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Meinem Opa



“If you wish to make an apple pie from scratch, you must first invent the universe.”

— Carl Sagan
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Zusammenfassung

Im Zellkern eukaryotischer Zellen werden Gene in mRNAs transkribiert, welche umfangreich
prozessiert und aus dem Zellkern exportiert werden. Im Zytoplasma erfolgt die Translation der
mRNAs in Proteine, ein Prozess, welcher viel Energie bendtigt und daher mittels vielfaltiger
Mechanismen streng reguliert wird. Ein Beispiel hierfir stellt die Klasse der TOP-mRNAs dar,
eine RNA-Spezies, welche hauptsichlich Transkripte von Genen umfasst, die selbst in die
Translation involviert sind. Die prominentesten Vertreter dieser Klasse sind die Proteine der
kleinen und groBen ribosomalen Untereinheiten. TOP-mRNAs zeichnen sich durch ein
gemeinsames Sequenz-Motivam Anfang lhrer 5’-UTR aus, welches aus einem Pyrimidinstrang
besteht und unmittelbar nach dem Cap mit einem Cytosin beginnt. Dieses allen TOP-RNAs
gemeinsame Motiv ermoglicht die zeitgleiche Translationskontrolle dieser RNA-Klasse. So
kann die Translation der TOP-mRNAs unter Stressbedingungen wie z.B. Nahrstoffmangel

koordiniert inhibiert werden, wodurch Energie eingespart wird.

Bereits lange wird nach einem Regulator gesucht, der an dieses TOP-Motiv bindet und die
koordinierte Regulation ermdglicht. Man kann sich hier einen Inhibitor oder auch einen
Aktivator vorstellen. Verschiedene Proteine wurden bereits in Erwagung gezogen. In dieser
Arbeit wurde das Protein TIAR mittels Massenspektrometrie als TOP-interagierender Faktor
identifiziert und dessen Bindungseigenschaften mit dem TOP-Motiv durch Shift Assays
untersucht. Hierbei konnten Minimalkonstrukte verschiedener Organismen sowie RNA-TOP —
Sequenzen identifiziert werden, welche sich fir Strukturanalysen eignen wiirden. Als weiterer
TOP-interagierender Faktor wurde Uber verschiedene sequenzielle Reinigungsschritte das

Protein 14-3-3¢ identifiziert.

Weiterhin wurden die TOP-Motiv-bindenden Proteine LARP1 und LARP7 auf Ihre
Bindungseigenschaften mit Ihren Zielsequenzen untersucht. Wahrend gezeigt werden konnte,
dass LARP1 einen inhibierenden Einfluss auf TOP-RNAs hat, wurde in weiteren Shift-Assays die
Bindungseigenschaften von LARP7 mit 7SK untersucht, wobei ebenfalls ein minimales LARP7—
Konstrukt sowie 7SK-Konstrukte fir Strukturanalysen identifiziert werden konnten. Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass verschiedene Substanzen wie tRNA und Arginin einen starken
Einfluss auf die LARP7-7SK — Interaktion austiben, welcher in weiteren Studien berticksichtigt

werden sollte.
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Summary

In the nucleus of eucaryotic cells, genes are transcribed into mRNA which are heavily
processed and exported into the cytoplasm. There they are translated into proteins, a process
requiring large amounts of energy so this process is strongly regulated. One example is the
class of TOP RNAs consisting mainly of transcripts encoding for proteins involved in
translation. Some well-known examples include the proteins of the large and small ribosomal
subunits. TOP RNAs share a common motif at the start of their 5 UTR comprising a sequence
entirely made of Pyrimidines immediately following the cap. This motif common to all TOP
RNAs enables translational control of this class of RNAs in a timely coordinated manner. In this
way, during conditions of stress like nutrient starvation, translation of TOP RNAs can be

inhibited to save energy.

The search for a regulator which binds to the TOP motif and enables coordinated regulation
started long ago. In principle the regulator could activate or inhibit translation. Different

proteins have been considered to be the regulator so far.

In this thesis the protein TIAR was identified as TOP interacting factor using mass
spectrometry. Its binding properties regarding the TOP motif have been evaluated using
EMSA. RNA and proteins of different organisms were evaluated to identify minimal binding
partner constructs for further structural analysis. Using different sequential purification

approaches, the 14-3-3¢ protein was also identified as TOP binding factor.

Furthermore, the TOP binding proteins LARP1 and LARP7 and their target RNA sequences have
been evaluated in regard to their binding properties. It could be shown that LARP1 has an
inhibiting effect on translation of TOP RNAs. Using EMSA, minimal binding constructs of LARP7
and 7SK could be established which can be considered for further structural analysis. Also, it
could be shown that certain substances like tRNA and Arginine influence the interaction of

LARP7 and 7SK, an observation which should be considered in further experiments.



Einleitung

1. Einleitung
1.1. Die Realisierung des genetischen Codes in Eukaryonten: Ein Uberblick

Wahrend des Lebenszyklus eines Organismus laufen auf zelluldarer Ebene eine Vielzahl
komplexer Prozesse ab, um die Information seiner in der DNA kodierten Gene wahrend der
Genexpression in funktionale Produkte, namlich RNAs oder Proteine, umzuwandeln (1). Ein
Gen bezeichnet hierbei einen Abschnitt auf der DNA, der in eine RNA Ubersetzt wird
(Transkription). Handelt es sich hierbei um eine Boten-RNA (messenger RNA, mRNA), so
erfolgt bei Eukaryonten die Transkription durch die RNA-Polymerase Il (2-5). mRNAs werden
als Vorlaufer-Molekiile (pra-mRNAs) gebildet und co- bzw. post-transkriptionell modifiziert
und prozessiert. Hierbei werden z.B. Introns, d. h. Genabschnitte ohne funktionalen Code,
durch SpleiRen entfernt (6-11). Dies geschieht mit Hilfe des Splicesosomes, welches wiederum
durch Chaperone koordiniert und assembliert wird (12). Am 5’-Ende der mRNA wird eine Cap-
Struktur, bestehend aus einem 7-Methylguanosin lber eine 5’-5’ — Phosphat-Diesterbindung
angefligt, die die Ribonukleinsdaure vor Abbau schiitzt und weitere Funktionen in spateren
Phasen der Genexpression libernimmt (13-17). Das 3’-Ende der RNA wird poly-adenyliert und
die reife mRNA wird schlieBlich in Form eines Ribonukleoproteinkomplexes (RNP) aus dem
Zellkern transportiert (18-21), um im Zytoplasma der Zelle durch Ribosomen translatiert zu
werden. Dieser Prozess, namentlich die Translation, wird durch eine Vielzahl von

Mechanismen reguliert und ist Gegenstand dieser Arbeit.

Die eukaryotische Translation lasst sich in drei Teile gliedern: Initiation, Elongation und
Termination. Wahrend der Initiation wird die kleine (40S) und die groRe (60S) ribosomale
Untereinheit des Ribosoms an das 5’-Ende der mRNA rekrutiert (22). Verschiedene Proteine,
von denen einige in dieser Arbeit ndher untersucht werden, greifen in diesen Schritt
regulatorisch ein. Die Rekrutierung erfolgt in den meisten Fallen Uber das Cap, an das Uber
einen Proteinkomplex die 40S-Untereinheit sowie ein RNP rekrutiert wird, der eine Initiator-
tRNA transportiert (23-29). Diese tRNA ist mit einem Methionin beladen. Nach Bindung an die
40S-Untereinheit Iauft der so entstandene Komplex an der 5’-UTR der RNA entlang (scanning),
bis das Startcodon identifiziert ist (30, 31). Dort wird die 60S Untereinheit rekrutiert und das
Ribosom beginnt mit der Translation. Alternativ zur Cap-Struktur kann die Translation Uber
Strukturelemente wie IRES (internal ribosome entry site) erfolgen (32). Dies ist z.B. bei einigen

Viren, aber auch bei diversen zellularen mRNAs von Bedeutung (33, 34).



Einleitung

Wadhrend der Elongationsphase bewegt sich das Ribosom in 3’-Richtung an der RNA entlang
und verlangert die Peptidkette um die jeweils zum RNA-Codon passende Aminosaure. Diese
wird in einem terndren Komplex an eine tRNA gebunden zusammen mit GTP und dem
Elongationsfaktor eEF1A zunachst in die freie A-Seite des Ribosoms eingebunden (35, 36). Im
Peptidyl-Transferase-Zentrum wird zwischen der gelieferten und einer bereits an der P-Seite
vorhandenen Aminosaure eine Peptidbindung geknipft und die Bindung mit der tRNA gelost.
Die nun freie tRNA rutscht weiter an die E-Seite, um das Ribosom zu verlassen, wahrend die
geliefert tRNA mit der nun an die Peptidkette geknlipften Aminosaure an die P-Seite aufriickt.

Diese Translokation wird durch den Elongationsfaktor eEF2 unterstiitzt (35, 37).

Wird ein Stop-Codon erreicht, erfolgt die Termination der Translation, welche im
Wesentlichen aus der Peptidyl-tRNA-Hydrolyse und dem Ribosomen-Recycling besteht. Die
Decodierung des Stop-Codons erfolgt Uber eRF1 (38). Hierbei wird der Effekt des
,molekularen Mimikri“ genutzt, da eRF1 in seiner Struktur einer tRNA dhnelt (39). Der release
Faktor bindet die GTPase eRF3 und aktiviert diese (40), was zur Stimulierung der Hydrolyse
fihrt. eRF3 interagiert auBerdem mit PABPC1 (poly-A binding protein cytoplasmic 1, im
Folgenden PABP) (41), welches an den Poly-A-Schwanz der mRNA bindet und fiir den
Brickenschluss mit dem Initiationskomplex verantwortlich ist (42). Dadurch wird das
Ribosomenrecycling erleichtert, durch welches diese nach der Termination wieder an das 5’-

Ende der mRNA gefiihrt werden (43).
1.1.1. Cap-abhangige Initiation der Translation

Die Mechanismen der eukaryotischen Initiation der Translation, die im Folgenden aufgefihrt
werden, wurden von Pestova et al. in einem ausfihrlichen Review zusammengefasst (44 und
Referenzen dort). Zur Initiation der Translation muss zu Beginn das Startcodon ATG
identifiziert werden. Hierbei spielt das Cap der mRNA sowie deren 5'UTR eine wichtige Rolle
(45). Es bildet sich zunachst ein 43S-Prainitiationskomplex (Preinitiation Complex, PIC), der aus
einer ribosomalen 40S-Untereinheit sowie dem terndren Komplex (bestehend aus GTP-
gebundenem elF2a sowie einer Methionyl-tRNA) zusammensetzt (46, 47). Die Bildung des PIC

erfolgt mit Hilfe weiterer Initiationsfaktoren, ndmlich elF1, elF5 und elF3 (48-50).

Im nachsten Schritt wird der PIC an das 5’-Ende der mRNA rekrutiert. Dies erfolgt mit Hilfe des
Caps, an das der elF4F-Komplex bindet (51, 52). Dieser besteht aus den Faktoren elFAE, der
direkt an das Cap bindet, elF4A, einer RNA-Helikase, und elF4G, das als Geristprotein dient.
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Einleitung

Der Kontakt wird Gber diesen Komplex sowie elF3 und weiteren Faktoren (elF4B, elF4H, PABP)
hergestellt. Durch die Bindung an PABP und damit an den PolyA-Schwanz der mRNA erfolgt
die Bildung der closed loop - Struktur, wodurch die mRNA fiir die Initiation der Tanslation
aktiviert wird (42). elF4G ist hierbei mafigeblich an der Koordination und RNA-Bindung dieser
Faktoren beteiligt. Im weiteren Verlauf beginnt der PIC die 5’UTR zu ,scannen”, d. h. er
bewegt sich an der 5’"UTR entlang, bis das Startcodon gefunden ist (53). An diesem Prozess ist
malgeblich die Helikase elF4A beteiligt, die die Entwindung etwaiger Sekundarstrukturen in
der RNA bewerkstelligt, die beim scanning-Prozess hinderlich sein kdnnen (54-56). Im Rahmen
der Translationsinitiation kann somit Uber Sekundérstrukturen in der 5'UTR die
Proteinsynthese gehemmt werden; auch in anderen Phasen der Translation kdnnen derartige
Mechanismen regulierend in die Proteinsynthese eingreifen. AuBerdem kénnen verschiedene
Faktoren an die 5’UTR binden und die Translation ebenfalls unterbinden bzw. verlangsamen

oder aber beschleunigen sowie initiieren.

Wurde das Startcodon vom 43S PIC identifiziert, interagiert es mit dem Anticodon der
Initiator-tRNA durch Basenpaarung und der Scanning-Prozess ist beendet (57). Der GTPase-
aktivierende Factor (GAP, GTPase activating factor) elF5 bewirkt die Hydrolyse des elF2
gebundenen GTPs und lberfiihrt es so in seine GDP-Form (58, 59). Nachdem andere Faktoren
ebenfalls den PIC verlassen, wird tGiber den Faktor elF5B eine Bindung der 60S-Untereinheit an
PIC bewerkstelligt, so dass ein translationskompetenter 80S-Initiations-Komplex entsteht
(Initiation Complex, IC) (60, 61). Nach dessen Ausbildung kann die Elongationsphase der

Translation beginnen.
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Abbildung 1: Initiation der Cap-abhangigen Translation. A) elF4F-Komplex, bestehend aus elF4E, elF4G und
elF4A, gebunden an das Cap sowie dessen chemische Struktur. Durch Bindung an PABP erfolgt die Ausbildung
einer ,closed loop“-Struktur und somit die Aktivierung fiir die Translationsinitiation. B) Ausbildung des 43s PIC
durch Hinzuziehen des TC, 40s und elF3. Im Anschluss an die Formation erfolgt der scanning-Prozess. C) Nach
Erreichen des Start-Codons erfolgt die Rekrutierung von 60s und damit die Ausbildung des 80s IC.

1.1.2. Regulation der eukaryotischen Translation

Da eine Zelle einen malgeblichen Anteil |hres Energiehaushaltes flr die Proteinsynthese
aufwendet, ist es erforderlich, diese umfangreich unter Einbeziehung einer groen Anzahl an
duBeren Faktoren und mit Hilfe zahlreicher Signalkaskaden zu regulieren. So geben z.B.
Prasenz und Quantitat einer Vielzahl von Nahrstoffen entscheidende Signale fiir Zellzyklus,
Wachstum und Proliferation (62-64). AuRere Faktoren wie Nahrstoffe oder
Wachstumsfaktoren werden (iber Rezeptoren erkannt, welche durch deren Bindung aktiviert
werden und die zu Gbermittelnden Informationen Gber Signalkaskaden in geeignete zellulare

Reaktionen, z.B. die Expression spezifischer Gene, ibertragen.
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1.2. mTOR und Signaltransduktionswege

Die Kinase mTOR (mammalian / mechanistic Target Of Rapamycin) spielt in vielen Bereichen
der Genexpression eine zentrale Rolle (65-67). In Bezug auf die Translation laufen an dem
Enzym eine Vielzahl intra- und extrazelluldrer Signale zusammen, die von der Kinase im
Rahmen der globalen und spezifische Translationskontrolle umgesetzt werden. Die
Zielproteine  werden Uber mTOR durch Phosphorylierung an  spezifischen
Aminosduresequenzen aktiviert bzw. inhibiert und beeinflussen dadurch wiederum durch
Interaktion mit ihren Zielkomponenten regulatorisch verschiedene Schritte der Translation.
Weiterhin wird mTOR selbst durch Phosphorylierung mittels anderer Kinasen aktiviert bzw.
inhibiert. Auch in anderen Bereichen des Zellzyklus, wie z.B. der Transkription, Gibt mTOR auf

diese Art Kontrollfunktionen aus (68).

Das Protein wurde zuerst in Saccharomyces cerevisiae entdeckt, wo es durch zwei Gene (TOR1
/ TOR2) codiert wird (69, 70). In héheren Eukaryonten sowie in Sdugetieren (71-73) existieren
Homologe.

MTOR gehort zur Familie der PI3K — Kinasen. In vivo liegt mTOR in Form mindestens zweier
Komplexe — mTORC1 und mTORC2 - vor, die sich vor allem in den Proteinen Raptor (mTORC1-
spezifisch) und RICTOR (mTORC2-spezifisch) unterscheiden (74-76). Raptor ist abhdngig von
seinem Phosphorylierungsstatus wichtig fur die Aktivierung bzw. Inhibierung des Komplexes.
Nur mTORC1 ist sensitiv gegenliber dem Immunsuppressivum Rapamycin, das inhibierend auf
den Proteinkomplex wirkt (77-80). Dieses makrozyklische Lacton bindet einen intrazelluldaren
Rezeptor namens FKBP12 (FK506-binding protein 12kDa), welcher wiederum unter
bestimmten Umstanden an mTOR bindet und inhibierend wirkt (81-84, 73).

Durch eine Kinase-Domane in seiner C-terminalen Halfte, welche der der Kinase PI3K dhnelt,
ist mTOR zudem zur Autophosphorylierung fahig (85). Als rekombinantes Protein kann es zwei
seiner Zielfaktoren, S6K und 4EBP1, in vitro phosphorylieren (86-88).

Der Komplex mTORC1 verarbeitet eine Reihe duRerer Signale wie Wachstumsfaktoren,
Mitogene, Cytokine und N&hrstoffe wie Aminosduren (89-103). Auch intrazelluldre Faktoren
wie der Energiestatus wirken auf die Kinase ein (104), die als Reaktion im Rahmen sogenannter
Signalkaskaden wiederum diverse Phosphorylierungsreaktionen an Zielproteinen ausfihrt.
Hierbei spielen eine Vielzahl von Rezeptorproteinen eine Rolle. Wachstumsfaktoren wie z.B.

Insulin finden sich je nach Erndhrungszustand in unterschiedlichen Konzentrationen im Blut.
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Insulin wird an der Zelloberflache von einer Rezeptor-Tyrosin-Kinase erkannt, woraufhin IRS1
(Insulin Receptor Substrate 1) an den Rezeptor rekrutiert und PI3K (Phosphoinsositid-3-Kinase)
aktiviert wird (105, 106). Die darauffolgende Rekrutierung an die Plasmamembran sowie
Aktivierung der Kinase Akt fiihrt zur Phosphorylierung von TSC2, ein GAP (GTPase activating
protein), das zusammen mit TSC1 den tuberous sklerosis complex TSC bildet (107). Dieser
fungiert als GAP gegeniliber Rheb. Im aktiven Zustand des TSC wird mTORC1 durch TSC2
inhibiert, da Rheb sich in seinem GDP-bindenden Zustand befindet (108). Durch
Phosphorylierung von TSC2 durch besagte Signalkaskaden erfolgt eine Inhibierung des TSC
und somit eine Aktivierung von mTORC1. Auch die 14-3-3 Proteine spielen eine wichtige Rolle
bei der mTOR — Signalkaskade. Diese Proteinfamilie umfasst in Sdugetieren sieben Isoformen
(a0 = n), welche in verschiedenen Zelltypen und Geweben unterschiedlich stark exprimiert
werden (283) und an einer Vielzahl zellularer Prozesse beteiligt sind (284). In Bezug auf den
MTOR — Signalweg konnte gezeigt werden, dass 14-3-3 an TSC2 bindet und einen ternaren
Komplex mit TSC1 und TSC2 bildet, wodurch der Komplex in seiner Funktion inhibiert wird
(285). Ist der Energiestatus (ATP-Level) der Zelle niedrig, wird durch AMPK neben TSC auch
Raptor phosphoryliert, wodurch 14-3-3 mit Raptor interagiert und mTORC1 inhibiert, was zum
Zellzyklusarrest fihrt (286). Als zentrale Schnittstelle ist die Kinase somit Uber die
beschriebenen Mechanismen fir die Integration diverser intra — und extrazellularer Signale in

die Regulation der Proteinsynthese verantwortlich.

Andere Modulatoren nutzen abweichende Signalwege, die bei TSC2 konvergieren und so
mTORC1 regeln. Sauerstoff- und Glukoselevel wirken sich auf die AMP/ATP-Ratio aus, die
Auskunft Gber den Energistatus der Zelle gibt (109-112). Eine erh6hte Konzentration von AMP
gegeniber ATP zeigt ein niedriges Energielevel an. Durch dieses Verhaltnis wird die Kinase
AMPK moduliert, die direkt TSC2 phosphorylieren kann. Die Aktivierung von mTORC1 durch
Aminosduren erfolgt am Lysosom (113-116). Hier interagiert der Komplex mit einem Rheb-
Pool Gber den Geriistekomplex Ragulator, der vier Rag-Proteine (RagA-RagD) rekrutiert (113).
Deren GTP/GDP-Ratio wird tiber den Aminosauregehalt der Lysosomen reguliert. Ist der Rag-
Komplex durch ein ausreichend hohes Aminosaurelevel aktiv, erfolgt eine Rekrutierung von
mMTORC1 lber Raptor an die lysosomale Membran, sowie die Aktivierung tiber den Rheb-Pool

(117). Eine Ubersicht iber die beschriebenen Signalwege ist in Abbildung 2 gezeigt.
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Abbildung 2: mTOR-abhangige Signaltransduktionswege. Extra- und intrazelluldre Signalgeber sind hell
unterlegt. Der Pfad Uber PI3K und Akt ist beispielhaft anhand des Insulinrezeptors wiedergegeben. Die AMP/ATP
— Ratio dient als induzierendes Beispiel fiir den AmpK-vermittelten Zweig. Die Transduktionen sind im Text
beschrieben. Nicht dargestellt sind andere Effekte der mTOR-Induzierung wie z. B. Transkription.

MTORC1 ist vor allem fir seine Rolle in der Translationsregulation bekannt, weshalb
diesbeziigliche Effektoren und Substrate Teil vieler Studien sind. Am besten untersucht ist das
elFAE-bindende Protein 4E-BP1 sowie die Kinasen S6k1 und S6K2 (118-121). 4E-BP1 bindet im
phosphorylierten Zustand an elF4E und konkurriert dabei durch (berlappende
Bindungsstellen um die Bindung mit elF4G (122, 123). Die genannten Faktoren sind Teil des in
Punkt 1.1.1. beschriebenen Cap-bindenden Komplexes elF4F, der sich somit durch die
Interaktion mit 4E-BP1 nicht zusammenlagern kann und in seiner Funktion inhibiert wird. 4E-

BP1 enthédlt mehrere Phosphorylierungsseiten fir mTOR und ist somit direktes Substrat (88).
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Zwei Homologe des Proteins, 4E-BP2 und 4E-BP3 sind hinsichtlich der Translationsregulation

weniger gut untersucht.

Die Kinasen S6K1 und S6K2 werden ebenfalls von mTOR phosphoryliert (118, 121) und haben
mehrere Substrate, von denen in Bezug auf die Translationsregulation ein wichtiges das
ribosomale Protein rps6 ist, eine Komponente der kleinen ribosomalen Untereinheit (124,
126). Es gibt Hinweise, dass die Phosphorylierung von rps6 zu einer Aktivierung der Translation
flihrt, wobei die im Folgenden naher beschriebenen TOP-mRNAS eine zentrale Rolle spielen

konnten (126).
1.3. Translationsmechanismen der TOP-RNAs

Die Synthese und Aufrechterhaltung der Translationsmaschinerie einer eukaryotischen Zelle
verbraucht einen signifikanten Anteil der zur Verfliigung stehenden Energie und unterliegt
daher einer strengen Regulation (127). Eine groRe Zahl an Komponenten missen im korrekten
Verhaltnis und zum richtigen Zeitpunkt synthetisiert werden bzw. in der Zelle vorliegen, um
den reibungslosen Ablauf der Proteinsynthese zu gewahrleisten. Je nach Bedarf kann somit
die Produktion der flr die Translation verantwortlichen Komponenten gesteigert oder
gehemmt werden. Diese Regulation erfolgt auf Translationsebene als Antwort auf oben
genannte intra- und extrazelluldre Einflisse (127). Mangelt es z.B. an Energie oder anderen
Faktoren, die fiir ein problemloses Wachstum oder fiir die Proliferation nétig sind, fihrt das
zu einer hochkoordinierten zeitgleichen Hemmung des Syntheseapparates, um Energie

einzusparen, die in solchen Situationen zur Uberlebenssicherung der Zelle benétigt wird.

Eine Regulation des Proteinsyntheseapperates wurde zuerst an den mRNAs ribosomaler
Proteine (ribosomal protein RNAs, rpRNAs) festgestellt, welche in Fibroblasten unter
Stressbedingungen sowie abhangig vom Zellzyklus koordiniert in Polysomen oder
Monosomen verschoben werden, wodurch ihre Translation verhindert wird (129). Das fir die
Regulation verantwortliche Element konnte in der 5’UTR der betroffenen mRNAs lokalisiert
werden (130-140). Es handelt sich um ein RNA-Sequenzmotiv, das als ,terminaler
Oligopyrimidin-Trakt“ (terminal oligopyrimidine tract, TOP-Trakt bzw. TOP-Motiv) bezeichnet
wird, nachdem es zunachst TLRE (translational regulatory element) genannt wurde (141).
Ersetzte man bei mRNAs ribosomaler Proteine deren 5’UTRs durch die von B-Aktin bzw. fligte
man das TOP-Motiv einer GAPDH-mRNA an, so verloren bzw. erwarben die resultierenden
mMRNAs die Fahigkeit zur Translationsregulation (141). Im Rahmen der Charakterisierung des
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TOP-Motivs wurden zusatzlich zu den rpRNAs weitere Transkripte gefunden, die das Element
besitzen (142). Bezeichnenderweise codieren die meisten der gefundenen TOP-mRNAS
Faktoren, die selbst Komponenten der Translationsmaschinerie sind, wie z.B. eEF1A und PABP
(143) oder auch elF3e, elF3F und elF3H (144), RACK1 (145) und AUF1 (146). Auch nicht
codierende Transkripte, die neben einem TOP-Motiv auch snoRNAs (small nucleolar RNAs) in
ihren Introns beherbergen, wurden entdeckt (147, 148).

Das Element ist in verschiedenen Vertebratengruppen sowie in Pflanzen konserviert,
interessanterweise wurde es jedoch nicht in Saccharomyces gefunden (149, 157). Die Aktivitat
der TOP-RNAs wurde u. a. in wheat germ extract sowie in Eiern aus Xenopus laevis
nachgewiesen und untersucht (149-156). Auch in Lysat aus rabbit-Retikulozyten funktioniert

die TOP-response (156).

Die Klasse der TOP-mRNAs zeichnet sich durch mehrere gemeinsame Merkmale aus, von
denen sich das wichtigste und namensgebende direkt an der Cap-Struktur befindet (127). In
der Regel ist das erste codierte Nukleotid einer mRNA ein G oder A (128); TOP-mRNAs
beginnen mit einem C, gefolgt von einem 4-14 Nukleotiden umfassenden Oligopyrimidin-
Strang. Dieser ist, zusammen mit dem ersten C, notwendig und hinreichend fir die
Regulierung (140-143, 158). Wird diese Sequenz durch Purine unterbrochen oder das erste C
durch eine andere Base ersetzt, ist die spezifische Translationskontrolle nicht mehr moglich
(142). Auf die Pyrimidin-Sequenz folgt ein GC-reicher Strang, der ebenfalls wichtig fiir die
Regulation zu sein scheint (142). Generell sind die 5’UTRs dieser mRNA-Klasse mit ca. 20-30
Basen eher kurz. Abbildung 3 zeigt schematisch den Aufbau der 5’UTR einer TOP-mRNA.

m’GpppCCCUUUUCCGGUUGCGGCGCCGCGCG

Abbildung 3: Elemente der 5’UTR einer TOP-RNA am Beispiel der rps16-mRNA. Als erste Base hinter dem Cap ist
das C hervorgehoben. Der Pyrimidin-Trakt ist rot dargestellt. In der Regel folgt noch die hier schwarz dargestellte
GC-reiche Region.
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1.4. Regulation der TOP-RNAs

Aufgrund der Abundanz des TOP-Motivs als integraler Bestandteil der mRNAs des komplexen
Translationsapparates wurden dessen Funktion sowie Interaktionspartner untersucht. Der
Zusammenhang zwischen mTOR, S6K1/2 bzw. rpS6-Phosphorylierung und der spezifischen
Inhibierung der TOP-mRNAs wurde durch Experimente mit Rapamycin aufgedeckt (159, 160).
Rapamycin zeigte in lymphoiden Zellen eine selektive Inhibierung der Translation von TOP-
RNAs. Diese Regulierung korrelierte mit dem Phosphorylierungsstatus von rpS6. Es wurde
auBerdem gezeigt, dass hierflir der intakte TOP-Trakt sowie die Kinase S6K/1 vonnéten sind,
deren inaktive Form die Inhibierung verhinderte. Somit lag zunachst die Vermutung nahe, dass
die Translation der TOP-RNAs vom Phosphorylierungsstatus von rpS6 abhangt, welcher tber
MTOR und S6K gesteuert wird. Diese wurde jedoch in weiteren Publikationen angezweifelt
(161-163).

