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4 Ergebnisse
Ich mbchte in dieser Arbeit meine Ergebnisee aum nmolekularen Medhanismus der

Prothrombin 20210 G- A Mutation sowie funktionelle Untersuchungen des
humanen NMD vorstellen. Aus diesem Grunde ist der Ergebnistel in dre
Unterkapitel aufgetellt. Zum leichteren Verstandnis wird in jedem Kapitel
zunadhst das experimentelle System vorgestellt sowie die Versuche, mit denen die

Eignung des Systemsfiir die gglanten Untersuchungen bestétigt werden konrte.

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

Eine Punktmutation in der 3'untrandatierten Region des Prothrombin-Gens
(Gerinnungsfaktor 1I; F2) wurde vor einiger Zeit als verbreiteter Risikofaktor fir
das Auftreten ventser thromboembolischer Ereignisee (VTE) identifiziert (Poort
et al., 1999. Diese G- A Trangtion an Postion 20210 verandert das letzte
Nukleotid der mRNA und ist mit erhdhten Prothrombin-Plasmakonzentrationen
bei Tragern der Mutation verbunden (Cattaneo et al., 1999 Makris et al., 1997,
Poort et al., 1996 Tosetto et al., 1999. Dieser erhohte Prothrombin-Spiegel im
Plasma der Betroffenen scheint eine mal3gebliche Rolle bei der Pathogenese au
spilen, da & zu enem Ungleichgewicht zwischen prokoagulatorischen,
antikoagulatorischen und fibrinolytischen Faktoren fuhrt (Makris et al., 1997
Poort et al., 1996. Der zugrundeliegende molekulare Medanismus konnte jedoch
bisher nicht aufgeklart werden. Mit etwa 1-2% Trégern des Allels 2021A (F2*A)
stellt die Mutation einen der haufigsten Riskofaktoren fir vendse Thrombosen
dar, was die Notwendigkeit der Aufklarung ihrer molekularen Grundlage
unterstreicht (Lane und Grant, 2000.

Die G-A Mutation befindet sich in der 3'untrandatierten Region des
Prothombin-Gens, 20 Nukleotide stromabwaérts des Poly(A)-Signals, reprasentiert
durch das hochkonservierte Hexanukleotid AAUAAA. An dieser Position wird
die pr&mRNA im Verlauf der 3'End-Prozesserung endonukleolytisch gespalten
und der Poly(A)-Schwanz angehangt (Zhao et al., 1999. Die Funktion dieser
Nukleotidposition ist bisher nicht vollsténdig aufgeklart worden, ein Einflufd
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dieser Position auf die Effizienz der 3'End-Formation konnte aus in vitro Daten
jedoch nicht abgeleitet werden (Chen et al., 1995 Sheds et al., 1990. Weltere
krankheitsassziierte Mutationen an einer korrespondierenden Position in anderen
Genen sind bis heute nicht beschrieben worden.

4.1.1 Experimentelles System

Das Prothrombin-Gen besteht aus 14 Exons und 13 Introns, die mehr als 20 kb
genomischer Sequenz umfassen (siehe Abb. 4, Einleitung). Esist folglich nicht in
einfach zu handhabende Vektoren zur Expresson in Eukaryonten klonierbar, um
die Auswirkungen der Mutation in einem Zellkultursystem zu untersuchen. Aus

diesem Grund wurde en experimentelles System etabliert, das auf einem
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der Hybridkonstrukte aus Prothrombin (F2) und
B-Globin (HBB). In den Hybridkonstrukten wurden die 3‘UTR inklusive des Poly(A)-
Signals (AATAAA), die Spaltungsstelle sowie 62 nt 3 ‘flankierender Sequenzen inklusive
die U-reiche Region des B-Globin-Gens durch die korrespondierenden Sequenzen des
Prothrombin-Gens ersetzt, entweder mit einem normalen G (F2*G) oder dem mutierten
A (F2*A) an der Spaltungsstelle. Der von Prothrombin stammende Teil der Konstrukte
und der mRNA ist grau dargestellt. Die Konstrukte werden in eine mRNA mit
Prothrombin 3‘UTR transkribiert, das entstehende Protein enthalt keine Prothrombin-
Sequenzen.
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Hybridkonstrukt aus dem humanen (3-Globin-Gen (HBB) und dem humanen
Prothrombin-Gen (F2) beruht. Um den molekularen Medanismus der erhthten
Prothrombin-Konzentration zu untersuchen, wurde die HBB 3'UTR und 62 nt
3'flankierender Sequenzen durch die F2 3UTR mit 140 nt flankierender
Sequenzen ersetzt (Abb. 8). Auf diese Weise wurde ein erheblicher Tell des
grolien Prothrombin-Gens durch ein kleines Gen substituiert, das in transfizierten
Zellen effizient gespleifdt wird und dessen mRNA eine &nliche Stabili téat aufweist
(Rossund Pizarro, 1983.

4.1.2 Die F2 20210 G oA Mutation fuhrt zu erhdhter mRNA- und

Protein-Akkumulation

Zuerst sollte die Funktionalitét des experimentellen Systems getestet werden.
Hierzu wurde die Expresson der Hybridkonstrukte entweder mit einem A an der
Spaltungsdelle (F2*A) oder dem normalen G (F2*G) in transfizierten Hela
Zellen untersucht (fir eine genaue Beschreibung der Konstrukte siehe Material
und Methoden). Die Analyse ztoplasmatischer RNA mittels Northern Blot ergab
eine im Mittel 1,8fach erhdhte Akkumulation der F2* A mRNA im Vergleich zur
F2*G mRNA (n = 8; Standardabweichung = 0,27, Werte im Bereich von 1,4 —
2.2fach; dehe Abb. 9a). Die Analyse der Proteinexpresson derselben
transfizierten Zellen zegte, dad3 ebenfals eine grolere Menge Protein vom
mutierten Konstrukt (F2*A) im Vergleich zum normalen Konstrukt (F2*G)
entsteht (Abb. 9b). Die Erhéhung der Proteinmenge entspricht quantitativ der
Erhéhung der mRNA Menge, folglich ist die ehdhte Proteinexpresson des F2* A
Konstruktes nicht auf eine verbesserte Trandatierbarkeit seiner mMRNA
zurtickzufihren. Diese esten Ergebnisse, die mit dem experimentellen System
gewonnen wurden, korrespondieren mit den 1,25-1,3fach erhéhten Prothrombin
Plasmakonzentrationen heterozygoter Trager des 2021(A Allels (d. h. ener
errechneten 1,5-1,6fadhen Erhdhung bei Homozygoten, fir die e bidang keine
verflugbaren Daten gibt) im Vergleich zu nicht betroffenen Individuen. Das
experimentelle System spiegelt somit die Unterschiede der Prothrombin-

Expresson baim Menschen wider.
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Abbildung 9: a, Northern-Blot-Analyse zytoplasmatischer RNA-Praparationen. Die
Zellen wurden entweder mit dem normalen F2*G (Spur 1) oder dem mutierten F2*A
(Spur 2) Konstrukt transfiziert. Spur 3 enthalt eine RNA-Praparation untransfizierter
Zellen. Die Hybridisierung erfolgte mit einer HBB-spezifischen cRNA Sonde, die sowohl
fur die Detektion der F2-mRNAs als auch der Kontroll-mRNAs (WT+300) geeignet ist.
Die angegeben Expressionsstarken stellen den Mittelwert aus acht unabhéngigen
Experimenten dar (siehe Text). b, Immunblot von Proteinlysaten derselben Zellen mit
einem B-Globin spezifischen Antikdrper (Spur 1. F2*G; Spur 2: F2*A; Spur 3:
untransfizierte Zellen). Eine Kreuzreaktivitat des Antikdrpers mit Proteinen der
untransfizierten Zellen wurde nicht beobachtet.

4.1.3 Die F2 20210 G - A Mutation erhoht die mRNA Expression auf

post-transkriptionaler Ebene

Die 3‘untrandatierte Regionen ist bisang nicht als transkriptionaler Regulator der
Genexpresson bekannt. Dennoch multe ausgeschlosen werden, dal3 die
unterschiedliche Expresson der beiden Konstrukte durch unterschiedliche
Transkriptionsraten zustande komnt. Zwischen einem transkriptionalen oder post-

transkriptionalen Medanismus als Ursadhe der erhohten F2* A mRNA Expresson
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wurde mittel einer Primer-Extenson-Anayse unterschieden. Nukle&e und
zytoplasmatische RNA-Prgparationen wurden mit Primern analysiert, die
entweder speafisch mit der pr&mRNA (nukled&e Prdparation) oder aber
ausgchlie®lich mit der reifen mRNA hybridisieren (zytoplasmatische Praparation;
sehe schematische Darstellung in Abb. 10b). Be der Analyse der reifen
zytoplasmatischen mRNA erkennt man erneut eine @was erhohte Expresson
(etwa 1,5fadh) der F2* A mRNA (Abb. 10a, Spuren 3 & 4), womit die Daten der
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Abbildung 10: a, Primer-Extension-Analyse der mRNAs (Spuren 1-4) und pr&-mRNAs
(Spuren 5-8) beider F2-Konstrukte (F2*G: Spuren 3 & 7; F2*A: Spuren 4 & 8).
Zytoplasmatische Gesamt-RNA-Préparationen von Zellen, die mit dem F2*G Konstrukt
(Spur 3) bzw. dem F2*A Konstrukt (Spur 4) transfiziert wurden, wurden mit einem Exon-
spezifischen Oligonkleotid analysiert, das sowohl mit der F2-mRNA (212 nt) als auch
mit der mRNA der kotransfizierten Kontrolle (176 nt) hybridisiert. Nukleare Gesamt-
RNA-Praparationen derselben Zellen (Spur 7: F2*G; Spur 8: F2*A) wurden mit einem
Intron-spezifischen Oligonkleotid analysiert, das nur mit der pra&-mRNA der
Hybridkonstrukte (215 nt) und der Kontrolle (179 nt) hybridisiert. Die Spuren 1 und 5
wurden mit RNA untransfizierter Zellen, die Spuren 2 und 6 mit Kontroll-transfizierten
Zellen (HBB) erstellt. b, Schematische Darstellung der Primer Extension-Analyse mit
den verwendeten Oligonukleotiden und den Hybridisierungspositionen.
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Abbildung 11: a, LM-PAT-Assay von F2*A und F2*G mRNAs. Die langgestreckten
Signale reprasentieren die Verteilung der Poly(A)-Schwanzlangen (Spuren 3 & 5: F2*G;
Spuren 4 & 6: F2*A). Die Spezifitat und Auflésung des Assays wurde durch einen Xhol-
Verdau der PCR-Produkte nochmals gesteigert. Dieses Enzym schneidet direkt vor dem
Terminationskodon und bewirkt die Abspaltung eines 105 nt Fragmentes von Exon 3
und gleichzeitig eine Verkiirzung der Fragmente mit Poly(A)-Schwanzen (Spuren 5 & 6).
Spur 1 wurde mit RNA von untransfizierten Zellen, Spur 2 mit RNA von Kontroll-
transfizierten Zellen angefertigt. Das Kontroll-Signal stammt von der kotransfizierten
HBB/CAT-Kontrolle (siehe Material und Methoden). Die Bandenpositionen des
GrolRenstandards sind dargestellt (Spur: Marker). b, Schematische Darstellung der LM-
Pat-Reaktion, der Oligonukleotid-Positionen sowie der Xhol-Schnittstelle.

Northern-Blot-Analysen bestétigt wurden. Im Gegensatz dazu sind de nuklegen
pr&mRNAS beider Konstrukte in gleicher Menge vorhanden (Abb. 10a, Spuren 7
& 8). Dies weist einen post-transkriptionalen Medhanismus als Ursache fur die
erhdhte F2* A Akkumulation racdh.
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4.1.4 F2*A und F2*G mRNAs weisen identische Poly(A)-Schwéanze
und 3*‘UTRs auf

Die kritische Postion der G- A Mutation an der Spaltungsdelle der pr&mRNA
impliziert eine Verénderung der 3'End-Prozesserung duch die Mutation. Dies
kbnren zum einen strukturelle Verdnderungen sein (Lange des Poly(A)-
Schwanzes und/oder Position der 3'End-Prozesserung), zum anderen funktionelle
Veranderungen (Effizienz der 3'End-Prozesserung). Zuerst wurde die Lange der
Poly(A)-Schwanze beider mRNAs mit Hilfe anes LM-PAT Assays untersucht
(Sdlles et al., 1999 (schematische Darstellung des Assays sehe Abb. 11b), da an
langerer Poly(A)-Schwanz bei einer mRNA zu einer verbessrten zyto-
plasmatischen Stabilitdt und somit zu einer erhdhten Zahl von trandatierbaren
Transkripten fihren konnte. Die Anayse agab jedoch identische Poly(A)-
Schwanzléngen fur beide mRNAs mit einer vergleichbaren Langenverteilung
(Abb. 11a). Die Spezfitdt des Assays wurde durch einen Xhol-Verdau der LM-
PAT-Produkte Uberprift, was zusatzlich zu einer erhdhten Auflésung der Signale
fahrt (Abb 11a, Spuren 5 & 6). Die ehohte Expresson des mutierten Konstruktes
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Abbildung 82: RT-PCR Sequenzierung der 3'UTRs der F2*G- und F2*A-mRNAs. Die
Position der Haupt- und Nebenspaltungsstellen und des Poly(A)-Signals ist dargestellt.
Der Poly(A)-Schwanz ist in dieser Sequenzreaktion ebenfalls deutlich zu erkennen.
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kann also nicht mit einem verlangerten Poly(A)-Schwanz erklért werden.

