer RNA-

Prozessierung sreaktionen

Das 3'Ende aikaryonter mRNAs mit seinem ausgedehnten Poly(A)-Schwanz
dient nicht nur as Schutz vor exonukleolytischer Degradation durch 3' - 5
Ribonukleasen. Die Faktoren der 3'End-Prozesserung interagieren wahrend der
Prozesserungsresktion mit anderen rukleden Komponenten des mMRNA
Metabolismus, insbesondere der RNA-Polymerase Il und dversen Spleil3faktoren
(Minvielle-Sebastia und Keller, 1999. Durch diese Interaktionen erhoht sich die
Effizienz der 3'End-Prozesserung, des Spleilfens des letzen Introns und der
Termination der Transkription. Naddem der Poly(A)-Schwanz vollstandig
polymerisiert wurde, stimuliert das PABPIlI Protein die Trandation. Es besteht
aso ein komplexes Interaktionsnetzwerk zwischen Komponenten des 3'End-
Prozesserungsapparates und anderen Komponenten des mRNA-M etabolismus.
Der Poly(A)-Schwanz stellt eine Art molekulares Gedaditnis der 3'End-
Prozesserung im Nukleus dar, besitzt also eine ganz &nliche Rolle wie die Exon-
Exon-Ubergange beim SpleiRen. Wahrend jedoch die Exon-Exon-Verbindungen
mit den gebundenen Faktoren eine wichtige Funktion beim NMD {bernehmen,
scheint der Typ des 3'Endes eines Transkriptes keinen Einflu3 auf den NMD zu
haben. Dies hat eine grof3e Bedeutung fur die Auswahl eines experimentellen
Systems zur Analyse des NMD, was in den folgenden Absdtzen diskutiert werden

soll.

5.2.2 Fazit

Der Typ des 3'Endes von Nonsens-mutierten Transkripten spielt keine ekennbeare
Rolle bei der Definition von NM D-kompetenten mRNPs in hoheren Eukaryonten.

5.2.3 Ausblick

Der NMD in hheren Eukaryonten kann unabhéngig vom 3'Ende der Nonsens-
MRNA aktiviert werden. Dies hat eine entscheidende Bedeutung fir weitere
Untersuchungen des NMD. Ein Zid dieser Untersuchungen wird de
Charakteriserung des Ablaufs und der Faktoren des NMD in einem in vitro
System sein (siehe dazau auch den Ausblick des nadisten Abschnitts der
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Diskusson). Man kann radh diesen Untersuchungen davon ausgehen, dal3 die
Transkripte in einem solchen in vitro NMD-System nicht polyadenyliert sein
missen. Aus den Daten kann man ncht zwangdaufig schliefien, dal3 die
Transkripte beim NMD gar kein organisertes 3'Ende aufweisen missen. Man
kann dies aber as Ausgangspunkt fir weitere Experimente postulieren. Dadurch
werden die eperimentellen Ansdtze wesentlich vereinfacdt und de
Moglichkeiten der Analyse verbessert. Diese Analyse des Einflusses des Poly(A)-
Schwanzes auf den NMD stellt also eine wichtige Voruntersuchung fir die

gpatere Auswahl eines experimentellen Systems fir den in vitro NMD dar.

5.3 Charakterisierung von Komponenten des Nonsens-vermittelten
MmRNA-Abbaus

In dieser Arbeit wurde en experimentelles System vorgestellt, mit dem man
Proteine speafisch an mMRNAS rekrutieren kann. Damit konnen auf eine e@nfadche
Weise neue Faktoren des mRNA Metabolismus identifiziert oder bekanrte
Faktoren charakterisert werden. Beide Mdglichkeiten wurden erfolgreich in
dieser Arbeit demonstriert, womit die Funktionsfahigkeit des Systems ausreichend
belegt wurde.