1.4.1. trans-agierende Faktoren

Nachdem das Element, das fiir die TOP-Antwort verantwortlich ist, gefunden war, stellte sich
die Frage, wie die Regulierung mechanistisch erfolgt. Die Suche nach einem trans - agierenden
Faktor, der an den Pyrimidin-Trakt bindet und regulierend wirkt, lieferte seitdem eine Reihe
verschiedener potentieller Kandidaten.

Zu Beginn wurde als Regulator vor allem elF4E diskutiert, da es ein phosphorylierbarer Faktor
ist, dessen Expression mit der Translationseffizienz der TOP-RNAs korreliert (164-167). Dieser
Initiationsfaktor wurde jedoch zunéachst wieder verworfen (167). Es stellte sich heraus, dass
die TOP-Antwort in Zellen, die elF4E Gberexprimieren, genauso erfolgt wie in Kontrollzellen —
die TOP-RNAs wurden trotz Uberexpression gehemmt. AuBerdem wirkten in einem in vitro-
Translationssystem Cap-Analoga sowohl auf mRNAs mit als auch ohne TOP-Element
kompetitiv. Erst sehr viel spater konnte gezeigt werden, dass elF4E zusammen mit 4E-BP1 und
MTOR tatsachlich eine signifikante Rolle bei der Regulation der TOP-RNA-Translation spielen
(168). Schon vorher wurden an der 5’UTR von mRNAs ribosomaler Proteine aus Xenopus-Eiern
vier trans-agierende Proteine entdeckt, von denen zwei in der Pyrimidinregion binden (169).
Diese wurden jedoch lediglich nach ihrer GroRe charakterisiert; ob sie eine Rolle bei der
Translationsregulation spielen, blieb zunachst unklar.

Die Frage, ob tatsachlich ein spezifischer Regulator existiert, wurde von Loreni und Amaldi

geklart (170). Hierfir wurden Xenopus-Zellen entweder mit einem Hitzeschock oder mit
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Pactamycin behandelt, ein Antibiotikum, das inhibierend auf die Bindung zwischen dem
Initiations-Komplex und der Initiator-tRNA  wirkt und so die eukaryotische
Translationsinitiation hemmt (171). Durch einen Hitzeschock wird diese ebenfalls gechemmt,
und zwar durch Inaktivierung von elF4E und elF2 (172). Es zeigte sich, dass durch derartige
Hemmung der Initiation TOP-RNAs nicht selektiv gehemmt werden, so dass auf einen
spezifischen Regulator geschlossen wurde. Unklar war, ob es sich dabei um einen
Translationsaktivator oder -repressor handelte.

Ein vielversprechender Kandidat als trans-agierender Faktor schien zunachst das La Protein,
dessen Xenopus-Homolog im Komplex mit zwei weiteren Faktoren, CNBP und Ro060
Autoantigen, in vitro an das TOP-Motiv bindet (173-175). Zellkulturexperimente lielRen
zunachst eine translationsaktivierende Rolle von La vermuten, wodurch das Modell entstand,
La ware der Gegenspieler zu dem putativ inhibierenden CNBP (176). Dies wurde auRerdem
durch Experimente gestarkt, die zeigten, dass La in aktiv translatierenden Ribosomen mit TOP-
RNAs assoziiert ist. (177). Andere Studien zeigten allerdings eine inhibierende Wirkung in in
vitro-Translationssystemen (178). Im Lauf der Zeit wurden weitere Faktoren entdeckt, die im
Zusammenhang mit der TOP-Regulierung (TOP response) stehen kdnnten, darunter neben
weiteren Proteinen wie AUF1 (146) auch die miRNA 10a (179), deren Rolle jedoch nach wie
vor unklar ist. Die Proteine TIA-1/TIAR, Larpl und Larp7 sind vielversprechende Kandidaten,

die im Folgenden naher erortert werden.

1.4.1.1. TIAR / TIA-1

Das zytotoxische granula-assoziierte RNA-Bindeprotein TIA-1 wurde zuerst als 15kDa-Isoform
in den Granula cytolytischer T-Lymphozyten entdeckt (180). Es stellte sich als diejenige
Komponente heraus, die in zu lysierenden Zellen, also z.B. Virus-infizierten oder Krebszellen,
fir die DNA-Fragmentierung und somit den programmierten Zelltod (Apoptose)
verantwortlich ist. Neben der 15kDa-Isoform wurde ein Protein von 40kDa und kurz darauf
das Homolog TIAR gefunden. (180, 181). Die Faktoren gehdéren einer Klasse RNA-bindender
Proteine an, die eine variierende Anzahl sogenannter RNA-bindender Domanen (RNA
recognition motif, RRM) und carboxyterminal eine glutaminreiche Domane besitzen, die z.B.
fiir Protein-Interaktionen notwendig ist. TIA-1 und TIAR besitzen drei RRM (RRM1-3) und ihre
C-terminale Domédne hat eine prionendhnliche Struktur (Abb. 4). Kawakami et al.

charakterisierten ihre Struktur und Funktionsweise (181).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der humanen Homologe TIA-1 und TIAR. Auf die Domdnen RRM1 —
RRM3 folgt am C-Terminus eine prionendhnliche Domane. Durch Einfligen der gezeigten zusatzlichen Peptide
TIA-1a und TIARa ergibt sich jeweils eine Isoform (modifiziert nach Anderson P. et al. 2002. Cell Stress
Chaperones Apr;7(2):213-21 (182)).

Bevor eine wichtige Funktion der Proteine beim Spleien evident wurde (183), stellte sich
zunachst heraus, dass TIA-1 und TIAR eine zentrale Rolle im Zusammenhang mit der zelluldren
Stressantwort spielen (184). Hierbei bilden sie in Kombination mit anderen Proteinen
sogenannte stress granules aus, die mRNAs sequestrieren und so deren Translation
verhindern. Auf diese Weise wird gewadhrleistet, dass der Zelle genug Energie fir
Uberlebensstrategien zur Verfiigung gestellt wird. Spater konnte gezeigt werden, dass TOP-
RNAs eine der Hauptklassen an mRNAs sind, die durch TIAR inhibiert werden, wenn Zellen

einem Aminosduremangel ausgesetzt werden (185).
1.4.1.1.1. Struktur und Bindungseigenschaften von TIAR

Die Bindungseigenschaften der TIA-Proteine wurden in Hinblick auf Einzel-RRMs sowie
verschiedene Kombinationen der RNA-bindenden Module in verschiedenen Arbeiten
untersucht. Uber ihre RRMs kdnnen sowohl DNA als auch RNA gebunden werden (190) und
es sind mittlerweile einige Zielsequenzen bekannt, die die vielfaltigen Funktionen der Proteine
bei der Transkription, dem SpleiBRen und der Translation widerspiegeln. Im Folgenden soll das
bisher bekannte Bindungsverhalten der Module in Bezug auf verschiedene

Nukleinsduresequenzen erortert werden.

Zur ldentifizierung von Zielsequenzen wurden zu Beginn Selektions- und
Amplifizierungsexperimente durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Proteine mit einem Pool von
RNAs unbestimmter Sequenzen inkubiert. So wurde herausgefunden, dass Nukleinsdauren mit

kurzen Uridylat-Sequenzen prominente Interaktoren der TIA-Proteine sind (186). Weiterhin
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zeigten die Autoren, dass fir diese Interaktion RRM2 notwendig und hinreichend ist. RRM1
und RRM3 alleine binden keine RNA, verstarken jedoch in Verbindung mit RRM2 deren
Affinitat. So konnte in ,filter binding assays” fir eine TIAR-Trunkation, die alle drei RRMs
umspannte, eine Dissoziationskonstante (Kp) von 20nM gegeniiber einer Kp von 50nM der
isolierten RRM2 festgelegt werden. Eine starke und spezifische Bindung der RRM2 konnte
spater durch Kuwasako et al. bestadtigt werden, die in ,chemical shift perturbation
experiments” die Affinitdt der isolierten Domane an A-, C-, G- und U-RNA-Pentamere
untersuchten und fiir die spezifische Uridin (U)-Pentamer-Bindung eine Kp von 30uM

feststellten (187).

Auch das Bindungsverhalten der drei Domanen in Kombination wurde eingangig untersucht.
Mittels isothermaler Titrations-Kalorimetrie (isothermal titrtion calorimetry, ITC) konnte die
Ko eines entsprechenden Konstruktes fiir die Bindung an eine splice site-Sequenz der fas
Rezeptor pra-mRNA, die eine natirliche Zielsequenz von TIAR ist, bestimmt werden (0,8uM)
(188). Die Autoren konnten auch zeigen, dass es fir die Bindung an ein Uz-RNA zwei
verschiedene Bindungsstellen gab, deren Affinitdten sich betrachtlich voneinander
unterschieden. Die Kp fiir die Bindung mit hoher Affinitat lag bei 0,5nM gegeniiber einer Kp
von 240nM der zweiten Bindungsstelle. Die Bindungsstelle mit hoher Affinitat wird zuerst
besetzt und erst im Anschluss die Sequenz mit niedriger Affinitdt was liberrascht, da ein Uxo-
Polymer keine unterschiedlichen Bindungsstellen aufweist. Laut Hypothese der Autoren ist
dies dadurch zu erklaren, dass TIAR zuerst einen langeren Strang an Uridinen besetzt und dann
nur noch ein kleinerer Teil der Sequenz frei ist, der mit schwacherer Affinitdt gebunden wird.
Dies erklare auch die schwiachere Bindung an die fas-Zielsequenz als an das Uzo-Polymer.
Interessanterweise konnten die Autoren zeigen, dass fiir die Bindung mit hoher Affinitdt RRM1
mitverantwortlich ist. Mutiert man diese Domane oder verwendet ein Konstrukt, das nur die
zentrale und die C-terminale Domane umfasst, so bindet TIAR mit gleichbleibender
niedrigerer Affinitat an den U-Strang. Diese Erhéhung der Affinitat gilt allerdings nur fur U-

Strange; auf die Bindung an die fas-Site hatte RRM1 keinen Einfluss.

Auch andere natirliche Zielsequenzen wurden fir die TIA-Proteine gefunden. Das West Nile
Virus, ein Positivstrang-RNA-Virus und Vertreter der Flaviviren, enthalt in der 3’UTR des
Negativstrang-RNA-Genoms (welches zur Replikation gebildet wird) eine Stem loop-Struktur,

andie TIAR und —wenngleich mit geringerer Affinitat — TIA-1 binden. Auch hier wird bei beiden
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Homologen lediglich RRM2 zur Bindung bendtigt, wobei die Kp fiir TIAR RRM2 niedriger als fir
TIA-1 RRM2 ist (15nM gegeniiber 112nM) (189).

Die Autoren nutzen eine Kombination aus verschiedenen Techniken (SIA, Scaffold-
Independent Analysis, NMR und STD-NMR, Saturation Transfer Difference NMR spectroscopy),
um aus verschiedenen 5mer-RNA-Oligos diejenigen mit der hochsten Affinitat zu TIA-1-RRM3
herauszufinden und anschlieBend die Kps zu bestimmen. Ein RNA-5mer mit der Sequenz
ACUCC ergab die hochste Affinitat mit einer Kp von 50pM. Ein OligoU-5mer wurde mit einer
Ko von 140uM schlechter gebunden. Im Kontext mit TIA-RRM2 zeigte sich, dass RRM3 die
Affinitat signifikant erhéhte. Ein TIA-RRM2/3-Konstrukt bindet mit 18fach erhohter Affinitat
an die RNA-Sequenz ACUCC und mit sechsfach hoherer Affinitat an den OligoU-Strang. Die
Studie zeigte interessanterweise, dass auch ausschlaggebend fir die Affinitdt war, welche
Pyrimidine sich an welcher Stelle befanden. So wurde z. B. an dritter Stelle ein Uridin
gegeniiber einem Cytidin favorisiert. Auch die erste Base spielte eine Rolle, hier wurde ein ,A“
gegenilber einem ,G“ bevorzugt. So zeigt die Studie, dass TIA-1/RRM3 C-reiche RNA-

Sequenzen favorisiert und die Affinitdt der RRM2 gegeniiber diesen betrachtlich erhoht.

Bei weiteren Untersuchungen bezliglich der Bindung von RRM1 und RRM2 an U-reiche RNA
bzw. T-reiche DNA wurde festgestellt, dass Reste auf der C-terminalen Seite von RRM2 eine
signifikante Rolle bei der Bindung an ein U-17mer spielen (190). Hierfiir wurden zwei die RRM2
umspannende Konstrukte verwendet, von denen eines C-terminal sechs Aminosdauren mehr
umfasste als das andere. Die Kps der Konstrukte betrugen fiir die langere Version ca. 200nM
und fir die verkiirzte RRM2 ca. 5uM, was eine signifikante Erhohung durch die C-terminale
Extension nahelegt. Auch die kurze RRM2 in Verbindung mit RRM1 zeigte mit einer Kp von ca.

1uM eine ca. flinffache Erhohung der Affinitat gegeniliber der kurzen RRM2 alleine.

Interessante Einblicke in Konformationsdanderungen diverser TIA-1-Module in Ab- und
Anwesenheit von RNA ergab eine Studie von Sattler et al. (191). Hier wurden NMR, ITC und
SAXS kombiniert, um Strukturen in Losung zu evaluieren und das Bindungsverhalten an
verschiedene RNAs herauszufinden. Es zeigte sich, dass die drei RRMs ohne RNA unabhangig
voneinander bewegbar sind und dass RRM2 und RRM3 bei Bindung an eine ihrer
Zielsequenzen (hier fas-RNa) bzw. an ein OligoU-mer in einen starren und komprimierten
Zustand Ubergehen. RRM1 spielt auch hier bei der RNA-Bindung eine untergeordnete Rolle.

Auch in dieser Studie wurden Bindungsexperimente durchgefiihrt. Flr die Bindung von RRM3
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an ein U9-mer wurde durch NMR-Titrationsexperimente eine Kp von 30-5uM erhalten. Die
Autoren erklarten die erhohte Affinitat dieser RRM im Vergleich zu vorigen Studien mit der
Prasenz einer in ihren Konstrukten vorhandenen N-terminalen Helix, die zuvor missachtet
wurde. Fir die Bindung von RRM2 an das gleiche RNA-Konstrukt wurde eine Kp von ca. 35uM
erhalten. Um Kps fiir die Bindung an eine natdirliche Zielsequenz zu erhalten, wurde ein RNA-
16mer gewahlt, das die Spleiiseite der fas-pra-mRNA umspannt. Diese Sequenz umspannt
einen 10 Nukleotide umfassenden Pyrimidin-Strang. Zu diesem Konstrukt wurde ein TIA-1-
RRM2-3 - Modul titriert und zwei Kps erhalten, ndmlich 0,35nM und 27uM, was auf zwei
Bindungsstellen schlieen lasst. Titrationen desselben Moduls zu einer U9-RNA ergab eine Kp
von 7nM, so dass die bevorzugte Bindungsstelle an der fas-RNA eine ca. 10fach hohere
Affinitat gegenlber dem U9-Strang zeigte. Die Autoren schlossen dadurch entweder auf eine
spezifische Zielsequenz in der fas-RNA, welche die Affinitat erhoht oder auf unspezifische
Aviditats-Effekte. Um dies zu testen, wurde die fas-RNA auf den 10 Nukleotide umfassenden
Pyrimidin-Strang begrenzt. Titration von TIA-1-RRM2-3 zu diesem RNA-Konstrukt ergab eine
Ko von 17nM, die eher mit der von U9 vergleichbar ist, so dass Aviditatseffekte, basierend auf

den unterschiedlichen Langen der Konstrukte, wahrscheinlicher fiir die Autoren schienen.

1.4.1.2. Die Familie der La-Proteine

Die Familie der La-Proteine spielt in vielen Bereichen des RNA-Metabolismus wichtige Rollen.
Sowohl tRNA-Reifung als auch Transkription und Translation werden vom La-Protein bzw.
seinen Abkémmlingen, den La-verwandten Proteinen (La-related Proteins, Larps) auf
unterschiedliche Art reguliert (207). Das urspriingliche La-Protein wurde als
Autoimmunantigen im Zusammenhang mit den Krankheitsbildern des rheumatischen
Formenkreises (z.B. Lupus erythematodes) entdeckt und daher als Lupus Autoantigen
bezeichnet (192, 193). Zunachst wurde herausgefunden, dass es mit uridinreichen 3’-RNA-
Sequenzen von Pollll-Transkripten assoziiert (194), woraufhin seine Funktion im tRNA-
Metabolismus offengelegt wurde. Auch an der TOP-RNA-Translation scheint es beteiligt zu
sein, indem es an den TOP-Trakt bindet (195). Verschiedene widerspriichliche Studien
konnten jedoch nicht klaren, ob es sich um einen Stimulator oder um einen Inhibitor der TOP-
Response handelt (196-198) und unter welchen Bedingungen es seine regulierende Funktion
auslbt. Eine weitere wichtige Rolle in der Translationsregulation spielt das Protein Larp4B,

das einen stimulierenden Effekt aufweist (199). Die Proteine Larp1 und Larp7 erfiillen wichtige
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Funktionen in der TOP-Response und der Transkription und werden im Folgenden naher
erortert.

Die La-Proteinfamilie wird durch ihre Struktur definiert und weist am N-Terminus eine La-
Domaéne (La-Motiv, LaM) auf, auf die eine RRM- bzw. RRM-dhnliche Doméne folgt (RRM1)
(200). Am C-terminus befindet sich zumeist eine weitere RNA-Bindedomane (RRM2) (204).
Das La-Motiv bildet zusammen mit der RRM1 das La-Modul (N-terminale Doméane, NTD).
Dessen Kristallstruktur, im Komplex mit einem neun Nukleotide umfassenden RNA-Oligomer
mit 3’UUU-OH-Endung, wurde erfolgreich von Teplova et al. mit einer Auflésung von 1,85A
entschlisselt (205) und ist in Abbildung 5 zu sehen. Interessanterweise bildeten in den
Kristallen jeweils zwei NTDs mit je zwei RNA-Oligomeren einen Komplex, in dem die RNA-
Strange mit je flinf Nukleotiden eine Bindung eingehen. Die 3’-Enden blieben frei und tragen
malgeblich zur Ausbildung der RNA-Protein-Komplexe bei. Das LaM umfasst 85 Aminosauren
(AS 6-91) und RRM1 81 Reste (AS 107-188). Wahrend das La-Motiv eine winged helix-Faltung
ausbildet (200-202), in die drei weitere Helices inseriert sind, zeigt RRM1 eine Faltung mit flr
RNA-Bindedomanen typischer Topologie (Bi0if2B302B4) (203). Beziglich seiner
Bindungseigenschaften zeigt das LaM bei RNA-Kontakten ein untypisches Verhalten, da diese
Uber die inserierten Helices gekniipft werden und nicht Gber die in die DNA-Erkennung
involvierte Helix und Schleife (205). Auch RRM1 nutzt nicht, wie Gblich, mehrere Reste der B -
sheet-Oberflache, sondern bindet lediglich mit dem Rest 1140 an U8 des 3’-RNA-Terminus,
dessen in der Fuge zwischen La-Domane und RRM1 gelegenen drei Reste (U7, U8, U9) eine
sonderliche Struktur einnehmen (205): U7 und U9 befinden sich in unmittelbarer Ndhe

zueinander, wahrend U8 nach auBen ,,gedrickt” wird.
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Abbildung 5: Strukturelle Aspekte von La, Larpl und Larp7. A. Rontgenkristallstruktur des La-Moduls, gebunden
an ein Nonamer, das in drei Uridinen (U7, U8, U9) und einer 3'OH-Gruppe endet. Dargestellt ist das LaM (La
motif) sowie die RRM1 (Wiedergabe nach Curry S et al. 2006. Trends Biochem Sci. Jun;31(6):303-5 (206), mit
Genehmigung von Elsevier). B. Darstellung der Proteine La, Larpl und Larp7 mit Angabe ihrer Langen. Das La-
Modul und die relevanten Domé&nen sind hervorgehoben.

Evolutionar betrachtet wird die Familie der La- sowie La- verwandten Proteine (La related
proteins, Larps) durch das Vorhandensein der NTD definiert, wodurch sich verschiedene
Subfamilien aus La-Homologen ergeben (207, 208). Wahrend die NTD insgesamt
hochkonserviert ist, kann man die benachbarte RRM in der RRM-Familie zugehoérige (RRM1)
und in RRM - dhnliche Domanen unterteilen. Der C-Terminus ist weitaus divergenter und eine

(offensichtliche) RRM2 ist nicht immer vorhanden (208).

1.4.1.2.1. Larpl

Larpl wurde zuerst in Drosophila beschrieben, wo es wahrend der Entwicklung durch die Hox-
Gene reguliert wird (209). Das Protein ist bis hin zu Wirbeltieren hochkonserviert und besitzt
ein Ortholog in der Maus, das allerdings nicht mit Hox-Genen in Zusammenhang zu stehen
scheint. Hier findet man es vor allem in neuralen Strukturen und Organen wahrend deren
Entwicklung. Eine genauere Untersuchung zeigte, dass Drosophila-Larpl (dLarpl) mit dPABP
interagiert und somit eine Rolle wahrend der Translation zu spielen scheint, wobei dlLarp-
Mutanten besonders relevante Einschrankungen im Verlauf der mannlichen Meiose und der
synzytialen Embryonalentwicklung zeigen (210). In C. elegans co-lokalisiert Larp1 mit P-bodies

und bindet RNA (211). Die Rolle des Proteins in der Translation wurde weiterhin untermauert,
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als gezeigt wurde, dass es neben PABP auch Interaktionen mit elF4E sowie der ribosomalen
Untereinheit 60S und auch 80S eingeht; auRerdem fiihrt ein knock down zur Verminderung
der globalen Proteinsynthese (212).

Mit TOP-RNAs wurde Larpl zum ersten Mal vom Team um Tohru Natsume in Verbindung
gebracht, das durch proteomische Analyse, Immunprazipitation und Massenspektrometrie
zeigen konnte, dass Larpl am 3’Ende von mRNAs, und zwar vorrangig von TOP-RNAs, bindet
(213). AuRerdem wurden diese RNAs durch Larp1 stabilisiert, was durch einen Larp1-knock
down in HEK293-Zellen gezeigt wurde. In einer anderen Studie wurde gezeigt, dass LARP1 mit
mTOR sowie dem Cap von TOP-RNAs interagiert und deren Translation reguliert (214). Durch
Saccharosegradienten-Zentrifugation wurde auBerdem auch hier eine Poly- und
Subpolysomenassoziation gefunden, wobei mTOR-Inhbibierung eine Verschiebung von Larp1l
in die Subpolysomen bewirkte. Die Interaktion mit PABP wurde bestatigt, ist jedoch nicht
MTOR-abhangig. AuRerdem wurde eine Interaktion mit Raptor gezeigt. Anhand von Larp1l-
depletierten Zellen wurde demonstriert, dass der Faktor flir die Ribosomenassemblierung und
somit aktive Translation notwendig ist, und zwar, obwohl die mTOR-Funktion nicht
beeintrachtigt ist, was auf eine Funktion downstream von mTOR hindeutet. Depletion von
Larp1 flihrte aulRerdem zu einer verminderten Ansammlung von TOP-RNAs in Polysomen, und
TOP-RNAs assoziierten in Immunprazipitationsexperimenten mit exo- und endogenem Larpl
im Vergleich zu Kontroll-RNAs verstarkt mit dem Protein, woraus geschlossen wurde, dass
Larp1 spezifisch an TOP-RNAs bindet, iber mTOR reguliert wird und fiir die aktive Translation
der RNAs notwendig ist. Unklar ist allerdings, ob durch das Protein eine Stimulation oder eine
Repression erfolgt und ob die Bindung spezifisch am TOP-Motiv stattfindet.

Eine direkte Interaktion mit dem Cap konnte schlieflich durch Lahr et al. gezeigt werden (215).
Die Autoren konnten anhand von Kristallstrukturen mit rps16 TOP-RNA zeigen, dass Larpl
Uber die c-terminale DM15 — Domane direkt an das Cap der TOP-mRNAs bindet, wobei elF4E
bzw. der elF4F-Komplex verdrangt wird. Letzteres wurde durch Competition assays zwischen
eiF4E und der isolierten DM15-Domane gezeigt. Interessanterweise stellte sich heraus, dass
bei RNAs ohne TOP-Motiv das Gegenteil der Fall ist: Hier ist die Affinitdt von elF4E zum Cap

wesentlich hoher als die der DM15-Domane.
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1.4.1.2.2. Larp?7

Auch Larp7 wurde als Interaktor mit dem TOP-Motiv von Markert et al. beschrieben (216). Die
Autoren fanden jedoch heraus, dass dieses Protein integraler Bestandteil eines an der
Transkriptionsregulation beteiligten RNPs ist. Die kleine nichtkodierende RNA 7SK (small
noncoding RNA, snRNA) bildet einen Komplex mit den Faktoren Hexim 1/2, wodurch sie einen
inhibierenden Effekt auf pTEFb ausiibt, ein positiver Transkriptions-Elongationsfaktor (217-
224). Der Komplex wird durch die Bindung von Larp7 an das 3’-Ende der RNA stabilisiert (216).
Die regulatorische Funktion basiert auf der Kinaseaktivitat des Faktors pTEFB, der sich aus der
Cyklin-abhangigen Kinase CDK9 sowie einer der beiden Isoformen Cyklin T1 bzw. Cyklin T2
zusammensetzt (225, 226). Am 5’-Ende von 75K befindet sich ein Monomethyl-Cap, das durch
MepCe angefligt wird (227, 228). Auch hnRNP K (229) sowie SR-Proteine (230) interagieren
dynamisch mit dem Komplex.

Wahrend pTEFB und andere Komponenten des Komplexes diesen temporar verlassen, ist
Larp7 konstitutiv mit ihm verbunden (231). Die Sekundarstruktur von 7SK beinhaltet vier stem
loop-Strukturen, wobei der am 3’-Ende befindliche (SI4) mit Larp7 assoziiert ist (Abb.6B) (216,
232). Abbildung 6A zeigt die Sekundarstruktur von 7SK. Auch in die Hl-virale Transkription ist
der Komplex verwickelt: Das TAR-Element, das die Kontrolle der viralen Transkription
gewahrleistet (233-235), ahnelt in seiner Struktur Sl4 von 7SK, so dass der pTEFb-Komplex

auch hier regulatorische Funktionen ausiibt (236).
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In zwei aktuellen Publikationen wurde aulRerdem eine Rolle von Larp7 bei der Modifikation
der U6-snRNA (small nuclear RNA) etabliert (270, 271). Diese RNA ist innerhalb des U6 snRNPs
neben den snRNPs U1, U2, U4 und U5 zentraler Bestandteil des Splicesosoms und am
SpleiBprozess der pra-mRNAs beteiligt (272, 273).

Die U6 snRNA wird wahrend ihres Reifeprozesses stark modifiziert. Zwei dieser
Modifikationen umfassen Pseudouridylierung und 2’-O - Methylierung im Nukleolus durch
snoRNPs (small nucleolar RNPs) (274-276). Letztere Modifikation erfolgt durch das Enzym
Fibrillarin, welches im Verbund mit Gerlstproteinen und einer guide RNA das Box C/D snoRNP
bildet (277).

In Zusammenarbeit mit Gunther Meister und Mofang Liu konnte die Arbeitsgruppe um Utz
Fischer zeigen, dass Larp7 eine zentrale Rolle bei der Ribose-2’-0 - Methylierung der U6 snRNA
spielt (270). Indem Larp7 mit U6 snRNA interagiert und so als Bindeglied den physischen
Kontakt zu einem Subset von Box C/D snoRNPs herstellt, wird ein korrekt ablaufender
SpleiBprozess gewahrleistet. In Larp7-depletierten Zellen wurden Methylierungsdefekte
beobachtet, und bezeichnenderweise wurden auch Defekte in der 2°-O - Methylierung der U6
snRNA bei Geschwistern mit dem Alazami-Syndrom gefunden, welche eine Mutation des
Larp7-Gens trugen. Die Krankheit wurde 2012 durch Alazami entdeckt, welcher als Ursache
eine Loss of function-Mutation in Larp7 ausmachte (278). Das Syndrom geht u.a. mit
Zwergwuchs und eingeschrankten intellektuellen Fahigkeiten einher.