Die 3'End-Prozesserung von pr&mRNAs erfolgt an einer moglichst optimalen
Spaltungsposition, die aufgrund des Kontextes von Poly(A)-Signa (AAUAAA)
und U-reichem Sequenzdement (stromab der Spaltungsgelle gelegen) von den
Faktoren des 3'End-Prozesserungsapparates ausgewahlt wird (Chou et al., 1994.
Es ist bekannt, dal3 sowohl die Sequenz des Poly(A)-Signals als auch des U-
reichen Sequenzdements die Prozesserungseffizienz bestimmen (Chou et al.,

(0]
©
{ o
3
o S o
° G 9
R
[ A VR VR VI v
1 2 34 5 8]
-
verlangert (251 nt) » -
1 2 3 4
- ~
Kontrolle (139 nt) » -~ -
korrekt (105 nt) > -
100 145 %

Abbildung 13: Ribonuklease Protektionsanalyse aller Transkripte der F2*A und F2*G
Konstrukte. Die Sonde reicht vom Terminationskodon bis in die 3‘ flankierenden
Sequenzen der Hybrid-mRNAs. Die korrekt prozessierten (105 nt) und die 3
verlangerten (251 nt) Transkripte sind bezeichnet. Die Kontroll-mRNA (HBB) ergibt ein
protektiertes Fragment von 139 nt. Der eingefiigten Kasten enthalt eine fiinfmal
langere Exposition der oberen Banden. Spuren 1 und 2 stellen Analysen der RNA-
Praparationen  untransfizierter bzw. kontroll-transfizierter Zellen dar. Die
Expressionsstarken reprasentieren den Mittelwert von drei unabhéngigen Analysen.
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1994 Colgan und Manley, 1997. Erstaunlicherweise folgt die Sequenz an der
eigentlichen Spaltungsgelle keinem strikten Konsensus, jedoch findet man am
haufigsten die CA-Spaltungsdelle, die aich bei der F2* A mRNA vorliegt (Wahle
und Ruegsegger, 1999 (Zhao et al., 1999. Untersuchungen in einem in vitro
System haben gezeagt, dal3 ein CA-Dinukleotid gegentiber einem CG-Dinukletid
bevorzugt als Spaltungsdelle gewahit wird (Chen et al., 1995. Daher wére es
moglich, da3 F2*A und F2*G mMRNAs an unterschiedlichen Postionen
prozessert werden. Dies wirde bedeuten, dal3 sich die 3'UTRs der beiden
MRNAs in Lange und Zusammensetzung unterscheiden, wodurch ene
unterschiedliche Stabilitét bedingt sein konnte. Die 3'UTRs belder mRNAS
wurden mittels RT-PCR (reverse Transkription - Polymerase Kettenredktion)
Sequenzierung untersucht. Die Sequenz zagt deutlich, dal3 bei der Mehrzahl der
Transkripte der Poly(A)-Schwanz an der Position des CG- bzw. CA-Dinukleotids
angehangt wurde (Abb. 12). Nur ene geringe Anzahl von mRNASs beider
Konstrukte wird an Positionen 4 bzw. 6 nt weiter stromabwaérts polyadenyliert.
Die 3*'UTRs der beiden mRNAs snd aso bis auf die G- A Mutation in Lange

und Zusammensetzung identisch.

4.1.5 Die Mutation F2 20210 G - A bewirkt eine Erhéhung d er 3‘End-

Prozessierungseffizienz

Als nadhstes llte Uberprift werden, ob sich die beiden mRNASs in der Effizienz
ihrer 3'End-Prozesserung unterscheiden. RNA-Prdparationen von transfizierten
HelLa-Zellen wurden mittels Ribonuklease-Protektions-Analyse untersucht, um
die 3'Enden dler entstehenden Transkripte a1 erfassen. Durch diese Anayse
konnten nochmals die quantitativen Unterschiede bel der Expresson der reifen
F2*G bzw. F2* A mRNAS bestétigt werden (Abb 13, Spuren 3 & 4, vergleiche die
mit , korrekt* bezechneten Banden). Uberraschenderweise wurde von der Sonde
eine aveite Spezes von Transkripten detektiert, die nicht an der erwarteten
Position 3'End-prozessert wurde, sondern offenbar verlangerte 3'Enden aufweist
(Abb 13, Spuren 3 & 4, bezachnet mit ,verlangert, siehe auch den eingefligten
Ausghnitt  einer verlangerten Exposition). Die an 3'Ende verlangerten
Transkripte konnten durch die ineffiziente Erkennung des F2-3'End-
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Prozesserungsdggnals entstehen, wodurch es zu einem Durchlesen der Poly(A)-
Stelle komnt.

Besonders bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang, dal3 von den
3'verlangerten Transkripten deutlich mehr bel der F2*G mRNA ds bel der F2*A
MRNA entsteht. Dies ist relativ unerwartet, da man bei den korrekt prozesserten
Transkripten genau umngekehrt einen UberschuR von mRNAs mit der Mutation
beobaditet. Dieses Ergebnis konnte bedeuten, dal3 die G- A Mutation ene
Erhéhung der 3' End-Prozesserungseffizienz zur Folge hat.

Diese Hypothese sollte direkt getestet werden. Dazu wurde @n in vivo
Kompetitions-Assay etabliert, bel dem die verwendeten Konstrukte zvel
hintereinander gelegene 3'End-Formations-Signale in Folge tragen, bestehend aus
dem Poly(A)-Signal, der Spaltungsdelle und 3flankierenden Sequenzen
(inklusve U-reichen Sequenzdementen, Abb. 14a). Die beden 3'End-
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Abbildung 14: a, Schematische Darstellung der Kompetitions-Konstrukte mit zwei
hintereinander gelegenen 3‘End-Formations-Signalen. b, Hela-Zellen wurden mit
den jeweils angegebeben Kompetitions-Konstrukten transfiziert und Ribonuklease-
Protektions-Analysen von  zytoplasmatischer Gesamt-RNA  dieser Zellen
durchgefihrt. Die Sonden reichen Uber die beiden kompetitierenden Signale, so dalR
die 3'End-Prozessierungseffizienzen mit nur einer Sonde direkt verglichen werden
kénnen. Aufgrund der wesentlich schwacheren Signale wurde der untere Teil der
Abbildung wurde viermal langer exponiert als der obere Teil.
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Abbildung 15: Ribonuklease-Protektionsanalyse von Kompetitionskonstrukten mit
jeweils einer Variante einer F2 3'End-Prozessierungsstelle (Spur 2: F2*G; Spur 3: F2*A)

und einer dahinter gelegenen B-Globin 3‘End-Prozessierungsstelle, bzw. zwei B-Globin
Prozessierungsstellen im direkten Vergleich (Spur 1). Der untere Teil der Abbildung
wurde etwa flinfmal langer exponiert als der obere.

Formations-Signale innerhalb einer pr&mRNA konnen direkt miteinander um die
3'End-Prozesserung konkurrieren, daher kann man die Prozesserungseffizienzen
der Signade direkt miteinander vergleichen. Als Kontrolle fir die Funktion des
Kompetitions-Assay diente @n Konstrukt mit zwei identischen [3-Globin 3'End-
Prozesserungs-Signalen (HBB/HBB). Die Transkripte dieses Konstruktes wurden
in transfizierten Zellen bevorzugt am 5‘gelegenen Signal (d. h. am vorderen
Signal) prozessert (Verhdtnis >3:1, Abb. 14b, Spur 1), was eine hohe Effizienz
der B3-Globin 3'End-Prozesserung bestétigt (Batt et al., 1994). Im Gegensatz daau
beobaditet man bei Konstrukten mit zwel Prothrombin 3'End-Prozesserungs-
Signalen eine verstdrke Verwendung des 3‘gelegenen Signals, was auf ene
geringe Effizienz des F2-Signals hinweist (Abb. 14b, Spuren 2-5). Ein direkter
Vergleich der F2*G- und F2*A-Signale in diesem Assay zdgt deutlich die
erhohte Effizienz des F2*A-Signals, die 3'End-Prozesserung zu induzieren.
Durch diese Ergebnisse kann eindeutig belegt werden, dal? die Rate der korrekten
3‘End-Prozesserung durch die F2 20210G - A Mutation erhoht wird.

In einem abschliel3enden Experiment wurden die (3-Globin- und Prothrombin-
Signale miteinander im Kompetitions-Assay verglichen. Als Kontrolle diente

erneut das Konstrukt mit zwei 3-Globin-Signalen, dessen Transkripte — wie auch
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schon vorher beobadtet — bevorzugt am 5° gelegenen Signal prozessert werden.
Die Transkripte der beiden Konstrukte mit einem 5 gelegenen F2-Signd
(entweder mit einem G oder einem A) und einem dahinter liegenden [3-Globin-
Signal wurden fast ausschliefdlich am [B-Globin-Signal prozessert (d.h. am
3‘gelegenen Signal; Abb. 15, Spuren 2 & 3). Dies belegt, dal3 die 3'End-
Prozesserung von Prothrombin im Vergleich zum [-Globin sehr ineffizient
ablauft.

Die hier présentierten Experimente haben zur Identifikation der erhdhten Effizienz
der 3'End-Prozesserung als neuartigem nolekularen Medanismus einer
hereditéren Erkrankung gefihrt. Sie zegen ferner die weitreichenden
Auswirkungen einer nur geringen Aktivierung der mRNA-Prozesserung auf das

Gleichgewicht der Blutgerinnung.

Die nun folgenden beiden Abschnitte werden sich mit Untersuchungen zum
Medanismus des Nonsens-vermittelten mRNA-Abbaus beschéftigen. Zum einen
werden Analysen zur Rolle des Poly(A)-Schwanzes beim NMD beschrieben, zum
anderen wird ein neues experimentelles System vorgestellt, um Faktoren des

NMD zu identifizieren und charakterisieren.
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4.2 Rolle des Poly(A)-Schwanzes beim Nonsens-vermittelten
MmRNA-Abbau

Der Poly(A)-Schwanz eukaryontischer mRNAs erhdht sowohl die Effizienz des
SpleiRens als auch die Effizienz der Trandation (Gray et al., 200Q Gray und
Wickens, 1998 Minvielle-Sebastia und Keller, 1999 Preiss und Hentze, 1998
Tarun und Sads, 1995, beides unverzichtbare Voraussetzungen fur den humanen
NMD. Es wére daher moglich, dal3 der Poly(A)-Schwanz an wichtiges cis
agierendes Element innerhalb von NMD-kompetenten mRNPs darstellt. Diese
Hypothese wurde in einem experimentellen System untersucht, das die Analyse
von nicht-polyadenylierten (-Globin mRNAs (entweder Nonsens-mutiert oder
nicht) mit Histon-3*UTRs ermdglicht (flr einen Vergleich der charakteristischen
Funktionen beider mMRNA-3'Enden siehe Abb. 16). Fast adle mRNAs in
Vertebraten werden an ihrem 3'Ende mit einem Poly(A)-Schwanz versehen. Eine
Ausnahme hilden die mRNASs von Histonen des Replikationstyps (Dominski und
Marzluff, 1999. Angatt eines Poly(A)-Schwanzes weisen sie a1 ihrem 3'Ende
eine Sekundarstruktur  (sogenannte  Stem-Loop-Struktur) auf, Uber die
zdlzyklusabhéngig de Stabilitdt der Histon-mRNA reguliert wird. An die
Sekundérstruktur des 3'Endes, den sogennanten Histon-Stem-Loop, bindet das
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Abbildung 16: Vergleich der Funktion der in Vertebraten vorkommenden mRNA 3‘Enden.
Sowohl Poly(A)-Schwanz, als auch Histon 3‘Ende stimulieren Transport und Translation und
schiutzen das 3‘Ende der mRNA vor Degradation. Im Gegensatz zum Histon 3‘Ende stimuliert
jedoch ein Poly(A)-Schwanz (bzw. der Vorgang der Polyadenylierung im Zuge der 3‘End-
Prozessierung) den Spleivorgang.
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,stem-loop binding protein® (SLBP, auch genannt ,histone hairpin-binding-
protein‘, HBP), das fir die Prozesserung, den Export und de
Stabilitdtsregulation der mRNA verantwortlich ist (Dominski et al., 1999 Martin
et al., 1997 Muller und Schumperli, 1997 Wang et al., 1996 Whitfield et al.,
2000.