Ein wesentlicher Nadtel des haufig verwendeten MS2-Hullenproteins als RNA-
Bindungsdomane ist seine Grole (130 Aminosauren). Es ist zu erwarten, dal3
kleine Proteine, die a1 eine so grof®e RNA-Bindungsdoméane fusioniert werden,
ihre nattrliche Funktion einbifRen. Daher ist das MS2-Hullenprotein rur fir grol3e
Fusionspartner wirklich gut gedgnet, bel kleinen Faktoren oder sogar einzenen
Proteindoménen ist seine Funktion fraglich. Hierflr ist das hier prasentierte
System jedoch prédestiniert. Es basiert auf der Interaktion eines kurzen
Oligopeptids (22mer) des N-Proteins vom Bakteriophagen A (AN-Peptid) mit
seiner Bindungssequenz boxB. Dieses System besitzt den Vorteill eines kleinen
Fusionspartners mit einer sehr hohen Affinitdt zu seiner Erkennungssequenz.
Daher konren auch kleine Proteine oder auch nur einzene Doménen an RNAS zu
Funktionsanalysen rekrutiert werden. Es ist also auch sehr gut gedgnet fir

Studien mit Deletionsmutanten von Proteinen.
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Die Funktion des Systems wurde mit dem Protein hUpf3b Uberprift, das bereits in
einem &hnlichen System mit dem MS2-Hullenprotein erfolgreich eingesetzt
wurde. Wie ewartet, verminderte sich die Expresson einer Test-mRNA mit finf
boxB Bindungsgellen deutlich, wenn gleichzatig ein AN-hUpf3b Fusionsprotein
exprimiert wurde. DarlUber hinaus wies diese Expressonsminderung alle
Charakteristikades NMD auf, die in diesem System getestet wurden.

Naddem sich diese anfuhrenden Experimente afolgreich prasentierten, wurde
das Protein hUpf3b eingehend charakterisert. Deletionsmutanten verschiedener
Regionen von hUpf3b wurden auf ihre Fahigkeit Gberprift, NMD zu vermitteln.
Dabel stellte sich heraus, dal3 im wesentlichen zwei Regionen fir die NMD-
Funktion von hUpf3b essentiell sind. Ein Bereich im C-terminalen Tel von
hUpf3b (Aminosauren 421-434) ist nur einige Aminosauren lang und reajiert
aulerst sensibel auf Deletionen oder Mutationen einzener Aminosduren. Ein
zweiter Bereich befindet sich in der hochkonservierten Region des Protens,
offenbart seine Funktion jedoch erst bei sehr grofen Deletionen und erscheint
auch weniger wichtig als die C-terminale Sequenz. Die ndhere Untersuchung der
Deletionsmutante A421-434 ergab, dal? in dieser Region die Interaktion mit dem
Protein Y14 lokalisert ist. Die Interaktion mit dem NMD-Faktor hUpf2 wird
durch diese Deletion jedoch nicht beantraditigt. Dies legte den Schlufd nahe, dal3
Y 14 eine wichtige Rolle beim Abbau von Nonsens-mutierten mRNAS spielt.

Diese Vermutung wurde Uberprift, indem die Wirkung eines AN-Y14

Fusionsproteins auf die Test-mRNA analysiert wurde. Es zegte sich, dal3 AN-Y 14
einen noch viel stérkeren Abbau der Test-mRNA induzieren kann as hUpf3b.
Auch dieser Abbau wies die Charakteristika des NMD auf, so dal3 Y14 als bona
fide Mediator des NMD identifiziert werden konnte. Die Identifizierung von Y 14
as garken NMD-Vermittler demonstriert auRerdem die Uberlegenheit des
AN/boxB-Systems gegenuiber dem MS2-basierten System, denn eine funktionelle
Untersuchung von Y14 ads MS2-Fusionsprotein ergab nur einen sehr geringen
Effekt (Lykke-Andersen et al., 2001). Man kann daraus <hlief3en, dal3 die
Funktionalitét von Y 14 durch die Fuson mit MS2 stark beentradtigt wird.