Weiterhin konnten die Autoren in Zusammenarbeit mit Jian-Hua Yang zeigen, das Larp7 auch
in Mdusen wahrend der Spermatogenese entscheidend fiir den Spleilprozess ist (271). Larp7
erleichtert die 2’-0 - Methylierung der U6-snRNA, indem es das BOX C/D snoRNP mit dieser
,beladt” bzw. als Briickenfaktor den Kontakt herstellt. Auch hier verursacht eine Larp7-
Depletion in der mannlichen Keimbahn Defekte in der Methylierung und sowohl das Spleillen
der pra-mRNAs als auch die Spermatogenese werden in ihrer Funktion eingeschrankt. Durch
ektopische Expression von Larp7 (jedoch nicht einer mutierten Larp7-Variante) wurden diese
Defekte behoben. Die Autoren konnten somit aufzeigen, dass Larp7 neben den bereits
bekannten Funktionen eine zentrale Rolle wahrend des SpleiRvorgansgs spielt und konnten
einen kausalen Zusammenhang zwischen ihren Ergebnissen und den Ursachen des Alazami -

Syndroms herstellen.
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1.5. Zielsetzung

Die TOP-vermittelte Translationskontrolle ist nach wie vor, trotz zahlreicher entschlisselter
involvierter Faktoren, in vielerlei Hinsicht ungeklart. Ziel dieser Arbeit ist die Identifizierung
weiterer TOP-bindender Faktoren sowie die biochemische Untersuchung in Hinblick auf deren
Bindungsverhalten an das TOP-Motiv. Neben dem Protein 14-3-3 wurde mit TIAR ein weiterer
TOP-bindender Faktor identifiziert und dessen spezifische Bindung an das TOP-Motiv sowie
die minimal bendtigten Proteinstrukturen eroértert. Fir Larpl wurde die Spezifitat,
Regulationsmodus sowie die Bedingungen zur Bindung an TOP-RNAs evaluiert, die bis dato
noch nicht bekannt waren. So konnte gezeigt werden, dass die Bindung an das TOP-Motiv
spezifisch unter Nahrungsmangel-Bedingungen erfolgt.

Zur Entschlisselung der Struktur des Larp7-Moduls wurden auflerdem zuvor bendtigte
Bindungsstudien mit der Zielsequenz SI4 der 7SK-RNA durchgefiihrt, wodurch ein zur
Komplexbildung befahigtes Minimalkonstrukt fir das Modul sowie flir 7SK-SI4 identifiziert

wurde.
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2. Ergebnisse
2.1. Studien zum Bindungsverhalten von TIAR an das TOP-RNA Motiv
2.1.1. Affinitatschromatographie identifiziert TIAR als spezifischen TOP-Bindefaktor

TIA-1 sowie dessen Homolog TIAR wurden von Damgaard et al. (185) mit der TOP response in
Verbindung gebracht. Die Autoren konnten zeigen, dass die Proteine fiir die Inhibierung der
TOP-Translation unter Aminosaure-Mangel verantwortlich sind. Darlber hinaus wurde von
der gleichen Gruppe gezeigt, dass unter diesen Bedingungen TOP-RNAs in Stress granules
fixiert werden. Die flr die Regulierung verantwortliche Region in cis begrenzten die Autoren
auf die 5’UTR der TOP-RNAs. Der Nachweis einer Bindung direkt an das TOP-Motiv erfolgte

jedoch nicht.

Um diese Bindung experimentell direkt nachzuweisen sowie die biochemischen
Voraussetzungen einer Bindung von TIAR an das TOP-Motiv zu definieren, wurden zunéachst
mittels einer Affinitdatschromatographie Proteine aus einem HEK293-Lysat identifiziert, die mit
der rpL32-RNA-5'UTR interagieren. Hierflir wurden die am 3’-Ende mit Biotin versehenen
RNAs an eine Streptavidinmatrix gekoppelt und mit Zellysat inkubiert. Nach mehreren
Waschschritten erfolgte die Elution durch eine 6M Urea-Losung. Als spezifischer RNA “Bait”
wurde die rplL32-5’'UTR mit intakter TOP-Sequenz verwendet, in einem parallel
durchgefiihrten Kontrollversuch wurde ein RNA-Oligmer mit abgewandelter Sequenz gewahlt.
Uber diese Strategie sollten sich somit Proteine identifizieren lassen, die selektiv an das TOP
— Motiv binden. Nach Auftrennung durch ein SDS-Gel und anschlieRender Identifizierung der
eluierten Proteine durch die Massenspektrometrie wurde TIAR als ein spezifisch an die TOP-
RNA bindender Faktor identifiziert (Abb. 7A). Weitere identifizierte Proteine, die spezifisch mit
dem TOP-Motiv interagieren und durch ihre Funktion im RNA-Metabolismus bzw. ihre Rolle

in der Translation potentiell interessant erscheinen, sind in Tabelle 1 aufgezeigt.

22



Ergebnisse

Name Masse (kDa) Accession Number
DEAD box polypeptide 1 (DDX1) 75,4 gi| 119621300
Heterogenous nuclear 47,5 gi| 55958544

ribonucleoprotein K (Hnrnp K)

Y box binding protein-1 (YBX1) 35,4 gi|340419

Heterogenous nuclear 30,8 gi| 5803036

ribonucleoprotein AO (Hnrnp AO)

splicing factor, arginine/serine — rich 1 | 25,6 gi|62088696
(SF2/ASF)

Tabelle 1: Weitere identifizierte Proteine, die spezifisch mit dem TOP-Motiv interagieren. Angegeben ist der

Name, die Masse sowie die Accession Number.

Aufgrund der bereits bekannten Datenlage wurde im Folgenden das Augenmerk auf die TIA-
Proteine gelegt. Zundchst wurde die spezifische Bindung dieses Faktors durch ein
unabhédngiges Western-Blot Experiment bestatigt. Hierzu wurde die Reinigung wiederholt und
die Elutionsfraktionen im Western Blot mit Antikérpern gegen TIA-1 und TIAR evaluiert. Um
zu untersuchen, ob sich ein Unterschied im Bindungsverhalten unter verschiedenen
Bedingungen ergibt, wurden die Versuche einmal mit proliferierenden Zellen (not starved, ns)
und parallel mit Zellen, die {iber einen Zeitraum von 6 Stunden unter Serummangel (starved,
st) inkubiert wurden, durchgefiihrt (Abb. 7B). An die Tobramycin-Kontrollsdule band kein TIAR
- Protein und konnte somit auch nicht im Western-Blot detektiert werden (Abb. 2.1B, Tobra —
Elu Top / Mut). Uber die Sdulenmatrix, die das TOP-Motiv enthielt, lieR sich hingegen effektiv
TIAR aus dem Zellextrakt isolieren, nicht jedoch durch die Kontroll-Sdule mit mutierter RNA
(Abb. 7B, Strepta-Elu Top / Mut). Ein Unterschied im Bindungsverhalten der TIAR-Proteine aus
gestarvtem (st) gegenliber nicht-gestarvtem (st) Extrakt war bei diesem Experiment nicht

feststellbar.

Die beschriebenen Experimente liefern Hinweise, dass TIAR in Zellextrakten eine spezifische
Affinitat zu TOP-RNA-Sequenzen zeigt. Diese scheint sich in gestarvten bzw. nicht gestarvten
Extrakten nicht zu unterscheiden. Zusammen mit der vorhandenen Literatur (185, 237)

erhartet sich somit die Moglichkeit einer potentiellen Rolle der TIA-Proteine bei der TOP —
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Response, wobei weitere Experimente noétig sind, um zu zeigen, ob die Interaktion in
Verbindung mit bestimmten Bedingungen in der Zellumgebung (z.B. Nahrungsmangel) steht.
Im Folgenden soll auRerdem evaluiert werden, ob es sich bei TIAR um einen Translations —

inhibierenden Faktor handelt.
2.1.2. Die in vitro Translation eines TOP — Luziferase — Reporters wird durch TIAR inhibiert

In den vorangegangenen Experimenten wurde eine spezifische Interaktion zwischen einer TOP
—RNA und TIAR aus HEK293-Zellextrakten mittels Chromatographie gezeigt. TIAR lieB sich aus
den Zelllysaten spezifisch (iber eine mit dem TOP-Motiv versehene Biotin-RNA prazipitieren,
nicht jedoch (iber eine Biotin-RNA ohne TOP-Motiv. In Bezug darauf, ob diese Interaktion in
gestarvten bzw. nicht gestarvten Zellen stattfindet, konnte keine Aussage gemacht werden.
Im ersten Fall wirde die Interaktion auf eine inhibierende Rolle hindeuten, da die Translation
der TOP-RNAs wie in der Einleitung beschrieben unterbunden wird. Sollte die Interaktion in
aktiv proliferierenden Zellen stattfinden, so handelt es sich vermutlich eher um einen Faktor,

der die Translation aktiviert.

Zur Evaluierung dieser Fragestellung wurden die im Folgenden beschriebenen in vitro —
Translations-Assays in Retikulozyten-Lysaten aus Kaninchen durchgefiihrt. Das Lysat enthalt
alle aktiven Komponenten, die zur Translation notig sind. Nach Zugabe der zu translatierenden
RNA sowie 3°S-Methionin erfolgt die Translation des RNA-Reporters wtTOP-Renilla —
Luciferase durch Inkubation bei 30°C (60min). Dieses Reporter-Plasmid enthalt 5’ des
Luziferase-Gens die 5’UTR von rps16. Als Kontrolle wurde das Plasmid mutTOP-Renilla —
Luciferase verwendet, dessen TOP-Motiv mit einem G startet. Vor der Translation wurden die
Plasmide Uber eine BamH1-Schnittstelle hinter dem Poly-A — Schwanz mit BamH1 linearisiert.
Das translatierte Protein Luziferase kann im Anschluss durch das eingebaute radioaktiv
markierte Methionin mittels SDS-PAGE auf einem Rontgenfilm detektiert werden. Die
Translationsansdtze wurden mit steigenden Mengen an rekombinantem TIAR-Protein
inkubiert und translatiert. TIAR zeigt hier einen eindeutigen spezifisch inhibierenden Effekt
auf die Translation des TOP-Luziferase-Reporters. In Abbildung 7C ist deutlich erkennbar, wie
das Translationsprodukt des TOP-RNA-Reporters (Wildtyp, Wt) im Gegensatz zur Translation
der mutierten Version (Mutante, Mut) mit steigenden Mengen an titriertem TIAR-Protein

abnimmt.
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Abbildung 7: Nachweis spezifischer Bindung von TIAR an die TOP-UTRs von L32 bzw. S16-RNA. A) Identifizierung
von TIAR als TOP-Interaktor mittels Biotin-Affinitdtschromatographie. Die mit * markierte Bande bindet
spezifisch an die rpL32-TOP-RNA und wurde durch Massenspektrometrie als TIAR identifiziert. B) Western Blot
der in A) gezeigten Elutionen sowie einer Tobramycin-Affinitdtschromatographie. C) In vitro-Translation eines
TOP- und eines mutierten TOP-Reporterkonstruktes und Titration von rekombinantem TIAR. Wt = Wildtyp, Mut
=Mutante, Tobra-Elu = Tobramycin-Elution, Strepta — Elu = Streptamycin-Elution, Ko = Kontrolle, C22 = C170RF22
—RNA

Somit konnte mit diesem Experiment die zuvor gezeigte spezifische Interaktion im statischen
Umfeld der Saulenchromatographie mit einer aktiven Rolle wahrend der Translation

verknilipft werden. Hier hat TIAR eine inhibierende Funktion.

Die dreidimensionale Struktur eines RNPs zwischen TIAR und dem TOP-Motiv kann weitere
Einblicke in die physiologische Rolle von TIAR geben. Hierzu sind Kristallisationsexperimente
Voraussetzung, fiir die die Lange der Interaktionspartner moglichst gekiirzt und auf die
minimal notwendigen RNA-Sequenzen bzw. Protein-Bindungsdomanen begrenzt werden, um
eine stabile Bindung zu gewahrleisten. Hierfiir ist zundchst die Expression und Aufreinigung
verschiedener Minimal-Fragmente von TIAR nétig, welche die einzelnen RRM-Doméanen sowie
Kombinationen dieser umfassen. Deren Design, Expression und Aufreinigung wird im

Folgenden beschrieben.
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2.1.3. Klonierung und Expression der TIAR Konstrukte

Nachdem TIAR als potentieller TOP-RNA-regulierender Kandidat etabliert war und gezeigt
werden konnte, dass TIAR in vitro spezifisch mit der TOP-5’UTR einer Reporter-RNA interagiert
und deren Translation inhibiert, sollten nun weitere Details dieser Interaktion evaluiert
werden. Wie in der Einleitung beschrieben, ist die RNA-Bindung von TIAR abhangig von drei
RNA-bindenden Domanen (RRM1-3) (188, 238). Verschiedene Parameter konnen das
Bindungsverhalten beeinflussen, z.B. ob dieses auf einer oder mehreren RRMs beruht oder
auch ob die Lange des TOP-Signals eine Rolle spielt. Eine detailliertere Beschreibung des
Bindungsverhaltens durch die Rekapitulation der Interaktion mittels rekombinanter
Proteinfragmente kann Aufschliisse (iber den physiologischen Mechanismus der TOP —
Regulation durch TIAR geben. Daher wurden fir weitere Bindungsexperimente durch
bioinformatische Evaluierung der Doméanenstruktur, Klonierung und Expression verschiedene
rekombinante TIAR-Proteinfragmente erstellt, welche fir weitere Interaktionsstudien genutzt

wurden.
2.1.3.1. Bioinformatische Untersuchungen zur TIAR - Domanenstruktur

Als ersten Schritt und im Hinblick auf mogliche spatere Kristallisationsversuche wurde

zunachst das TIAR Protein bioinformatisch untersucht und die Domanenstruktur bestimmt.

TIA-1 und TIAR beinhaltet drei RRMs (RRM1-3) gefolgt von einer C-terminalen
prionendhnlichen Domaéane (prion-related domain, PRD). Die Affinitdten der RRMs zu
verschiedenen RNA-Spezies wurden in der Einleitung detailliert beschrieben. RNA —
recognition motifs (RRM) sind unter RNA-bindenden Proteinen hochkonserviert und bilden
eine ca. 90 Aminosauren umfassenden Domane, die wiederum zwei konservierte Bindemotive
beinhaltet. Diese RNP-Konsensus-Motive (RNPs), RNP1 und RNP2, sind notwendig und
hinreichend zur Bindung verschiedener RNA-Targetsequenzen (203) und umfassen
hauptsachlich aromatische, positiv geladene Reste. In ihrer dreidimensionalen Struktur bilden
RRMs eine kanonische BlalPp2B3a2B4-Topologie, welche eine antiparallele f—
Faltblattstruktur, die gegen zwei a-Helices gerichtet ist, umfasst. Der zentrale Bereich des § —
Faltblattes (B1 und B3) beinhaltet RNP1 und 2. Die RRMs der TIA-Proteinfamilie weisen eine
Identitat von 90% auf (238).
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In den folgenden Versuchen wurden die isolierten Domanen bzw. Kombinationen hiervon
rekombinant hergestellt. Zuvor wurden die RRMs der TIAR-Proteine bioinformatisch durch das
Simple Modular Architecture Research Tool (SMART, 239 - 241) detektiert. Mit Hilfe des
Programms PSIPRED (242, 243) wurden die Sekundarstrukturen evaluiert, um sicherzustellen,
dass wahrend des Designs der Genfragmente alle wichtigen Strukturen mit eingeschlossen
sind. Abbildung 8 stellt schematisch die fiir diese Arbeit klonierten TIAR-Fragmente dar.
Weiterhin angegeben sind die Positionen der RRMs innerhalb der Proteine (Position der
ersten und letzten Aminosaure) sowie die Gesamtlange der TIAR-Proteine. Die dargestellten

Informationen lieferte der SMART-Algorithmus.

i Rrv3
| RRVI3 W

- Homo sapiens 10-81 98-171 206-273 fl:375
(NP_003243)

- Drosophila melanogaster 8-78 96-169 222-290 fl: 470
(NP_732945.1)

- Danio rerio 9-80 97-170 205-272 fl: 370
(NP_957426)

- Apis mellifera 9-79 97-170 207-274 fl: 392
(XP_395357.3)

Abbildung 8: Schematische Darstellung der klonierten TIAR-Fragmente der Organismen Homo sapiens,
Drosophila melanogaster, Danio rerio und Apis mellifera. Die Fragmente umfassen jeweils die einzelnen RRMs
sowie die gezeigten Kombinationen RRM1-2, RRM2-3 und RRM1-3. Darunter angegeben sind die Positionen der
ersten und letzten Aminosdure der RRMs innerhalb des jeweiligen Proteins sowie die Gesamtlange der TIAR —

Proteine der jeweiligen Organismen in Aminosduren, auRerdem die NCBI reference sequence. fl, full length.

Das TIAR-Gen wurde aus cDNA-Bibliotheken folgender Organismen mittels PCR kloniert:
Homo sapiens, Danio rerio, Drosophila melanogaster, Apis mellifera. Die Proteinfragmente,
deren Expression im Folgenden beschrieben wird, dienen nachfolgenden Versuchen zum RNA
-Protein-Bindungsverhalten sowie der Kristallisation. Auflerdem wurde TIAR aus dem
Organismus Chaetomium thermophilus in die Folgeexperimente miteinbezogen, dessen
Proteine sich durch ihre Thermostabilitat fir die Kristallisation besonders bewahrt haben

(244). Hier wurde das Protein von Dr. Clemens Grimm und Dr. Jann Patrick — Pelz
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bereitgestellt. Das Fragment umfasst die AS 1-384 und damit die als putative RRMs 1-3
ermittelten Domanen. Das TIAR-Fragment aus homo sapiens, das die RRM1-3 umfasst, wurde
von Dr. Michael Grimm bereitgestellt; die Expression weiterer Proteinfragmente wird im

Folgenden beschrieben.
2.1.3.2. Expression und Aufreinigung der TIAR - Fragmente

Fiir die Klonierung wurden die Regionen RRM1 — RRM3 der jeweiligen Proteine in
Subklonierungen in den Vektor pGEX, C-terminal der Glutathion-S-Transferase, eingebracht.
Die C-terminale TIAR - Region lasst keine zuverlassige Strukturvorhersage zu und ist auRerdem
in Protein-Protein-Interaktionen involviert (245, 246), weshalb sie ignoriert wurde. Weitere

Subklone umfassen RRM1 und RRM2 bzw. RRM2 und RRM3.

Die Expression erfolgte in E. coli BL21 plLys oder E. coli BL21 Rosetta mit anschlieRender
Aufreinigung Gber GST-Affinitatschromatographie und Gelfiltration. Die Kulturen wurden bei
37°C unter Schitteln bis zu einer OD von ca. 0,8 inkubiert und dann mit IPTG induziert. Der
Erfolg der Induktion wurde durch ein Coomassiegel tiberprift. Abb. 9 zeigt die erfolgreiche
Expression nach Induktion der TIAR-Fragmente von Drosophila melanogaster (dTIAR, dT),

Danio rerio (drTIAR, drT) und Apis mellifera (amTIAR, amT).

A B
pGEX / + GST (25kDa)
dTIAR drTIAR amTIAR
b.
&
A°\ WP R N AP Y PP

dTIAR 1-2: 20kDa
dTIAR 2-3: 23,7kDa
dTIAR 1-3: 33kDa

drTIAR 1-2: 20kDa
drTIAR 2-3: 22kDa

70kDa drTIAR 1-3: 31kDa

amTIAR 1-2: 20kDa
amTIAR 2-3: 23,6kDa
amTIAR 1-3:33,3kDa

55kDa

Abbildung 9: Nachweis erfolgreicher Induktion diverser TIAR-Fragmente. A) Coomassiegel bakterieller Lysate vor
bzw. nach Induktion. B) GroRenangaben der entsprechenden TIAR-Fragmente ohne GST in kDa. 1-2: RRM1 —
RRM2, 2-3: RRM2-RRM3, 1-3: RRM1-RRM3. dTIAR = Drosophila melanogaster TIAR, drTIAR = Danio rerio TIAR,
amTIAR = Apis mellifera TIAR. Ind.: Induktion.
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Im Anschluss erfolgte der Zellaufschluss durch Resuspension in Lysepuffer sowie Sonication.
Um die exprimierten TIAR-Fragmente aus dem Lysat aufzureinigen, wurde dieses mit
Glutathion-4B-Sepharose (GE Healthcare, Minchen) inkubiert, wodurch die GST-
Fusionsproteine an der Sepharose-Matrix immobilisiert wurden. Mit Hilfe der Prescission —
Protease wurden die Fragmente im Anschluss von den GST-Fusionsproteinen getrennt und
der von der Matrix separierte Uberstand durch Gelfiltrationschromatographie in enger
Kooperation mit Dr. Clemens Grimm und Dr. Jann-Patrick Pelz weiter aufgereinigt. Dies diente
dem Pufferaustausch sowie der weiteren Abtrennung von Protein- und Ribonukleinsduren
bzw. GST-Fragmenten. Die Gelfiltrationschromatographie bewirkt eine Auftrennung
verschiedener Proteine nach deren GréBe und wird durch Chromatogramme dargestellt,
welche den Verlauf der Proteinkonzentration Uber das Elutionsvolumen darstellen. Die
fraktionierten Elutionen wurden mit Hilfe eines Coomassiegels auf ihren Proteingehalt sowie
die GroRe der darin enthaltenen Proteine lberpriift. Bei genligender Reinheit wurden diese
gepoolt und aufkonzentriert. Die Ausbeute der Proteinfragmente, die nach diesem Schema
aufgereinigt wurden, betrug zwischen 1mg und 5mg. In Abbildung 10 sind die
Chromatogramme der Konstrukte hsT1-2 sowie hast2-3 zu sehen, Abbildung 11 zeigt die

Gelfiltrationsprofile der Drosophila melanogaster-, Danio rerio- und Apis mellifera-

Konstrukte.
| RRM2
| RRM2 | [ER {
10-81 98-171 206-273

Homo sapiens (NP_003243)

43|kDa 13,7kDa 43kDa 13,7kDa
| |

_, 25001 Superdex 75 10/300 GL 2500 1 Superdex 75 10/300 GL
=
< 2000 2000 4
£ hsT1-2 hsT2-3
g 15004 1500 -
o
00
N 10004 1000 A
<
5001 500 -
0 T T T T T T T T T O T 7 ] T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Elutionsvolumen [ml] Elutionsvolumen [ml]

Abbildung 10: Elutionsprofile der TIAR-Konstrukte hsT1-2 und hsT2-3.
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Abbildung 11: Elutionsprofile der verbleibenden TIAR-Konstrukte. A) dT1-2, dT2-3, dT1-3 B) drT1-2, drT2-3, drT1-

3 C) amT1-2, amT2-3, amT1-3. dT = Drosophila melanogaster-TIAR, drT = Danio rerio-TIAR, amT = Apis mellifera

-TIAR
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Das hier beschriebene Aufreinigungsschema fiihrte zu hoch aufgereinigten TIAR—
Fragmenten, welche im Anschluss fiir Experimente zum Bindungsverhalten mit verschiedenen
RNAs genutzt werden konnten. Diese Experimente dienen zur Erérterung der Frage, welche
TIAR-RRMs zur Bindung an das TOP-Motiv notig sind und mit welcher Affinitat und Speazifitat
die Bindung erfolgt. Im Folgenden sind die Versuche zum Bindungsverhalten im Detail

beschrieben.
2.1.4. Die Konstrukte hsT1-3, hsT2-3 und chT1-3 binden an das TOP — Motiv

Um zu erortern, welche TIAR-Fragmente spezifisch an das TOP-Motiv binden und welche
Spezifitdt sowie Affinitdt sie aufweisen, wurden EMSAs (Electromobility shift Assays)
durchgefiihrt. Letztendlich kann hierdurch ermittelt werden, welche RRMs TIAR ben6étigt, um
eine spezifische Bindung zu gewahrleisten. Basierend auf derartigen Studien kéonnen die
entsprechenden Protein- und RNA-Fragmente in Co-Kristallisationsexperimenten zur

Erorterung der Struktur verwendet werden.

Die RNA-Oligonukleotide wurden hierfiir am 5’-Ende mit PKA unter verwendung von ATP,
dessen y-Phosphatgruppe durch das Isotop 32P radioaktiv markiert wurde, kinasiert, um durch
die radioaktive Markierung ein Signal auf einem medical X-ray — Screen detektieren zu kénnen.
Das unterschiedliche Laufverhalten von RNA-Protein-Komplexen im Vergleich zu
ungebundener RNA durch ein natives Polyacrylamidgel (6%) erméglicht nach Autoradiografie

den Nachweis von RNA-Protein-Bindungen.

Die ersten Bindungsversuche blieben zunachst erfolglos oder waren nur mit sehr hohen
Mengen Protein (im mg-Bereich) moglich. Eine Bindung erfolgte erst nach Vorinkubation der
Ansédtze mit BSA, wodurch potentielle unspezifische Bindungsstellen an den Reaktionsgefallen
abgesattigt wurden. Somit wurde dies generell in die Bindungsstudien mit einbezogen.
Untersucht wurden zunachst die jeweiligen die RRMs 1-3 (T1-3) umfassenden Fragmente. In
einem anfanglichen Screen wurde eine generelle Bindung untersucht und die Konzentrationen
so gewahlt, dass das Verhaltnis Protein zu RNA entweder 1:1, 10:1 oder 100:1 betrug. Eine
eindeutige und erfolgreiche Bindung fand statt zwischen L32 Top-RNA und hsT1-3 bzw. ctT1-

3, so dass zunéchst diese Konstrukte weiter examiniert wurden (Abb. 12).
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Abbildung 12: EMSA der jeweiligen die RRM1-RRM3 umspannenden TIAR-Konstrukte. Angegeben ist jeweils die
Ratio Protein / RNA (1, 10, 100). L32 TOP = Pyrimidin-Trakt der L32TOP-RNA.

2.1.4.1. Konstrukt hsT1-3 bindet spezifisch an das TOP-Motiv von rps16 RNA

Nachdem hsT1-3 erfolgreich eine L32Top-0ligo-RNA gebunden hatte, wurde im Folgenden die
Spezifitat dieser Interaktion zum TOP-Motiv untersucht. Um diese zu demonstrieren, wurde
die 5’UTR der rps16 RNA (S16) gewahlt, deren Top-Motiv fir den Kontrollversuch mutiert
wurde (S16TOPmut). In Abbildung 13 ist zu sehen, dass das Bindungsverhalten gegeniber
beiden Oligo-RNAs zunachst dhnlich ist (Abb. 13A). Titrierte man jedoch Heparin zu den RNA
—Protein-Komplexen, konnte die Bindung im Kontrollversuch bereits ab einer Heparinmenge
von 0,4ug unterbunden werden. Somit konnte gezeigt werden, dass die Bindung an die native
S$16 TOP-RNA wesentlich stabiler ist als an das S16TOPmut-Konstrukt (Abb. 13B), wodurch die

Spezifitat der Bindung zwischen dem S16-TOP-Motiv und hsT1-3 somit nachgewiesen wurde.

32



Ergebnisse

A
S16TOP S16TOPmut
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Abbildung 13: EMSA mit hsT1-3 und S16TOP- bzw. S16TOPmut-RNA. A) Titration rekombinanten hsT1-3 —
Proteins zu S16TOP- bzw. S16TOPmut-RNA. B) Titration von Heparin zu gleichbleibenden Mengen
rekombinanten hsT1-3 — Proteins und entsprechender RNA. Sequenzen der verwendeten RNAs: S16TOP:

CCUUUUCC; S16TOPmut: GAGUGACC. Hep = Heparin, S16TOPmut = S16-Mutante mit mutiertem TOP-Trakt.
2.1.4.2. Konstrukt hsT1-3 bevorzugt das TOP-Motiv von rpL32 gegeniiber dem von rps16

Nach Etablierung einer spezifischen Bindung wurde diese genauer untersucht, wobei zunachst
erortert wurde, ob TOP-Motive unterschiedlicher Lingen das Bindungsverhalten
beeinflussen. Hierfiir wurde S16TOP und L32TOP zum Vergleich herangezogen. Es zeigte sich,
dass eine vollstandige Bindung des langeren L32TOP (elf Basen gegeniiber acht Basen bei

S16TOP) bereits bei kleineren Mengen Protein erfolgte (Abb. 14).
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Abbildung 14: EMSA mit hsT1-3 und S16TOP— bzw. L32TOP-RNA. A) Titration rekombinanten hsT1-3 — Proteins
zu S16TOP- bzw. L32TOP-RNA. Die mit * markierten Spuren kennzeichnen die Menge an Protein, die fiir den in
B dargestellten Versuch gewahlt wurden. B) Titration von Heparin zu gleichbleibenden Mengen rekombinanten
hsT1-3 — Proteins und entsprechender RNA. Sequenzen der verwendeten RNAs: S16TOP: CCUUUUCC; L32TOP:
CUCUCUUCCUC. Hep = Heparin.