4.2.1 Experimentelles System

Fur die Untersuchung von nicht-polyadenylierten mRNAs wurde in einem
genomischen (-Globin-Expressonsvektor die 3*UTR des (3-Globins-Gens (HBB)
durch die 3*UTR und 3flankierenden Sequenzen des H1F3-Histon-Gens (H1F3)
ersetzt (Abb. 17). Diese Sequenzen enthaten das Histon 3'End-
Prozesserungsdgnal, das fur die dfiziente Verarbeitung der pr&mRNAs
notwendig ist. Es ist bekannt, da® das Histon 3'Ende den nukleo-
zytoplasmatischen Transport, die ztoplasmatische Stabilitédt und de Trandation
in einer Poly(A)-unabhéngigen Weise fordert (Muller und Schumperli, 1997). Die
Verwendung eines Hybridkonstruktes aus HBB und H1F3 hat gegeniber der
Untersuchung eines unveranderten Histon-Gens zwei wichtige Vorteile. Histon-
Gene werden als mRNAs ohre Introns exprimiert, daher koénnen Nonsens-
Mutationen nicht erkannt werden (Brocke et al., 2002 Maguat und Li, 2001, Neu-
Yilik et al., 200). Man miite dso heterologe Introns in das Histon-Gen

HBB > HI1F3
_T@lzv—
1 2 3 H1F3

Abbildung 17: Schematische Darstellung des HBB/H1F3 Hybridgens mit den
Modifizierungen in der 5'UTR und 3‘UTR. Das Konstrukt besteht aus dem genomischen 3-
Globin Gen (HBB) mit oder ohne einer Nonsens-Mutation an Position 39 (die Konstrukte
werden bezeichnet als WT IRE/H1 fur das Konstrukt ohne Nonsens-Mutation und NS 39
IRE/H1 fur das Konstrukt mit der Nonsens-Mutation, hier nicht abgebildet; Konstrukte mit
nicht-funktionellen IREs in der 5'UTR tragen die Bezeichnungen WT AC/H1 bzw. NS 39
AC/H1). Die intronlosen Varianten enthalten nur einen cDNA ORF (bezeichnet als cWT/H1
und cNS 39/H1). Direkt vor dem Terminationskodon wurde eine Xhol Schnittstelle
eingefugt, um die heterologen Sequenzen einfligen zu kénnen. Das Terminationskodon,
die 3'UTR und 918 nt flankierender Sequenzen stammen vom H1F3 Gen (hell dargestellt).
IRE: iron responsive element; H: Histon H1F3 Stem-Loop.
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einfligen, damit es die Vorausstzungen zur Erkennung eines PTC erflillt. Es ist
offensichtlich, dal3 damit wiederum eine Relhe von experimentellen Parametern
veréndert werden, deren Auswirkungen erst einmal analysiert werden missen.
Zusétzlich wurde der Vorgang des NMD im (3-Globin-System bereits eingehend
untersucht, es steht dso en etabli ertes System fir den NMD zu Verflgurg.

Es wurden zwei Modifikationen der Hybridkonstrukte durchgefthrt, um die
speafischen Charakteristika des NMD erkenren zu kénren. In der 5'UTR wurde
ein ,iron-responsive dement” (IRE) eingefligt, eine Sequenz, die ane speafische
eisenabhdngige Regulation der Trandation ermdglicht (Hentze et al., 1987;
Hentze et al., 1987). Diese Regulation der Trandation mit Hilfe des IRE wurde
bereits £hon einmal verwendet, um die Abhéngigkeit des NMD von der aktiven
Trandation der Nonsens-mutierten mRNA zu zdgen (Thermann et al., 1998.
Eine nicht-funktionelle Sequenzvariante (IREAC) diente ds Negativkontrolle fir
die Trandationsregulation. Zur Kontrolle der Spleil3abhéngigkeit des NMD wurde
eine Variante des Hybridkonstruktes hergestellt, bel der beide Introns entfernt
wurden. Dies ollte a1 einer Aufhebung des NMD trotz NS-Mutationen in der
MRNA fuhren.

4.2.2 Hybrid-mRNAs aus HBB und H1F3 werden korrekt am 3‘Ende

prozessiert

Es ist seit langerem bekannt, dald3 nicht-polyadenylierte mRNAs mit Histon
3'UTRs ineffizient gespleildt werden, wahrend gespleifite mRNAs auch an
kryptischen Poly(A)-Signalen polyadenyliert werden (Pandey et al., 1990. Daher
wurde auerst anaysiert, ob die Hybrid-mRNASs korrekt prozessert werden (d. h.
gespleiit und mit Histon 3'Ende prozessert, jedoch nicht kryptisch
polyadenyliert). Das Fehlen enes Poly(A)-Schwanzes wurde mittels ener
Fraktionierung aler zytoplasmatischen RNAs untersucht. Eine Prdparation
zytoplasmatischer Gesamt-RNA wurde mit Oligo-dT-Zellulose in eine Fraktion
mit und eine Fraktion ohne Poly(A)-Schwanze aifgetrennt. Die Fraktionen
wurden mit einer geagneten Sonde im Ribonuklease-Protektions-Assay
analysiert, die sowohl mit dem Histon 3'Ende ds auch mit (3-Globin-Sequenzen

hybridisieren kann (Abb. 18b). Dadurch kann man das als Kontrolle fiir variable
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Abbildung 18: a, Ribonuklease-Protektions-Analyse einer RNA-Préparation von Zellen,
die mit dem Hybdridkonstrukt WT AC/H1 (d.h. nicht-funktionelles IRE, intronhaltiger ORF
ohne Mutation) und normalem [-Globin als Kontrolle transfiziert wurden. Gesamt-
zytoplasmatische RNA (Spur 1) wurde mit Oligo-dT-Zellulose in eine poly(A)-
angereicherte (Spur 2) und eine poy(A)-abgereicherte Fraktion (Spur 3) aufgetrennt. Ein
Aliquot der unverdauten Sonde ist in Spur 4 aufgetragen. Die von der Sonde
protektierten Fragemente fir korrekt 3‘End-prozessierte Hybrid-mRNAs (H, 184 nt) und
Kontroll-mRNAs (C, 125 nt)) sind eingezeichnet. Die zwei zuséatzlichen Banden (* und **)
entstehen durch aberrante 3'End-Prozessierung (*) bzw. falsches SpleiRen (**). b,
Schematische Darstellung der Sonde mit den erwarteten protektierten Fragmenten. Die
422 nt lange Sonde reicht von Intron 2 Uber das gesamte Exon 3 mit der Histon 3'UTR
bis in die 3 flankierenden Bereiche des Hybridkonstruktes und protektiert daher ein 125
nt langes Fragment der Kontroll-mRNA (B-Globin) und ein 184 nt langes Fragment fir die
Hybrid-mRNA (HBB/H1F3)

Transfektionseffizienzen kotransfizierte [3-Globin ebenfalls detektieren. Die
Anayse zegt, dal3 sowohl die B-Globin Kontroll-mRNA mit dem normalen
Poly(A)-Schwanz ds auch die Hybrid-mRNA mit dem Histon 3'Ende in der
unfraktionierten zytoplasmatischen RNA-Préparation vorliegen (Abb. 18a, Spur
1). Wie ewartet, findet man in der Poly(A)-angereicherten Fraktion fast
ausgchliedlich die B-Globin Kontroll-mRNA, in der Poly(A)-negativen Fraktion
vor alem die Hybrid-mRNA (Abb. 18a, Spuren 2 & 3). Man kann aso davon
ausgehen, dal3 die Hybrid-mRNAs die gewlnschten nicht polyadenylierten Histon

3'Enden aufweisen.
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Abbildung 19: Langenbestimmung der
protektierten Fragmente der WT AC/H1
MRNA mit der Auflésung einer DNA-
Sequenzreaktion. Spur 1 zeigt die
unverdaute Sonde. Bezeichnung der
= Fragmente wie in Abb. 18 eingefihrt.
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Mit der verwendeten Sonde ist es auch moglich, anhand der Lénge der
protektierten Fragmente die genaue Postion der Histon-Prozesserung zu
ermitteln. Im Verlauf der Histon 3'End-Prozesserung bel Vertebraten kommt es
zu einer Spaltung drekt angrenzend an der Sequenz ACCCA, die nur wenige
Nukleotide stromabwérts des Stem-Loops liegt (Muller und Schumperli, 1997).
Durch die genaue Bestimmung der Spaltungsposition ist also zusétzlich zu den
Poly(A)-Fraktionierungs-Analysen  ein RUckschlu3 auf die fehlerfreie
Prozesserung der Hybrid-mRNAs moglich. Im Ribonuklease-Protektions-Assay
werden fur die korrekt gespleifte Hybrid-mRNA mit einem Histon 3'Ende an
Fragment von 184 nt erwartet, fir die korrekt gespleifite und polyadenylierte
Kontroll-mRNA ein Fragment von 125 nt. Die Lénge der protektierten Fragmente
wurde aif einem hochaufldsenden Polyaaylamidgel ermittelt. Zur exakten
Bestimmung wurde ene radioaktiv markierte Sequenzre&ktion (B-Globin) mit auf
das Ge aufgetragen, die ane hohere Genauigkeit der Langenbestimmung als
andere herkdmmliche Marker erlaubt (Abb. 19). Die so ermittelten Langen der
protektierten Fragmente entspradhen exakt den erwarteten Fragmentlangen,

wodurch die richtige Prozesgerungsposition des Histon 3' Endes gezegt wurde.
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WT AC/H1

HU:_— 6h 20h

8 W " <«H (184 nt)
Abbildung 20: Analyse der Zellzyklus-
Funktion der Histon 3'Enden in den Hybrid-
MRNAs. Hela-Zellen wurden mit dem

Konstrukt WT AC/H1 und der Kontrolle B-
Globin transfiziert. Zur Blockierung des
Eintritts in die S-Phase wurden die Zellen
fur 6 (Spur 2) oder 20 h (Spur 3) mit

Hydroxyharstoff (HU) behandelt, eine
...“0(125 nt) unbehandelte  Transfektion diente als

Negativ-Kontrolle (Spur 1). Die Banden fir
die Hybrid-mRNAs sind mit H, fur die
Kontroll-mRNAs mit C bezeichnet.

4.2.3 Hybrid-mRNAs bilden funktionelle Histon 3‘Enden

Histon-mRNASs des Replikationstyps werden zdlzyklusabhéngig destabilisert, da
die Synthese neuer Histonproteine nur wéhrend der DNA-Replikation notwendig
ist. Diese Destahiliserung ist abhéngig von ihrem 3'Ende. Wenn die Hybrid-
MRNAs funktionelle Histon 3‘Enden aufweisen, sollten sie in Abhéngigkeit vom
Zellzyklus dabilisiert bzw. destabilisiert werden. Dies ist in einer Population von
nicht synchronisierten Zellen nicht direkt erkennbar, jedoch in Zellen, die in einer
bestimmten Phase des Zellzyklus arretiert wurden. Fur die Untersuchung der
Zellzyklusregulation von Histon-mRNAs ist die Blockierung des Zellzyklus vor
der SPhase @ene verbreitete Methode. Dazar werden die Zellen mit
Hydroxyharnstoff ~ behandelt, einem  pharmakologischen  Inhibitor  der
Nukleotidsynthese, der zu einer Anreicherung der Zellen vor der S-Phase fihrt
(Levine et al., 1987. Zur Untersuchung der Funktionalitét der Hybrid-mRNAS
wurden HelLaZellen mit dem Kontroll- und dem Hybrid-Konstrukt transfiziert
und fir 6 bzw. 20 h mit Hydroxyharnstoff arretiert. In der Ribonuklease-
Protektions-Analyse e@kennt man deutlich die Abnahme der Hybrid-mRNA
Menge nach 6 (Abb. 20, Spur 2) bzw. 20 h Behandlung mit Hydroxyharnstoff
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Abbildung 21: Ribonuklease-Protektions-Analyse und Immunblot-Analyse zur
Demonstration der spezifischen Translationsregulation Uber das IRE/IRP-System.
HelLa-Zellen wurden mit dem Hybridkonstrukt WT IRE/H1 (Spuren 1 & 3) oder NS 39
IRE/H1 (Spuren 2 & 4) transfiziert. Zuséatzlich wurden zwei Kontrollen transfiziert, eine
mit IRE (Kontrolle IRE) und eine ohne (Kontrolle). Die Translation der IRE -enthaltenden
MRNAs wurde durch Zugabe von Deferoxaminmesilat (Spuren 1 & 2) inaktiviert bzw.
durch Zugabe von Ham-Arginat (Spuren 3 & 4) aktiviert. Protein-Lysate und RNA-
Préaparationen wurden aus denselben Zellen hergestellt.

(Abb. 20, Spur 3) im Vergleich zu unbehandelten Zellen (Abb. 20, Spur 1). Dies
entspricht dem erwarteten Ergebnis, da die HeLa-Zellen ncht in die S-Phase des
Zellzyklus eintreten kdnnen und de Histon-Neusynthese nicht stattfinden kann.
Die Hybrid-mRNAs weisen also 3'Enden der richtigen Struktur (Lénge) auf, die
nicht kryptisch polyadenyliert werden. Zusétzlich verhaten sie sich auch

funktionell wie normale zdlulare Histon-mRNAS.