Diskussion 117

Ebenfalls untersucht wurden zwei andere Komponenten des EJC, RNPSL und
Magoh. Fir RNPSL wurde kein Effekt gefunden, jedoch konnte nicht

ausgeschloseen werden, dal3 dies auf ene unzureichende Expresson des
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Abbildung 40: Herkdmmliches Modell des NMD in hdheren Eukaryonten. Gemaf
diesem Modell wird durch den SpleiBvorgang das Protein RNPS1 in den EJC rekrutiert.
Es bindet kurz darauf die NMD-Faktoren hUpf3a und hUpf3b, die damit als erste NMD-
Proteine die frihere Spleilstelle markieren. Wahrend des Transportes der mRNA aus
dem Zellkern interagiert das hUpf2-Protein mit den beiden hUpf3-Proteinen und stellt die
Verbindung zu hUpfl her, dessen Phosphorylierungszustand von hSMG-1 kontrolliert
wird. Die Interaktion von hUpfl mit dem Marker-Komplex stromab eines
Terminationskodons l6st den NMD-Mechanismus aus und fuhrt zur schnellen
Degradation der mRNA durch bisher unbekannte mRNA-abbauende Faktoren.
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Fusionsproteins  zurickzufihren ist. Magoh zegte @ne vergleichbare
Expressonsminderung wie hUpf3b, jedoch wies diese nicht die Charakteristika
des NMD auf, so dal3 dfenbar ein anderer Medhanismus fur diese beobaditeten
Effekte verantwortlich ist.

Zusétzlich wurden (und werden) noch andere Faktoren des mRNA Metabolismus
und Komponenten des EJC im AN-System untersucht, die &er bidang keine
speafischen Ergebnisse zagten.

Es bleibt festzuhalten, dal? die Interaktion zwischen dem AN-Peptid und seiner
Erkennungssquenz boxB seine entscheidenden Vortelle — die geringe Grof3e des
RNA-bindenden Peptides und de hohe Affinitdt — hier auf3erordentlich gut
demonstrieren konnte. Es erscheint dartiber hinaus unzweifelhaft, daf3 die schnelle
funktionelle Charakteriserung von Faktoren durch dieses System erheblich

vereinfacht und verbessert wurde.

5.3.1 Charakterisierung von hUpf3b-Domé&nen im NMD

Im gegenwértigen Modell des NMD wurden die bidang bekannten NMD-
Faktoren hUpf1-3 und RNSP3 gemdl? ihrer Lokalisation innerhalb der Zelle in
eine hypothetische Reihenfolge gebradt (Abb. 40). Dieses Modell wurde durch
etablierte Interaktionen der Faktoren untereinander gestiitzt. Nadh diesem Modell
werden hUpf3a und hUpf3b bereits im Zellkern an den EJC rekrutiert und
représentieren damit wahrscheinlich den ersten NMD-speafischen Marker der
Exon-Exon-Grenze (Lykke-Andersen et al., 2000. Unterstitzt wurde dieses
Modell durch Experimente, die zegten, dal3 RNPSL, ein Protein des EJC,
speafisch mit hUpf3a und 3b interagieren kann, weshalb diese Interaktion als
ersten Schritt des NMD postuliert wurde (Lykke-Andersen et al., 200]). Die
Funktion dieser Interaktion fur den NMD wurde dadurch gezegt, dals RNPSL zu
einem NMD-vermittelten Abbau von mRNAs fihrt, wenn es experimentell als
Marker an die 3'UTR der mRNA rekrutiert wird (Lykke-Andersen et al., 2001).
Welterhin bindet nach diesem Modell wadhrend des Exports aus dem Nukleus
hUpf2 an die hUpf3-Proteine des EJC. Damit stellt es die Verbindung zu hUpfl
her, da es swohl mit hUpfl as auch mit hUpf3a/3b interagieren kann. Die Rolle
von hUpfl beim Vorgang des NMD ist bisang nur rudimentér verstanden. Man
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Abbildung 41: Modifiziertes Modell des humanen NMD. Die in dieser Arbeit gewonnen
Daten legen nahe, daf? Y14 eine wichtige beim NMD im Menschen spielt. Man kann
postulieren, dal Y14 durch den Vorgang des SpleiRens an die mRNA gebunden wird
und hier auch noch verbleibt, wenn die mRNA ins Zytoplasma transportiert wird. Im
Zytoplasma hat Y14 die wichtige Aufgabe, den Exon-Exon-Ubergang fiir Faktoren des
NMD zu markieren, die mit Y14 und den anderen NMD-Proteinen interagieren kénnen.
Unbekannte Faktoren (Faktor X) kdnnten auch direkt von Y14 aktiviert werden, um die
Degradation der mRNA auszufihren. Die Rolle der hUpf-Protein Interaktionen bleibt
unsicher.