Aufllerdem war auch hier die Bindung nach Heparin-Titration an L32TOP stabiler als an S16TOP

(Abb. 14B). Somit bevorzugt hsTIAR1-3 ein langeres TOP-Motiv gegenliber einem Kiirzeren.
2.1.4.3. Die erste Base am 5’-Ende ist fiir die Bindung nicht essentiell

Zur detaillierteren Untersuchung der Bindung sollte nun erértert werden, ob die erste Base
des TOP-Motivs eine Rolle spielt. Schon friih konnte gezeigt werden, dass die TOP-response
auBer Kraft gesetzt wird, wenn man das Cytosin direkt nach dem Cap durch ein Purin ersetzt
(142). Die erste Base der 5’UTR scheint somit essentiell flir die TOP-response zu sein. Um zu
erortern, ob diese Base in die TIAR-Bindung involviert ist, wurde die Affinitdt zu L32TOP mit
der an ein mutiertes Konstrukt verglichen, bei dem nur die erste Base durch ein G ersetzt ist
(L32TOPmut). Das Ergebnis ist in Abb. 15 zu sehen. Die Mutation hat keinen wesentlichen

Einfluss auf das Bindeverhalten von hsT1-3.
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Abbildung 15: EMSA mit hsT1-3 und L32TOP- bzw. L32TOPmut-RNA. A) Titration rekombinanten hsT1-3 —
Proteins zu L32TOP- bzw. L32TOPmut-RNA. Die mit * markierten Spuren kennzeichnen die Menge an Protein,
die fir den in B dargestellten Versuch gewahlt wurden. B) Titration von Heparin zu gleichbleibenden Mengen
rekombinanten hsT1-3 — Proteins und entsprechender RNA. Sequenzen der verwendeten RNAs: L32TOP:

CUCUCUUCCUC; L32TOPmut: GUCUCUUCCUC. Hep = Heparin.

Somit wurde im nachsten Schritt die Dissoziationskonstante Kp zwischen hsT1-3 und L32TOP
bestimmt. Hierfir wurden hsT1-3 in steigenden Konzentrationen zu L32TOP titriert,
angefangen bei einer Ratio von 1:1 (Protein:RNA) bis zu einem Verhaltnis von 10:1. Die Kp

betrug 0,2uM (Abb. 16).
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Abbildung 16: Bestimmung der Kp von hsT1-3 und L32TOP durch EMSA (erstellt mit GraphPad Prism Version
8.1.1 fiir macOs, GraphPad Software, San Diego, California USA, www.graphpad.com)

Flir das Fragment hsT1-3 konnte somit eine spezifische Bindung Bindung an das L32TOP —
Motiv gezeigt und eine Bindungskonstante etabliert werden. Die Bindung ist stabiler, wenn
das gewadhlte RNA-TOP-Konstrukt langer ist, wobei die erste Base die Bindung nicht
beeinflusst. Im Folgenden sollte untersucht werden, welche RRMs des TIAR-Fragments fiir die

Bindung eine Rolle spielen und welche RRMs fiir weitere Bindungsversuche entbehrlich sind.
2.1.4.4. hsT2-3 bindet mit erh6hter Stabilitdt an langere Konstrukte.

Hierflir wurden zunachst die TIAR-Fragmente hsT1-2 und hsT2-3 sowie basierend auf den
vorangegangenen Experimenten L32TOP gewahlt. Im Gegensatz zum Konstrukt hsT1-2 (nicht
gezeigt) band auch hsT2-3 an L32TOP (Abb. 17). Um auch hier eine Abhangigkeit von der Lange
des TOP-Motivs zu untersuchen, wurden RNA-Oligos verschiedener Lange (8mer / S16TOP,
11mer / L32TOP, 15mer / eEF1BTOP) mit hsT2-3 inkubiert und mit Heparin titriert (Abb. 17B).
Auch hier war die Affinitiat zum kirzesten RNA-Oligo am schwachsten. Die Affinitat zwischen
11-mer und 15-mer unterschied sich nicht wesentlich, somit kann fiir Kristallisationsstudien
hier das 11mer eingesetzt werden. Die ermittelte Kp liegt mit 0,14uM unter der von hsT1-3

(0,2uM) (Abb. 17A).
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Abbildung 17: Ermittlung der Kp und Heparin-Sensitivitat gegeniiber RNAs verschiedener Langen von hsT2-3. A)
EMSA zur Ermittlung der Kp von hsT2-3 und L32TOP (erstellt mit GraphPad Prism Version 8.1.1 flir macOs,
GraphPad Software, San Diego, California USA, www.graphpad.com). B) Titration von Heparin zu
gleichbleibenden Mengen RNA verschiedener Lange und hsT2-3. 8mer = S16TOP (CCUUUUCC), 11mer =
L32TOP(CUCUCUUCCUC), 15mer = eEF1BTOP (CUUUUUCCUCUCUUC), Hep = Heparin.

Somit konnte gezeigt werden, dass fir die Bindung von hsTIAR an ein TOP-Motiv RRM1 keine
Rolle spielt und fiir weitere Versuche ignoriert werden kann. Weiterhin darf das RNA-
Oligomer nicht zu kurz sein, eine Lange von acht Basen beeinflusst die Bindungsstabilitat
negativ, wohingegen mit einem Oligomer, das elf Basen umfasst, eine stabile Bindung

etabliert werden kann. Eine weitere Verlangerung des Oligomers ist nicht notig.
2.1.4.5. Konstrukt ctT1-3 bindet L32TOP

Wie bereits beschrieben, eignen sich die Proteine des Organismus Chaetomium thermophilum
zur Kristallisation (244). Nachdem fiir hsTIAR in den vorangegangenen Versuchen die
Spezifitat der Bindung etabliert und die Bindungskonstante erortert worden war, wurde daher
nun ctT1-3 fur weitere Bindungsstudien herangezogen. Um eine spezifische Bindung des
Fragments ctT1-3 an L32TOP zu demonstrieren, erfolgte die Titration einerseits zu dem
nativen L32TOP-Motiv, auRerdem zu einer mutierten Version (L32TOPmutAC), bei der
Pyrimidine durch Purine ausgetauscht wurden, und zu der dem TOP-Motiv folgenden GC -
Region. Es erfolgte ledigliche eine Bindung an das unveranderte TOP-Motiv, diese ist somit

spezifisch (Abb. 18).
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Abbildung 18: EMSA zur Ermittlung der Spezifitdt der Bindung zwischen ctT1-3 und L32TOP. A) Titration von ctT1-
3 zu L32TOP. B) Titration von ctT1-3 zu L32TOPmutAC. C) Titration von ct1-3 zu L32GC. Sequenzen der
verwendeten RNAs: L32TOP: CUCUCUUCCUC; L32TOPmutAC: CACUCUACCUC; L32GC: GCGGCGCUGCC.

2.1.4.6. ctT1-3 bevorzugt langere Konstrukte

Auch hier sollte weiterhin erortert werden, ob die Lange der RNA-Oligomere fiir die Bindung
eine Rolle spielt. Die Titration von ctT1-3 zu RNA-Oligomeren veschiedener Lange
(516TOP/8mer, eEF1BTOP/11mer, L32TOP/15mer) zeigte, dass dies der Fall ist - die Kp wurde
mit steigender Basenanzahl vermindert (Abb. 19). Die bisher gezeigten untersuchten TIAR-
Konstrukte bevorzugen also generell langere TOP-Motive. Bei ctT1-3 war dieses Verhalten
besonders auffallig: Das 8mer wurde lberhaupt nicht gebunden. Somit lieRen sich lediglich

Kps fiir das 11mer und das 15mer bestimmen, die bei 37nM (11mer) und bei 9nM (15mer)

liegen (Abb 20).
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Abbildung 19: EMSA zur Ermittlung des Einflusses der Oligomer-Lange auf die Bindung zwischen ctT1-3 und RNA.

A) Titration von ctT1-3 zu S16TOP (8mer). B) Titration von ctT1-3 zu eEF1BTOP (15mer). C) Titration von ctT1-3
zu L32TOP (11mer).
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Abbildung 20: Ermittlung der Kp zwischen ctT1-3 und A) L32TOP bzw. B) eEF1BTOP. Erstellt mit GraphPad Prism

Version 8.1.1 fliir macOs, GraphPad Software, San Diego, California USA, www.graphpad.com
2.1.4.7. drT1-3 bindet an L32TOP

Auch drT1-3 wurde untersucht, wenn es auch im anfanglichen Screen keinen deutlichen Shift
zeigte (Abb. 12). Dennoch war das Signal der ungebundenen RNA nicht mehr sichtbar, was auf
sehr unspezifische Bindungen von Komplexen hindeuten kénnte, die sich im Gel ,verlaufen®.
Daher wurde es erneut fir weitere Experimente in Betracht gezogen. Es konnte mit einer Kp

von 0,46uM zu L32TOP titriert werden (Abb. 21).
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Abbildung 21: Ermittlung der Kp zwischen drT1-3 und L32TOP durch EMSA (erstellt mit GraphPad Prism Version
8.1.1 fiir macOs, GraphPad Software, San Diego, California USA, www.graphpad.com).

Im Gegensatz zu den Homo sapiens und Chaetomium thermophilum-Fragmenten ist die Kp des
Danio rerio-Fragments deutlich héher. Somit sind die zuvor analysierten TIAR-Fragmente dem
Danio rerio-TIAR-Protein fir etwaige Krisallisationsversuche vorzuziehen. Die in den

vorangegangenen Experimenten ermittelten Dissoziationskonstanten sind in Tabelle 2

zusammengefasst.
TIAR -Konstrukt RNA - Oligomer Kp
hsT1-3 L32TOP 0,2uM
hsT2-3 L32TOP 0,14uM
ctT1-3 L32TOP (11mer) 37nM
ctT1-3 eEF1BTOP (15mer) 9nM
drT1-3 L32TOP 0,46uM

Tabelle 2: TIAR-Konstrukte, RNA-Oligomere und ermittelte Kps.

Die beschriebenen Versuche zeigen, dass sich hsT2-3 gut fir etwaige Co-
kristallisationsversuche mit L32TOP eignet. RRM1 kann ignoriert werden und die Stabilitat der
Bindung steigt mit der Lange des TOP-Motivs. Das Fragment ctT1-3 zeigt beziiglich der
Bindung zu L32TOP eine wesentlich niedrigere Kp und sollte daher ebenfalls fir
weiterfiihrende Strukturstudien in Betracht gezogen werden. Die Bindung von drT1-3 konnte

ebenfalls gezeigt werden, diese scheint jedoch nicht so stabil wie die der vorher

beschriebenen TIAR-Fragmente.
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2.2. Identifizierung des Proteins 14-3-3€ mittels Affinitats — und Anionen -

Austauschchromatographie

Mit Hilfe der in 2.1.1 beschriebenen Tobramycin-Affinitatschromatographie konnte TIAR
spezifisch als TOP — Interaktionsfaktor identifiziert werden. Um die Spezifitat der Aufreinigung
weiter zu erhéhen, wurde ein weiterer Reinigunsschritt eingefiihrt. Durch Auftrennen der
Elution der Tobramycin-Chromatographie mittels Anionen-Austauschchromatographie
konnte der unspezifische Hintergrund der Tobramycin-Elution weiter verringert und das

Protein 14-3-3¢ als TOP-Interaktor identifiziert werden.

Fiir diesen Versuch wurde zundchst eine wie in 2.1.1 beschriebene Tobramycin —
Chromatographie durchgefiihrt. Die S16— und Kontrolltranskripte wurden vor der
Immobilisierung an der Tobramycin-Matrix mit Hilfe des Scriptcap™ m;G Capping System
Kits (Biozym Scientific) am 5’-Ende mit einem Cap versehen. Die Elution erfolgte mit Hilfe einer
2mM Lésung gecappten Cytidins (Cap-Analog m’GpppC, Dr. Darzynkiewicz, Polen). 1ml der so
erhaltenen Elution wurde weiter durch eine Anionenaustauschchromatographie aufgetrennt.
Hierflr wurde die Elution auf eine MonoQ-Saule (GE Healthcare) geladen und die Proteine
durch einen Gradienten (100mM NaCl — 1M NaCl in HEPES-Puffer pH7,5) iber ein Volumen
von 45ml eluiert. Der Durchlauf wurde in 500ul-Fraktionen aufgefangen. Das Profil ist in
Abbildung 22A zu sehen. Um zu zeigen, dass eine Probe TOP — interagierende Faktoren
enthalt, wurden in Crosslink-Assays durch UV-Strahlung Quervernetzungen zwischen einem
RNA-Oligonukleotid, welches die S16-UTR samt TOP-Motiv umfasst, sowie potentiell in der
Elution enthaltenen bindenden Proteinen gebildet (Abb. 22B). Hierfir wurde je 20ul der
untersuchten Fraktionen mit der S16-RNA 15min bei 37°C inkubiert. Die RNA -
Oligonukleotide wurden zuvor mit Hilfe des ScriptCap™ m;G Capping Systems (Biozym
Scientific) am 5’-Ende mit einem radioaktiv markierten Cap ([a-32P]-GTP) versehen. Nach der
Inkubation erfolgte die UV-Bestrahlung in einem CL-1000 UV Crosslinker (Ultra-Violet
Products Ltd., Cambridge) bei 254nm in einem Abstand von 10cm fiir 20min auf Eis. Durch die
radioaktive Markierung der RNA konnten die Crosslinks im Anschluss durch durch SDS — PAGE

und Autoradiographie sichtbar gemacht werden.

In einem ersten Screen wurden die GC-Elution sowie die Fraktionen 39-56 untersucht (nicht
gezeigt). Eine Interaktion in Form eines ,,Schmiers” war in Fraktion 50 erkennbar; dieser diente

zum Anlass, die umliegenden Fraktionen erneut mittels Crosslink-Assays zu untersuchen.
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Abbildung 22B zeigt Crosslinks in den Fraktionen 50, 51 und 52. Diese wurden somit mittels
eines Competition-Assays untersucht (Abb. 22C). Hierfiir wurden die Fraktionen vor UV —
Bestrahlung mit S16-RNA sowie jeweils ohne und mit Zugabe von 2mM m’GpppC-Cap —
Analog inkubiert. Hierdurch konnte gezeigt werden, dass die Bindung und damit
Quervernetzung direkt am Cap erfolgte, da durch Zugabe von Cap-Analog kein Crosslink mehr

erkennbar war.

Im Anschluss wurden die Proteine der Fraktionen 48-54 mittels TCA prazipitiert und auf ein
Silbergel aufgetragen. Fraktion 50 zeigte um den gesuchten Bereich von 27kDa bzw. im
Bereich von 20 — 30kDa prominente Banden (Abb. 22D). Somit wurde dieser Bereich
ausgeschnitten und die Proteine durch Massenspektrometrie untersucht. In Tabelle 3 sind
neben 14-3-3¢ die identifizierten Proteine vollstdandig aufgelistet.
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Abbildung 22: Aufreinigung und Identifizierung von 14-3-3e als TOP - interagierndem Protein. A)
Anionenaustauschchromatographie. Elutionsprofil der MonoQ — Saule. Die mit ,,*“ gekennzeichnete Fraktion
beinhaltet einen durch Crosslink mit dem TOP-Motiv vernetzbaren Faktor (s. B) B) Screen mittels Crosslink —
Assay der Fraktionen 47-53. Die Fraktionen 50-53 enthalten einen mit dem TOP-Motiv vernetzbaren Faktor. C)
Competition Assay. Der Crosslink aus den Franktionen 50, 51 und 52 wird durch Zugabe von Cap-Analog GpppC
deletiert. D) Silberfarbung des SDS Gels nach Préazipitation der Fraktionen mit TCA. Der markierte Bereich (20 —
30kDa) wurde ausgeschnitten und einer massenspektrometrischen Analyse unterzogen. ms: Millisiemens, Ctrl:

Kontrolle, CL: Crosslink
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(PSA1_HUMAN)

A
Name (Gene_Symbol) Masse Gene Name (GN) Score

1. Proteasome  subunit beta  type-5 | 28633 PSMB5 222
(PSB5_HUMAN)

2. Keratin, type Il  cytoskeletal 1| 66170 KRT1 204
(K2C1_HUMAN)

3. Prostaglandin E synthase 18971 PTGES3 158
3(TEBP_HUMAN)

4. Keratin, type Il cytoskeletal 2 epidermall | 65678 KRT2 155
(K22E_HUMAN)

5. Proteasome subunit alpha type-2 25996 PSMA2 132
(PSA2_HUMAN)

6. Proteasome subunit alpha type-6 | 27838 PSMA6 132
(PSA6_HUMAN)

7. Keratin, type |  cytoskeletal 9 | 62255 KRT9 119
(K1C9_HUMAN)

8. Proteasome  subunit beta type-6 | 25570 PSMB6 114
(PSB6_HUMAN)

9. Keratin, type | cytoskeletal | 59020 KRT10 95
10(K1C10_HUMAN)

10. Proteasome  subunit beta type-7 | 30288 PSMB7 59
(PSB7_HUMAN)

11. Proteasome  subunit beta type-4 | 29243 PSMB4 57
(PSB4_HUMAN)

12. Proteasome subunit alpha type-7 | 28041 PSMA7 54
(PSA7_HUMAN)

13. Proteasome subunit alpha type-5 | 26565 PSMAS5 51
(PSA5_HUMAN)

14. Copine-7(CPNE7_HUMAN) 71390 CPNE7 48

15. 14-3-3 protein epsilon (1433E_HUMAN) 29326 YWHAE 44

16. Microtubule-associated protein RP/EB | 30151 MAPRE1 42
family member 1 (MARE1_HUMAN)

17. Protein fem-1 homolog B | 71189 FEM1B 41
(FEM1B_HUMAN)

18. Proteasome subunit alpha type-1 | 29822 PSMA1 34
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B
Name (Gene_Symbol) Masse Accession Number | Score
(IP1)

1. Proteasome subunit beta type-5 (PSMB5) | 28633 IP100479306 294

2. Keratin, type Il cytoskeletal 1 (KRT1) 66170 1P100220327 261

3. Prostaglandin E synthase 3 (PTGES3) 18971 1PI00015029 202

4. Keratin, type Il cytoskeletal 2 epidermal | 66111 1PI00021304 190
(KRT2)

5. Keratin, type | cytoskeletal 9 (KRT9) 62255 IPI00019359 179

6. Proteasome subunit beta type-6 (PSMB6) | 25570 IPI00000811 152

7. Proteasome subunit alpha type-6 | 27838 1PI00029623 136
(PSMAG6)

8. Keratin, type | cytoskeletal 10 (KRT10) 59020 IPI00009865 135

9. Proteasome subunit alpha type-2 | 25996 1P100219622 96
(PSMA2)

10. Proteasome subunit beta type-4 (PSMB) 29243 IPI00555956 83

11. Isoform 1 of Proteasome subunit alpha | 28041 1PI00024175 69
type-7 (PSMA7)

12. Proteasome subunit beta type-7 (PSMB7) | 30288 IPI00003217 65

13. Proteasome subunit alpha type-5 | 326565 1P100291922 57
(PSMAS)

14. Collagen alpha-1(1) chain (COL1A1) 139853 IPI00297646 48

15 14-3-3 protein epsilon (YWHAE) 29326 IPI00000816 47

16. Isoform Short of Proteasome subunit | 29822 IP100016832 34
alpha type-1 (PSMA1)

Tabelle 3: Durch Massenspektrometrie identifizierte Proteine, welche sich nach der Aufreinigung in der TCA —
gefdllten Fraktion befanden. Der untersuchte Bereich umfasst die Banden von 20 — 30kDa. Die durch
Massenspektrometrie erhaltenen Daten wurden fiir Suchen in den Datenbanken ipi_ human Database und
SwissProt verwendet. A) Ergebnisse der Suche in der SwissProt — Database (SwissProt 20100615). B) Ergebnisse
der Suche in der ipi_human Database (IP1_human HUMAN_v370)
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2.3. Erorterung einer potentiellen Rolle von Larp1 bei der TOP response

In den vorangegangenen Experimenten wurde das Bindungsverhalten verschiedener TIAR —
Fragmente zum TOP-Motiv untersucht und die Spezifitat nachgewiesen, auflerdem wurde 14-
3-3e als TOP —interagierender Faktor identifiziert. Ein weiteres Protein, dessen Interaktion mit
TOP-RNAs durch Aoki et al. (213) gezeigt wurde, ist Larp1. Das Mitglied der La-Proteinfamilie
bindet an den polyA-Schwanz von mRNAs, wodurch es vorwiegend TOP-mRNAs stabilisiert. In
diesem Zusammenhang wurde auch eine mogliche Rolle des Proteins in der
Translationsregulation diskutiert (213 - 215), woraufhin Larpl in diese Arbeit mit einbezogen

wurde.

Die Affinitat La-verwandter Proteine zu U-reichen RNA-Sequenzen wurde bereits mehrfach
demonstriert (194, 216, 247, 248). So konnten z.B. Markert et al. mit Hilfe einer Tobramycin-
Affinitats-Chromatographie unter mehreren TOP-bindenden Faktoren Larp7 detektieren
(216), welches ebenfalls Gegenstand dieser Arbeit ist. Zunadchst wurde hier untersucht, ob
Larp1 an die 5’UTR einer TOP-RNA binden wiirde, ob die Bindung direkt am TOP-Motiv erfolgt
und unter welchen Bedingungen sie stattfindet. Hierflir wurden zum einen eine stabile Larp1-
FIpIN-Trex-Zellinie induziert und ohne bzw. mit Serum inkubiert (starved, st bzw. not starved,
ns). Daraufhin wurde mittels einer Flag-Immunoprazipitation (Flag-IP) Larpl immobilisiert
und per RT-PCR gepriift, ob spezifisch eine TOP-mRNA an Larpl bindet. Zum anderen wurde
in einem weiteren Versuch die biotinylierte rpL32-5'"UTR sowie als Kontrolle eine Version mit
mutiertem TOP-Motiv an einer Streptavidin-Matrix immobilisiert. Nach Inkubation mit
Extrakten aus durch Serummangel inhibierten bzw. proliferierenden HEK293-Zellen wurde
mittels eines Western Blots gepriift, ob Larpl an einer Spezies dieser mRNAs gebunden hatte.

Diese Versuche werden im Folgenden beschrieben.

2.3.1. Larp1 bindet spezifisch TOP-RNAs in gestarvten HEK 293-Zellen

Um zu Gberpriifen, ob Larpl spezifisch an TOP-RNAs bindet und welche Bedingungen hierfir
notig sind, wurde im ersten Versuch eine stabile Larp1-FlpInTRex Zelllinie benutzt, welche von
Dr. Maritta Kispert etabliert und zur Verfiigung gestellt wurde (289). Bei einer Konfluenz von
ca. 40% erfolgte die Induktion mit 0,5ug/ml Tetracyclin und nach 24h der Serumentzug (st).
Eine auf gleiche Weise behandelte Kultur wurde nach 24h erneut mit FCS-haltigem Medium

behandelt (ns). Zur Negativkontrolle erfolgte die Durchfiihrung des Experiments zeitgleich mit
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FlpIn-Trex-Zellen ohne Flag-Larpl. Nach einer sechsstiindigen Inkubation ohne bzw. mit FCS
wurden die Zellen lysiert und die Extrakte iber Nacht bei 4°C mit Flag-beads inkubiert.
Phenolisierung der Beads filhrte zu einer mit RNA angereicherten wassrigen Phase. Zur
Prifung, ob darin eine TOP-RNA, namlich rpL23-mRNA enthalten ist, wurde mit Hilfe
spezifischer Primer eine RT-PCR mit anschlieBender PCR durchgefiihrt. Als Negativ-Kontrolle
diente der Nachweis von GAPDH-mRNA. Der Erfolg der Flag-IP wurde auRerdem durch einen

Western Blot geprift.

Flp-In™ T-REx™ 293 (Invitrogen, R780-07),
Flp-In™ T-REx™ 293LARP1 (289)

g TS

Induktion Tetrazyklin Kontrolle: item,
Zelllinie ohne Larp1-Gen

FCS-Entzug 6h Input IP

Larpl KO Larpl KO
ns st ns st ns st ns st

Inkubation Extrakt mit Flag-beads UN 4°C Flag-HA-Larpl

|23 mRNA
RT-PCR,PCR — > ﬁGAPDH mRNA

Abbildung 23: Immunprézipitation und Identifikation der TOP-mRNA rpL23 als Interaktor des induzierten Flag —

HA-Larpl. Gezeigt ist das Schema des Experiments sowie das Ergebnis des Versuchs mittels einer RT-PCR. Zur
Kontrolle, ob Flag — HA-Larp1 erfolgreich exprimiert und aus dem Extrakt isoliert wurde, diente ein Western Blot.

Die stabile Larp1-FIpInTRex Zelllinie wurde von Dr. Maritta Kispert etabliert und zur Verfliigung gestellt (289).

Das Experiment ist in Abbildung 23 dargestellt. Wahrend die GAPDH-mRNA lediglich in den
Inputs enthalten ist, konnte die rpL23 mRNA spezifisch mit Larpl aus gestarvten Zellen

prazipitiert werden.

2.3.2 Larp1 bindet spezifisch an das TOP-Motiv immobilisierter L32-5’UTR unter gestarvten

Bedingungen

Da in obigem Versuch bereits eine Spezifitat bezliglich TOP-RNAs unter gestarvten
Bedingungen demonstriert wurde, sollte nun untersucht werden, ob die Bindung an das TOP-
Motiv erfolgt und ob sich hierbei die Spezifitat fiir Starving-Bedingungen bewahrheitet. Dazu
wurde die 5’UTR der L32 TOP-RNA, welche am 3’-Ende biotinyliert war (L32TOP), an einer
Streptavidin-Matrix immobilisiert und diese mit HEK293-Extrakten inkubiert. Um Spezifitat
zum TOP-Motiv zu demonstrieren, wurde der Versuch parallel mit einer 5’UTR von L32

durchgefiihrt, deren TOP-Motiv mutiert war (L32mut). Zusatzlich wurde der Versuch mit der
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5’UTR der S16 TOP-RNA (S16TOP) sowie als Kontrolle einer mutierten Version (S16mut)

durchgefiihrt.

Die Extrakte wurden zuvor bei einer Konfluenz von ca. 80% sechs Stunden lang gestarvt bzw.
in einem parallel durchgefiihrten Kontrollversuch weiter mit FCS-haltigem Medium behandelt.
AulRerdem wurde ein Teil des Versuches als Negativkontrolle mit einer Matrix ohne RNA

durchgefiihrt.

Die Inkubation des Extraktes mit der Matrix erfolgte iber Nacht bei 4°C. Der Erfolg des
Experiments wurde durch einen Western Blot auf Larpl lberprift. Als Kontrolle wurde der
Blot auBerdem mit einem TIAR-Antikoérper inkubiert, da TIAR, wie bereits in dieser Arbeit

gezeigt, spezifisch an das TOP-MOTIV bindet und somit eine solide Positiv-Kontrolle darstellt.

A B
HEK-293-Zellen $16TOP: CCUUUUCCGGUUGCGGCGCCGCGCGG
-Biotin
\ $16mut: GAGUGACC GGUUGCGGCGCCGCGCGG
FCS-bZW. AA- Biotin
Entzug RNA-Biotin-Kopplung
L32TOP:CUCUCUUCCUCGGCGCUGCCUACGGAGGU
GGCAGCCAUCUCCUUCUCGGCAUC -Biotin
Inkubation Extrakt / Matrix L32mut:GACUCAACCUCGGCGCUGCCUACGGAGGU
GGCAGCCAUCUCCUUCUCGGCAUC -Biotin
C D
ns st -aa ns st
Input S16 S16 S16 Input L32 L32 132 132
ns st -aa TOP mut TOP mut TOP mut ns st TOP mut - TOP mut -
- y Q-Larpl| e e » o
L s’ P

: OTiar |

Abbildung 24: Biotin — Affinitdts-Chromatographie mit immobilisierten RNA-TOP-Elementen S16, S16mut,

L32TOP und L32mut. A) Versuchsschema. HEK-293-Zellen wurden in An— bzw. Abwesenheit von Aminoséduren
(AA) oder FCS herangezogen und anschlieend lysiert. Der Extrakt wurde mit einer Matrix immobilisierter RNA —
TOP-Motive inkubiert. B) Sequenzen der verwendeten RNA-Oligonukleotide. C) Western Blot mit Larpl des
Experiments mit S$16 TOP-RNA bzw. der mutierten Form. Larpl interagiert spezifisch mit den nicht — mutierten
TOP-Motiven von S16 in gestarvten und Aminosaure-depletierten Zellen. Als Positiv-Kontrolle diente Tiar. D)
Western Blot mit Larp1 des Experiments mit dem L32 — TOP-Motiv. Unter gestarvten Bedingungen erfolgt eine

Anreicherung von Larpl am TOP-Motiv.