4.2.4 Demonstration der eisenabha ngigen Translationsregulation im
experimentellen System

In den folgenden Experimenten soll en System zur speafischen

Trandationsregulation zum Einsatz kommen, um beim Abbau von NS-mutierten

[-Globin-mRNAs ohne Poly(A)-Schwénze die fir den NMD charakteristische

Trandationsabhéngigkeit zu (berprifen. Dieses System basiert auf der
eisenabhangigen Interaktion des Proteins IRP mit dem IRE in der mRNA. Durch
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die Interaktion wird de Trandation von mRNAs, die én funktionelles IRE in
ihrer 5*'UTR aufweisen speafisch inaktiviert. Die Bindung findet nicht statt, wenn
in der Zelle genug Eisen vorhanden ist. In diesem Falle ist die Trandation der
IRE-enthaltenden mRNA moglich. Zur Zeit existiert kein anderes System zur
Regulation der Trandation, das eine &wnlich hohe Spezfitét bel vergleichbarer
Leistungsfahigkeit bieten kann. Durch die hier dargestellten Experimente wurde

J'UTR: Histon H1F3
5UTR: IREAC IRE
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Abbildung 22: Analyse des NMD von Nonsens-mutierten mMRNAs mit Histon 3‘Enden.
Ribonuklease-Protektions-Analyse von HelLa-Zellen, die mit dem Konstrukt WT AC/H1
(Spuren 2,4,6), NS 39 AC/H1 (Spuren 3,5,7), WT IRE/H1 (Spuren 8, 10) bzw. NS 39
IRE/H1 (Spuren 9, 11) und zusatzlich der B-Globin Kontrolle transfiziert wurden. Die
Translation der IRE-enthaltenden mRNAs wurde inaktiviert durch Eisenentzung mit
Deferoxaminmesilat (DFO, Spuren 8, 9) oder aktiviert durch Zugabe von Ham-Arginat
(Ham; Spuren 10, 11). Transfektionen mit nicht-funktionellen IREs wurden als Kontrolle
fur die Spezifitat auf die gleiche Weise behandelt (Spuren 4 & 5 DFO; Spuren 6 & 7
Ham). Die Expressionsstarken stellen die Mittelwerte mehrerer unabhangiger
Experimente dar.
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das IRE/IRP-System speafisch fur den Einsatz bei mRNAs mit 3'Histon-Enden
validiert. Hierzu wurden Zelen mit den Hybrid-Konstrukten (H) mit
funktionellem IRE und zwei verschiedenen Kontroll-Konstrukten trandfiziert,
eines davon ebenfalls mit funktionellem IRE (Kontrolle IRE) und eines ohne IRE
(Kontrolle). Da die Hybridkonstrukte auf Proteinebene ausgesprochen schwad
exprimiert werden, war es erforderlich, die Trandation durch die Kontrolle mit
IRE zu demonstrieren. Aulerdem entstehen enige &errant prozesserte
Transkripte von den HBB/H1F3-Konstrukten, die aur Proteinproduktion beitragen
konnten. Daher kann ncht sicher gesagt werden, ob das im Immunblot detektierte
[-Globin-Protein von korrekt oder aberrant prozesgerten mRNAs trandatiert
wurde. Die Auswertung der mRNA- und Proteinexpresson ergab das folgende
Ergebnis. Die Kontrolle ohre IRE wurde auf RNA- und Protein-Ebene stets gut
exprimiert und des trotz Veranderungen der Eisenkonzentration (Abb. 21; obere
Banden, Spuren 1-4). Im Gegensatz daau zegte die Kontrolle mit IRE zwar auf
RNA-Ebene an gleichmaiges Expressonsniveau, jedoch wurde nur dann Protein
exprimiert, wenn die Trandation dieser Kontrolle speafisch durch die Zugabe
von Eisen in Form von Ham-Arginat ermdglicht wurde (Abb. 21; mittlere
Banden, Spuren 1 & 2 nicht trandatiert, Spuren 3 & 4 trandatiert). Diesentspricht
exakt den erwarteten Ergebnissen einer spezfischen Trandationsregulation mit
IRE. Gleichzdtig erkennt man bel der Analyse der Hybrid-mRNAS nur dann eine
Abnahme der Nonsens-mutierten mRNA, wenn die Trandation der IRE-Kontrolle
maoglich ist (Abb. 21: untere Banden, Spuren 3 & 4). Diese trandationsabhéngige
Verringerung der NonsenssmRNA soll jedoch im folgenden noch eingehend
untersucht werden. Diese Ergebnisse zegen, dal3 die Regulation der Trandation
Uber das IRE/IRP-System auch in dem hier gewahiten experimentellen System gut

funktioniert.

4.2.5 Nicht-polyadenylierte Hybrid-mRNAs mit Histon 3‘Enden

unterliegen dem Nonsen s-vermittelten mRNA-Abbau

Zunadhst wurde untersucht, ob Nonsens-mutierte mRNAs mit Histon 3'UTRs
durch den NMD degradiert werden. Der Vergleich von Wildtyp und Nonsens-

mutierten Hybrid-mRNAs (jewells mit einer nicht-funktionellen Variante des
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Abbildung 23: Ribonuklease-Protektions-
Analyse von RNA-Praparationen aus Zellen,
die zur Stabilisierung von Nonsens-mutierten
Transkripten mit dem Translationsinhibitor
I <+ H (184 nt) Cycloheximid (CHX) behandelt wurden
(Spuren 3 & 4). Die Zellen waren entweder
mit dem Nonsens-mutierten NS 39 AC/H1
(Spuren 2 & 4) oder dem nicht-mutierten WT

s «C(125n) AC/H1 Konstrukt (Spuren 1 & 3) sowie der -
Globin  Kontrolle transfiziert. Spur 5:

unverdaute Sonde.
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IRE, d. h. ohne Regulation der Trandation) zegt, dal3 die NS-mutierte mRNA nur
eine Expressonsgéarke von etwa 18% der WT mRNA erreicht (Abb. 22, Spuren 2
& 3). Das Vorhandensein eines Nonsens-Kodons verringert also die Expresson
der Hybrid-mRNA. Grundsétzlich konnte diese verminderte RNA-Akkumulation
auch eine NMD-unabhingige Ursadhe haben. Die Trandationsabhangigkeit ist
eine der zentralen charakteristischen Eigenschaften des NMD. Daher wurde der
Einflul der zytoplasmatischen Trandation auf die Akkumulation der NS 39
mutierten Hybrid-mRNAs untersucht. Die Regulation der Trandation erfolgte
Uber das oben beschriebene IRE/IRP-System. Hela-Zellen wurden mit Hybrid-
Konstrukten transfiziert, die an funktionelles IRE in der 5 untrandatierten
Region aufweisen. Die Trandationsregulation erfolgt entweder durch Eisenentzug
mit Deferoxaminmesilat (Desferal, DFO), um die Trandation spezfisch zu
inaktivieren, oder durch Eisenzugabe mit Ham-Arginat, um die Trandation zu
aktivieren. Bei aktivierter Trandation zeigte die NS 39-mutierte mRNA nur eine
Expresson wvon 26% der WT-mRNA (Abb. 22, Spuren 10 & 11), was die
Ergebnise mit dem nicht-funktionellen IRE bestdtigt. Im Gegensatz daau
akkumulierte die NS-mRNA fast auf WT-Niveau, wenn die Trandation speafisch
mit DFO blockiert wurde (Abb. 22, Spuren 8 & 9). Die Spezfitdt der
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Abbildung 24: a, Ribonuklease-Protektions-Analyse mit RNA-Préparationen von
Zellen, die mit WT AC/H1(Spur 3) oder NS 39 AC/H1 (Spur 4) und der Kontrolle (B-
Globin) transfiziert wurden. Fur die beiden unterschiedlichen mRNAs wurden zwei
verschiedene Sonden verwendet, die unverdaut in Spur 1 (WT-Sonde) und 2 (NS 39
Sonde) aufgetragen wurden. Der eingefligte Kasten zeigt eine etwa finfmal langere
Exposition des eingezeichneten Ausschnitts. b, Schematische Darstellung von Sonde
und erwarteten protektierten Fragmenten. Die in diesem Experiment verwendete Sonde
reicht vom Initiationskodon im ersten Exon bis in die 3' flankierenden Regionen des
Histon-Teils. Korrekt 3‘End-prozessierte und gespleiRte Hybrid-mRNA protektiert ein
Fragment von 497 nt, die Kontrolle ein Fragment von 438 nt. Aberrante 3'End-

Prozessierung fiihrt zu einem Fragment von 610 nt, fehlerhaftes Splei3en zu einem
Fragment von 313 nt.

Trandationsregulation wurde dadurch bestédtigt, dal? Hybrid-mRNAs mit den
nicht-funktionellen IREs in der 5UTR immer einen NMD-Phénotyp zegen,
unabhéngig von der Eisenkonzentration in den Zellen (Abb. 22: Spuren 4-7). Dies
zagt, dald der Abbau der Nonsens-mutierten mRNAS auch in Abwesenheit eines
Poly(A)-Schwanzes die ztoplasmatische Trandation bendtigt. Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dal3 die nicht-polyadenylierte NS 39-mRNA tatsadlich durch
NMD abgebaut wird.

Urspringlich war die Trandationsabhéngigkeit des NMD nicht mit der
speafischen Regulation Uber das |RE/IRP-System gezegt worden, sondern durch
eine globale Inhibition der gesamten zdluléaren Trandation mit Cycloheximid

(CHX) oder anderen unspezfischen Inhibitoren der gesamten zdlularen
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Abbildung 25: Analyse der Spleil3-
.__ . abhangigen Degradation von Nonsens-
mutierten mMRNAs mit Histon 3'Enden.
| pp—— * Ribonuklease-Protektions-Analyse von Hela-

Zellen, die mit dem intronhaltigen Konstrukten
IRE/H1 (Spur 2) bzw. NS 39 IRE/H1 (Spur 3)
oder den intronlosen cWT IRE/H1 (Spuren 4,
6) bzw. ctNS 39 IRE/H1 (Spuren 5 & 7) sowie
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MRNAs wurde inaktiviert bzw. aktiviert durch
Eisenentzug mit Deferoxaminmesilat (Spuren
4 & 5) bzw. Zugabe von Ham-Arginat (Spuren
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Trandation, was zu unerwiinschten pleiotropen Effekten fihren kann (Carter et
al., 1995. Im Gegensatz zum IRE/IRP System werden durch die Trandations-
inhibition mit CHX NonsensmRNAs nicht vollstéandig, sondern rur leicht
stabilisiert. Der trandationsabhéngige Abbau der NS 39 Hybrid-mRNAs slite
aber zusatzlich noch mittels CHX-Behandlung bestétigt werden. Hierzu wurden
Zéellen mit WT- und NS 39-Konstrukten (ohre funktionelles IRE, um nmigliche
konkurrierende Regulation zu vermeiden) transfiziert und fir kurze Zeit in
Anwesenheit von CHX inkubiert. Durch die CHX-Behandlung stabilisierte sich
die Nonsens-mutierte mRNA deutlich (Abb. 23; vergleiche Spuren 1 & 2 ohne
CHX-Behandlung und Spuren 3 & 4 mit CHX-Behandlung). Dies bestétigt die
Beobadhtungen des vorigen IRE-Versuchs. Die Trandationsabhéngigkeit des
Abbaus von Nonsens-mutierten mRNAs ohne Poly(A)-Schwanz konnte dso mit
zwei unabhéngigen Methoden gezegt werden.

4.2.6 Die verringerte Expression der Nonsens-mutierten Hybrid-
MRNAs ist spleilRabhangig

Neben der Trandationsabhéngigkeit stellt die Spleil3abhéngigkeit eine

unentbehrliche Voraussetzung des B-Globin-NMD dar (Neu-Yilik et al., 2001

Thermann et al., 1998. Mit der fur ale bisherigen Analysen verwendeten Sonde
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kann das Spleif’en des 2. Introns der Hybrid-mRNA Uberprift werden (siehe
Schema der Konstrukte Abb. 17 und Sondenschema Abb. 18b). Das Intron 2 ist
fur den NMD der NS 39-mRNA viel entscheidender als das Intron 1, denn es
stellt das 3'gelegene Intron dar, Uber das der NMD-Apparat vorzdtige von
physiologischen Terminationskodons unterscheidet. Dennoch sollte Uberprift
werden, ob im Kontext des Hybrid-Konstruktes beide Introns effizient aus der
pr&mRNA gespleildt werden. Zu desem Zwedk wurden fur den folgenden
Ribonuklease —Protektions-Assay Sonden eingesetzt, die Uber die gesamte Lange
der mRNAs hybridiseren kdonren (cDNA-Sonden). Fur WT- und NS 39
Transfektionen wurden zwei unterschiedliche Sonden bendtig, um Fehlpaaungen
an der NS 39-Mutation auszuschlief3en. Mit diesen Sonden entstehen protektierte
Fragmente von 497 nt fur die korrekt gespleifdte und 3 End-prozesserte Hybrid-
MRNA und 438nt fur die Kontroll-mRNA. Ein groferes Fragment von 610 nt
wurde bel unvollstandiger 3'End-Prozesserung der Hybrid-mRNA enstehen, ein
kleineres Fragment von 313 nt bei unvollstdndigem Spleil3en (Abb. 24b). Die

cWT IRE/H1 . . :

1 Abbildung 26: Ribonuklease-Protektions-
< "<'( < Analyse einer RNA-Préaparation aus Hela-
S =2 Zellen, die mit dem intronlosen Konstrukt cWT
w8 o IRE/H1 und der intronhaltigen [-Globin
1 2 3 4] Kontrolle transfiziert wurden. Die zyto-

plasmatische Gesamt-RNA (Spur 2) wurde
— mit  Oligo-dT-Zellulose in eine poly(A)-
angereicherte (Spur 3) und eine poly(A)-
abgereicherte Fraktion (Spur 4) aufgetrennt
ok und alle Fraktionen einzeln analysiert.

W = «H(184nt)

- <+ C (125 nt)
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Anadyse zegt, da3 beide Introns der Hybrid-mRNA richtig gespleil3t werden,
zusétzlich wird das 3'Ende wie ewartet prozessert (Abb. 24; Spur 3). Die
MRNA mit der NS 39-Mutation zegt eine sehr geringe Expresson, wie bereits in
den Experimenten mit der anderen Sonde beobaditet wurde, was auf ene
Einwirkung des NMD zurtckzuftihren ist (Abb. 24; Spur 4). Sehr schwade
Banden bei 610 nt und 313 nt zeigen an, dald nur eine geringe Zahl von
Transkripten entweder aberrant gespleif3t oder aberrant 3'End-prozessert wird.
Eine verlangerte Exposition zagt keine aisétzlichen Banden, die mit weiteren
fehlgespleil3ten mMRNAs korrespondieren. Die dwas oberhalb 313 nt laufende
Bande in Spur 4 entsteht offenbar durch eine Fehlpaaung der Sonde (NS 39) mit
der Kontroll-mRNA, die a1 einem Telverdau der Kontrollbande fuhrt. Diese
Ergebnise beweisen, dal3 beide Introns auch im Kontext dieser Hybrid-mRNA
mit Histon 3'Ende anstelle des Ublichen Poly(A)-Schwanzes vollstandig und
korrekt gespleifdt werden.