vermutet, dal3 hUpfl wahrend des Terminationsvorganges zum Ribosom
rekrutiert wird. Nadhdem das Ribosom die mRNA verlassen het, soll hUpfl de
Region 3' des Terminationskodons uberprifen. Findet es dabel einen EJC, dann
induziert hUpfl den Abbau der jewelligen mRNA. Es wird angenommen, dal3
hUpf1 ein Teil jenes Uberwadhungskomplexes ist, der in seiner Gesamtheit fir
die Uberpriifung der mRNA nach der Trandation verantwortlich ist. Bisher sind
aber keine weiteren Komponenten des Uberwadhungskomplexes gefunden
worden. Allerdings <heint es noch einen weiteren Faktor des humanen NMD zu
geben, der erst kirzlich identifiziert wurde und der eine Aufgabe innerhalb des
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Uberwadhungskomplexes haben konnte. Ein Homolog eines NM D-Faktors aus C.
elegans wurde ds Interaktionspartner der hUpf-Proteine entdedkt und als hSMG-1
bezachnret (Denning et al., 2001, Yamashita et al., 200]). Es handelt sich um eine
PIK  (phosphatidyl-inositol-3-kinase) verwandte Kinase, die den Phospho-
rylierungszustand von hUpfl zu regulieren scheint und dadurch die NMD-
Effizienz steuern kann. So konnte gezegt werden, dal3 Inhibitoren dieser Kinase
zu einem veringerten Abbau  von Nonsensmutierten  mRNAs  flhren.
Andererseits fuhrte die Uberexpresson von SMG-1 zu einem verstarkten NMD-
Phéanotyp. Die genauen Wirkmedanismen von hSMG-1 sind aber noch nicht
verstanden.

In dieser hier vorgestellten Arbeit konnte nun gezegt werden, dal3 das einfache
lineae Modell den Ablauf des NMD nicht korrekt wiedergeben kann. In diesem
experimentellen System aktiviert das Protein hUpf3b den NMD offenbar nicht
Uber hUpf2, sondern rekrutiert mit Y14 einen anderen esentielen NMD-Faktor
an die mRNA. Die Schluf¥folgerungen, die sich aus dieser Beobaditung ergeben,

sollen im nadhsten Abschnitt diskutiert werden.

5.3.2 Identifizierung von Y14 als bona fide NMD-Mediator

Durch die Untersuchung einer NMD-inkompetenten Deletionsmutante von
hUpf3b konnte Y14 as neuer Mediator des NMD identifiziert werden. Dies
bedeutet, dal3 die Funktion des EJC im bisherigen Modell des NMD fasch
beurtellt wurde. Bidang wurde der EJC nur as Bindungsplattform fir die NMD-
Faktoren hUpf3a und hUpf3b und de dadurch vermittelte hUpf2 Interaktion
gesehen. Nadh den hier gezagten Daten spielt aber Y 14 eine viel wichtigere Rolle
as nur die anes Bindungsfaktors. Es ist essentiell fur den NMD, der von hUpf3b
ausgelost wird, d. h. nur wenn HJpf3b Y14 binden kann, kann es auch NMD
induzieren. Dies konnte bedeuten, dal3 Y 14 den ersten NMD-speafische Faktor an
der Exon-Exon-Grenze darstellt. Zusétzlich 16st AN-Y14 cen stdrksten NMD-
Effekt aller getesteten Faktoren in alen Systemen aus (Lykke-Andersen et al.,
2000 Lykke-Andersen et al., 2001). Dies sricht daftr, da3 Y14 eines der
zentralen Proteine des NMD ist (Abb. 41). Unterstiitzt wird dese Hypothese
durch Daten, die zegen, dal3 Y14 dbs einzige dler Proteine innerhalb des EJC ist,
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das auch im Zytoplasma stabil mit der RNA as®ziiert bleibt, was eine wichtige
Signalfunktion fir Y14 im Zytoplasma impliziert (Kataoka et al., 200Q Kim und
Dreyfuss 2001, Kim et al., 2001b; Le Hir et al., 200]). Die Rolle der hUpf-
Proteine beim NMD bleibt weiter unklar. Es ist wahrscheinlich, dal3 die
postulierte hUpf3alhUpf3b — hUpf2 Signalweiterleitung nicht benutzt wird, um
NMD zu vermitteln. Statt dessen konrnte man sich eine Funktion bel der
Regulation des NMD vorstellen, um die Effizienz des NMD den Anforderungen
anzupasen. Dies wirde auch eine Erklarungsmdglichkeit bieten, warum manche
Nonsens-mutierten mRNASs nicht abgebaut werden, obwohl das PTC an einer fir
den NMD erkennbaren Position liegt (Frischmeyer und Dietz, 1999 S. Bahri, K.