Abbildung 24 zeigt das Ergebnis des Versuchs. Dieser ist zunachst schematisch dargestellt

(Abb. 24A). Abbildung 24C zeigt, dass Larpl spezifisch in gestarvten und Aminosdure —
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depletierten Extrakten an die S16 — TOP-Matrix bindet. Auch an der L32 — Matrix wird Larpl

unter gestarvten Bedingungen angereichert (Abb. 24D).

Die vorangegangenen Versuche zeigen somit, dass Larp1 spezifisch mit TOP-RNAs interagiert,
wobei das Protein in durch Serum— bzw. Aminosdureentzug inhibierten Zellen direkt das TOP-
Motiv bindet. Dies lasst eine inhibierende Funktion von Larpl bezlglich der Translation von

TOP-RNAs vermuten.
2.4. Untersuchungen zur Bindung von Larp7 und 7SK

Aus der Familie der La-Proteine wurde neben Larpl auch Larp7 als TOP-interagierender Faktor
identifiziert (216), weshalb Larp7 in diese Arbeit ebenfalls mit einbezogen wurde. In weiteren
Untersuchungen wurde schlielich 7SK als RNA-Interaktionspartner etabliert (216). Im
Hinblick auf eine mdgliche Kristallisation dieses RNA-Protein — Komplexes zur Evaluierung der
Struktur sind auch hier vorangehende RNA-Protein — Bindungsstudien notig, um die minimale
Lange der Interaktionspartner zu erortern und die Spezifitdt und Affinitdt der Bindung zu

untersuchen. Diese Versuche sollen im Folgenden naher erldutert werden.
2.4.1 Expression des Larp7 - Moduls

Wie in der Einleitung beschrieben, umfasst das Larp7-Modul (L7M) das La-Motiv, gefolgt von
einer RRM. Ein derartiges Larp7-Fragment, welches nur das L7M umfasst, wurde fir diese
Arbeit von Vanessa Schlag zur Verfligung gestellt. Das Proteinfragment umfasst die
Aminosduren 1-196 und wurde mit Hilfe von Psipred (242, 243) bioinformatisch auf
Vollstandigkeit des La-Motivs und der anschlieRenden RRM Uberpriift. Das Konstrukt befindet
sich im Vektor pETM-11, somit erfolgte die Aufreinigung erfolgte liber den N-terminalen 6 x
His-Tag mit anschlieRender Gelfiltration. Hierfiir wurde der DNA-Klon zunéachst in BL21 DE3
pPRARE Rosetta-Kulturen transformiert und in 2L TB-Medium bis zu einer OD von 1 bei 37°C
unter Schiitteln inkubiert. Nach Induktion erfolgte die weitere Inkubation bei 22°C UN. Die
Lyse erfolgte mittels Zugabe von Nuclease sowie durch Sonication. Nach Zentrifugation der
Zelltrimmer wurde der Uberstand mit Nickel-NTA-Agarose fiir zwei Stunden bei 4°C inkubiert.
Im Anschluss erfolgten mehrere Waschschritte mit Hoch— und Niedrigsalzpuffern (500mM
NaCl und 250mM NaCl). Das an den Beads immobilisierte Protein wurde mit Hilfe der TEV —
Protease vom His-Tag und den Beads separiert. Die Elutionen wurden nach Aufkonzentration

auf eine Superdex 75 26/60 (GE Healthcare) gegeben, um mit Hilfe der Gelfiltration den Puffer
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auszutauschen und das aufgereinigte L7M von Verunreinigungen durch GréRenseparation

abzutrennen. Die Ausbeute betrug 0,5 - 1mg.

Auf diesem Weg konnten auch von L7M hoch aufgereinigte Proteinprodukte erhalten werden,
die im Folgenden fiir Bindungsstudien im Hinblick auf verschiedene Oligo-U — und 7SK-RNA —

Spezies herangezogen wurden.
2.4.2. Bindungsstudien zum L7M mit diversen RNA - Oligomeren

Da die Interaktion des La-Moduls mit U-reichen RNA-Sequenzen bekannt ist (207), wurden fir
die folgenden Bindungsstudien zunachst OligoU-RNAs gewahlt; als Bindungsassay diente das

EMSA. Das verwendete OligoU war ein 16mer (OligoU16).
2.4.2.1. Larp7 bendtigt tRNA zur Bindung an eine U16-RNA

Zur Etablierung einer Bindung wurden zunadchst verschiedene Puffer— und
Temperaturbedingungen evaluiert, jedoch ohne Erfolg. Daraufhin wurden in einem Screen
verschiedene Additiva eingesetzt, und zwar PBS, Heparin und tRNA (Abb. 25). In Gegenwart
von tRNA kam es zu einer reproduzierbaren Bindung, die interessanterweise wieder aufgelost
wurde, wenn alle drei Additiva zusammen in den Ansatz gegeben wurden. Dies ist auf das

Heparin zurickzuflhren, wie in Punkt 2.4.2.3. gezeigt werden wird.

RNP .

Freie
RNA
Hep e 2" 2 2 2 B
BSA F7% B ¥ E 8 fH
tRNA; == o= = md = #

Abbildung 25: EMSA mit OligoU16 sowie Heparin (2ug), BSA (1ug) und tRNA (0,5ug). Eine stabile Bindung erfolgte
unter Zugabe der tRNA.

Um zu priifen, ob ein kirzeres OligoU ebenfalls zur Bindung fihrt, wurde der Versuch mit

weiteren OligoU-Konstrukten (OligoU4, OligoU6, OligoU8) durchgefiihrt. Es zeigte sich jedoch,
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dass ein OligoU8-mer nicht mehr bindet (Abb. 26). Weitere Experimente erfolgten daher

zundchst mit dem OligoU16-mer.

A B
N M
Larp7 (589 AS) RNP .

La-Modul (AS 1-196)

+ OligoU16

X OligoUs
Freie RNA OligoU6

OligoU4 / OligoU6 / OligoU8

Abbildung 26: EMSA mit dem Larp7-Modul L7M und OligoU-RNA verschiedener Lange. A) Schematischer Aufbau
von Larp7. L7M umfasst die Aminosauren 1 — 196 und damit das La-Motiv sowie RRM1. B) EMSA. Eine Bindung

erfolgte erst mit einem OligoU16-mer.

Mit diesem OligoUl6-mer wurde in einem Titrationsexperiment zunachst untersucht, in
welchem Verhaltnis das L7M zur tRNA vorliegen muss (Abb. 27A). Dazu wurde L7M zu
gleichbleibenden Mengen an tRNA und OligoU titriert. Eine vollstandige Bindung erfolgte bei
dquimolarer Ratio. Der umgekehrte Versuch, d. h. die Titration von tRNA zu gleichbleibenden
Mengen an L7M, flhrte zu einem ahnlichen Ergebnis; hier erfolgte die vollstandige Bindung
bereits bei der Halfte an eingesetzter tRNA (Abb. 27B). Eine mogliche Bindung zwischen tRNA
und OligU wird weiter unten diskutiert, in den hier gezeigten Versuchen dienten Proben, die

lediglich tRNA und OligoU enthielten, als erste Negativkontrolle.

o o
tRNA/ng- + - 10 30 60 & &
tRNA _+ L7M T T S T

RNP

Freie RNA Freie RNA

Abbildung 27: EMSA zur Untersuchung der benétigten Menge an tRNA. A) L7M wurde zu gleichbleibenden
Mengen OligoU16 und tRNA (0,5ug) titriert. Bei 0,5ug L7M bildete sich das vollstandige RNP. Aquimolare Mengen
liegen in etwa bei jeweils 0,5ug tRNA bzw. L7M vor (0,5ug tRNA = 18pmol, 0,5ug L7M = 23pmol). B) tRNA wurde
zu gleichbleibenden Mengen L7M (0,5pg) und OligoU16 titriert. Ein vollstdndiges, definiertes RNP bildete sich
hier bei 0,25ug tRNA.
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Um die Spezifitait der Bindung zwischen OligoU16 und L7M zu zeigen, wurde in
Kompetitionsexperimenten nun unmarkiertes OligoU16 zu dquimolaren Mengen an L7M und
tRNA sowie zu radioaktiv markierter OligoU16-RNA titriert. Der Shift wurde bei dquimolaren
Mengen an unmarkiertem OligoU16 gestort und konnte bei hoheren Mengen vollstandig

unterbunden werden (Abb. 28A).

Theoretisch kdnnte der Shift auch eine Bindung zwischen tRNA und OligoU16 widerspiegeln.
Um dies auszuschlieBen, wurde Protease zugesetzt. Da dies die Bindung zerstorte, handelt es

sich bei dem Shift um eine RNA-Protein-Bindung (Abb. 28B).

A
o oo oo L7M + o+
OligoUl6/- - 3313985828 Protk/ - + - +
pmol 1ug
RNP Sew -~ RNP -

OligoU16*

Freie RNA Freie RNA

f

Abbildung 28: EMSAs zur Charakterisierung des L7M — U16-tRNA — mRNPs. A) Kompetition des radioaktiv

markierten OligoU16-mers (OligoU16*) durch Titration von nicht-markierter OligoU16-RNA. OligoU16* wurde in
gleichbleibenden Mengen von 90pmol eingesetzt, eine Kompetition ist ab einer Menge von 56pmol nicht—
markierter OligoU16-RNA erkennbar. B) Uberpriifung der Proteinkomponente des RNPs. OligoU16* und tRNA
wurden in An— bzw. Abwesenheit von L7M sowie Proteinase K inkubiert. In Anwesenheit des Enzyms wird das
RNP zerstort, was auf einen RNA-Protein — Komplex hindeutet. Prot K: Proteinase K; OligoU16: nicht-radioaktiv

markierte OligoU16-RNA; OligoU16*: radioaktiv markiertes OligoU16-mer.

Somit konnte zundchst gezeigt werden, dass L7M mit Hilfe von tRNA an OligoU16 bindet. Die
Lange der OligoU-RNA spielt bei der Bindung eine Rolle und es handelt sich um eine spezifische
RNA-Protein — Bindung zwischen L7M und OligoU16, was durch Protease-Behandlung sowie

Titration unmarkierter OligoU16-RNA gezeigt wurde.
2.4.2.2. Das Larp7-Modul bindet an Stem Loop 4 (7SK-SI4) der 7SK-RNA

Nachdem eine erfolgreiche Bindung an einen OligoU-RNA - Strang etabliert war, sollte dieses
Ergebnis nun auf die natirliche RNA-Zielsequenz ibertragen werden. Laut Markert et al. (216)
erfolgt die Bindung von Larp7 an 7SK-Sl4, daher wurde in folgenden Experimenten diese

Stamm — Schleife - Struktur verwendet (Abb. 29A). Die Bindungsstudien wurden mit und ohne
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tRNA durchgefihrt. Es zeigte sich, dass Zugabe von tRNA die Spezifitat des Shifts erhoht (Abb.
29B). Ohne tRNA erfolgten unspezifische zusatzliche Bindungen in Form eines zusatzlichen
Shifts sowie eines ,Schmiers”; durch Zusatz von tRNA konnten diese unspezifischen

Bindungen zu einem spezifischeren Shift modifiziert werden. (Abb. 29B).

7SK-SL4
o p
aw;gzs L7M - - + +
& 6
G-C S+ -+
E ioE0 tRNA
® ¢c-ag
aas(|; E Uﬁu%!
c-G
N 5068 - Qo
R RNP
& A-U
300G - U,
u 8
A-U
A-U
RSl Freie
£
2 RNA

Abbildung 29: EMSA zur Charakterisierung von 7SK-Sl4 als Zielsequenz von L7M. A) Schematische Darstellung
der 7SK — RNA sowie 7SK-Sl4 unter Berlicksichtigung der Sekundarstruktur (Wiedergabe nach Durney M.A. et al.
2010. J Mol Biol. Dec 10;404(4):555-67 (236), mit Genehmigung von Elsevier und Marz M. et al. 2009. Mol Biol
Evol. Dec;26(12):2821-30 (249), mit Genehmigung von Oxford University Press). B) EMSA mit L7M und radioaktiv
markierter 7SK-SI4 — RNA in An— oder Abwesenheit von tRNA.

Weitere Titrationsexperimente zeigten, dass eine Bindung ohne tRNA prinzipiell stattfand,
jedoch bei Zugabe von L7M (lber die dquimolare Menge hinaus in den bereits beobachteten
unspezifischen Doppelshifts endete (Abb. 30). Durch Zugabe von tRNA (Abb. 30C), nicht
jedoch BSA (Abb. 30B) konnte die Spezifitat der Shifts maximiert werden, was sich in einem
einzigen klaren Signal zeigte. Zur Bestdtigung dieser Ergebnisse wurde tRNA zu
gleichbleibenden Mengen an L7M titriert (Abb. 30D). Dies fiihrte ebenfalls zur Erhéhung der
Spezifitat des Shifts.
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Abbildung 30: EMSAs zur Charakterisierung des Einflusses von tRNA auf die Ausbildung des L7M — 7SK-Sl4 —
MRNPs. A) Ausbildung des mRNPs durch Titration von L7M in Abwesenheit von tRNA. B) Ausbildung des mRNPs
bei Titration von L7M in Anwesenheit von BSA. C) Ausbildung des mRNPs bei Titration von L7M in Anwesenheit

von tRNA. D) Auswirkungen steigender Mengen von tRNA auf die Bildung des L7M — 7SK-SI4 — mRNPs.

Es wurde somit zunachst gezeigt, dass L7M in dquimolaren Mengen an 7SK-SI4 bindet, wobei
unspezifische Bindungen, die bei einer hoheren Protein/RNA-Ratio erfolgen, durch tRNA
minimiert werden kdnnen. Im nachsten Schritt sollte untersucht werden, ob weitere Additiva
ebenfalls einen Einfluss auf den Shift haben bzw. ob unspezifische Bindungen weiter minimiert
werden kdonnen. Wie im Folgenden gezeigt wird, haben auch Arginin und Heparin einen

Einfluss auf das Bindeverhalten des RNPs.
2.4.2.3. Heparin und Arginin erhéhen die Spezifitdt der RNA-Protein-Bindung

Um die Spezifitat der Bindung weiterhin zu steigern, was fir etwaige Kristallisations—
Experimente relevant ist, wurde im nachsten Schritt der Einfluss von Heparin und Arginin auf
die Bindung untersucht. Durch Heparin konnte eine Erhéhung der Spezifitdt der Bindung
zwischen 7SK-SI4 und L7M erreicht werden, mit steigenden Konzentrationen wurde jedoch
die Stabilitit des RNP beeintrachtigt (Abb. 31A). Arginin als weiteres Additivum wurde
gewidhlt, da 7SK-SI4 in seiner Struktur dem Tar-Element Hl-viraler RNA dhnelt, das mafRgeblich
an der Kontrolle der viralen Transkription beteiligt ist (233 - 236). Beide RNAs verfligen tber

eine Arginin-Bindetasche und TAR dndert nach Bindung der Aminosaure seine Struktur. Um
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zu Uberprifen, ob die Bindung von Arginin einen Einfluss auf das Verhalten der RNP-Bildung
zwischen 7SK-SI4 und L7M hat, wurde ein Titrationsexperiment durchgefiihrt und die
Aminosaure in steigenden Konzentrationen zugegeben, wobei L7M stets im Uberschuss zu
7SK-Sl4 vorlag (Abb. 31B). Interessanterweise konnten hierdurch drei verschiedene Shifts
etabliert werden. Bei hoheren Konzentrationen von Arginin wurden alle Bindungen, dhnlich

wie bei Heparin, zerstort.

A B

L7M L7M /Arginin

coco o O O
Hep/ . . IQ{ = X Hep/ - - 9« oSS
ng ng

.'

RNP RNP

- -

Freie Freie
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Abbildung 31: Erérterung des Einflusses von Heparin bzw. Arginin auf das L7M — 7SK-SI4 — RNP durch EMSA. A)

Titration von Heparin zum RNP flihrt zunachst zu einer gut definierten Bindung, destabilisiert diese jedoch in
steigenden Konzentrationen. B) Titration von Arginin zum RNP flhrt zur Ausbildung von drei RNPs verschiedener

GroRen. In hoheren Konzentrationen werden diese ebenfalls zerstort.

Schlieflich wurden zur Bestimmung einer Kp und zur Evaluierung einer minimalen zur Bindung
erforderlichen Stamm-Schleife — Struktur Titrationsexperimente durchgefiihrt, bei denen L7M
einmal zum erwdhnten 7SK-SI4 (Abb. 32A) und zum anderen zu einer weiter verkirzten
Version 7SK-Sl4/2 in steigenden Konzentrationen gegeben wurde (Abb. 32B). Die
Minimalversion des 7SK-SI4 - Konstruktes umfasst lediglich eine Auswoélbung und eine
Schleife. Die Ergebnisse zeigen, dass L7M auch dieses Konstrukt bindet, jedoch mit einer ca.

dreifach hoheren Kp.
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Abbildung 32: EMSA zur Bestimmung der Kp von 7SK-SI4 sowie eines Minimalkonstruktes 7SK-SI4/2 mit L7M. A)
Sekundarstruktur von 7SK-Sl4 (236), EMSA zur Bestimmung der Kp von 7SK-Sl4 und L7M sowie Titrationskurve
und berechnete Kp. B) Schematische Darstellung von 7SK-SI4/2, EMSA zur Bestimmung Kp von 7SK-SI4/2 und L7M
sowie Titrationskurve und berechnete Kp. Sekundarstrukturen in A) und B) modifiziert nach Durney M.A. et al.
2010. J Mol Biol. Dec 10;404(4):555-67 (236). Software zur Erstellung der Titrationskurven: GraphPad Prism

Version 8.1.1 flir macOs, GraphPad Software, San Diego, California USA, www.graphpad.com

Die Bestimmung der Kp zeigt somit, dass ein langeres Konstrukt eine héhere Affinitat zu L7M

aufweist und flr Kristallisationsstudien in Betracht gezogen werden sollte.

In diesem Abschnitt wurde die Bindung des L7M zunachst mit OligoU16 und dann mit Minimal-
Konstrukten der 7SK-RNA untersucht und charakterisiert. Es konnte gezeigt werden, dass
tRNA, Heparin und Arginin einen signifikanten Einfluss auf die Spezifitat der Bindung haben.
Weiterhin spielt auch hier die Lange der RNA eine Rolle. Die natdrliche Ziel-RNA 7SK-SI4 kann
minimiert werden, jedoch auf Kosten der Bindungsaffinitat. Die Versuche kénnen somit als

Grundlage fir weitere Bindungsstudien sowie Kristallisationsexperimente dienen.
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3. Diskussion
3.1. TIAR als TOP - interagierender Faktor

Nachdem sich zeigte, dass fir die Coregulation der Translation einer Gruppe von Proteinen,
die selbst Teil des Translationsapparates sind, das TOP-Motiv unmittelbar nach dem Cap der
MRNA verantwortlich ist, fand und findet nach wie vor eine intensive Suche nach den Faktoren
statt, die an diese Sequenz binden und somit mafigeblich an der Regulation beteiligt sind. In
dieser Arbeit wurde TIAR als TOP-interagierender Faktor identifiziert und zusammen mit Larpl
ndaher auf seine Rolle in der TOP response untersucht. Im Folgenden sollen zunachst die

Ergebnisse dieser Experimente diskutiert werden.
3.1.1. TIAR bindet in vitro direkt an das TOP-Motiv

Damgaard et al. evaluierten TIAR als putativ TOP bindenden Faktor und zeigten, dass das
Protein durch Interaktion mit der 5’UTR an der TOP response beteiligt ist (185). Sie konnten
diese Eigenschaft jedoch nicht direkt mit dem TOP-Motiv, sondern nur mit der gesamten
5’UTR in Zusammenhang bringen. In dieser Arbeit wird gezeigt, dass TIAR aus humanen
Zellextrakten direkt an die pyrimidinreiche Sequenz der 5’UTR verschiedener ribosomaler
MRNAs bindet. Dieses zunachst durch Affinitdtschromatografie gefundene Ergebnis wurde
durch in vitro-Translationsexperimente bestatigt. Somit konnte in dieser Arbeit eine etwaige
Beteiligung durch TIAR an der TOP response zunachst weiter durch Involvierung des TOP-
Elements auf RNA-Ebene definiert werden. Dies wird dadurch gezeigt, dass Mutationen im
Bereich des TOP-Motivs, nicht jedoch in der nachfolgenden RNA-Sequenz der 5’UTR die

Bindung verhindern.

Bereits vorher wurde in zahlreichen Arbeiten gefunden, dass TIA-1/TIAR an diverse U-reiche
Sequenzen binden, z. B. wahrend des Splicing-Prozesses (183, 185 - 191, 250). Auch in vitro
wurden verschiedene RNA-Oligomere in Bezug auf ihre Bindungsaffinitdten untersucht. Das
hier in der Arbeit zunachst untersuchte Bindungsverhalten steht nicht im Widerspruch zu
Literaturwerten. Tabelle 4 stellt Literaturwerte bereits erdrterter Kps den in dieser Arbeit

gefundenen gegeniiber, Tabelle 5 fasst die in dieser Arbeit erorterten Kps zusammen.
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3.1.2. Vergleich der ermittelten Bindungskonstanten mit Literaturwerten

In Bezug auf die humanen TIAR-Konstrukte lassen sich Vergleiche zu Literaturwerten ziehen.
Wie in der Einleitung im Detail beschrieben, wurden das Bindungsverhalten verschiedener
TIAR-Konstrukte sowohl beziiglich ihrer Bindung an natirliche Zielsequenzen als auch
beziglich anderer RNA-Oligos untersucht (185 - 191, 250). Tabelle 4 stellt relevante Werte aus
der Literatur denen in dieser Arbeit gefundenen gegeniiber. Sowohl Konstrukt hsT1-3 mit
einer Kp von 0,2uM (L32TOP) als auch Konstrukt hsT2-3 (Kp 0,14uM, L32TOP) liegen in
Bereichen, die den Literaturwerten nicht widersprechen. Betrachtet man die natirlichen
Zielsequenzen wie die fas — pra-mRNA splice site (188), so scheint TIAR besser an das TOP —
Motiv zu binden. Ein Vergleich mit TIAR-Konstrukten anderer Spezies erscheint nicht sinnvoll,
da z.B. insgesamt die Kps bei ctTIAR-Konstrukten wesentlich niedriger liegen. Die wichtige
Schlussfolgerung aus diesem Ergebnis ist, dass fiir etwaige Kristallisationsversuche zundchst
Konstrukte von ctTIAR in Betracht zu ziehen sind. Auch kann man durch Vergleich der
Konstanten erkennen, dass die Kp bei zunehmender Lange des RNA-Oligos abnimmt (37nM /
11mer vs. 9nM / 15mer). Dies ist ebenfalls relevant fir Kristallisationsversuche. Somit zeigen
die Ergebnisse erstens, dass das TIAR-Protein aus C. thermophilum wesentlich besser an das
TOP-Motiv bindet als das korrespondierende Konstrukt des humanen TIAR-Proteins (37nM vs.
0,2uM) und zweitens, dass man genau abwagen muss zwischen minimaler Linge des RNA —
Oligos zum Zwecke der Verbesserung der Kristallisationsbedingungen und abnehmender

Bindungsaffinitat mit kiirzer werdenden Oligomeren.
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TIAR - Konstrukt RNA - Oligo KD Ref.
hsT1-3 L32TOP 0,2uM diese Arbeit
Fas — pra — mRNA 0,8uM 188
splice site
u20 a) 0,5n\V; 188
b) 0,24uM
hsT2-3 L32TOP 0,14pM diese Arbeit
TIA-1 RRM2-3 U-rich 17mer 0,104uM 250
(ACUCC)x4 0,418uM 250
(GCucC)x4 0,958uM 250
c-rich natural 3,5uM 250

Tabelle 4: Gegenuberstellung der KDs von hsT1-3 und hsT2-3 mit diversen Literaturkonstanten.

TIAR -Konstrukt RNA - Oligomer Ko
hsT1-3 L32TOP 0,2pM
hsT2-3 L32TOP 0,14uM
ctT1-3 L32TOP (11mer) 37nM
ctT1-3 eEF1BTOP (15mer) 9nM
drT1-3 L32TOP 0,46puM

Tabelle 5: Zusammenfassung der erérterten KDs der in dieser Arbeit verwendeten TIAR-Konstrukte sowie der

entsprechend eigesetzten RNA-Oligomere.

3.1.3. RRM2 und 3 sind ausreichend fiir die RNA —Bindung

In den Experimenten konnte keine Verbesserung der Bindung durch Addition der RRM1 zu
den TIAR-Konstrukten festgestellt werden. Es scheint zumindest bei den humanen
Konstrukten im Gegenteil sogar eine geringfligige Zunahme der Kp zu geben, wenn man hsT1-
3 mit hsT2-3 vergleicht

(0,2uM  bzw. 0,14pM). RRM1 kann somit fiir etwaige

Kristallisationsversuche weggelassen werden.
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3.1.4. Der Einfluss der RNA — Oligomer — Lange auf die Bindungsaffinitdt zu TIAR deutet auf

deren Kontrollfunktion hin

In der vorliegenden Arbeit wird klar gezeigt, dass die Lange der RNA-Oligomere einen Einfluss
auf die Bindungsaffinitat zwischen den TIAR-Konstrukten und den U-reichen RNA- Sequenzen
hat: Je kirzer das RNA-Oligomer, desto schwacher wird die Bindung. Nicht nur die
Bindungskonstante steigt, die Bindung wird auch schwacher, was durch Versuche mit Heparin
gezeigt werden konnte. Dieses Bindungsverhalten deutet klar darauf hin, dass die Lange des
TOP-Motivs eine wichtige Funktion im Bereich der Translationsregulation ausiibt. Wenn
kiirzere TOP-Motive schlechter gebunden werden und somit womdéglich schwacher inhibiert
werden als andere TOP-mRNA — Spezies mit langeren TOP-Motiven, konnte das bedeuten,
dass sie z.B. auch wahrend einer Stresssituation aktiver sind, oder auch, dass sie eher wieder
aktiviert werden als andere TOP-RNAs. Auf diese Weise kann die globale TOP-mRNA —
Translationskontrolle malgeblich verfeinert werden: Verschiedene TOP-RNAs werden
vielleicht zeitlich verzogert inhibiert bzw. aktiviert, was der Zelle eine sensitivere Reaktion auf
Umweltbedingungen ermoglicht. Eine schematische Darstellung dieser Hypothese ist in
Abbildung 33 dargestellt. Weiter unten wird in Abbildung 34 die Inhibition der TOP-RNAs
durch TIAR nach Aktivierung durch mTOR dargestellt (Abb. 34A).

Lange Top-Motiv/
RRM1  RRM2 RRM3 Affinitat

m’GpppCCUUUUCCUUUUCCCUUUUCCGUGUGG

m’GpppCCUUUUCCCUUUUCCCGCUGCGGUGUGG

m’GpppCCUUUUCCGGUCGCG UCCGGUGUGG

Cap oligo-
pyrimidine

Abbildung 33: Schematische Darstellung der Bindung von TIAR an TOP RNAs verschiedener Lange. In die Bindung
sind die Domdnen RRM2 und RRM3 involviert. Die Affinitdt der Bindung steigt, je langer die TOP-Motive der
5’UTRs sind.

Bisher konnte keine klare Zuordnung von TOP-Motiven verschiedener Linge zu bestimmten

Funktionsbereichen oder Ahnlichem hergestellt werden. Interessant ist in diesem
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Zusammenhang jedoch, dass Shibui-Nihei et al. zeigen konnten, dass die Lange der TOP—
Motive einer TOP-RNA bereits auf Transkriptionsebene reguliert werden kann:
Pyrimidinreiche DNA-Sequenzen fiihren an der Transkriptionsstartseite zu einem ,,Rutschen”
der Polymerase, was zu Transkripten unterschiedlicher Lange der 5’-UTR fiihrt (251). Somit
konnte bereits auf Transkriptionsebene reguliert werden, welches regulatorische Verhalten
die TOP-RNA durch die Linge ihres TOP-Motivs an den Tag legt. Hier sei auch darauf
hingewiesen, dass durch diesen Mechanismus die in den Datenbanken notierten TOP—
Sequenzen womoglich nicht die realen Sequenzen zu jedem Zeitpunkt eines Zellzyklus

widerspiegeln.
3.2. 14-3-3¢ als TOP - interagierender Faktor

In Versuch 2.2. wurde 14-3-3e durch Tobramycin-Affinitditschromatographie mit
anschlieBender Anionenaustausch-Chromatographie als mit dem TOP-Cap interagierender
Faktor identifiziert. Das Protein erscheint sehr weit unten bzw. mit einem niedrigen Score in
der Trefferliste; hierbei ist zu bedenken, dass keine einzelne Bande ausgeschnitten wurde,
sondern ein Bereich von 20 — 30kDa, da die Banden zwar sauber getrennt und klar erkennbar

waren, jedoch sehr dicht beieinander lagen.