Die Spleifsabhangigkeit des beobadteten NS 39-mRNA Abbaus wurde mit Hilfe
von intronlosen Varianten der Hybridkonstrukte Uberprift. Diese Konstrukte
enthalten funktionelle IREs in der 5'UTR, um das Verhaten der ungespleif3ten
MRNASs in Abhangigkeit von der Trandation ermitteln zu kdnren. Als positive
Kontrolle fir den NMD dienten die mRNAS von den intronhaltigen Konstrukten
(WT bzw. NS 39) be aktivierter Trandation. Diese Kontrollen zegen fur die NS
39-mRNA den erwarteten NMD-Phanotyp (Abb. 25: vergleiche Spuren 2 & 3).
Im Gegensatz dazu sind de intronlosen NS 39mRNAs wohl bel inaktivierter
als auch bei aktivierter Trandation stets gabil (Abb. 25 Spuren 4-7). Dies weist
eine NMD-Resistenz der ungespleifiten NS-mutierten mRNAs ohne Poly(A)-
Schwanz nach wie man es auch bai den polyadenylierten mRNA beobadten
kann.

Die Prozesserung des 3'Endes einer mRNA kann durch das Vorhandensein von
Introns beanflut werden (Pandey et al., 1990. Es wére daher grundsétzlich
denkbar, dal? die korrekte Prozesserung der Histon 3'Enden in den intronlosen
MRNAs nicht aufrediterhaten wird. Daher wurde auch fir die intronlosen
Transkripte ane Poly(A)-Fraktionierung durchgefihrt. Wie bel den intronhaltigen
Hybrid-mRNAs bleibt die korrekte 3'End-Prozesserung auch ohre Introns
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erhalten, da die polyadenylierte Kontroll-mRNA ausschlie@lich in der Poly(A)-
angereicherten Fraktion sichtbar ist (Abb. 26; Spur 3), und die Hybrid-mRNA nur
in der Poly(A)-negativen Fraktion (Abb. 26; Spur 4). Es tritt also auch nach
Entfernen der Introns aus den Hybridkonstrukten keine Veranderung der 3'End-
Prozesserung auf. Diese Ergebnisse zegen somit, dal3 der Abbau von Nonsens-
MRNAs mit Histon 3'UTRs nicht nur trandationsabhingig, sondern auch
spleifabhéngig ist. Bel beiden Prozessen handelt es sch um charakteristische
Elemente des NMD-Medanismus. Daraus ergibt sich, da3 die verminderte
Akkumulation NS-mutierter mRNAs mit Histon 3‘Enden durch bona fide NMD

verursacht wird.
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4.3 Charakterisierung von Komponenten des Nonsens-vermittelten
MmRNA-Abbaus

In der Zelle liegen mRNASs immer als Komplexe mit Proteinen vor, die wesentlich
die Funktion der mRNASs beanflussen. Sie schiitzen die mRNAS vor Degradation,
unterstiitzen den Transport ins Zytoplasma, steigern die Trandationseffizienz und
regulieren praktisch ale Schritte des MRNA Stoffwedsels (Dreyfusset al., 1993
Shyu und Wilkinson, 200Q Siomi und Dreyfuss 1997 Wilkinson und Shyu,
2001). Die Komplexe von mRNAs und Proteinen bezachnet man aufgrund ihrer
Zusammensetzung as Boten-Ribonukleoproteine (,messenger  ribonukleo-
proteins’ - MRNP). Die Zusammensetzung eines mRNPs unterliegt standiger
Umgestaltung, abhéngig von der Umgebung, in der sich das mRNP befindet, z. B.
unterscheiden sich ruklede mRNPs erheblich von zytoplasmatischen mRNPs.
Manche Verdnderungen des mRNPs werden gezelt vorgenommen, um die
nadsten Schritte des mMRNA-Metabolismus  effizienter durchzufiihren. Ein
Beispiel fur einen solchen Vorgang ist der Spleil3prozef. Interessanterweise sind
die Vorgange des Spleiffens und des Transports von mMRNASs in hdheren
Eukaryonten gekoppelt. Solch eine Kopplung soll eventuell verhindern, daf3
ungespleiRte pr&mRNAs ins Zytoplasma gelangen, wo de nicht korrekt
trandatiert wirden. Uberraschenderweise sind jedoch die Komponenten des
MRNA-Exports zwischen Mensch und Hefe konserviert, obwohl nur eine sehr
geringere Zahl von Hefe-Genen ein Intron enthélt. Daher kann man vermuten, dal3
diese konservierten Faktoren in der Hefe ane andere Aufgabe (oder zumindest
zusatzliche Aufgaben) haben. Wie bereits in der Einleitung angedeutet, gibt es
eine Reihe von Proteinen, die durch das Spleif3en in einem grof3en Komplex (EJC)
nahe des Exon-Exon-Ubergangs assmblieren und dort gebunden Heiben, selbst
nachdem das Spleif3osom bereits abdisoziiert ist. Einige dieser Proteine waren
bereits vorher as Aktivatoren des Splei3prozesses bekannt, andere wurden erst
durch weitere Untersuchungen identifiziert. Insbesondere die Vorgange des
Transports und des NMD werden durch diese Faktoren beanfluf3t. Die bisher
bekannten Komponenten des EJC sind Y14 (Kataoka et al., 2000 Kim et al.,
2001b; Le Hir et al., 200(), RNPSL (Le Hir et al., 2001, Le Hir et al., 2000x;
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Lykke-Andersen et al., 2001), DEK (Le Hir et al., 20003, McGarvey et al., 2000,
SRmM160(Le Hir et al., 20008), Magoh (Kataoka et al., 2001), Aly/REF (Le Hir et
al., 2000, Zhou et al., 2000 und UAP56 (Gatfield et al., 200%;, Luo et al., 2001).
Interaktionspartner der aufgezédilten Proteine werden ebenfdls in den EJC
rekrutiert, hier sind insbesondere TAP/p15(Kim et al., 2001b; Le Hir et al., 2001)
und hUpf3a bzw. hUpf3b zu nenren (Kim et al., 2001a; Lykke-Andersen et al.,
2000 Lykke-Andersen et al., 2007). Auch wenn die Funktion eniger Proteine
bekanrt ist, so liegen fur viele andere keine funktionellen Daten vor. So spielen
UAP56, Aly/REF und das heterodimere TAP/pl5 eine wichtige Rolle beim
Export von mRNAs (Gatfield et al., 2001 Luo et al., 2001 Zhou et al., 2000 und
hUpf3a und hUpf3b sowie RNPSL (ben Funktionen baim Nonsens-vermittelten
MRNA-Abbau aus (Lykke-Andersen et al., 200Q Lykke-Andersen et al., 200J).
Das Protein Y14 konnte ane besondere Rolle spielen, denn es interagiert mit
vielen Komponenten des EJC und ist das einzige Protein des EJC, das auch noch
im Zytoplasma sehr effizient an die mMRNA gebunden ist. Eine Aufgabe innerhalb
des NMD ist postuliert worden, jedoch konnten fir Y 14 nur quantitativ geringe
Effekte nadgewiesen werden, die ane NMD-Funktion nicht sicher belegen
konnten (Lykke-Andersen et al., 2001).

Hier wurden funktionelle Komponenten des Nonsens-vermittelten mRNA-Abbaus
identifiziert und charakterisiert. Dazu wurde an experimenteller Ansatz gewahit,
der eine spezfische Rekrutierung mit hoher Affinitdt von Proteinen an die (3-

Globin mRNA ermdglicht.

4.3.1 Das experimentelle AN/boxB B-Globin-System

Es sllite an experimentelles System entwickelt werden, das die enfache und
schrelle Charakteriserung von Faktoren des Nonsens-vermittelten mRNA-
Abbaus ermoglicht. Es gibt eine ganze Reihe von Faktoren, die mdglicherweise
eine Rolle innerhalb des NMD spielen. Gute Kandidaten fur potentielle NMD-
Faktoren stellen die Komponenten des EJC und die humanen Homologe der Upf-
Proteine aus S cerevisae dar. Ebenfals in Frage kommen \iele sogenannte
»shuttle*- Proteine, die ane Rolle wéhrend des Spleil3vorganges gielen, zugleich

aber auch zwischen Zellkern und Zytoplasma hin und her transportiert werden
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Abbildung 27: a, Schematische Darstellung des B-Globin Test-Konstruktes mit funf
boxB Bindungsstellen in der 3'UTR. Die Bindung eines AN-Fusionsproteins an die boxB-
Struktur ist angedeutet. b, Aufbau des Vektors zur Expression N-terminal AN-fusionierter
Faktoren. Der Kozak-Konsensus des Initiationskodons ist gezeigt. PP: Di-Prolin-Motiv
zur Unterdrtickung unerwinschter Strukturen; MCS: multiple cloning site.

(Cacees et al., 1998. Die Bedeutung dieser Kandidaten fir den NMD kann aber
nur ermittelt werden, wenn man ihren speafischen Einfluld auf die Stabilitét der
mit ihnen asziierten MRNAs analysieren kann. Die Anforderungen an das
experimentelle System sind einfach zu definieren. Man muld damit einen Faktor
an eine Pogition innerhalb der mMRNA binden konnen, an der er den NMD-
Medanismus auddst, wenn es sch um ein funktionelles Aquivalent eines
nattrlich vorkommende NMD-Faktors handelt. Um Proteine ganz spezfisch an
RNAs zu binden und funktionelle Untersuchungen durchzuftihren, kann man die
jeweiligen Proteine mit einer RNA-bindenden Doméne anes heterologen Proteins
fusonieren. In die Test-mRNA werden die entsprechenden Bindungsgellen fur
die RNA-bindende Doméne angefliigt. Werden die Test-mRNA und das
Fusionsprotein  gleichzatig innerhab einer Zele eprimiert, bindet das
Fusionsprotein an die Bindungssequenzen innerhalb der Test-mRNA. Dies erlaubt

eine Analyse der biologischen Funktionen des fusionierten Proteins.
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Abbildung 28: a, Northern-Blot-Analyse von RNA-Praparationen transfizierter Zellen mit
dem pB-Globin 5boxB Konstrukt (Spuren 3 & 4) und einem Kontroll-Konstrukt
(WT300+elll — siehe Material und Methoden; Spuren 1, 3, 4). Die kotransfizierten AN-
Konstrukte waren entweder nur AN-Peptid (Spur 3, Negativ-Kontrolle) oder AN-hUpf3b
WT (Spur 4, Positiv-Kontrolle). Spur 2: RNA-Praparation von untransfizierten Zellen. Die
Expressionstarken stellen Mittelwerte mehrerer unabhéangiger Experimente dar. b,
Immunblot von Proteinlysaten derselben transfizierten Zellen mit einem AN-spezifischen
Antikorper. Die Position der AN-hUpf3b Bande ist eingezeichnet.

Die spezfische Interaktion von RNA-bindenden Proteindoméanen mit ihren RNA-
Bindungsegquenzen wurde bereits einige Mae verwendet, um Faktoren als
Fusionsproteine au funktionellen Untersuchungen an RNAs zu binden (Coller et
al., 1998 Gray et al., 200Q Long et al., 2000 Lykke-Andersen et al., 2000. Von
entscheidender Bedeutung fur die Funktion eines lchen Ansatzes ist, dal3 die
Fuson mit der RNA-Bindungsdoméne nicht mit der normalen Funktion des
Fusionspartners interferiert. Es ist offensichtlich, dal3 sowohl Grofie ds auch
Zusammensetzung der RNA-Bindungsdoméne dabel eine Rolle spielen kénnen.
Haufig wird fur diese ,tethering“-Studien das Hullenprotein des MS2-Phagen
verwendet, denn es weist eine hohe Affinitdt fir seine Bindungsdelle in der RNA
auf. Ein Nadtell fur die Fusionierung insbesondere von kleinen Proteinen stellt
seine nicht unerhebliche Grofe dar (130 Aminosduren). Eine RNA-Bindedomane,

die im Gegensatz dazau sehr klein ist und zusétzlich eine hohe Affinitét far ihre
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Bindestelle asfweist, besitzt das N-Protein des Bakteriophagen Lambda (Ca et
al., 1998 Cilley und Williamson, 1997 Legault et al., 1998 Mogridge et al.,
1995. Die RNA-Bindedoméne dieses Proteins, das sogenannte AN-Peptid, ist nur
22 Aminosduren lang und ist bereits in funktionelen Assays erfolgreich
angewendet worden (De Gregorio et al., 2001, De Gregorio et al., 1999.

Das hier vorgestellte System besteht aus funf Bindungsgellen fir das AN-Peptid,
den sogennanten boxB, die in einem Abstand von mehr als 50 nt stromab des 3-
Globin Terminationskodons in die 3'UTR inseriert wurden (Abb. 27a). Diese
Insertionsdelle wurde gewéhlt, da @n an dieser Position eingeflgtes artifizielles
Intron zum Abbau der ansonsten normalen (3-Globin mRNA mittels NMD fahrt
(Neu-Yilik et al., 2001; Thermann et al., 1998. Das normale Terminationskodon
wird in diesem Kontext falschlicherweise ds vorzetig interpretiert, was zu einer
raschen Degradation flhrt. Man kann also davon ausgehen, dal? diese Stelle fir
die Postionierung von Faktoren des NMD Uber ene atifiziele AN/boxB-
Bindung gu geeagnet ist. Durch die Verwendung mehrerer boxB-Bindungsgellen
solite die Wahrscheinlichkeit einer Bindung erhdht werden, um einen moglichst
eindeutigen Effekt bei der Auswertung zu erhdten. In einem &hnlichen
experimentellen Ansatz, in dem jedoch das MS2-Hullenprotein eingesetzt wurde,
konrte die Funktion eines lchen Systems mit den Proteinen der hUpf-Familie
gezagt werden (Lykke-Andersen et al., 2000 Lykke-Andersen et al., 2007).