Bed<mann, unverdffentlichte Daten).

5.3.3 Fazit
Die Charakteriserung des Proteins hUpf3b flhrte zur Identifizierung von Y 14 als

esentiellen Bestandtell des NMD-Prozesses.

5.3.4 Ausblick
Fir eine Reihe von Faktoren sind Funktionen beim mRNA-Abbau postuliert

worden. Die eperimentellen Ansdtze mit denen diese Funktionen getestet
werden konnen, sind jedoch oftmals shr schwer auswertbar und dartiber hinaus
zataufwendig. Durch das AN/boxB Rekrutierung-System, das hier vorgestellt
wurde, konren funktionelle Analysen wesentlich vereinfadit und beschleunigt
werden. Zusétzlich kann man davon ausgehen, dal3 sich die Vortele aner kleinen
RNA-Bindungsdoméane in Zukunft deutlich zeagen werden. Die Mehrzahl der
Faktoren des mMRNA-Metabolismus snd unter 60 kDa grof3 und kdnnten durch die
grolere MS2-Bindedoméne in ihrer Funktion beantraditigt werden. Es ist daher
wahrscheinlich, da3 sich das AN-System gegeniber dem MS2-System
durchsetzen wird.

Bidang sind beim Menschen rur wenige Proteine bekannt, die ene Aufgabe
innerhalb des NMD Ubernehmen. Doch schon jetzt zeigt sich deutlich, dal3 die
Funktion der einzdnen Proteine ohne ane angehende Charakterisierung nicht

aufgeklart werden kann. An erster Stelle wird bel zukinftigen Versuchen aso
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sicher die funktionelle Charakteriserung der bekannten NMD-Faktoren stehen.
Dabel bieten sich auch immer wieder Mdaglichkeiten, neue Faktoren zu
identifizieren.

Eine Arbeit, die sich in relativ kurzer Zeit rediseren lassen wird, ist, eine
vergleichbare Charakteriserung — wie sie fur hUpf3b durchgefiihrt wurde — auch
bei hUpf3a vorzunehmen. Es ist sehr wahrscheinlich, dal3 in hUpf3a die Y14
Bindung von der homologen Sequenz zu den Aminosauren 421-434 von hUpf3b
vermittelt wird. Sollten Unterschiede auftreten, lasen sich diese durch ,domain-
swapping® Experimente awischen den beiden hUpf3-Proteinen gezelt
analysieren.

Es bietet sich ebenfalls an, das hier als Komponente des NMD identifizierte Y14
durch Deletionsmutationen zu analysieren. Dies ist eine besonders interessante
Untersuchung, da Y 14 trotz seiner nur sehr geringen Grofe (170 Aminosauren)
eine ganze Reihe von Protein-Protein Interaktionen eingehen kann. Es wird sich
hoffentlich im Verlauf dieser Untersuchungen herausdellen, auf welche Weise
Y 14 dies vielen Bindurgen \ermittelt.