Der Faktor erscheint unter den gefundenen Proteinen hinsichtlich der in der Einleitung
beschriebenen Involvierung von 14-3-3¢ in die mTOR-Signalkaskade interessant. Wie dort
bereits beschrieben, interagiert 14-3-3¢ nach Phosphorylierung durch AMPK mit Raptor und
inhibiert mTOR (286), was zum Zellzyklusarrest fihrt. Wahrend 14-3-3g somit nach bisherigen
Kenntnissen upstream in der mTOR-Signalkaskade anzusiedeln war, wiirden die hier gezeigten
Ergebnisse eher darauf hindeuten, dass 14-3-3¢ (zuséatzlich) ein Target von mTOR bzw.
downstream der Kaskade eine oder mehrere Funktionen ausiibt. In diesem Zusammenhang
ist interessant zu erwahnen, dass 14-3-3¢ in einer Publikation von Meek et al. bereits 2004 im
Rahmen einer Proteomanalyse unter vielen weiteren Proteinen als Interaktor von Larpl
(damals als KIAA0731 aufgefiihrt) identifiziert wurde (287). Sollte sich diese Interaktion im
Rahmen weiterer Experimente bestatigen, kdnnte dies auf eine Funktion von 14-3-3¢ in der

Regulation der TOP response hindeuten.

Weiterhin konnte in einer aktuellen Publikation gezeigt werden, dass in Zelllinien des
multiplen Myeloms 14-3-3e aktivierend auf die Translationsinitiation sowie die
Proteinsynthese wirkt, da 14-3-3g sowohl den TSC1/TSC2 - Komplex bindet und inhibiert als
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auch direkt an mTORC1 bindet, wodurch mTORC1 phosphoryliert wird (288). Depletion von
14-3-3¢ fuhrte in der zitierten Arbeit zu einer Reduktion der Proteinsynthese von 50%,
wohingegen 14-3-3e — Uberexpression eine signifikante Steigerung der Proteinsynthese
bewirkte. Eine zusatzliche Funktion von 14-3-3¢ in der Translationsregulation der TOP-RNAs
ware kongruent mit diesen Ergebnissen und wiirde den massiven Einfluss von 14-3-3¢ auf die
Proteinsynthese untermauern. Es soll nicht unerwahnt bleiben, dass neben 14-3-3¢ eine Reihe
von Untereinheiten des Proteasoms identifiziert wurden (Tabelle 3), so dass die Untersuchung

eines Zusammenhanges sicherlich auch hier interessant ware.
3.3. Larp 1 als TOP — interagierender Faktor

Larpl wurde in dieser Arbeit ndaher untersucht, nachdem das Protein von Roux et al. als TOP—
interagierender Faktor identifiziert worden war (214). Bereits vorher erschien eine
Publikation, in der gezeigt wurde, dass der Faktor vorrangig mit TOP-RNAs interagiert,
allerdings tGber deren polyA-Schwanz (213). Auch erschien wahrend der Fertigstellung dieser
Arbeit eine Publikation, die zeigt, dass LARP1 direkt mit dem Cap der TOP-RNAs interagiert
(215).

Nach wie vor unbekannt waren zunachst die Auswirkungen von Larpl auf die TOP response,
so dass diese ndher evaluiert wurden. Hier konnte unter Abschnitt 2.2. gezeigt werden, dass
Larpl unter gestarvten Bedingungen in HEK 293-Zellen an das TOP-Motiv bindet. Dies fiihrt zu
der Vermutung, dass es sich um einen inhibierenden Faktor handelt. Die Frage, ob Faktoren,
die die TOP response beeinflussen, inhibierend oder aktivierend wirken, wird schon lange
diskutiert (s. Einleitung). In einem hypothetischen Modell wiirde Larpl unter
Stressbedingungen wie Nahrungsmangel (und vermutlich weiteren noch zu erérternden)
durch mTOR direkt oder indirekt aktiviert werden, so dass daraufhin die Bindung an das TOP—
Motiv erfolgt. Dies kdnnte im einfachen Fall zu einer Inhibierung der Translationsinitiation
fiihren, indem z.B. die Bindung aktivierender Faktoren verhindert wird bzw. diese durch Larp1
verdrangt werden. Ein Schema der TOP-Inhibition durch LARP1 und mTOR ist in Abbildung 34B
dargestellt. Ein weiteres Szenario ware, dass durch die Bindung die Lokation der betreffenden
RNAs beeinflusst wird. Wie schon bei TIAR beschrieben (s. Einleitung), wurden TOP-RNAs
unter Stressbedingungen in Stress granules gefunden (185, 237). Diese rdumliche

Konzentration kdnnte dem Translationsapparat den Zugang zu den mRNAs verwehren.
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Gezeigt werden konnte bisher sowohl die Assoziation mit dem 5‘-Ende (215, 252, 291, 292)
als auch mit dem 3‘-Ende der TOP-RNAs (213, 291), was darauf hinweisen kdnnte, dass Larp1
an der Zirkularisierung der TOP-RNAs beteiligt ist. Beziiglich des oben beschriebenen
hypothetischen Modells konnte aullerdem Larpl bereits als Zielprotein fiir mTOR identifiziert
werden: Larpl bindet an Raptor und wird durch mTOR direkt phosphoryliert (214,252,291).
Wie kristallographisch gezeigt wurde, bindet Larpl Gber DM15 an das Cap sowie das darauf
folgende Cytidin der TOP-RNAs und verhindert bei Inhibierung von mTOR die Assoziation der
RNAs mit elF4e (215).

Einem weiteren Modell zufolge muss berlicksichtigt werden, dass die Translationskontrolle
der TOP-RNAs unabhéangig von Raptor verlduft (293-295). Hier wirde Larpl unter
Nahrungsmangel in unphosphorylierter Form an TOP-RNAs binden und deren Translation
inhibieren, ohne, dass mTOR-abhdngige Signale involviert waren (292). Nach
Phosphorylierung durch mTOR dissoziiert Larp1 vom 5‘-Ende und assoziiert als Translations —
Aktivator mit dem 3‘-Ende (291). Auch dies stiinde in Einklang mit den Ergebnissen dieser
Arbeit, die zeigen, dass Larp1 unter starved conditions sowie unter Aminosdauremangel an das

5‘-Ende einer TOP-RNA bindet (Abb. 24), nicht jedoch unter ns (not starved) - Bedingungen.

Larpl ist auch an der Polyadenylierung und somit Erhéhung der Stabilitdt von TOP-RNAs
beteiligt, wahrend mTOR inhibiert ist (296). Umgekehrt fiihrt die Depletion von Larpl zu
verminderter TOP-RNA — Stabilitdit sowie einer verminderten Anzahl an ribosomalen
Proteinen (213, 214, 252, 291, 296). Weitere Experimente werden interessante Einsichten in
das komplizierte Zusammenspiel zwischen Larpl und verschiedenen weiteren Faktoren

hinsichtlich der TOP-RNA — Translationskontrolle liefern.

3.3.1. Ausblick: Larp1 und die TOP response

Wie auch beziiglich weiterer putativ TOP-bindender Faktoren scheint die Rolle von Larpl in
der Regulation der TOP-RNA — Translation komplex. Diese Arbeit liefert Hinweise, dass Larpl
unter bestimmten inhibierenden Bedingungen wie Serum- und Aminosauremangel spezifisch
an das TOP-Motiv bindet. Weitere Experimente zur Evaluierung der Rolle von Larp1 sind nétig,
um den Mechanismus der Regulation durch Larpl zu klaren. In gestarvten Zellen kann tber
FISH und Fluoreszenzmikroskopie eine potentielle Co-Lokation der mRNAs und Larp1 erortert
werden. Weitere in vitro-Translationsassays konnen die Hinweise auf eine Funktion als
Inhibitor verstarken. Ein wichtiger Versuch ist der knock down von Larp1: Sollte das Protein
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spezifisch die TOP-Translation inhibieren, so sollte in Larp1 - knock down-Zellen die Translation

auch unter Stressbedingungen weiterhin stattfinden.

Auch ist zu evaluieren, ob Larp1 unter spezifischen Stressbedingungen aktiviert wird oder eine
generelle Rolle in der TOP response spielt. Auch hier kdnnen Experimente in Zellkultur
Hinweise geben. Knock down-Zellen kénnen so z.B. unter Aminosdauremangel oder Entzug von
Wachstumsfaktoren herangezogen werden. Interessant waren hier auch Versuche unter

weiteren Bedingungen wie Hitze— oder Kalteschock.

mTORC1

— T~

Jv LARP1

Translation of

and / or TOP RNAs
LARP]. TIAR\ TOP-motif of rpS16
m’GpppCCUUUUCCGGUCGCG Uc-CGGUGUGG
Cap oligo-
pyrimidine

Abbildung 34: Darstellung der TOP — Translations-Inhibition durch TIAR und LARP1 in Abhangigkeit von mTOR.
A) TIAR bindet und inhibiert TOP RNAs, nachdem mTOR inaktiviert wird. B) LARP1 bindet unter dem Einfluss
von mTOR an das Cap der TOP RNAs und inhibiert deren Translation.

3.4. Ausblick: Erorterung des Einflusses putativ TOP — bindender Faktoren auf die

Regulation der TOP — RNAs

In dieser Arbeit wurde die Bindung von TIAR und Larpl an TOP-Sequenzen untersucht. Von

TIAR konnte gezeigt werden, dass der Faktor in vitro eine Rolle in der Regulation der TOP —
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RNAs spielt, wobei er vermutlich als Inhibitoren wirkt (185, 237). Wahrend dieser Arbeit
erschien auflerdem eine Publikation, die zeigt, dass Larp1 seine inhibierende Rolle als Ziel von
MTOR ausiibt (252). Dies ist schematisch in Abb. 34B dargestellt. Die Ergebnisse dieser Arbeit
wie in Abbildung 34 gezeigt werfen die interessante Frage auf, ob hinsichtlich der TOP-RNA —
Regulation Interaktionen zwischen Larpl und TIAR bestehen und falls ja, unter welchen

Bedingungen diese stattfinden.

Wie in der Einleitung beschrieben, wurden auch andere Faktoren untersucht, die ebenfalls an
TOP-Motive binden und inhibierende oder auch aktivierende Funktionen in der TOP —
Response haben. Somit scheint offensichtlich, dass entweder die Suche nach dem ,echten”
TOP-Faktor noch nicht abgeschlossen ist oder aber, dass mehrere Faktoren in die Regulation
eingebunden sind. Moglich und auch durch Literatur gestlitzt ware zum Beispiel, dass je nach
Umgebungsbedingungen verschiedene Faktoren aktiviert werden. Weiterhin kdnnten
verschiedene Zelltypen unterschiedliche Regulationsmodi aufweisen. Die Konsequenz hieraus
ist, dass man gezielt Faktoren unter verschiedenen Bedingungen sucht, die an das TOP-Motiv
binden und einen Einfluss auf die TOP response haben. Auf der anderen Seite kann man
verschiedene Zelltypen den gleichen Bedingungen aussetzen und hier die Bindungsfaktoren

evaluieren.

Auch die Funktion des Caps bleibt nach wie vor interessant. Wie bereits erwdahnt, wurde LARP1
an anderer Stelle als Cap-bindender Faktor der TOP RNAs identifiziert (215). Bereits friih in der
TOP-RNA - Forschung konnte gezeigt werden, dass die Regulation nur funktioniert, wenn sich
unmittelbar nach dem Cap ein Cytosin und kein Guanin, Adenin oder Uracil befindet (140-143,
158). Dies deutet darauf hin, dass regulierende Faktoren das Cap bzw. unmittelbar
benachbarte Regionen in die Bindung mit einbeziehen. Auch vorstellbar ist, dass ein
alternativer Cap-Komplex an TOP-RNAs bindet. In anderen Fallen konnte eine solche Situation
bereits demonstriert werden: so konnte z.B. gezeigt werden, dass fiir bestimmte RNAs, die
unter hypoxischen Bedingungen translatiert werden, ein alternativer Cap-bindender Komplex

existiert (253).

Hat man bei Faktoren wie TIAR oder Larpl eine Bindung an das Cap bzw. das TOP-Motiv sowie
eine mogliche Rolle in der TOP response demonstriert, bleibt zu klaren, ob diese nur unter

bestimmten Bedingungen oder generell zum Einsatz kommen.
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Cap-Bindeproteine konnen (ber Affinitdtschromatographie an entsprechenden 5-UTRs
angereichert und Uber Cap-Analoga eluiert werden. Allerdings ergeben sich hier technische
Probleme: So ist die Transkriptions— und Cappingeffizienz bei Transkripten, die mit Cytosin
starten, weit geringer als bei mit Guanosin bzw. Adenosin startenden RNAs. Hier ist es daher
notig, weit grofere Transkript— bzw. Extraktmengen einzusetzen, um eine relevante
Konzentration zu erreichen. Auch die Aufreinigungsstrategie muss sorgfaltig evaluiert werden,

um Verunreinigungen durch unspezifische Proteine zu minimieren.

Ein weiteres Problem ergibt sich dadurch, dass man im Prinzip Cap und TOP-Motiv zusammen
berilicksichtigen muss. Beide haben ihre Relevanz in vielen Experimenten demonstriert. Ein
Faktor, der an beide Elemente parallel bindet, konnte durch Elution nur mit Cap-Analoga oder
TOP-Element nicht aufreinigbar sein. Hier miissen andere Strategien gewahlt werden, z. B.
Elution der gesamten mit TOP-Motiv bestiickter Sdule parallel zu einer Kontrollsdule mit

mutierten TOP-Motiven oder auch ungecappter RNA.
3.5. Bindungsstudien zu Larp 7

Larp7 bindet an das 3’-Ende der 7sk und bildet so die Voraussetzungen fiir die Rekrutierung
weiterer Bindungspartner wie pTEfB (217). Die Larp7-7SK — Bindung stabilisiert aulRerdem das
7SK-snRNP (216). In in vivo assembly-Experimenten wurden RNA-Determinanten evaluiert, die
fir die Bindung essentiell sind (254). Bei diesen Experimenten konnte zunachst gezeigt
werden, dass alle RNA-Elemente, die fiir die Bindung von Larp7 an 7SK bendtigt werden, durch
Sl4 sowie das 3’-OligoU-Ende gegeben sind. Entfernt man den basalen, den mittleren Stamm
oder auch die terminale Stamm-Schleife, so erfolgte keine Bindung mehr an Larp7. Auch
Mutationen in den Stammstrukturen unterbanden die Interaktion, allerdings konnte diese
wieder hergestellt werden, wenn die zu den Mutationen komplementdren Basen auf der
jeweiligen Gegenseite des Doppelstranges eingefiihrt wurden, wodurch gezeigt werden
konnte, dass die Helix-Struktur und nicht die Sequenz maRgeblich fiir die Bindung sind. Die
Sequenz der terminalen Schleife erwies sich jedoch als wichtig fir die Bindung. Auch die
Deletion der internen Ausstlilpung verhinderte die Bindung, nicht jedoch die Mutation
selbiger. Auch hier erwies sich somit die Prasenz der Ausstiilpung als wichtig, nicht die genaue

Sequenz.

Wenn somit die Struktur des hairpins sowie Sequenz-Elemente der terminalen Schleife wichtig
fir die Larp7-Bindung sind, stellt sich die Frage, warum in dieser Arbeit sogar mit einem
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verkiirzten hairpin ohne terminalen stem loop eine (wenngleich ineffektivere) Bindung
etabliert werden konnte. Hier gibt eine weitere Arbeit Aufschluss, in der die Struktur des La—
Moduls von Larp7 in Verbindung mit dem 7SK-SI4 aufgeschlisselt wurde (255). Die Autoren
co-kristallisierten das La-Modul mit dem 3’-Ende der 7SK, das Sl4 umfasst. Die gewadhlte RNA
umfasste die Basen 300-332, jedoch war der Hauptteil der RNA degradiert und die Kristall—-
Struktur offenbarte die Bindung des L7M an die letzten fiinf Monomere des RNA-3'—
Terminus. Zusatzlich konnten die Autoren durch Bindungsassays, Footprinting und SAXS
zeigen, dass die Spezifitdt der Larp7-7SK — Bindung von RRM2 am c-Terminus von Larp7
ausgeht, welche an die terminale Schleife von Sl4 bindet. Wie weiter oben erdértert, spielt hier
die Integritat der Sequenz eine wichtige Rolle. Somit bindet das L7M das 3’-Ende des sl4 von
75K, welches bei allen in dieser Arbeit verwendeten RNA-Oligomeren vorhanden ist und den
3’-0OH-OligoU — Trakt umfasst. Die Spezifitat zu 7SK wird Gber RRM2 gewahrleistet, die in

dieser Arbeit nicht untersucht wurde.
3.5.1. Einfluss von Gesamt — tRNA auf die Bindung zwischen L7M und 7SK

In dieser Arbeit wurde zundchst gezeigt, dass eine Bindung zwischen einem OligoU16-RNA —
Strang und dem Larp7-Modul nur moglich ist, wenn tRNA beigefligt wird. Hier wird eine
spezifische Bindung bei dquimolarer Ratio von tRNA und Larp7 etabliert. Wahrend im
Allgemeinen bei EMSAS die Zugabe von endogener Gesamt-tRNA dazu dient, unspezifische
RNA-Protein — Bindungen zu minimieren und somit die Spezifitat zu erhdhen, ist bei der
Verwendung von La-Modulen durch die Affinitdit zu 3’-UUU-OH — Enden von Pol Ill-
Transkripten bzw. auch durch teilweise etablierte Funktionen im tRNA-Metabolismus eine
potentiell funktional relevante Bindung denkbar. Die hier gezeigten Experimente weilRen
eindeutig auf eine solche Situation hin, da im Zusammenhang mit OligoU-RNAs eine Bindung
Uberhaupt erst durch Zugabe von tRNA zustande kam. Die Bindung involviert, gezeigt durch

Protease-Behandlung, auch das L7M und ist nicht nur eine RNA-Interaktion.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind somit ein weiterer Hinweis auf die enorme Komplexitat der
La-Protein — Bindungsmodalitaten. So weisen das La-Protein sowie LARPs verschiedene, 3-
UUU-OH - unabhangige und abhangige Bindungsmodi auf, wobei verschiedene RNA-
bindende Oberflachen des La-Moduls sowie der proximalen RRM-Domane eine Rolle spielen
(207, 256). Dies ist auf verschiedene Funktionen in der tRNA-Reifung zuriickzufiihren:

Wahrend die C-terminale 3-UUU-OH — Bindung durch L7M zum Schutz der pra-tRNA vor
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Nukleasen dient, funktionieren La-Proteine durch RRM-vermittelte Kontakte auRerdem als

RNA-Chaperone.

Die La-Module des La-Proteins und Larp7 zeigen hochkonservierte Reste, was erklart, dass
diese — vor allem separiert vom Rest der jeweiligen Proteine — die gleichen Zielsequenzen
erkennen. Auch wurde bereits diskutiert, dass das La-Protein eine Subpopulation von 7SK—
RNAs erkennt, bevor diese von Larp7 gebunden werden (257). Bezeichnenderweise greift das
isolierte LM von Larp7, gemessen durch tRNA mediated suppression - Assays, in die tRNA—
Reifung ein, nicht jedoch das full length Larp7-Protein (256). Dies deutet darauf hin, dass C—
terminale Elemente wie die RRM2 bei der Wahl der richtigen Zielsequenz eine Rolle spielen.
So konnten C-terminale Doméanen die Bindung an tRNA durch Larp7 verhindern und Spezifitat

zu 7SK-RNAs ermoglichen.

Somit kdénnen die Ergebnisse dieser Arbeit folgendermaRen erklart werden: L7M bindet,
allerdings fast ausschliefRlich mit Hilfe von (unbestimmten bzw. unbekannten) Elementen
endogener tRNA, an OligoU-Strange. Diese Elemente kdnnen tRNA-Sekundarstrukturen,
Basen-Modifikationen (es handelt sich um endogene, aufgereinigte tRNA) oder auch
Sequenzelemente sein. Fir weitere Experimente, auch und gerade in Hinblick auf eine Co-
Kristallisation, sollten diese Elemente naher bestimmt werden und in Betracht gezogen
werden, ob man L7M nicht zundchst mit Hilfe von tRNA-Minimalkonstrukten cokristallisiert,
da das separierte L7M, wie auch bereits weiter oben diskutiert, zu diesen vermutlich eine
hohere Affinitat aufweist. In Verbindung mit 7SK ware eine Co-Kristallisation mit L7M, Larp7—

RRM2 und 7SK-Sl4 interessant.
3.5.2. Zugabe von Arginin beeinflusst das Bindungsverhalten von L7M und 7SK-SI4

Das retrovirale TAR-Element dhnelt in seiner Struktur 7SK-SI4 (236) und befindet sich am 5'—
Ende naszierender HIV-Transkripte. Das Hl-virale Genom wird ebenfalls durch die RNA-
Polymerase Il transkribiert, wobei diese zu Beginn der Elongationsphase durch negative
Elongationsfaktoren DSIF und NELF inhibiert wird (258). Durch Phosphorylierung dieser sowie
der C-terminalen Domane CTD der Polymerase durch pTEFb kdnnte die Elongationsphase
fortschreiten, pTEFb ist jedoch im Komplex mit 7SK und Hexim inaktiv. Diese Blockade der
Elongationsphase wird durch das Hl-virale Tat-Protein geldst, welches HEXIM und 7SK von

pTEFb separiert und durch Bindung an das TAR-Element am 5’-Ende des viralen Transkriptoms
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pPTEFb in die Nahe der inhibierten Polymerase bringt, welche somit durch pTEFb

phosphoryliert werden und die Elongationsphase fortsetzen kann (259).

HEXIM1 bindet an den 5’-gelegenen stem loop von 7SK und diese Interaktion ist
Voraussetzung fiir die Rekrutierung von pTEFb, wobei die C-terminale Domane von HEXIM1
Uber Kontakte zur N-terminalen Domanen von CycT die Kinaseaktivitat von pTEFb inhibiert
(261-264). Eine weitere Voraussetzung fiir diese Inhibierung ist die Interaktion von pTEFb mit
7SK-Sl4 (264). Wie auch das TAR-Element weist 7SK-SI4 eine bulge-Region auf, die als Arginin—
Bindetasche fungiert (236). Proteine wie HEXIM1 und Tat weilRen Arginin-reiche Motive auf
(arginine — rich motif, ARM), die in die Bindung an die jeweiligen RNA-Elemente involviert sind
(260, 263). Es ist bekannt, dass Tat (iber sein ARM direkt mit 7SK interagiert, um durch
Verdrangung von HEXIM pTEFb vom 7SK-RNP abzusondern und an das TAR Element zu binden
(263, 265). Weiterhin dhnelt das Tat Protein HEXIM1, und diese Ahnlichkeit sowie die
Ahnlichkeit von 7SK-SI4 mit TAR ldsst vermuten, dass 7SK-SI4 sowohl mit Tat als auch mit
HEXIM und pTEFb (ber die Arginin-Bindetasche interagieren kann. Der genaue Mechanismus

ist jedoch nicht bekannt.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in EMSAs die Zugabe von Arginin einen Einfluss
auf das Verhalten der RNP-Bildung zwischen 7SK-SI4 und L7M hat. Die Rationale, das
Bindungsverhalten unter Zugabe von Arginin zu studieren, beruht auf einer Publikation von
Durney und D'Souza (236), in welcher die NMR-Struktur von 7SK-SI4 sowohl ohne als auch mit
gebundenem Argininamid gel6st wird. Hierdurch kann ein Vergleich beider Strukturen sowie

mit der Struktur des homologen Hl-viralen TAR-Elements gezogen werden.

Flr das TAR-Element ist bekannt, dass die endstandige Schleife sowohl Zyklin T1 als auch Tat
bindet, wahrend die Bindetasche (,bulge region”) als flexible Region mit Tat durch dessen
ARM interagiert (266-269). Waiahrend die Bindung zwischen Tat und TAR mit einer
Konformationsanderung durch einen induced fit-Mechanismus einhergeht, konnten Durney
und D'Souza durch NMR-Titrationsexperimente zeigen, dass die homologe bulge region in 7SK
-Sl4 eine vorgeformte Bindetasche flr Arginin darstellt und durch die Bindung von
Argininamid keine Strukturanderung induziert wird (236). In beiden Fallen sind Basen—
Tripletts in die Bindung involviert, anders als bei der Tat-TAR — Interaktion erfolgt jedoch
zwischen dem  Triplett in  7SK-SI4 und Arginin  keine Ausbildung von

Wasserstoffbriickenbindungen (die Autoren bezeichnen es als ,Pseudo — Basentriplett”).
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Dadurch Ubersteigt die Affinitat des 7SK-SI4 — Bindemotivs zu Arginin diejenige des TAR—
Elementes um drei GrofRenordnungen. Abbildung 35 zeigt einen Vergleich der

Sekundarstrukturen beider Elemente, die in die Bindung involvierten Elemente sind

hervorgehoben.
7SK-Sl4
UGU
310A G
C G
HIV-1 TAR G C
3 5 Stem3 U A
C G C G
40U A%%—Basenpaar 305G U 559
u c gV
38% 227 Bgsen- 303G C 323
C G Triplett stem2 G C
G C A U
AT C 30[0JG Uy
GGGU Stem1 A HC
296A U331
5 3

Abbildung 35: Vergleich der Sekundarstrukturen des Hl-viralen TAR-Elements und des stem loop 4 der 7SK-RNA
(7SK-Sl4). Die rot und grin markierten Reste kennzeichnen die in die Argininbindung involvierten

Strukturelemente (modifiziert nach Durney M.A. et al. 2010. J Mol Biol. Dec 10;404(4):555-67 (236)).

Das Experiment in Abbildung 31 dieser Arbeit zeigt, dass durch Titration von Arginin zu 75K-
SI4 und L7M das Laufverhalten des RNPs verandert wird. Es kdnnen mit steigender
Konzentration von Arginin zwei unterschiedliche Shifts beobachtet werden. Da die Shifts nach
Zugabe von Arginin im Vergleich zum RNP ohne Arginin weiter in das Gel einlaufen, deutet
dieses Verhalten nicht auf eine VergrofRerung des Komplexes durch zusatzliche Bindung von
Arginin  hin. Eine andere Erklarung unterschiedlichen Laufverhaltens wéire eine
Konformationsanderung im RNP, was nicht im Einklang mit den Ergebnissen aus oben
beschriebener Publikation stehen wiirde (236). Die Autoren bezogen jedoch in lhrer Arbeit
nicht die Bindung von L7M mit ein. Somit kdnnten die Ergebnisse dieser Arbeit auf eine
Strukturanderung hinweisen, wenn L7M zusammen mit Arginin in die Bindung an 7SK-Sl4

involviert ist.
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Die Experimente konnen Hinweise fir Versuche zur Aufklarung der Struktur von RNPs geben,
in welche 75K-Sl4 involviert ist. Es erscheint sinnvoll, die Zugabe von Arginin z.B. fiir etwaige
Kristallisationsversuche zu erwagen, um ein realistisches Abbild der Struktur von 7SK-RNPs zu
erhalten. Die Zugabe eines einzelnen Arginins anstatt eines ganzen Moduls oder einer
Domane eines potentiellen Bindungspartners wie HEXIM oder Tat, welches ein ARM enthilt,

kénnte in Hinsicht auf eine Vereinfachung der Komplexbildung zur Kristallisation hilfreich sein.
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4, Material und Methoden
4.1. Material

Soweit nicht anders angegeben, wurden die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien von
folgenden Firmen bezogen: BD Biosciences (Heidelberg), Merck KgaA (Darmstadt), SERVA
Electrophoresis GmbH (Heidelberg), Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen) sowie der Carl
Roth GmbH + Co. Kg (Karlsruhe). Radiochemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben,
von PerkinElmer LAS (Germany) GmbH bezogen. Enzyme (Restriktionsenzyme, Phosphatasen,
DNA — Polymerasen) wurden von folgenden Firmen bezogen: Thermo Fisher Scientific (USA),
MBI Fermentas (St. Leon Rot, jetzt Thermo Fisher Scientific), New England Biolabs (Frankfurt),

Peqlab Biotechnologie GmbH (Erlangen).