Fir die Charakteriserung der Faktoren im welteren Verlauf der Experimente war
es notig, einige Varianten des normalen [3-Globin Test-Konstruktes mit 5boxB-
Sequenzen herzustellen. Diese werden jewells im Rahmen der entsprechenden
Experimente vorgestellt. Alle Faktoren, die mit Hilfe des AN/boxB-Systems
untersucht werden sollten, wurden in einen Vektor einkloniert, der bereits die
Sequenz des AN-Peptides in einem guten Trandationsnitiations-Konsensus
enthielt (Abb. 27b). Zwischen dem AN-Peptid und dem einklonierten Faktor
befinden sich Sequenzen, die fur ein di-Prolin-Motiv kodieren, um die Aushildung
von unerwlnschten Sekundér- bzw. Tertidrstrukturen zwischen AN-Peptid und

Fusionspartner zu unterbinden.
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Abbildung 29: Untersuchung zur Translationsabhangigkeit der AN-hUpf3b vermittelten
Expressionsverminderung. HeLa-Zellen wurden mit 5boxB Testkonstrukten entweder mit
funktionellem IRE (Spuren 1-4) oder nicht-funktionellem IRE-AC (Spuren 5-8) transfiziert
sowie der WT300+elll Kontrolle und den angegebenen AN-Konstrukten (- enstpricht nur
AN-Peptid ohne Fusionspartner). Die Translation der IRE-haltigen mRNAs wurde mit
Deferoxaminmesilat (Spuren 1 & 3) bzw. Ham-Arginat (Spuren 2 & 4) spezifisch reguliert.
Als Kontrolle wurden Zellen, die mit nicht-funktionellen IRE-AC Konstrukten transfiziert
waren auf die gleiche Weise behandelt (Spuren 5 & 7: DFO; Spuren 6 & 8: Ham).
Expressionstarken beziehen sich auf die identisch behandelte Ne gativkontrolle.

Zunadst wurde die Funktionalitét des experimentellen Systems Uberprift. Als
positive Kontrolle wurde das Protein hUpf3b verwendet, denn eine Funktion
dieses Faktors fur den NMD wurde bereits gezegt (Lykke-Andersen et al., 2000.
Die Expresson des AN-Peptids ohne Fusionspartner sollte per definitionem
keinen Einfluld auf die Stabilitdt der Test-mRNA haben und dente daher as
Negativkontrolle. Die Northern-Blot-Analyse zegte, dal’ die Expresson des AN-
hUpf3b Fusionsproteins im Vergleich zum AN-Peptid aleine a1 einer deutlich
verminderten Akkumulation der SboxB Test-mRNA fuhrt (Abb. 28a, vergleiche
Spuren 3 & 4). Eine Immunblot-Analyse derselben Transfektion zegt eine gute
Expresson des AN-hUpf3b Fusionsproteins in den Hela-Zellen, die aufgrund des
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Abbildung 30: Northern-Blot-Analyse der RNA-Praparationen von HelLa-Zellen, die mit
AN-Peptid (Spuren 1, 3, 5, 7) oder AN-hUpf3b (Spuren 2, 4, 6, 8) sowie einer Kontrolle
und verschiedenen Test-Konstrukten transfiziert wurden. Die verwendeten Test-
Konstrukte enthielten eine unterschiedliche Anzahl an boxB-Sequenzen: Keine boxB
(Spuren 1 & 2), 2 boxB (Spuren 3 & 4), 3 boxB (Spuren 5 & 6) oder 5 boxB (Spuren 7 &
8). Die Expressionstarke bezieht sich immer auf die Negativkontrolle mit der gleichen
Anzahl boxB Sequenzen.

deutlichen Effekts auch so erwartet wurde. In weiteren Vorversuchen konrte
gezegt werden, da3 sich die Verminderung der 5boxB-mRNA rezprok zur
Menge a1 kotransfiziertem AN-hUpf3b wverhdlt, d. h. je mehr AN-hUpf3b
transfiziert wird, desto weniger 5boxB-mRNA kann man nachweisen (Daten nicht
gezagt). Dies legt eine bestimmte Menge von AN-hUpf3b fest, die mindestens bei
dlen weiteren Versuchen eingesetzt werden mul3. Ein weiterer notwendiger
Vorversuch sollte zegen, ob der Abbau der Test-mRNA von der Position des
Trandationsterminationskodons relativ zu den boxB Sequenzen abhéngt. Hierzu
wurde @ne Variante des Test-Konstrukts hergestellt, in der das normae
Terminationskodon mutiert wurde, wodurch die Trandation erst inmitten der
5boxB Bindungsgellen terminiert. Die solchermal3en mutierte Test-mRNA wird
durch Koexpresson von AN-hUpf3b nicht destabilisiert (Daten nicht gezegt), was
fur einen NMD-Prozd? as Ursadie des beobaditeten Abbaus gricht. Als letztes
wurde schliefdlich untersucht, ob die Verringerung der 5boxB-mRNA in
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Abhangigkeit von ihrer Trandation auftritt. Dazu wurde ds weitere Variante das
5boxB Testkonstrukt mit einem funktionellem IRE in der 5'UTR ausgestattet, um
speafisch die Trandation Uber das IRE/IRP System zu regulieren. Als Kontrolle
fur die Regulation wurde en Konstrukt mit nicht-funktionellem IRE hergestellt.
Die Analyse der Trandationsabhéngigkeit ergab, dald nur dann eine Verringerung
der 5boxB mRNA bei gleichzatiger Expresson von AN-hUpf3b zu beobadten
war, wenn das IRE-Testkonstrukt auch trandatiert wurde, d. h. wenn dem
Zellkulturmedium Eisen zugeflgt wurde (Abb. 29: vergleiche Spuren 2 & 4). In
Anwesenheit des Eisen-Chelators Deferoxaminmesilat (DFO) kann man keine
Abnahme der Test-mRNA feststellen, da sie nicht trandatiert wird (Abb. 29:
vergleiche Spuren 1 & 3). Die 5boxB-mRNA mit nicht-funktionellem IRE zeagt
sowohl bei einem Eisentiberschuss as auch bel einem Eisenentzug stets eine
deutlich verringerte Expresson, sobald AN-hUpf3b ko-exprimiert wurde (Abb.
29.. Spuren 5-8.). Die Expresson des AN-hUpf3b Fusionsproteins wurde durch
die Verdnderung der Eisenkonzentration nicht modifiziert, was mittels eines
Western Blots Uberprift wurde (Daten nicht gezegt). Diese Beobaditungen
belegen, dal? die Verringerung der 5boxB-mRNA Menge durch den Nonsens-
vermittelten mMRNA-Abbau erfolgt.

Als nddhstes llte Uberprift werden, ob der hier beobadtete NMD aus<hliefdlich
durch die spezfische Bindung des AN Fusionsproteins zustande komnt. Es
wurden eine Reihe neuer Testkonstrukte verwendet, die entweder keine, zwel oder
drei boxBs in der 3'UTR enthielten. Zusétzlich wurde auch das Konstrukt mit
5boxBs eingesetzt. Nur wenn aleine die speazfische Interaktion des AN-hUpf3b
mit den boxB Bindungsgellen zum NMD fihrt, wird man Unterschiede bel der
Degradation der Test-mRNAs mit unterschiedlichen Anzahlen von boxBs sehen.
Sollte AN-hUpf3b jedoch unspezfisch an anderen Stellen innerhalb der mRNA
binden und dadurch NMD auddsen, mufdten alle Test-mRNAS einen erkennbaren
Abbau aufweisen. Der Versuch zeagte jedoch eindeutig, dal3 eine mRNA ohre
boxB-Sequenzen Uberhaupt nicht durch die Ko-Expresson von AN-hUpf3b
beanflul®t wird (Abb. 30; Spuren 1 & 2). Die mRNAs mit zwel bzw. drei boxBs
zeigen einen Abbau auf 88 bzw. 73% (Abb. 30; Spuren 3 & 4 bzw. 5 & 6), aso



Ergebnisse 92

einen deutlich geringeren Effekt als die mRNA mit 5boxBs, die auf 31% abgebaut
wird (Abb. 30; Spuren 7 & 8). Die vergleichbare Expresson des AN-hUpf3b-
Proteins in alen Ansdtzen wurde Uberprift (Daten nicht gezegt). Durch diese
Ergebnise konnte belegt werden, dal3 der Abbau der Test-mRNAS nur durch die
speafische Interaktion zwischen AN-Peptid undboxB zustande kommt.

4.3.2 Untersuchung potentieller NMD-Faktoren

Durch die oben beschriebenen Experimente konnte gezegt werden, dal3 in dem
experimentellen System die funktionelle Untersuchung von NMD-Faktoren
moglich ist. In enem ersten Ansatz wurden einige Faktoren analysiert, die
potentiell gute Kandidaten fir NMD-Faktoren darstellen, da sie sowohl zwischen
Zellkern und Zytoplasma pendeln als auch am Splei3prozel? beteiligt sind. Unter
den ausgewdhiten Proteinen war jedoch keines, das einen spezfischen NMD-
Effekt zegte. Eine tabellarische Zusammenfasaung der beobaditeten Ergebnisse
mit den letztlich nicht-funktionellen Kandidaten-Proteinen ist in Tabelle 1
dargestellt.

Tabelle 1: Beschreibung der Effekte verschiedener RNA-bindender Proteine im AN/boxB
B-Globin-System

Faktor Beobachtung

9G8 schlechte Expression, kein Effekt

HNRNP Al |unspezifische Expresssionminderung von Test- und Kontroll-mRNAs

HNRNP D |leichte Expressionsreduktion der Test-mRNA, abhéngig von Translation

HNRNP K kein Effekt

HRH1 kein Effekt
Hrpl kein Effekt
SRp20 unspezifische Expressionsminderung von Test- und Kontroll-mRNAs
U5-116 kein Effekt

4.3.3 Funktionelle Analyse von Deletionsmutanten von h Upf3b

Die bisher prasentierten Daten zur funktionellen Untersuchung von hUpf3b
belegen eine Rolle dieses Proteins beim NMD. Eine wichtige bisher ungeltste
Frage betrifft die Reihenfolge, mit der die verschiedenen Faktoren des NMD
aktiviert werden und an welcher Stelle hUpf3b in den Ablauf eingreift. Auch
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Abbildung 31: Schematische Darstellung der Deletionsmutanten, die in dieser Arbeit
untersucht wurden. Die Aminosauren 49-143 enthalten die hUpf2 Bindungsstelle, die
Aminosauren 49-279 stellen den hochstkonservierten Bereich von hUpf3b (sowohl mit
hUpf3a aus dem Menschen als auch mit Upf3 aus S. cerevisiae) dar.

durch die Aufklérung der Interaktionen von hUpf3b mit anderen Bestandteilen des
NMD-Apparates waren wichtige Aufschltisse Uber die Funktionsweise des NMD
zu erwarten. Die Abfolge hUpf3alb — hUpf2 - hUpfl ist aufgrund der
Lokalisation der Proteine innerhalb der Zelle postuliert worden (Lykke-Andersen
et al., 2000, jedoch fehlen hisher Daten, die diese Hypothese direkt stiitzen
kbnren. Mit dem hier vorgestellten experimentellen System sollen die
notwendigen NMD-Regionen des hUpf3b Proteins identifiziert werden. Dadurch
konnte sich aufklaren, an welches Protein das NMD-Signal von hUpf3b
tatsAdhlich weitergeleitet wird.

Der funktionelle Domanenaufbau von hUpf3b ist bisher nur durch
Datenbankanalysen und einige begrenzte Interaktionsgudien untersucht worden.