Ein umfassenderes Projekt stellt die Etablierung eines NMD-Systems in vitro dar.
Dies bedeutet, die Eigenschaften des NMD in einem zdlfreien System
nadhzustellen, aso der speafische Abbau von Nonsens-mutierten mRNAS in
Abhangigkeit vom Spleif3en und der Trandation. Ein besonders wichtiger Aspekt
ist dabel die sequentielle Durchfiihrung von in vitro Spleifdregktion und in vitro
Trandationsre&ktion, ohne @ne awischenzetliche Aufreinigung der Transkripte,
da sonst sicherlich die spleif3abhéngigen Marker des NMD entfernt wirden. Ein
etwas einfadcheres in vitro System lief3e sich kreieren, indem der Vorgang des
SpleiRens durch die artifizielle Rekrutierung von Faktoren Uber das AN/boxB
System ersetzt wird. Ein solches ein-Schritt in vitro System wére an sehr guter
Ausgangspunkt, um das komplexe awvei-Schritt System zu etablieren. Die
Schaffung eines Systems zur Untersuchung des NMD in einem zdlfrelen System
wird fur die Charakteriserung der notwendigen Vorgange des NMD essntiell
sein, denn kein anderes System 18t sich in einem &hnlichen Umfang
experimentell manipulieren. Die weiteren Stérken des in vitro NMD werden in der

einfachen Handhabung und guen Reproduzierbarkeit der Ergebnisse liegen,
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beides wesentliche Vorausstzungen, um gréf¥ere Studien durchfiihren zu kénren.
Am Ende ener genauen Analyse des NMD wird hoffentlich die Mdglichkeit
stehen, gezet die Vorgange des mRNA-Metabolismus zu steuern und auf
Nonsens-Mutationen basierende Erbkrankheiten phanotypisch mildern zu kénnen.
Der NMD scheint eine wichtige Rolle bei der Regulation sowohl von natirlich
vorkommenden Transkripten als auch von Nonsens-mutierten mRNAS zu spielen.
Daher wird de Identifizierung und Charakteriserung natirlicher NMD-Substrate
ein wichtiges Projekt fur die Zukunft darstellen. Man kann vermuten, dal3 die
nattrlichen NMD-Substrate insgesamt einer starken Expressonsbeschrénkung
unterliegen. Besonders wichtig ist es also herauszufinden, auf welche Weise diese
Expressonsaippresson physiologisch aufgehoben werden kann, denn rur dann
ist eine gezelte Expressonsregulation maglich.

Nicht immer |a%t dich die phanotypische Auspréagung einer hereditéren
Erkrankung gu mit dem Genotyp korrelieren. Wenn es sch in so einem Fall um
eine Erbkrankheit handelt, die durch eine Nonsens-Mutation ausgelost wird,
konrte dies an Unterschieden bel der individuelen NMD-Kompetenz liegen.
Nicht notwendigerweise mul? jeder Mensch einen gleich starken NMD von PTC-
haltigen mRNAs vermitteln, so dal3 man unter Umstanden ,,gute* und ,, schlechte®
NMD-Vermittler identifizieren kann. Eine ,gute’ bzw. ,schledte* NMD-
Kompetenz kann ganz verschiedene Auswirkungen fur die Betroffenen haben. So
wurden ,,gute* NMD-Vermittler NS-mutierte mRNA mit hoher Effizienz abbauen
und waéren somit vor potentielen dominant-negativen Auswirkungen C-termind
verklrzter Polypeptide geschiitzt. Andererseit konnten ,schlechite® NMD-
Vermittler einen Vortell haben, wenn die von ihnen gebildeten verkirzten
Proteine noch eine physiologische Aktivitdt aufweisen (Dietz und Hamosh, 1996
Howard et al., 1996. In diesem Fale wirden die ,guten* NMD-Vermittler die
Entstehung funktionsfahiger Proteine unterdriicken und wirden auch eine
entsprechend schwerere Erkrankung auspragen. In diesem Zusammenhang sind
kirzlich verdffentlichte Untersuchungen interessant, die zegen, dal3 aus einer pra
MRNA durch Aktivierung einer kryptischen Splei3stelle avel unterschiedliche
reife Transkripte entstehen kdnren, die avar beide durch eine Verschiebung des

Leserahmens NS-Mutationen aufweisen, aber dennoch unterschiedlich stark durch
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den NMD abgebaut werden (Danckwardt et al., 2002. Es <heint aso
Medanismen zu geben, die den Abbau von NonsenssmRNAs durch den NMD
beanflussen konnen. Dies wirde aich Auswirkungen fur klinische Anwendungen
haben, denn Jéelleicht kann man in der Zukunft die individuelle NMD-Kompetenz
von Patienten durch pharmazeitische Manipulationen in die jewells ,bessre

Richtung verandern.