DNA — und RNA - Oligonukleotide wurden von Biomers.net GmbH (Ulm) bzw. Sigma-Aldrich

Chemie GmbH synthetisiert.

4.1.1. Langenstandards
4.1.1.1. DNA - Langenstandards
GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder Thermo Fisher Scientific

PageRuler™ Thermo Fisher Scientific
4.1.1.2. RNA - Lingenstandards
RiboRuler™ High Range RNA Ladder Fermentas

RiboRuler™ Low Range RNA Ladder Fermentas

4.1.1.3. Protein - Lingenstandards

Prestained Protein Ladder Thermo Fisher Scientific
PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder Thermo Fisher Scientific
PageRulerTMUnstained Protein Ladder Thermo Fisher Scientific
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4.1.2. Puffer, Losungen
4.1.2.1. Allgemeine Puffer

10x PBS:

10x TBE:

4.1.2.2. Puffer und Lésungen zur DNA - Analyse

DNA-Probenpuffer:

4.1.2.3. Puffer und Lésungen zur RNA — Analyse

2x RNA — Probenpuffer (denaturierend):

1,4M NacCl
27mM Kcl
100mM NayHPO4

18mM KH2PO4

890mM Tris
890mM HaBO4
20mM NazEDTA

pH 8,3

50% (v/v) Glycerin

5mM Tris HCI pH8,0

0,05mM EDTA

0,04% (w/v) Bromphenolblau

0,04% (w/v) Xylencyanol

8M Harnstoff
10mM EDTA
0,04% (w/v) Bromphenolblau

0,04% (w/v) Xylencyanol
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RNA — Elutionspuffer:

2x EMSA - Puffer (nativ):

4.1.2.4. Puffer und Lésungen zur Protein — Analyse

6x SDS — Probenpuffer:

Trenngel (12%):

5M NH4OAc
4,5ml ddH,0
5ul 0,1M EDTA
S5ul MgCl,

10ul 20 % SDS

20mM Tris-HCI (pH 7,5)
5nM MgCl;
200mM KCl

30% (v/v) Glycerin
1% Triton-X 100

10,1mg/ml BSA

300mM Tris-HCI, pH 6.8
12% (w/v) SDS

30% (v/v) Glycerin
600mM DTT

0.04% (w/v) Bromphenolblau

5,25ml 4x SDS — Trenngelpuffer

8,85ml Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1, Roth)

6ml H,0
100p! APS (10 % (w/v))

100ul TEMED
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Sammelgel (4%):

4x SDS-Trenngelpuffer :

4x SDS-Sammelgelpuffer:

10x Lammli - Puffer:

Towbin — Losung:

1,6ml 4x SDS - Sammelgelpuffer

0,8ml Rotiphorese®Gel 30 (37,5:1, Roth)
3,8ml H,O

50ul APS (10 % (w/v))

10ul TEMED

1,5M Tris HCI pH8,8,

0,4 % (w/v) SDS

0,5M Tris HCI pH8,8,

0,4 % (w/v) SDS

440mM Tris
2M Glycerin
1,5% (w/v) SDS

pH 8,3

25mM Tris
3,5mM SDS
19,2mM Glycin
3,5mM SDS
bei Gebrauch:

10% (v/v) Methanol
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Blotlosung:

1,25mM Luminol
100mM Tris HCI
pH8,5

bei Gebrauch zugeben:

6,8mM Cumarsaure in DMSO (dil. 1:100)

4.1.2.5. Puffer und Losungen zur Aufreinigung von Proteinen

GST — Lysepuffer:

GST — Hochsalz — Waschpuffer:

GST — Niedrigsalz — Waschpuffer:

50mM Tris HCI pH7,5,
100mM NadCl,

0,05% NP-40,

bei Gebrauch zugeben:
1mM DTT

1:1000 Proteaseinhibitoren

50mM Tris HCI pH7,5,
300 - 700mM Na(l,
0,05%NP-40,

ImM DTT

50mM Tris HCI pH7,5,
150mM NaCl,
0,05%NP-40,

ImM DTT
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GST - Gelfiltrationspuffer:

His - Lysepuffer:

His - Elutionspuffer:

His - Hochsalz - Waschpuffer:

His — Niedrigsalz — Waschpuffer:

50mM Tris Hcl pH 7,5
150mM Nacl

5mM DTT

0,05% NP40

1mM EDTA

20mM HEPES
250mM NaCl
10mM Imidazol

150ul B — Mercaptoethanol

20mM HEPES
200mM NacCl
250mM Imidazol

150ul B — Mercaptoethanol

20mM HEPES
500mM NacCl
20mM Imidazol

150ul B — Mercaptoethanol

20mM HEPES
250mM NacCl
20mM Imidazol

150ul B — Mercaptoethanol
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His - Dialysepuffer:

His - Gelfiltrationspuffer:

4.1.2.6. Puffer und Lésungen fiir die Affinitdtschromatographie
Biotin — Streptavidin — Affinitdtschromatographie

Hochsalz (HS) — Waschpuffer:

20mM HEPES

200mM Nacl

150ul B — Mercaptoethanol
His - Gelfiltrationspuffer:
20mM HEPES

150mM NaCl

5mM DTT

20mM HEPES
150mM NaCl
5mM DTT
0,05% NP40

1mM EDTA

20mM HEPES pH 8.0
300mM KCl

10mM MgCl,

0,01% NP-40

ImM DTT
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Niedrigsalz (NS) — Puffer:

Tobramycin — Affinitdtschromatographie

Rando (RN) — Puffer:

Puffer C:

Puffer B:

Puffer W1:

Puffer W2

20mM HEPES pH 8.0
100mM KClI

10mM MgCl,

0,01% NP-40

ImM DTT

20mM Tris — Acetate pH7,4
140mM Nacl

5mM KCl

1mM CaCl;

1mM MgCl,

0,2M NaHCO3
0,5M NaCl

pHS,3

0,5M Ethanolamin
0,5M NacCl

pH 8,3

0,1M NaOAc
0,5M NaCl

pH4,0

0,1M Tris — HCI
0,5M NacCl

pH 8,5
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4.1.2.7. Puffer und Lésungen fiir die Immunprazipitation

Anti — Flag - Immunpréizipitation

IP — Puffer:

4.1.3. Kits, Chemikalien und Verbrauchsmaterialen

Streptavidin — Sepharose
NHS-activated Sepharose® 4 Fast Flow
Tobramycin

Glutathion — 4B Sepharose

Ni-NTA Agarose

4.1.3.1. Kits
Scriptcap™ m’G Capping System
2x Phusion®Master Mix with HF Buffer

NucleoSpin®Extract Il
NucleoBond®PC 500
NucleoSpin®Plasmid QuickPure

SuperScript™ III Reverse Transcriptase

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit
RiboMAX™ Large Scale RNA Production Kit

Rabbit Reticulocyte Lysate, Untreated

50mM HEPES pH7,5
2mM EDTA

300mM KClI

0,05% (v/v) NP-40

bei Gebrauch zugeben:
0,5mM DTT

Proteaseinhibitoren (1:1000)

GE Healthcare, Miinchen
Amersham Biosciences
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
GE Healthcare, Miinchen

QIAGEN, Hilden

Biozym Scientific
Thermo Fisher Scientific

Macherey-Nagel™
Macherey-Nagel™
Macherey-Nagel™

Thermofisher Scientific

Macherey-Nagel™
Promega

Promega
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4.1.3.2. Materialien und Medien fiir die prokaryotische Zellkultur
LB-Medium 0,5 % (w/v) Bacto™Yeast Extract (BD Biosciences)
1 % (w/v) Bacto™Tryptone (BD Biosciences)

170 mM NacCl

TB-Medium 1,2 % (w/v) Bacto™Tryptone (BD Biosciences)
2,4 % (w/v) Bacto™Yeast Extract (BD Biosciences)
0,4 % (v/v) Glycerin
17 mM KH;POq4
72 mM KyHPOg4
Herstellung von Festmedien:

Zugabe von 1,5% (w/v) BactoTMAgar (BD Biosciences)

Zur Selektion:
Je nach Resistenzmerkmal Zugabe von 100ug/ml Ampicillin (Roth)
100ug/ml Kanamycin (Roth)
30ug/ml Chloramphenicol (Sigma-Aldrich)

Zur Induktion:

Zugabe von 1mM 1-Isopropyl-B-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG, Roth)

4.1.3.3. Materialien und Medien fiir die eukaryotische Zellkultur

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle‘s Medium) PAA, Linz
FBS (Fetal bovine serum) PAA, Linz
1x PBS PAA, Linz
Trypsin/EDTA Gibco, Karlsruhe
Penicillin-Streptomycin (Pen/Strep) Gibco, Karlsruhe
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Medium fir eukaryotische Zellkulturen (HEK293):

Lysepuffer:

10% (v/v) DMEM
bei Gebrauch:

10 % (v/v) FBS

1% (v/v)Pen Strep
zur Induktion:

0,5ug/ml Tetrazyklin

150mM Nacl

50mM Tris HCI (pH7,5)
2,5mM MgCl;

0,5% (v/v) NP-40

bei Gebrauch:

ImM DTT

Zugabe von Proteaseinhibitoren (dil. 1:1000):

4.1.4. Plasmide
wtTOP — Renilla — Luciferase

mutTOP — Renilla Luciferase

1 mg/ml Leupeptin/Pepstatin A
100mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
100mM 4-(2-Aminoethyl)benzensulfonylfluorid (AEBSF)

1 mg/ml Aprotinin

Promega, Dr. Aurelie Rakotondrafara

Promega, Dr. Aurelie Rakotondrafara

Die TOP — Renilla Luziferase — Plasmide wurden von Dr. Aurelie Rakotondrafara kloniert und
zur Verflgung gestellt. Hierfir wurde Gber Hindlll die 5’UTR von rps16 hinter einen T7 —
Promoter kloniert. 3’ der 5’"UTR folgt das Gen fir die Renilla — Luziferase, welches von der 5’
UTR durch einen 20nt  — Globin — Spacer separiert wird. 3’ des Luziferase - Gens folgt nach
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75nt der Poly — A — Schwanz, an welchem sich am 3’ — Ende eine BamH1 — Schnittstelle
befindet. Uber diese wurde zur Verwendung in in vitro — Translations — Assays das Plasmid mit
BamH1 linearisiert.

4.1.5. Oligonukleotide
4.1.5.1. RNA- Oligonukleotide

Fiir die Biotin — Streptavidin — Affinitatschromatographie verwendete, am 3’-Ende mit Biotin
(Btn) versehene RNA — Oligonukleotide (Biomers.net GmbH):

TIAR — Affinitatschromatographie:
rpL32 — TOP — RNA: CUCUCUUCCUCGGCGCUGCCUAC - Btn

rpL32 — Mut — RNA: GUAGGCAGCGCCGAGGAAGAGAG — Btn

LARP1 — Affinitatschromatographie:

S16TOP: CCUUUUCCGGUUGCGGCGCCGCGCGG - Btn

S16mut: GAGUGACC GGUUGCGGCGCCGCGCGG — Biotin

L32TOP: CUCUCUUCCUCGGCGCUGCCUACGGAGGUGGCAGCCAUCUCCUUCUCGGCAUC -Btn

L32mut: GACUCAACCUCGGCGCUGCCUACGGAGGUGGCAGCCAUCUCCUUCUCGGCAUC -Btn

Fir EMSA verwendete RNA — Oligonukleotide:
L32TOP: CUCUCUUCCUC
L32TOPmut: GUCUCUUCCUC

L32GC: GCGGCGCUGCC

S16TOP: CCUUUUCC
S16TOPmut: GAGUGACC
eEF1BTOP: CUUUUUCCUCUCUUC
7SK —RNA (>gi|221219022):

GGAUGUGAGGGCGAUCUGGCUGCGACAUCUGUCACCCCAUUGAUCGCCAGGGUUGAUUCGGC
UGAUCUGGCUGGCUAGGCGGGUGUCCCCUUCCUCCCUCACCGCUCCAUGUGCGUCCCUCCCGAA
GCUGCGCGCUCGGUCGAAGAGGACGACCAUCCCCGAUAGAGGAGGACCGGUCUUCGGUCAAGG
GUAUACGAGUAGCUGCGCUCCCCUGCUAGAACCUCCAAACAAGCUCUCAAGGUCCAUUUGUAG
GAGAACGUAGGGUAGUCAAGCUUCCAAGACUCCAGACACAUCCAAAUGAGGCGCUGCAUGUGG
CAGUCUGCCuUUuCuuuu
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7SK-Sl4:

AAAUGAGGCGCUGCAUGUGGCAGUCUGCCUUUCUuUUU

7SK-S14/2:

AAAUGAGGCGUCUGCCuUUuCUuU

4.1.5.2. DNA - Olignukleotide

Fir die Tobramycin - Affinitatschromatographie verwendete Oligonukleotide (DNA —
Templates zur Transkription in RNA):

rpS16- TOP —RNA: TAATAC GACTCACTATACTTT TCC GGT CGC GGC GCT GCG GCT TAG
TAT AGC GAG GTT TAG CTA CACTCG TGC TGA GCC

rpS16 — Mut — RNA: TAA TAC GAC TCA CTATAA GTG ACC GGT CGC GGC GCT GCG GCT TAG
TAT AGC GAG GTT TAG CTA CACTCG TGC TGA GCC

Primer zur Klonierung der in dieser Arbeit erstellten Konstrukte

Tiar — Konstrukte:

hsTIAR Rrm1-2:

fw: TIAR RRM1 BAMH1 fw CGCGGATCCATGATGGAAGACGACGG

rev: TIAR RRM12-Xholrev CCGCTCGAGTGACTGGTTTACTACAT

hsTIAR Rrm 2-3:

fw: TIAR RRM2 BamH1 fw CGCGGATCCGATACTTCCAATCACTTCCA

rev: TIAR RRM3 Xho1l rev: CCGCTCGAGAGGAGATTCTTTACCCCA

dTIAR 1-3:

fw: dTIAR fl BamH1 fw: CGCGGATCCATGGACGAGTCGCAACCGAA

Rev: dTIAR RRM3 Stop Xhol rev: CCGCTCGAGTTAGTTATTGGCCGAGTTATCGCCTCC
dTAR 1-2:

fw: dTIAR fl BamH1 fw: (s.o0.)

rev: dTIAR RRM2 Stop Xho1l rev: CCGCTCGAGTTAAGGCTCGCGTGGTGGTGGCA
dTIAR 2-3:

fw: dTIAR RRM2 BamH1 fw.: CGGGATCCCCGAAGACAGACATCAGTTCGCA
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rev: dTIAR RRM3 Stop Xhol rev: (s.0.)

drTIAR 1-3:

fw: drTIAR fl BamH1 fw: CGCGGATCCATGGAAGACGAGAGCCACCCAAA

rev: drTIAR RRM3 Stop Xhol rev: CCGCTCGAGTTACGGCTGGACATTTTTGGCCAT
drTIAR 1-2:

fw: drTIAR fl BamH1 fw: (s.o.)

rev: drTIAR RRM2 Stop Xhol rev: CCGCTCGAGTTATTGCACACTCTTTGGAGCGGGT
drTIAR 2-3:

fw: drTIAR RRM2 BamH1 fw: CGGGATCCAAGAAAGATACATCAAATCATTTTCATGTT
rev: drTIAR RRM3 Stop Xhol rev: (s.0.)

amTIAR 1-3:

fw: amTIAR fl BamH1 fw: CGCGGATCCATGAGCGAAGAAAGTAATCCGCGAA

rev: amTIAR RRM3 Stop Xhol rev: CCGCTCGAGTTAATACTGTCCAGCTCCAGCTGT
am TIAR 1-2:

fw: amTIAR fl BamH1 fw: (s.0.)

rev: amTIAR RRM2 Stop Xhol rev: CCGCTCGAGTTATGGCCTTTCAGATCGAGGT
amTIAR 2-3:

fw: amTIAR RRM2 BamH1 fw: CGGGATCCCCGAAGTTGGATACGAGTAATCACCA

rev: amTIAR RRM3 Stop Xhol rev: (s.0.)

Primer zur Klonierung des T7- 7SK — Oligonukleotids:

T7-7SK fw: TAATACGACTCACTATAGGATGTGAGGGCGATCTGGCT
7SK rev: GCTACTCGTATACCCTTG

DNA — Oligonukleotid zur Transkription von 7SK-S|4:

T7 — 7SK stem loop:
TAATACGACTCACTATAGGAAATGAGGCGCTGCATGTGGCAGTCTGCCTTTCTTTT

4.1.6. Antikorper

o — TIAR: Rabbit polyclonal to TIAL1 Abcam
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a - TIA-1: Mouse monoclonal to TIA1

o -LARP1: Rabbit polyclonal to LARP1

a-Rabbit glgG (whole molecule) Peroxidase Conjugate

a-Mouse glgG (whole molecule) Peroxidase Conjugate

Abcam

Abcam

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
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4.2. Methoden
4.2.1. Methoden zur Analyse von Nukleinsauren

4.2.1.1. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdauren

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde fotometrisch bestimmt. Hierbei wird die
Extinktion des Lichts mit einer Wellenldange von 260nm durch Nukleinsduren gemessen,
welches durch eine Kiivette geleitet wird, die die zu untersuchende DNA bzw. RNA enthalt. Im
Anschluss wird die OD (optical density) ausgegeben, die in die Konzentration der Nukleinsdure
umgerechnet werden kann (OD 1 entspricht hierbei einer Konzentration von 50ug/ml). Durch
die Bericksichtigung des OD — Quotienten, der bei einer Messung von 260nm und 280nm

(OD260/280) erfolgt, kann parallel der Reinheitsgrad der Probe ermittelt werden.
4.2.1.2. PCR zur Amplifikation von DNA

Die Polymerase — Kettenreaktion dient zur Amplifikation von DNA — Fragmenten. Zu einer
Template — DNA werden Primer, dNTPs sowie eine DNA - Polymerase (Taqg (Thermo
aquaticus), Pfu (Institut far Biochemie, Universitit Wirzburg) oder Phusion (2x
Phusion®Master Mix with HF Buffer, Thermo Fisher Scientific) in folgendem Reaktionsansatz

(50pl) gegeben:

25ng Template - DNA

1l dNTPs (ad 10 uM)

1l Primer fw. (ad 100 uM)
1l Primer rev. (ad 100 uM)
5ul 10x Polymerase Puffer
0,5ul DNA-Polymerase

ad 50ul ddH20

Die Amplifikation erfolgt in einem Thermocycler, wobei 20 — 30 Zyklen durchgefiihrt werden.
Ein Zyklus durchlauft folgende Phasen: Denaturierung 95°C, Primer — Annealing 50 — 70°C (je
nach Eigenschaften des Primers; die Temperatur wurde 5°C unterhalb der spezifischen
Schmelztemperatur TM des Primers gewahlt), Elongationsphase 72°C. Im Anschluss wurden

die so erhaltenen Amplicons mit Hilfe eines Kits (NucleoSpin®Extract Il) aufgereinigt.
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4.2.1.3. DNA - Hydrolyse durch Restriktions - Endonukleasen

Im Rahmen des Primer — Designs wurden an die 5 — bzw. 3’ — Enden der DNA — Inserts
Schnittstellen fur Restriktionsenzyme gesetzt, die es erlaubten, das Insert mittels Ligation (s.
dort) in die Multiple cloning sites (MCS) der jeweiligen Plasmide zu setzen. Hierfiir wurden die
DNA - Fragmente sowie die DNA — Plasmide jeweils mit den entsprechenden
Restriktionsenzymen hydrolysiert. Die zirkuldiren DNA - Plasmide wurden hierdurch
linearisiert und erhielten am 5’ — bzw. 3’ — Ende die zu den DNA — Inserts entsprechenden
Restriktionsschnittstellen. Ein Ansatz fiir einen Restriktionsverdau erfolgte je nach der
Aktivitat der Restriktionsenzyme und unter Zugabe der spezifischen Reaktionspuffer nach

Herstellerangaben. Die Reaktion wurde fiir 2h bei 37°C inkubiert.
4.2.1.4. Dephosphorylierung linearisierter DNA — Plasmide

Zur Vermeidung von Plasmid — Religationen nach dem Restriktionsverdau wurden linearisierte
DNA — Plasmide mit Hilfe der Shrimp alkaline Phosphatase SAP (New England Biolabs)
dephosphoryliert. Hierflir wurden zu dem Restriktionsansatz 2ul SAP sowie SAP — Puffer (ad
1x dil.) hinzugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 1h bei 37°C wurde die Reaktion durch
Erhitzen auf 65°C fir 15min beendet. Die Aufreinigung der linearisierten und

dephosphorylierten Plasmid — DNA erfolgte durch das NucleoSpin®Extract Il — Kit.
4.2.1.5. Ligation von DNA - Fragmenten

Um die zu klonierenden DNA — Fragmente nach dem Restriktionsverdau in das gewiinschte
Plasmid zu klonieren, wurde das Enzym T4 — Ligase verwendet. Hierbei ist zu beachten, dass
das Insert im Uberschuss zum Plasmid vorliegt. Fiir einen 10ul — Ansatz wurden somit

verwendet:

1ul T4-Ligase,
1ul 10x Puffer,
1ul Vektor

7ul Insert.

Der Ansatz wurde UN bei RT inkubiert.
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4.2.1.6. Transformation kompetenter Bakterienkulturen

Die Transformation dient der Vervielfaltigung von DNA — Plasmiden mit Hilfe kompetenter
E.coli — Bakterien. In verschiedenen Schritten wird das DNA — Plasmid (z.B. nach einer wie
oben beschriebenen Ligation) in die Bakterienkultur eingebracht und diese im Anschluss zum
Wachstum angeregt. Nach erfolgreichem Wachstum wird die Plasmid — DNA aus den Zellen
isoliert und aufgereinigt. Die Transformation wurde nach Zugabe des DNA — Plasmids zu den
Zellen wie folgt durchgefiihrt: Nach einer Inkubationszeit von 5min auf Eis erfolgte ein
Hitzeschock bei 42°C fir 90sek. Nach anschlieBender erneuter Inkubation auf Eis flir 2min
wurden die Kulturen 1h bei 37°C auf einem Schiittler fixiert. Im Anschluss wurden die Kulturen
auf LB — Agarplatten ausgestrichen, die das entsprechende Antibiotikum enthielten. Diese
Platten wurden UN bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Die erfolgreiche Transformation zeigte
sich durch punktuelles Bakterienwachstum auf den Platten. Zur Uberpriifung, ob die so
entstandenen Kolonien das gesuchte Plasmid enthielten, wurden diese mit Hilfe einer sterilen
Pipettenspitze von den Platten in je 3ml LB — Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum
Uberfiihrt. Nach einer erneuten Inkubation UN bei 37°C unter permanentem Schiitteln wurde
die DNA zur weiteren Untersuchung aus den Flussigkulturen wie im Folgenden beschrieben

isoliert.
4.2.1.7. Isolierung von Plasmid — DNA aus E.coli - Bakterien

Zur Isolierung der gewiinschten DNA aus E.coli — Kulturen standen das NucleoBond®PC 500
oder das NucleoSpin®Plasmid QuickPure — Kit (jeweils von Macherey-Nagel) zur Verfligung.

Die Isolation wurde nach Hersteller — Protokoll durchgefiihrt.

4.2.1.8. RT — PCR zur DNA - Synthese mittels RNA — Templates

Die RT — PCR dient der Herstellung von cDNA aus RNA und wurde mit Hilfe des Enyms reverse
Transkriptase (Superscript™, Thermofisher) durchgefihrt. Hierfir wurden aus einer vorher
prazipitierten und in 20 — 25ul H,0 aufgenommenen RNA 5ul entnommen und mit 1pl 10mM
dNTPs, 1ul des spezifischen 3’ — rev — Primers sowie 5ul H,0 versetzt. Dieser Ansatz wurde 5’
bei 70°C inkubiert und auf Eis Gberfiuhrt. Nach weiterer Zugabe von 4pul TS — Puffer, 2ul 0,1M
DTT sowie 1ul H,O wurde der Ansatz 2’ bei 42°C inkubiert. Es erfolgte die Zugabe des Enzyms

reverse Transkriptase sowie eine weitere Inkubation fir 50’ bei 42°C. Im Anschluss wurde die
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Reaktion durch Inkubation bei 70°C fiir 15’ gestoppt und 3-4pl des cDNA — Ansatzes einer PCR

unterzogen.

4.2.1.9. Agarose — Gelelektrophorese zur Auftrennung von DNA - Fragmenten

Zur Auftrennung von DNA — Fragmenten wurden Agarose — Gele verwendet, welche durch
Zugabe von 1,5% Agarose zu 1x TBE — Puffer hergestellt wurden. Zusatzlich wurde
Ethidiumbromid (1pg/ml) hinzugegeben, um die DNA im Anschluss an die Elektrophorese
unter UV — Licht sichtbar zu machen. Die mit DNA beladenen Gele wurden unter Anlegen einer
Spannung von 150 Volt in 1x TBE — Puffer inkubiert, wodurch die DNA — Fragmente der GréRe

nach aufgetrennt wurden.
4.2.1.10. Aufreinigung von DNA - Fragmenten aus Agarosegelen

Im Anschluss an eine DNA — Agarose — Gelelektrophorese wurden die gesuchten DNA —
Fragmente unter UV — Licht aus dem Gel herausgeschnitten und mit Hilfe des NucleoSpin®
Gel / PCR Clean-up Kits (Macherey-Nagel) nach Protokoll des Herstellers aufgereinigt. Je nach
Folgeexperiment wurde die DNA im Anschluss in der gewiinschten Konzentration in ddH,0
gelost.