Die Aminosauren 49-279 stellen mit nur etwa 21% identischen Aminosauren im
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Vergleich zwischen dem Protein des Menschen und der Badkerhefe den
hochstkonservierten Bereich dar (Lykke-Andersen et al., 2000. Dieser Bereich
umfaldt eine RRM-ahnliche (RNA-bindende Doméne) Sequenz (Lykke-Andersen
et al., 2000 sowie die hUpf2 Interaktionsgelle (Serin et al., 20071). AulRerdem
liegen in dieser Region zahlreiche nuklede Lokalisationssgnale (nuclea
locdisation signal — NLS) sowie ane postulierte nukle&e Exportsequenz (nuclea
export sequence — NES). Weitere funktionell definierte Doménen von hUpf3b
snd bidang nicht identifiziert worden. Zusdtzlich zu der ausgedehnten N-
terminalen konservierten Region konnte ich eine weitere kleine Region im C-
terminalen Bereich von hUpf3b identifizieren, die avischen den beiden humanen
Proteinen hUpf3a und hUpf3b hoch konserviert ist, im Hefe Upf3p jedoch nicht
vorkomnt. Die Anayse von Deletionsmutanten in verschiedenen Bereichen von
hUpf3b sollte die Funktion der einzednen Regionen fir den NMD aufklaren. Dazu
wurden die folgenden Deletionen eingefuhrt (Abb. 31): zwei C-terminade
Deletionen von 20 bzw. 100 Aminosauren, eine N-terminale Deletion von 48
Aminosdauren sowie interne Deletionen der Aminosauren 49143 (hUpf2
Bindedoméne), 117279 (konservierter Bereich und RRM-&hnliche Doméne),
154232 (konservierter Bereich), 268279 (hochkonservierte NLS) und 421434
(Bereich mit hoher Konservierung zwischen hUpf3a und 3 am C-Terminus).
Diese Deletionsmutanten wurden gemeinsam mit der 5boxB-mRNA ko-
exprimiert, um ihre Fahigkeit zur Vermittlung von NMD zu (berprifen. Fast ale
Mutanten waren in der Lage, die Degradation der Test-mRNA zu induzieren
(Abb. 32a), lediglich die Mutanten A421-434 wnd A351-470 haben diese
Fahigkeit verloren (Abb. 32a; Spuren 8 & 10). Eine dwas verringerte NMD-
Kompetenz zagte die Mutante A117-279 (Abb. 32a; Spur 4), jedoch war der
Effekt wesentlich schwader ausgeprégt als bei den beiden anderen Deletionen.
Den zwischen hUpf3a und hUpf3b konservierten Aminosauren 421-434 lommt
somit eéine NMD vermittelnde Wirkung zu. In diesem Zusammenhang ist auch
bemerkenswert, dal? die Mutante mit deletierter hUpf2 Interaktionsdoméne anen
starken NMD vermittelt, so dal3 offensichtlich diese Interaktion bei direkter
Bindung von hUpf3b an die mMRNA keine wesentliche Rolle spielt.
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Eine mogliche Erklarung fir die ungewdhnliche Stabilitdt der SboxB-mRNA bel
Ko-Expresgon der A421-434 Mutante konnte grundsétzlich darin begriindet sein,
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Abbildung 32: a, Northern-Blot-Analyse von zytoplasmatischer Gesamt-RNA aus
HelLa-Zellen, die mit den in Abb. 31 dargestellten Deletionsmutanten von AN-hUpf3b
sowie einem Kontroll- und dem 5boxB-Konstrukt transfiziert wurden. Die Expressions-
starken der Test-mRNAs stellen einen Mittelwert aus mindestens drei unabhangigen
Experimenten dar (WT und A421-434 n>8). b, Immunblot-Analyse von Proteinlysaten
derselben Zellen mit einem B-Globin spezifischen Antikorper. Die Bande des
Translationsproduktes des Kontroll- und Testkonstruktes ist eingezeichnet. Eine
unspezifische Hintergrundbande lauft knapp oberhalb des Produktes der Test-mRNA
und ist markiert (*). ¢, Immunblot-Analyse der Expression aller AN-Fusionsproteine mit
einem AN-spezifischen Antikérper (Kontrolle: B-Globin spezifischer Antikdrper). Ein
prominentes Degradationsprodukt (**) wurde in allen Versuchen beobachtet, tritt jedoch
nicht in allen Spuren auf. Die Grof3e der detektierten Banden wurde mit Hilfe eines
Protein-Standards ermittelt (schematisch auf der linken Seite angedeutet).
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dal} diese Mutante die Trandation der mRNA inhibiert und dadurch kein NMD
auftreten kann. Es gibt einige Beispiele fur die Trandationsregulation via 3'UTR,
weswegen diese Mdglichkeit durchaus vorstellbar erscheint (Ostared et al., 1997
Ostaredck-Lederer et al., 1998. Um dies zu Uberprifen, wurde die Trandation der
5boxB-mRNA untersucht und das Trandationsprodukt [(-Globin mittels
Immunblot nadhgewiesen. Die Auswertung zegte, dal3 die Menge a
Trandationsprodukten in alen Spuren sehr gut mit der Menge an Transkripten
korreliert (Abb. 32b; vergleiche die Banden des Northern Blots Abb. 32a mit den
Banden des Immunblots Abb. 32c). Dies beweist, daf3 in diesem Ansatz dle
Transkripte ener vergleichbaren Trandation unterliegen und daher auch NMD-
kompetent sein sollten.

Eine adere mdgliche Erklarung fur den Verlust der NMD-Kompetenz der
Deletionsmutanten koénnte natlrlich ihre verringerte oder nicht vorhandene
Expresson sein. Daher wurde die z/toplasmatische Expresson aller verwendeten
Fusionsproteine Uberprift. Die Immunblot-Analyse mit einem Antikorper gegen
das AN-Peptid zagt, da?i dle Fusonsproteine @ne vergleichbare
Expressonsdédrke aifweisen, mit Ausnahme der Mutante A1-48, die nur sehr
schwad exprimiert wird (Abb. 32c). Dies kdnnte durch Deletion einer nukle&en
Exportsequenz zu erkléren sein, die in dieser Region lokalisiert ist (Serin et al.,
2001). Trotz ihrer schwaden Expresson bewirkt die Al1-48 Mutante anen
deutlichen NMD-Phanotyp. Die unterschiedlichen NMD-Kompetenzen der
Deletionsmutanten kénnen aso nicht durch unterschiedliche Expressonsgéarken
erklart werden.

Eine grundsétzliche Erklarungsmdglichkeit fir den Effekt der hUpf3b A421-434
Mutante konnte in einem dominant-negativen Effekt dieser Mutante auf die
zdlulare NMD-Kompetenz liegen. Ein solcher Medhanismus ist fir ene
Punktmutante von hUpfl bekannt (Sun et al., 1998. Eine derartige pleiotrope
Inhibierung des gesamten zdlularen NMD wurde Uberprift, indem das hUpf3b-
Protein mit der 421-434 Deletion gemeinsam mit B-Globin WT- und NS 39
MRNAs exprimiert wurde, die keine Bindungsdellen fir das AN-Peptid
aufwiesen. Sollte das Protein einen NMD-inhibierenden Effekt haben, wirde dies
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den Abbau des exzdlenten NMD-Substrats NS 39 B-Globin beanflu3en. Es
zdgte sich jedoch, dal3 die NS 39-mRNA durch die Mutante nicht stabilisiert
wurde, sondern den dblichen Abbau in einer normalen Stérke zegte (Daten nicht
gezagt). Dies beweist, dal3 die Mutante A421-434 von hUpf3b nicht mit dem
Ablauf des zdlularen NMD per se interferiert, sondern keine spezfische NMD-

Aktivierung vermitteln kann.

4.3.4 Punktmutationen im Bereich 421-434 interferieren mit der
NMD-Wirkung von hUpf3b

Es gibt Hinweise dafir, dal3 die Deletion von gréleren Regionen eines Proteins

Auswirkungen auf die korrekte Faltung des gesamten Proteins haben kann. Dies

bedeutet, dal3 die Deletion eines Bereiches auch die Funktion von weiter
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Abbildung 33: Punktmutationen wurden in AN-hUpf3b innerhalb der Aminosauren 421-
434 eingefligt. Eine schematische Darstellung dieser Punktmutationen befindet sich im
unteren Teil der Abbildung. Der Northern-Blot zur Analyse der NMD-Wirkung der
Mutanten ist dartber abgebildet. Die RNA-Praparationen stammen von Zellen, die
entweder mit den Punktmutanten (Spuren 3-7), dem AN-Peptid allein (Spur 1,
Negativkontrolle), AN-hUpf3b WT (Spur 2, Positivkontrolle) oder der Deletionsmutante
A421-434 (Spur 8, Kontrolle fur einen deutlichen NMD-Verlust) transfiziert wurden. Es
wurden drei unabhangige Experimente durchgefihrt und ein Mittelwert der
Expressionsstarken daraus errechnet.
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entfernten Doménen innerhalb eines Proteins beantraditigen kann. Es wére dso
moglich, da3 die Deletion A421-434 |leine speafisch erforderliche
Funktionsdoméne von hUpf3b entfernt, sondern mit der korrekten Faltung des
ganzen Proteins interferiert. Dies wurde Uberprift, indem in der Region 421-434
nur einzedne Aminosauren verandert und de Auswirkung deser Punktmutationen
auf den NMD ermittelt wurden. Diese Analyse zelte vor alem auf Aminosduren,
denen mit erhohter Wahrscheinlichkeit eine funktionelle oder strukturelle Rolle
innerhalb  einer Proteinsequenz  zukommt. Hier wurden die folgenden
Punktmutationen untersucht (Abb. 33, unteres Schema): Lysind21- Alanin;
Arginind23- Alanin; Prolind24- Alanin; Tyrosin429-. Phenylalanin; Arginind34
—Alanin. Die Punktmutanten wurden mit der 5boxB Test-mRNA gemeinsam
exprimiert. Dabei zdgte sich, dal3 nur die Mutante Arginind34- Alanin noch eine
NMD-Aktivierung &hnlich dem hUpf3b WT zagte, wahrend ale anderen
Punktmutanten eine deutlich verringerte NMD-Funktion aufwiesen (Abb. 33).
Die Expressonanalyse mit einem AN-spezfischen Antikorper ergab, daf3 die
verringerte NMD-Funktion der Punktmutanten ncht auf ihre verringerte
Expresson zurtckzufihren ist (Daten nicht gezegt). Man kann also aufgrund
dieser Daten davon ausgehen, dal? die Aminosauren 421-434 des hUpf3b-Proteins
eine NMD-vermittelnde Funktion aufweisen, die sowohl durch Deletion der
gesamten Sequenz ds auch durch Mutation einzdner Aminosduren in ihrer
Funktionalitat gestort wird. Dies ist damit die este Untersuchung, die ener
Sequenz des Proteins hUpf3b eine eandeutige Funktion beim Nonsens-

vermittelten mRNA-Abbau zuweisen kann.

4.3.5 Der C-Terminus von hUpf3b ist notwendig aber nicht

hinreichend um NMD zu vermitteln

Die bisher gezegten Daten sprechen daflr, dal3 dem C-Terminus von hUpf3b eine
NMD-aktivierende Wirkung innewohnt. Mutationen koénnen diese Wirkung
aufheben und zeigen damit, dal3 der C-Terminus notwendig fur die NMD-
Funktion von hUpf3b ist. Es konnte dso sein, dal?3 ausschliefdlich C-terminae
Sequenzen beim NMD eine Rolle spilen und dem restlichen Protein rur
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Abbildung 34: a, HeLa-Zellen wurden entweder mit kleinen AN-fusionierten Fragmenten
des hUpf3b C-Terminus (Spur 3: 200 Aminosauren; Spur 4 : 150 AA; Spur 5: 100 AA;
Spur 6: 70 AA), AN-Peptid alleine (Spur 1) oder AN-hUpf3b Wildtyp (Spur 2) transfiziert
und die Wirkung auf die 5boxB mRNA-Expression mittels Northern-Blot analysiert. Die
prozentuale Expressionsstarke wurde mit drei unabhangigen Experimenten ermittelt.
b, Schematische Darstellung der verwendeten Fragmente des hUpf3b C-Terminus. Die
Lange der Fragmente betrug 200, 150, 100 und 70 Aminosauren, alle enthielten die
wichtige Region 421-434 (als dunkler Kasten dargestellt; heller Kasten:
hochkonservierter N-terminaler Bereich).

verzichtbare regulative Aufgaben zukommen. Dies wirde bedeuten, dald der C-
Terminus nicht nur notwendig, sondern auch hnreichend fur den hUpf3b-
vermittelten NMD ist. Um diese Hypothese a1 untersuchen, wurden C-terminale
Fragmente von hUpf3b as AN-Fusionsproteine exprimiert, um ihre Auswirkung
auf die Stabilitét der 5boxB mRNA zu analysieren. Die verwendeten Fragmente
waren 200, 150, 100 wnd 70 Aminosauren lang und enthielten ale die
Aminosauren 421-434 von hUpf3b (Abb. 34b). Die Auswertung der Experimente
ergab, dal3 der C-Terminus von hUpf3b offensichtlich nicht ausreicht, um einen
deutlichen Abbau der 5boxB mMRNA zu induzieren (Abb. 34a). Anderersait
bewirkte das langste Fragment von 200 C-terminalen Aminosduren jedoch eine
Reduktion, die d@was dérker als bel den kirzeren Peptiden ausfiel, so dal3
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zumindest eine tellweise NMD-Funktion erkennbker ist. (Abb. 34a; Spur 3). In
diesem Zusammenhang ist auch die Mutante A117-279 von Bedeutung, denn auch
de weist nur eine angeschrankte NMD-Funktion auf. Offenber ist adso der C-
Terminus von hUpf3b nicht aleine fur die vollstdndige NMD-Vermittlung
verantwortlich.