4.2.1.11. Denaturierende RNA - Gelelektrophorese

Zur Aufreinigung von RNA — Fragmenten wurde die denaturierende Gelelektrophorese
genutzt. Hierbei wird die RNA — Probe mit denaturierendem RNA - Probepuffer versetzt, fir
3min bei 95°C erhitzt und auf ein Polyacrylamid — Gel mit 8M Harnstoff geladen. Die

Auftrennung im Gel erfolgt unter Spannung (150V) bei RT.
4.2.1.12. Native RNA - Gelelektrophorese

Im Zuge der nativen Gelektrophorese sollen Strukturverdanderungen der RNA vermieden
werden. Sie dient u.a. der Untersuchung von Protein - RNA - Interaktionen im Rahmen des
EMSA (s. 4.2.3.1.). Hierfir wurden die Proben in nativem RNA — Ladepuffer aufgenommen und
das Polyacrylamidgel (6%) mit 4% Glycerin versetzt. Die Auftrennung lUber das Gel erfolgt bei
4°Cin 0,3x TBE - Puffer. Zum Einlaufen der Proben in das Gel wurde eine Spannung von 100V
angelegt, diese wurde im Anschluss auf 150 — 200V erhoht. Insofern die RNA radioaktiv
markiert war, wurde das Gel nach dem Lauf tiber Nacht bei -80°C unter Lichtausschluss auf

einem Medical X-ray Screen inkubiert und die radioaktive Markierung auf dem Film detektiert.
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4.2.1.13. Ethanolprazipitation von Nukleinsauren

Um Nukleinsdauren aus wassriger Phase zu prazipitieren, wurde diese mit 3 Vol 96%igem
Ethanol sowie 0,1 Vol 5M NH4OAc (pH 5.2) versetzt. Nach Inkubation UN (mindestens 30min.)
bei -20°C wurde das Prazipitat abzentrifugiert (4°C, 10min, 17000g) und das Pellet mit einem
Volumen 70% EtOH gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation (17000g, 4°C, 10min) wurde das

Pellet im Vakuum getrocknet und in ddH.0 aufgenommen.
4.2.1.14. Phenolfillung von RNA

Zur Aufreinigung von RNA aus Extrakten oder Eluaten wurde die Probe mit gleichem Volumen
ddH,0 sowie 2 Vol Phenol (ROTI’Aqua-Phenol, Carl Roth) versetzt und 15min auf einem
Schittler inkubiert. Mittels Zentrifugation erfolgte die Phasentrennung (13000rpm, 10min).
Im Anschluss wurde die wassrige Phase in ein neues Gefal} liberfihrt und die RNA mittels

Ethanolprazipitation (s.o0.) aufgereinigt.
4.2.1.15. In vitro — Transkription

Die in-vitro — Transkription erfolgte mit Hilfe des RiboMAX™ Large Scale RNA Production Kits
(Promega) nach Angaben des Herstellers. Als DNA — Template dienten DNA — Nukleotide mit
den zu transkribierenden DNA — Sequenzen, welchen ein T7 — Primer vorausgeschaltet war.
Im Anschluss wurde die DNA durch Zugabe einer im Kit enthaltenen DNAse verdaut und die

RNA mit Phenol extrahiert und durch Ethanol prazipitiert.
4.2.1.16. In vitro — Transkription zur Herstellung radioaktiv markierter RNA

Zur Herstellung radioaktiv markierter RNA erfolgte die Transkription mittels der T7 —

Polymerase in Anwesenheit von radioaktiv markiertem [a- 32P] - UTP nach folgendem Ansatz:
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20ul 5x Transkriptionspuffer

500ng DNA — Template

3ul ATP (100mM)

3ul GTP (100mM)

3pl CTP (100mM)

1ul [a- 32P]-UTP (10 uCi/pl)

3ul 0,1M DTT

1,8ul T7 — Polymerase

1,5ul RNAsin

ad 100l ddH20

der Ansatz wurde fir mindestens 4h bei 37°C inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von
denaturierendem RNA — Probenpuffer und die Aufreinigung Uber ein denaturierendes

Harnstoff — Gel.
4.2.1.17. Radioaktive Markierung von RNA - Oligonukleotiden

Zur Detektion von RNA, die fir ein EMSA benutzt wurde, wurde diese an ihrem 5’ — Ende
radioaktiv markiert. Hierbei wurde das Enzym Polynukleotid — Kinase (PNK) verwendet,
welches die RNA mittels einer radioaktiven y — Phosphatgruppe aus ATP ([y- 32P] — ATP) am 5’
— Ende phosphoryliert. Zu diesem Zwecke wurden 10pmol der RNA mit 30uCi [y- 32P] — ATP
und T4 — PNK inkubiert. In 10ul — Ansatzen wurde auBRerdem 1ul 10x — PNK — Puffer A und
ddH20 hinzugeben. Die Inkubation erfolgte fiir 1h bei 37°C. Im Anschluss wurde die Probe in
denaturierendem RNA — Ladepuffer aufgenommen und auf ein denaturierendes RNA —
Polyacrylamidgel aufgetragen. Nachdem die Probe bei RT in 1xTBE — Puffer ausreichend mit
Hilfe einer Spannung von 150V in das Gel eingelaufen war, wurde das Gel mit einem Medical
X-ray Screen unter Lichtausschluss fir 30sek bis 1min inkubiert. Mit Hilfe der tGber den Screen
detektierten Bande wurde das Gelstlick, welches die RNA enthielt, ausgeschnitten und bei -
80°C inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Elution der RNA aus dem gefrorenen Gel durch
Zugabe von 300pl 300mM NaCl und Inkubation UN bei RT unter kontinuierlichem Schiitteln.
Die in Losung befindliche RNA wurde zur Prazipitation mit 1ml Ethanol versetzt und mind.
30min bei -20°C inkubiert. Im Anschluss wurde die prazipitierte RNA bei 4°C fir 30min
abzentrifugiert (16000g), der fliissige Uberstand verworfen und das Pellet in 20ul ddH,0

gelost.
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4.2.2. Methoden zur Protein — Analyse
4.2.2.1. Denaturierende SDS — Polyacrylamid — Gelelektrophorese SDS PAGE

Die SDS PAGE dient der Auftrennung von Proteinen nach ihrer Grof3e. Hierflir wird die Probe
mit SDS versetzt und fir 5min bei 95% erhitzt. Dadurch werden die Proteine denaturiert und
mit negativen Ladungen versehen. Im Anschluss wird die Probe auf ein Polyacrylamid — Gel
geladen und durch dieses auf Grund einer angelegten Spannung Richtung Katiode bewegt,
wobei kleine Proteine schneller das Gel durchwandern als grofRere Molekiile. Die Auftrennung
erfolgt in 1x Lammli — Puffer, in welchem sich das Gel befindet. Dieses besteht aus einem

Sammel — sowie einem Trenngel (10% - 15% Acrylamid).

4.2.2.2. Western Blot - Analyse

Das durch Towbin und Giiltiken etablierte Western Blot — Verfahren dient der Detektion von
Proteinen mit Antikorpern in einer Probe, deren Proteine zuvor mittels SDS — PAGE
aufgetrennt wurden (279, 280). Die Proteine des SDS — Gels werden hierbei auf eine Membran
geblottet, welche im Anschluss mit spezifischen Antikorpern inkubiert wird. So kénnen
spezifische Proteine an Hand des Antikorpers und lhrer GroRRe nachgewiesen werden. Hierfir
wird ein SDS — Gel auf einer PVDF — Membran (Merck Millipore) in Towbin — Losung fixiert fir
2h unter Stromfluss (150mA) inkubiert. Im Anschluss wird die Membran fiir 1h in 1x PBS—
Puffer mit 0,05% (w/v) Tween20 (1x PBS-T) und 5% Magermilchpulver inkubiert, um
unspezifische Bindungsstellen zu blocken. Nach Waschen der Membran mit 1x PBS — T (3x
10min) erfolgte die Inkubation mit dem proteinspezifischen Antikérper (Primarantikérper, UN
4°C) in PBS-T, wobei die Verdiinnung spezifisch auf den jeweiligen Antikorper abgestimmt
wurde. Nach erneutem Waschen der Membran in PBS — T (3x 10min) erfolgte die Inkubation
mit dem Peroxidase — gekoppeltem Sekundarantikorper fiir eine Std. (dil 1:5000 in PBS —T).
Zur Umsetzung der Chemolumineszenz wurde die Membran 30sek In 10ml Blotlésung
inkubiert und die Reaktion durch den Molecular Imager®ChemiDocTMXRS+ (Biorad) sichtbar

gemacht.
4.2.2.3. Coomassiefarbung von Proteinen nach SDS PAGE

Mit Hilfe der Coomassiefarbung kdonnen Proteine auf einem SDS — Gel sichtbar gemacht
werden, indem sie als blau gefarbte Banden hervortreten. Hierfir wird ein proteinhaltiges SDS
— Gel fur 30min bei RT in Coomassie — Farbelosung inkubiert, welche sich aus 40% Methanol,

10% Essigsdure und einer Spatelspitze des Farbstoffs SERVA Blue R (,Coomassieblau”)
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zusammensetzt. Im Anschluss erfolgt die Entfarbung durch Inkubation in 20% Essigsaure. Die
Essigsaure wurde wiederholt gewechselt, bis der Blauton aus dem Gel hinreichend entfernt

war, so dass die blauen Proteinbanden zum Vorschein kamen.
4.2.2.4. Silberfarbung von Proteinen nach SDS PAGE

Die Silberfarbung proteinhaltiger Gele nach SDS — PAGE ist eine Methode zur Detektion von
Proteinen in einer Probe, welche der Coomassiefarbung in lhrer Sensitivitat Gberlegen ist.
Somit kdénnen auch geringe Mengen an Protein im Anschluss massenspektroskopisch
analysiert werden. Hierflr wurde das Polyacrylamid — Gel nach SDS — PAGE fiir mindestens 1h
in Fixierldsung inkubiert, um die Proteine im Gel zu fixieren. Nach drei Waschschritten mit
50% EtOH (jeweils 20min) wurde das Gel fir 1min mit 0,02 % Natriumthiosulfat behandelt,
welches im Anschluss durch drei Waschschritte (je 20sek) mit ddH.0 entfernt wurde. Nach
Inkubation des Gels fir 20min in Silbernitratlosung erfolgten erneut zwei Waschschritte (je
20sek) und im Anschluss das Sichtbarmachen der Banden mittels Natriumcarbonat. War die
Farbintensitat groR genug, so dass die Banden gut erkennbar waren, wurde das Gel kurz mit
ddH,0 gewaschen und die weitere Einfarbung durch Inkubation in Stopplésung unterbunden.
Im  Anschluss konnten Proteinhaltige Banden ausgeschnitten und  mittels

Massenspektrometrie untersucht werden.
4.2.2.5. Flag — Immunprazipitation von Flag — HA - Larp1 und interagierender RNA

Flir ein mit einem Flag — Tag versehenes Larp1 - Konstrukt wurden von Dr. Maritta Kisspert
stabile Flp-Trex - Zelllinien etabliert und fiir diese Arbeit zur Verfligung gestellt. Das durch
diese Zellen iberexprimierte Larp1 konnte durch das Flag - Tag mit Hilfe von Magnetic anti —
Flag beads (Sigma Aldrich) aufgereinigt und dessen RNA — Interaktionspartner untersucht
werden. Hierfir wurden die Zellen 5-6 Std. nach Induktion mit 0,5ug/ml Tetrazyklin (Serva,
Heidelberg) lysiert und mit 150ul ANTI-FLAG®M2 Magnetic Beads UN bei 4°C inkubiert. Die
Beads wurden im Anschluss dreimal mit IP — Puffer gewaschen. Zur Fallung der RNA sowie
Trennung von den Proteinen wurden die Beads mit je 100ul H20 und Phenol versehen und auf
dem Schittler fiir 30min (RT) inkubiert. Im Anschluss wurde durch Zentrifugation (10, 20000g)
die Suspensionen in beads, eine wassrige und eine Phenolphase getrennt. Die wassrige und
die Phenolphase wurden in separate Eppendorfgefalle Uberfihrt und die RNA aus der
wassrigen bzw. die Proteine aus der Phenolphase prazipitiert. Die Proteine wurden im
Anschluss mit Hilfe einer SDS — PAGE mit anschliefendem Western Blot mittels eines a — Flag
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— Antikorpers untersucht. Die prazipitierte RNA wurde in 20ul H,0 geldst und die gesuchte
RNA - Spezies im Anschluss mittels RT — PCR in DNA umgeschrieben. Diese konnte lber ein

Agarosegel evaluiert werden.
4.2.2.6. Proteinprazipiation aus der Phenolphase mit Aceton

Zur Prazipitation von Proteinen aus der Phenolphase wurde Aceton genutzt. Hierflr wurde
die Phenolphase mit 6 Volumina eisgekiihltem Aceton versetzt und fiir 30’ bei -80°C inkubiert.
Das Préazipitat wurde durch Zentrifugation bei 17000rpm (30’, 4°C) pelletiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und das Pellet bei RT getrocknet. Die Proteine wurden im Anschluss
entweder zunachst fur 20min in 10ul H,O gel6st oder sofort in 6x SDS - Probenpuffer

aufgenommen und fiir eine SDS — PAGE verwendet.

4.2.2.7. Proteinprazipiation mit Trichloressigsdure (TCA — Prazipitation)

Eine weitere Methode, um Proteine aus einer Losung zu fallen, nutzt denaturierende 100%ige
Trichloressigsdaure (TCA). Hierflir wurde die Probe nach Zugabe von 0,1 Vol. 100% TCA
mindestens 30min auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurde die Probe 15min bei 15000 rpm (4°C)
zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das proteinhaltige Pellet mit 900ul ethanol —
und acetonhaltiger TCA — Waschlosung gewaschen und die Probe erneut abzentrifutgiert
(15000rpm, 30min, 4°C). Das Pellet wurde durch Zentrifugation im Vakuum getrocknet, mit
20ul SDS — Probenpuffer versetzt und 1h auf einem Schiittler resuspendiert. Im Anschluss

konnte der Proteingehalt der Probe mittels SDS — PAGE und Silberfarbung evaluiert werden.
4.2.2.8. In vitro — Translation

Die in vitro — Translation wurde in rabbit Retikulozytenlysat (Promega) durchgefiihrt. Hierftr
wurde 1ul einer zu translatierenden RNA (1pg/ul) in 10ul des Retikulozytenlysates gegeben
und der Ansatz mit 1ul 3°S — markiertem Methionin versetzt. Um zu untersuchen, ob die in
dieser Arbeit untersuchten TIAR — Konstrukte die Translation beeinflussen, wurden diese nach
Expression zum Ansatz titriert und die Volumina durch Zugabe von H,O angeglichen. Die
Anséatze wurden fir 60’ bei 30°C inkubiert und je 5ul einer SDS — PAGE unterzogen. Das SDS —

Gel wurde im Anschluss getrocknet und auf einem Réntgenfilm exponiert (UN, -80°C).
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4.2.2.9. Expression und Aufreinigung der TIAR — Konstrukte

Die Tiar — Konstrukte wurden in den pGEX — 6P1 — Vektor kloniert und somit als Fusionsprotein
mit der Glutathion-S —Transferase (GST, N —terminal) exprimiert. Hierflir wurden die Plasmide
zunéachst in kompetente E.coli BL21 pLys transformiert. Im Anschluss wurde die Kultur mit 1ml
LB — Medium versehen und auf Agaroseplatten ausgestrichen. Die Platten wurden UN bei 37°C
inkubiert. Waren sichtbare Kolonien gewachsen, wurden diese in 2L TB — Medium mit 10mM
MgCl; Gberfihrt und unter Schiitteln (180rpm) bei 37°C inkubiert. Die Induktion der mit 1mM
IPTG (Roth) erfolgte bei Erreichen einer OD von 0,6 — 0,8. Im Anschluss wurden die Zellen
erneut bei 20°C unter Schiitteln inkubiert, bis eine OD von max. 1,5 erreicht war. Die Kultur
wurde abzentrifugiert (4°C, 4000g, 20min) und die Pellets in GST — Lysepuffer bei 4°C
resuspendiert (6ml/g GST - Lysepuffer). Im Anschluss erfolgte die weitere Zelllyse mittels
Sonication auf Eis, wobei die Suspension 3x1min mit einem Output von 40 - 60% durch den
Sonifier®250 (Branson) sonifiziert wurde. Die Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation

(30min, 25000g, 4°C) vom Lysat abgetrennt.

Der Erfolg der weiteren Schritte wurden jeweils durch abgenommene Proben (10ul)
kontrolliert, deren Proteingehalt durch SDS — PAGE mit anschlieRender Coomassiefarbung

sichtbar gemacht wurde.

Zur weiteren Aufreinigung wurde das Lysat bei 4°C UN rotierend mit Glutathion — Sepharose
(GE Healthcare) inkubiert. Nach Immobilisierung der Fusionsproteine an der Sepharose —
Matrix wurde diese in Saulen tberfiihrt und abwechselnd in Aufschlusspuffer je dreimal mit
niedrigem NaCl — Gehalt (150mM NaCl) und hohem Salzgehalt (300 — 700mM NacCl)

gewaschen. Im letzten Durchgang wurde ein Salzgehalt von 150mM NaCl eingestellt.

Die auf diese Weise gereinigte Sepharose sowie die immobilisierten Fusionsproteine wurden
im nachsten Schritt Gber Nacht bei 4°C mit Prescission — Protease (120ul / 6ml Lysat) unter
Rotation inkubiert. Durch Uberfiihrung des Lysats und der Beads in Siulen konnte das Eluat
(Durchfluss) von der Matrix mit daran immobilisierter GST abgetrennt werden. Das Eluat
wurde durch Zentrifugation aufkonzentriert (4°C, 5min, 4500g, MWCO 5000) und durch
Gelfiltrationschromatographie weiter aufgereinigt. Hierfiir wurde ein Akta Prime HPLC Purifier
— System (GE Healthcare) sowie verschiedene Siulen (Superdex™75 10/300, Superdex 200
10/300 GL, Hiprep 16/60 Sephacryl S-300 HR, GE Healthcare) verwendet, welche mit GST —
Gelfiltrationspuffer (50mM Tris Hcl pH 7,5, 150mM NaCl, 5mM DTT, 0,05% NP40, 1mM EDTA)
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aquilibriert wurden. Das aufkonzentrierte Protein wurde auf die Sdule geladen und die
Elutionen in 2ml — Fraktionen aufgefangen. Mittels eines wahrend der Chromatographie
erstellten Absorptions — Diagrammes (280nm) konnten die Protein — enthaltenden Fraktionen
bestimmt und durch Coomassie — Gel verifiziert werden. Im Anschluss wurden die Fraktionen
zur weiteren Bearbeitung bzw. zur Aufbewahrung auf Losungen zwischen 12g/L — 32g/L

aufkonzentriert.
4.2.2.10. Expression und Aufreinigung des Larp7 — Moduls (L7M)

Das Larp7 — Konstrukt L7M befindet sich in dem Vektor pETM — 11 und wurde von Vanessa
Schlag zur Verfligung gestellt. Es ist N — terminal mit einem His — Tag fusioniert und wurde
somit Uber Ni — NTA — Agarose (QIAGEN, Hilden) aufgereinigt. Das Plasmid wurde zunachst in
kompetente E. coli BL21 DE3 pRARE Rosetta transformiert. Nach Inkubation UN wurde eine
Vorkultur in 100ml TB — Medium angesetzt, welche nach Schiitteln bei 37°C (180rpm) und
einer OD von 1 in eine 2L — Kultur Gberfuhrt wurde. Die weitere Inkubation nach Induktion mit
IPTG erfolgte UN bei 22°C. Im Anschluss wurden die Pellets abzentrifugiert (4°C, 4000g, 20min)
und bei 4°C in 4ml/g Pellet His - Lysepuffer mit Zugabe einer Spatelspitze Protease
geschwenkt. Nach Sonication (3x1min, mit einem Output von 40 - 60%, durch den
Sonifier®250 (Branson)) auf Eis wurden Zelltriimmer abzentrifugiert (20000g, 30min, 4°C) und
der Uberstand (50ml) auf 2ml Ni-NTA Agarose gegeben, welche zuvor mit His - Lysepuffer
durch Zentrifugation (3x 1min 1500g) dquilibriert wurde. Die Beads und das Lysat wurden 2h
unter Drehen bei 4°C inkubiert und im Anschluss auf Sdulen gegeben. Der Durchlauf wurde
aufgefangen, um die Bindung des Proteins zu priifen. Die Beads wurden 5x mit 5Vol (je 10ml)
His - Hochsalz - Waschpuffer (500mM NaCl) und 1x mit 10ml His - Niedrigsalz - Waschpuffer
(250mM NaCl) gewaschen. Im Anschluss wurden die Beads mit 10ml Ni - Elutionspuffer
inkubiert und der Durchlauf in 1ml — Fraktionen aufgefangen. Die Fraktionen, welche nach
Bradford — Test eluiertes Protein enthielten, wurden gepoolt und nach Zugabe von 100ul TEV
— Protease UN bei 16°C gegen 3L Dialysepuffer dialysiert. Um den His — Tag aus dem Eluat zu
entfernen, wurde dieses erneut auf wie zuvor beschrieben aquilibrierte Ni-NTA Agarose
gegeben und unter Rotation 2h bei 4°C inkubiert. Das Eluat wurde aufkonzentriert (4°C, 5min,
4500g, MWCO 6000) und iiber eine Gelfiltrationschromatographie mittels eines Akta Prime
HPLC Purifier — Systems (GE Healthcare) und einer Superdex™75 26/60 - Sdule (GE Healthcare)

aufgereinigt. Die Sdule wurde zuvor mit His — Gelfiltrationspuffer (20mM HEPES, 150mM NaCl,
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5mM DTT, 0,05% NP40, 1mM EDTA) &aquilibriert und die Elutionen in 2ml — Fraktionen
aufgefangen. Auch hier wurde Proteingehalt der Fraktionen anhand des Absorptionsprofils
(280nM) durch SDS — PAGE und anschlieRende Coomassiefarbung kontrolliert. Die Eluate

wurden gepoolt und zur Aufbewahrung und weiteren Verwendung auf 10g/L aufkonzentriert.
4.2.3. Methoden zur Detektion von RNA — Protein - Interaktionen
4.2.3.1. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

Der EMSA dient der Untersuchung von RNA — Protein — Interaktionen in nativer Umgebung.
Hierbei werden radioaktiv markierte RNA — Oligonukleotide mit putativ bindenden Proteinen
bzw. Proteinfragmenten inkubiert und im Anschluss auf ein natives Polyacrylamid — Gel

aufgetragen. Als Kontrolle dient eine Probe, welche nur radioaktiv markierte RNA enthalt.

Die Inkubation erfolgte in 8ul — Ansatzen in EMSA — Puffer (10mM Tris-HCI (pH 7,5), 2,5nM
MgClz, 100mM KCl, 15% (v/v) Glycerin, 0,5% Triton-X 100, 0,1mg/ml BSA), welche bei RT fir
30min inkubiert wurden. Parallel wurde das Polyacrylamid — Gel unter einer Spannung von
100V in 0,3x TBE — Puffer dquilibriert (mind. 30min, 4°C). Die Proben wurden mit nativem RNA
— Probenpuffer versetzt, auf das Gel aufgetragen und liefen unter einer Spannung von 100V
in das Gel ein. Nachdem die Proben eingelaufen waren, wurde die Spannung auf 200V erhoht.
Die Versuche wurden unter einer Temperatur von 4°C durchgefiihrt. Bei Bildung eines RNA —
Protein — Komplexes andert sich das Laufverhalten relativ zur reinen Kontroll — RNA, so dass
im Anschluss Interaktionen durch unterschiedliche GréBen der radioaktiven Banden

autoradiographisch detektiert werden konnten.

4.2.3.2. UV - Crosslink — Assay

Der UV Crosllink — Assay ist neben dem EMSA eine weitere Methode zur Detektion von RNA —
Protein — Interaktionen. Hierbei werden Proteine mit einem target RNA — Oligonukleotid
inkubiert, welches radioaktiv markiert ist. Die Proben werden durch UV - Bestrahlung
quervernetzt, durch SDS — PAGE aufgetrennt und mittels Autoradiographie sichtbar gemacht.
Hierflr wurde je 20ul der untersuchten Fraktionen mit einem S16 — RNA 15min bei 37°C
inkubiert. Die RNA — Oligonukleotide wurden zuvor mit Hilfe des ScriptCap™ m’G Capping
Systems (Epicenter, Madison, USA) am 5’ — Ende mit einem radioaktiv markierten Cap ([o-32P]-
GTP) versehen. Nach der Inkubation erfolgte die UV — Bestrahlung in einem CL-1000 UV

Crosslinker (Ultra-Violet Products Ltd., Cambridge) bei 254nm in einem Abstand von 10cm fiir
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20min auf Eis. Durch die radioaktive Markierung der RNA konnten die Crosslinks im Anschluss

durch durch SDS — PAGE und Autoradiographie sichtbar gemacht werden.

4.2.3.3. Biotin — Affinitdtschromatographie

Die Biotin — Affinitatschromatographie basiert auf der Interaktion zwischen Biotin und
Streptavidin. Die so etablierte Matrix wurde mit Zellextrakt inkubiert, so dass Molekiile, die
spezifisch mit der RNA — Sequenz interagieren, an der Matrix prazipitiert und im Anschluss
untersucht werden kénnen. Die an die Matrix gebundenen RNA — Molekiile spezifischer
Sequenz waren am 3’ - Ende mit Biotin versehen. Um die Interaktion zwischen biotinierter
RNA und Streptavidin — Beads zu etablieren, wurden zundchst 20ul Streptavidin — Matrix
zweimal mit je 300ul HS — Puffer gewaschen. Im Anschluss wurden 6ug der Biotin — RNA UN
mit den Streptavidin — Beads bei 4°C auf einem Overwheel — Rotor inkubiert. Die so
behandelte Matrix wurde je 3mal mit HS — Puffer und 4mal mit NS — Puffer gewaschen (je
300pl). Im Anschluss wurden 150ul Zell — Extrakt zur Matrix gegeben und es erfolgte die

Inkubation fur 30’ bei RT auf dem Overwheel — Rotor.

Die Matrix wurde erneut je dreimal mit NS — Puffer und dreimal mit HS — Puffer gewaschen.
Zur Elution der an der RNA prazipitierten Zielproteine wurde in zwei Schritten je 15ul 6M Urea
— Puffer je 10’ bei RT unter leichtem Schiitteln inkubiert. Die Elutionen wurden gepoolt und

fiir weitere Schritte einer SDS — PAGE unterzogen.
4.2.3.4. Tobramycin - Affinitatschromatographie

Diese Art der Affinitatschromatographie beruht auf einer spezifischen Interaktion zwischen
Tobramycin und einer RNA — Sekundarstruktur, welche durch Rando und Hartmuth et al. (281,
282) etabliert wurde. Diese Sekundarstruktur wurde durch Klonierung an das 5’ — Ende von
TOP - RNAs mit spezifischer Sequenz kloniert. Werden diese an eine Tobramycin — Matrix
gekoppelt, kdnnen mit der RNA interagierende Proteine aus einem Extrakt prazipitiert und

anschlieRend evaluiert werden.

Zur Durchfiihrung des Experiments wurde zunachst Tobramycin (Sigma — Aldrich) an eine N-
Hydroxysuccinimid — Matrix (NHS — Matrix, Amersham Sciences) gekoppelt. Hierfiir wurde
500l der NHS — beads je sechsmal mit 1ml 1mM HCI und im Anschluss sechsmal mit je 1ml

Puffer C gewaschen. Die Matrix wurde mit 10mM Tobramycin in Puffer C UN bei RT auf dem
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Overwheel — Rotor inkubiert. Auf diese Weise erfolgte die Kopplung des Tobramycins an die
Matrix. Um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, erfolgte die Inkubation mit Puffer B
fiir 1h bei RT. Im Anschluss wurde die so behandelte Matrix je dreimal mit Puffer W2 und
Puffer W1 gewaschen. Dieser Schritt wurde zweimal durchgefiihrt. Im letzten Schritt wurde

zur Aquilibrierung die Matrix viermal mit Rando — Puffer (RN — Puffer (281, 282)) gewaschen.

Zur Kopplung der RNA wurde getrocknetes Transkript in 100ul RN — Puffer gelost und zur
Matrix gegeben. Nach Inkubation (RT, Overwheel — Rotor, 45’) wurde der Durchlauf zur
Kontrolle aufgefangen und es erfolgte die Inkubation der Matrix mit Zellextrakt fiir 20min bei
RT. Der Zellextrakt wurde hierfir mit RN — Puffer im Verhaltnis 3:1 verdinnt, um
Prazipitationen zu vermeiden. Die Matrix wurde hiernach 4x mit je 500ul RN — Puffer, dann 4x
mit je 500ul Puffer R1, 4x mit je 500ul Puffer R2 und 1x mit 500ul RN - Puffer gewaschen,
wobei die Fraktionen sowie der Extrakt - Durchlauf zur Kontrolle aufgefangen wurden. Im
Anschluss erfolgte die Elution der mit der RNA — Sequenz interagierenden Proteine durch 6M
UREA. Die so erhaltenen Elutionen konnten im Anschluss mittels SDS — PAGE weiteren

Experimenten unterzogen werden.
4.2.4. Methoden zur eukaryotischen Zellkultur
4.2.4.1. Wachstum und Passagieren eukaryotischer Zellen

In dieser Arbeit wurden Hela S3 — Zellen sowie HEK 293 — Zellen verwendet. Diese wurden in
DMEM mit 10% FCS herangezogen. Bei einer Zelldichte / Konfluenz von 70-80% wurden die
Zellen passagiert. Hierbei wurde das Medium abgenommen, die Zellen dreimal mit 1xPBS
gewaschen und anschlieBend fiir eine Minute mit 1ml Trypsin inkubiert, um die Zellen vom
Schalenboden abzutrennen. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 9m| DMEM gestoppt. Von
den so behandelten Zellen wurden 10% in neue Behdltnisse lberfiihrt und die Kultur mit

frischem DMEM und FCS aufgefillt.
4.2.4.2. Herstellung von Zellextrakten

Zur Herstellung von Zellextrakten wurde das Medium von den Zellen abgenommen, die Kultur
dreimal mit 1x PBS gewaschen und mit 1ml Trypsin vom Untergrund der Schalen abgelost. Die
Reaktion wurde mit DMEM gestoppt. Durch Zentrifugation (1Imin 700rpm, 4°C) wurden die
Zellen pelletiert und anschliefend in addquaten Mengen Lysepuffer (150mM NaCl, 50mM Tris
HCl (pH7,5), 2,5mM MgCl,, 0,5% (v/v) NP-40, 1ImM DTT) aufgenommen. Die Lyse erfolgte auf
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Eis sowie mechanisch durch mehrmaliges Auf — und Abziehen des Lysats mittels einer Spritze.
In einem weiteren Zentrifugationsschritt (20000g, 30min, 4°C) wurden Zelltrimmer vom
Extrakt abgetrennt. Das so erhaltene Lysat wurde entweder im Experiment verwendet oder in
flissigen Stickstoff zur Schockfrostung tiberflihrt und bei -80°C aufbewahrt. Alternativ wurden
Zellpellets nach der Trypsinbehandlung und dreimaligem Waschen mit PBS in fllssigen

Stickstoff Gberfuhrt und vor der Zelllyse bei -80°C aufbewahrt.

100



Abkulrzungsverzeichnis
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5.1. Abkiirzungsverzeichnis der Aminosauren

A Ala Alanin M
C Cys Cystein N
D Asp Asparaginsadure P
E Glu Glutaminsdure Q
F Phe Phenylalanin R
G Gly Glycin S
H His Histidin T
I lle Isoleucin \Y
K Lys Lysin W
L Leu Leucin Y
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