Abschlief3end bleibt festzustellen, dal3 zwei Regionen von hUpf3b fir die NMD-
Vermittlung notwendig sind. Ein Bereich am C-Terminus enthdt die
Aminosduren 421-434 wnd ist aulRerst sensitiv gegentiber Mutationen, ein zweiter
Bereich innerhab der konservierten Region (49-279 wird nur bei groferen

Deletionen in seiner Funktion eingeschrankt.
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AN-Y14 + + + -
1 2 3 4|

— : <« 2N-Y14

Immunblot: aAiN

ahUpf3b
<« FLAG-hUpf3b

IP: oFLAG

Immunblot:  ahUpf2 |

4 <+hUpf2
: ' S

ahUpf3b
— <+ FLAG-hUpf3b

Abbildung 35: Immunpréazipitationen zur Analyse der Proteininteraktionen von hUpf3b
WT und A421-434. HelLa-Zellen wurden mit einem Expressionsvektor fir FLAG-
hUpf3b Wildtyp (WT, Spur 1), FLAG-hUpf3b A421-434 (A, Spur 2) sowie AN-Y14
(Spuren 1-3) transfiziert. Aus den Proteinlysaten wurden mit aFLAG-Agarose die
hUpf3b-Komplexe immunprazipitiert und alle gebundenen Proteine mittels SDS-PAGE
(oberes Gel: 12%, unteres Gel: 6%) aufgetrennt. Die prazipitierten Proteine wurden mi
Antikorpern gegen hUpf3b, AN (fur kotransfiziertes Y14) oder hUpf2 (endogenes
Protein) nachgewiesen. Lysate von untransfizierten Zellen wurden in Spur 4
verwendet.
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4.3.6 Die Aminosduren 421-434 von hUpf3b vermitteln die
Interaktion mit Y14

Die Anfélligkeit von hUpf3b gegentiber Mutationen innerhalb des Bereiches von
421-434 legt nahe, dal3 dadurch eine Protein-Protein-Interaktion gestort wird, die
fur die Signaweiterleitung bzw. die Signalaufnahme im Nonsens-vermittelten
MRNA-Abbau eine entscheidende Rolle spielt. Bisher war postuliert worden, dal3
hUpf3a und hUpf3b an den EJC gebunden werden und ein Signal an hUpf2
weiterleiten (Kim et al., 2001a; Lykke-Andersen, 2001, Lykke-Andersen et al.,
2000 Lykke-Andersen et al., 200]1). Es ist jedoch unwahrscheinlich, dal3 die
Aminosauren 421-434 fur die Bindung an hUpf2 verantwortlich sind, da die
Interaktion von hUpf3b mit hUpf2 innerhalb der Aminosduren 49-143 lokalisiert
wurde (Serin et al., 2007). Nun muf3 geklart werden, welche Interaktion durch die
Aminosauren 421-434 vermittelt wird. Bidang sind nur einige Bindungspartner
von hUpf3b identifiziert worden und zwar hUpf2 (Serin et al., 2007), Y 14 (Kim et
al., 20018) und RNPSL (Lykke-Andersen et al., 2001). Zur Untersuchung der
Interaktion zwischen diesen Proteinen und hUpf3b wurden FLAG-hUpf3b
Fusionsproteine in HelLaZellen transent gemeinsam mit dem potentiellen
Interaktionspartner Y14 (als AN-Fusionsprotein) ko-exprimiert. Das FLAG-
hUpf3b wurde mit Antikérpern gegen das FLAG-Epitop préazpitiert und de
aufgereinigten Komplexe in dieser Immunblot-Analyse mit a-AN, a-hUpf2 und
a-hUpf3b Antikérpern untersucht. Eine Ribonuklease A-Behandlung der fur die
Immunpraapitation verwendeten Lysate stellte sicher, dal3 ausschliefdlich direkte
Wedselwirkungen zwischen den Proteinen ohne stabiliserende RNA-
Interaktionen untersucht werden konren. Ein Vergleich der Préazpitationen von
FLAG-hUpf3b WT und FLAG-hUpf3b A421-434 ergab, dal3 beide Proteine
gleich stark mit hUpf2 (endogenes Protein) interagieren, die Bindung an Y 14 (ko-
transfiziert) durch die Deletion jedoch aufgehoben wird (Abb. 35). Aus diesen
Daten 1a3t sich schlief3en, dal3 Y14 ein Mediator des NMD ist, der in der
Signalkaskade unseres experimentellen Systems distal von hUpf3b angesiedelt ist.
Die Deletion der Bindungsdelle fur Y14 in hUpf3b unterbindet offenbar die
Rekrutierung von Y14 und damit die Degradation der 5boxB Test-mRNA. Die
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Abbildung 36: a, HeLa-Zellen wurden mit AN-Y14 (Spur 3), AN-Magoh (Spur 2) und
AN-RNPS1(Spur 4) Konstrukten transfiziert und die Expression der 5boxB mRNA
mittels Northern-Blot analysiert. Die Transfektion fir Spur 1 wurde mit dem AN-Peptid
ohne Fusionspartner durchgefiinrt. b, Immunblot-Analyse der Expression der
Fusionsproteine in Zelllysaten derselben Transfektion. Die Analyse erfolgte mit einem
AN-spezifischen Antikdrper. Auch bei langeren Expositionen wurde kein Signal fir AN-
RNPS1 erhalten. Die Laufhthen eines Protein-Gro3enstandards sind schematisch
angedeutet.

bisherige Hypothese, dal3 Y14 und RNPSL zu einer Rekrutierung von hUpf3b an
die mRNA und einer nadhfolgenden hUpf2- und hUpfl-Aktivierung fihren, kann
damit widerlegt werden.

Weltere Daten unterstiitzen diese Hypothese aner Signalwelterleitung tber Y14
und nicht Gber hUpf2. Eine der in dieser Arbelt untersuchten Deletionsmutanten
von hUpf3b (A49-143 vermittelt noch immer deutlich NMD, obwohl die
postulierte  hUpf2-Bindungsdelle nicht mehr vorhanden ist. Weitere
Untersuchungen mit dieser Mutanten werden folgen, um diese asten Daten zu

unterstutzen.



Ergebnisse 103

4.3.7 Y14 ist ein starker Vermittler von NMD

Wenn die Interaktion von hUpf3b mit Y14 notwendig fir den NMD ist, dann
kann man vermuten, dal3 Y14 auch aleine ar Degradation der Test-mRNA
fuhren kann. Daher wurde Y14 as AN-Fusionsprotein exprimiert und de
Auswirkung auf die 5boxB-mRNA analysiert. Der Versuch zegt eine sehr starke
Verminderung der 5boxB-mRNA durch AN-Y14 (Abb. 36a; Spur 3). Dieser
Abbau ist wesentlich stérker als der von hUpf3b induzierte Abbau. Im gleichen
Experiment wurden auch AN-Fusionsproteine von Magoh (ein Interaktionspartner
von Y14 wnd Komponente des EJC) und RNPSL (EJC-Komponente) untersucht.
Wahrend Magoh zu einer mit hUpf3b vergleichbaren Verringerung bel der Test-
MRNA fuhrte (Abb. 36a; Spur 2), war bei RNPSL kein Effekt zu beobadten
(Abb. 36a; Spur 4). Eine mdgliche Erklarung daflr ergibt sich aus der
Expressonsanalyse der Fusionsproteine. Sowohl AN-Y14 as auch AN-Magoh
werden gut exprimiert, dagegen ist AN-RNPSL nicht detektierbar (Abb. 36b). Es

oboxp _3boxB —200xB
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Abbildung 37: Northern-Blot-Analyse der RNA-Praparationen von HelLa-Zellen, die mit
AN-Peptid (Spuren 1, 3, 5, 7) oder AN-Y14 (Spuren 2, 4, 6, 8) sowie einer Kontrolle
(WT300+elll) und Test-Konstrukten mit unterschiedlichen Anzahlen von boxB
Sequenzen in der 3'UTR (0 boxB: Spuren 1&2, 2 boxB: Spuren 3&4, 3 boxB: Spuren
5&6 oder 5 boxB: Spuren 7&8) transfiziert wurden. Die Expressionstéarke bezieht sich
immer auf die Negativkontrolle mit der gleichen Anzahl boxB Sequenzen.
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Abbildung 38: Northern-Blot-Analyse von RNA-Praparationen aus HelLa-Zellen, die mit
AN-Peptid (Spuren 1, 3, 5, 7) oder AN-Magoh (Spuren 2, 4, 6, 8) sowie der
Kotransfektions-Kontrolle (WT300+elll) und Test-Konstrukten mit unterschiedlichen
Anzahlen von boxB Sequenzen in der 3'UTR (0 boxB: Spuren 1 & 2, 2 boxB: Spuren 3 &
4, 3 boxB: Spuren 5 & 6 oder 5 boxB: Spuren 7 & 8) transfiziert wurden. Die
angegebene Expressionstarke bezieht sich auf die Negativkontrolle mit der gleichen
Zahl boxB Sequenzen.

bleibt zu kldren, ob RNPSL tatsddhlich nicht exprimiert wird oder ob es mit dem
hier verwendeten Lysepuffer nicht solubilisiert wird. Diese mogliche Erklérung
ergab sich aus der Beobadtung, dal3 RNPSL in einem anderen Experiment mit
einem alternativen Lysepuffer detektiert werden konnte.

Die hier gezegten Versuche haben die Identifikation zweler weiterer Proteine
ermdglicht, die ar Verminderung der Test-mRNA im experimentellen System
fuhren. Die weitere Charakteriserung deser Verminderung soll zegen, ob es sch
dabei um NMD handelt.

4.3.8 Y14 ist ein bona fide Mediator des NMD

Eine ausgeprégte Verminderung der 5boxB-mRNA tritt bei gleichzatiger
Expresson des AN-Y 14 Fusionsproteins auf. Einen etwas shwaderen Effekt
beobaditet man fir AN-Magoh. Es bleibt zu kidren, ob diese Verminderungen der
Test-mRNAs die Kriterien des NMD im Sinne aner Abhangigkeit von der

Position, von der Aktivitét des Spleil3prozesses (in diesem System ersetzt durch
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5boxB Konstrukt IRE IREAC
Eisen = + - o+ |-+ |-+ -+ -+
Translaton - + |- +|- + [+ + |+ +[+ +
AN-Fusion - Y14 |Magoh| - Y14 | Magoh

|1 2 3 4 56 7 8 910 1112]

m =Y. 'm <«Kontrolle

““ ' - . 1 +pB-Globin 5 boxB

100——76——259 100——29—— 50 %
100——36—— 46 100—23——29 %

Abbildung 39: Untersuchung zur Translationsabhangigkeit der AN-Y14 und AN-Magoh
vermittelten Expressionsverminderung der 5boxB Test-mRNA. HelLa-Zellen wurden mit
5boxB-Testkonstrukten entweder mit funktionellem IRE (Spuren 1-6) oder nicht-
funktionellem IRE-AC (Spuren 7-12) transfiziert sowie der Kontrolle WT300+elll und den
jeweils angegebenen AN-Konstrukten (- entspricht nur AN-Peptid ohne Fusionspartner).
Die Translation der IRE-haltigen mRNAs wurde mit Deferoxaminmesilat (Spuren 1, 3, 5)
bzw. Ham-Arginat (Spuren 2, 4, 6) spezifisch reguliert. Die mit nicht-funktionellen IRE-
AC Konstrukten transfizierten Zellen wurden auf die gleiche Weise behandelt, um fir
unspezifische Effekte der Behandlung zu kontrollieren. Die angegebenen
Expressionsstarken beziehen sich auf die identisch behandelte Negativkontrolle.

die AN-Rekrutierung an die boxB-Sequenzen) und von der Trandation erfullen.
Zuerst wurde die Spezfitéat der Interaktion mit Konstrukten analysiert, die keine,
zwei oder drei boxB Sequenzen in der 3'UTR aufweisen. Dadurch wird
untersucht, ob rur die speafische Interaktion von AN und boxB den beobadteten
Effekt vermittelt. Wie bereits fir AN-hUpf3b gezegt, ist auch bal AN-Y14 und
AN-Magoh die vermindernde Wirkung auf die Test-mRNAs direkt abhingig von
der Anzahl von boxBs (Abb. 37 und 38). Besonders bemerkenswert ist, dal3 AN-
Y14 bereits bei nur zwei boxB Sequenzen eine signifikante Verminderung der
Test-mRNA erzeugt (Abb. 37, vergleiche Spuren 3 & 4). Dies sricht fur die
besonders hohe Effizienz von Y14 im experimentellen System bzw. fir die
besonders effiziente Bindung des Fusionsproteins an die boxB-Sequenzen.
Insbesondere im Vergleich zu den rnur schwaden Effekten eines MS2-Y 14
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Fusionsproteins (Lykke-Andersen et al., 2001) zdgt sich her die Uberlegenheit
dieses experimentellen Systems. Diese Ergebnise beweisen, dal3 der Abbau
auschliefilich speafisch durch die AN-Peptid/boxB Interaktion vermittelt wird.

Als nadhstes ll geklart werden, ob die Fusionsproteine AN-Y 14 und AN-Magoh
die Kriterien des NMD erfullen konnen. Hierzu wurden wiederum 5boxB
Konstrukte verwendet, die entweder ein funktionelles IRE oder ein ncht-
funktionelles IRE in der 5'UTR enthielten. Durch Verdnderung der
Eisenkonzentration im Kulturmedium der transfizierten Zellen wurde spezfisch
die Trandation der Testkonstrukte reguliert. Die Auswertung des Experiments
ergab fur die beiden Fusionsproteine unterschiedliche Ergebnisse. Wéhrend de
durch AN-Y 14 ausgeltste Test-mRNA Reduktion rur bei aktivierter Trandation
auftrat (NMD-Kriterium erflllt), war der Effekt von AN-Magoh unabhéngig von
der Trandation der Test-mRNA (NMD-Kriterium nicht erfillt; Abb. 39). Dies
konnte darauf hindeuten, dal3 AN-Magoh auf einen friheren Schritt des mRNA-
Metabolismus einwirkt. Bei AN-Y 14 jedoch belegen die Daten eine direkte Rolle
als Vermittler desNMD.

Insgesamt konnte in dem hier vorgestellten experimentellen System die Analyse
funktioneller Doméanen von RNA-bindenden Proteinen am Beispiel von hUpf3b
demonstriert werden. Das hier verwendete kurze AN-Peptid interferiert dabei nicht
mit der Funktion von kleinen oder durch Deletionen verkirzten Proteinen. Zum
anderen konnte @n reuer Faktor identifiziert werden, der eine Rolle beim NMD
spielt. Auch hier ist vermutlich entscheidend, dal3 die RNA-Bindedoméne nur so

kleinist, dal3 sie die Funktion der Fusionspartner nicht stort.



