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1 Einleitung

1.1 Das La Protein: Aufbau und Funktionen

Die ersten Berichte iiber das La Protein stammen aus Beschreibungen, welche das Protein als
Autoantigen im Serum von Patienten identifizierten, die an rheumatischen Erkrankungen wie
systemischem Lupus Erythematodes und dem Sjogrens Syndrom litten (8, 130). Das humane La
Protein ist ein 47 kDa Phosphoprotein, welches ubiquitdr exprimiert wird, mit etwa 2x10’
Molekiilen (ca. 50 nM) pro Zelle vorliegt und sich hauptsichlich im Zellkern befindet (57, 72,
91, 221). Der Kernimport erfolgt auf einem Karyopherin-vermittelten Weg (173, 174). Die
Lokalisation des Proteins im Nukleolus ist wihrend der spdten G; und frithen S-Phase
Zellzyklus-reguliert (54) und wird durch zellschddigende Einfliisse wie UV-Licht beeinflusst
(16). Ferner kommt es zu einer cytoplasmatischen Anreicherung wéhrend der Apoptose, da das
hLa Protein C-terminal proteolytisch gespalten wird und dadurch das NLS verliert (14, 175).
Dieses gilt gleichermalBen fiir die Infektion von Zellkulturen mit Poliovirus (187), was ebenfalls
zu einem Verlust des NLS durch Abspaltung des C-Terminus fiihrt. Eine transiente
Anreicherung des hLa im Cytoplasma ohne Verlust des NLS wurde bei Herpes-Simplex-Virus
Infektionen beobachtet (17). Die subzelluldre Lokalisation des humanen La Proteins oder des
Hefe-Homolog Lhp1p wird nicht durch eine (De-) Phosphorylierung beeinflusst (30, 120).

Das La Protein und Homologe konnten in humanen Zellen sowie in mehreren verschiedenen
Spezies nachgewiesen werden, wie z.B. in Ciliaten (3), in den Hefen S.pombe und S.cerevisiae
(226), in Drosophila melanogaster (226), Trypanosoma brucei (218), Xenopus laevis (158, 181)
und es wird wahrscheinlich in Caenorhabditis elegans exprimiert (diskutiert in (221)). Dabei
unterscheidet sich das Protein in seiner Lange und in dem Gehalt der einzelnen Proteindoméinen
je nach Spezies. Der N-terminale Teil des Proteins ist gréBtenteils hoch konserviert,
wohingegen deutliche Unterschiede im C-Terminus zu finden sind (Ubersichtsartikel (126,
221)). Ferner sind die homologen Proteine in Hefe, aus denen viele der Ergebnis zum La Protein
stammen, gegeniiber dem humanen La Protein (298 bzw. 275 Aminosduren fiir S.pombe bzw.
S.cerevisiae gegeniiber 408 Aminosduren fiir das humane La) deutlich verkiirzt.

Das humane La Protein (hLa) besitzt folgende Dominen (sieche Ubersichtsartikel (127, 221) und
nachfolgende Verweise): 3 RNA Erkennungs-Motive (RRMs) mit je 2 Ribonukleoprotein-
Konsensus-Sequenzen (RNPs), eine Multimerisierungsdomine, mindestens ein Nukleus-
Lokalisations-Signal (NLS), ein Nukleolus-Lokalisations-Signal (NoLS; in dieser Arbeit
identifiziert), vermutlich zwei Sequenzmotive, welche das La Protein im Kern zuriickhalten
(nuclear retention elements (NREs)), mehrere Phosphorylierungsstellen (hauptséchlich Serin-
366), sowie C-terminal eine sehr basische Region und ein potentielles Walker-A-Motiv,

welches moglicherweise eine ATP-Bindungsstelle darstellt. Durch frithere Arbeiten wurde die
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Existenz von sogenannten PEST-Sequenzen im hLa postuliert, welche reich an den
Aminosduren Prolin (P), Glutamat (E), Serin (S) und Threonin (T) sind und potentielle
proteolytische Spaltstellen darstellen (213). Mit heutigen Computerprogrammen, welche
verschiedenste Motive in Protein-Sequenzen vorhersagen, werden jedoch keine PEST-
Sequenzen identifiziert. In weiteren Arbeiten wurde eine Helikase-Aktivitit und eine ATPase-
Aktivitit identifiziert (18, 19, 97). Eine Ubersicht iiber die verschiedenen Dominen des

humanen La Proteins wird in der folgenden Tabelle gegeben:

Bezeichnung der Doméne Position (Aminosiduren) Referenzen
RRMI1, RNP-2 aa 20 —25 (126, 127)
RRMI, RNP-1 aa 64 — 69 (126, 127)
RRM2, RNP-2 aa 113118 (126, 127)
RRM2, RNP-1 aa 151 — 158 (126, 127)
RRM3, RNP-2 aa 235 -240 (100, 126, 127)
RRM3, RNP-1 aa 268 — 276 (100, 126, 127)

NRE aa 165 — 337, insbesondere 266 — 269 (191)
NRE aa 316 —332 (98), gegensitzlich zu
(191)
Multimerisierung aa 298 — 348 (44)
Multimerisierung aa 274 —291 diese Studie, (94)
NoLS aa 323 - 354 diese Studie
WAM aa 333 -339 (206)
PBS (konservierte, basische aa 348 — 368 BLOCKS-Programm,
Region) 92)
NLS aa 383 —400 (191)

Tabelle 1.1-1: Ubersicht iiber die bisher beschriebenen Dominen und Regionen des humanen La
Proteins. Dargestellt sind die verschiedenen Regionen des hLa, welche bislang funktionell und/oder
durch strukturelle Vorhersagen beschrieben sind. Die entsprechenden Referenzen sind angegeben,; fiir die
RRMs wurden teilweise Ubersichtsartikel genannt. RRM = RNA Erkennungs-Motiv; RNP =
Ribonukleoprotein-Partikel-Konsensussequenz; NRE = nuclear retention element; NoLS = Nukleolus-
Lokalisations-Signal; WAM = Walker-A-Motiv (potentielles ATPase Motiv); PBS = Phosphat-
Bindungstelle; NLS = Nukleus-Lokalisations-Signal; ATP = Adenosintriphosphat; aa = Aminoséaure.

Abbildung 1.1-1: Schematische Ubersicht iiber die Domiinen des humanen La Proteins, welche
fiir diese Studie von besonderer Relevanz sind. Oben ist die ungeféhre Position der Aminoséuren 1 —
408 des hLa angegeben. Einige der zuvor genannten Motive sind in die Schemazeichnung des hLa
Proteins einbezogen. Diese umfassen die aus der Literatur bekannten Regionen sowie zur
Vollstandigkeit und Aktualitit die hier identifizierte Domédne. RRM = RNA-Erkennungs-Motiv; RNP =
Ribonukleoprotein-Konsensussequenz; Dimer = Dimerisierungs-Doméne; NoLS = Nukleolus-
Lokalisations-Signal, NLS = Nukleus-Lokalisations-Signal. Weitere nicht einbezogene potentielle
Doménen sowie Referenzen finden sich in Tabelle 1.1-1.



a0 100 150 200 230 300 330 400

%

RRM1 RRM2 RRM3

RNPZ RNP1 RNPZ RNP1 RNP2Z RNP1 P

Dimer NolL$S NLS

Das La Protein gehort zur Familie der RNA bindenden Proteine, welche sich durch die Existenz
eines oder mehrerer RNA-Erkennungs-Motive (RRMs) auszeichnen (25, 34-36, 105). Neben
Arginin-reichen Motiven, KH-Motiven oder einer RGG-Box (RGG = Arg-Gly-Gly) sind
insbesondere diese 80 — 100 Aminosduren langen RRMs als RNA Bindungsmotive beschrieben,
welche sich durch die Prisenz von zwei charakteristischen RNP-Konsensussequenzen
auszeichnen (32, 105). Das RNP-1 und RNP-2 liegen als Oktamer bzw. Hexamer vor und sind
durch einen etwa 30 Aminosduren langen Spacer getrennt. Das gesamte RRM nimmt eine
Bloal1p2p3a2p4-Struktur ein, wie es fiir andere RRM enthaltende Proteine gezeigt wurde (93,
144, 220). Dabei liegen die RNP-Sequenzen in den Bl und B3 Strukturen in einer Ebene
nebeneinander, wobei extern orientierte aromatische Reste in diesen Sequenzen die RNA-
Bindung vermitteln (69). Demgegeniiber sind aromatische Reste aullerhalb der B-Faltblitter fiir

die richtige Positionierung der RNA und des RRMs verantwortlich (69).

B)

Abbildung 1.1-2: Strukturelle Organisation von RRMs. (A) Die Abbildung zeigt die Struktur des
RRMs des mRNA-bindenden Proteins hnRNP C (220). Dieses Motiv weist eine BlolB2p3a2p4-
Organisation auf, wie sie fiir RRMs typisch ist. Die hochkonservierten RNP-1 und RNP-2
Konsensussequenzen, welche sich je in der B3 und B1 Struktur befinden, liegen sich in einer Ebene
gegeniiber und sind an der direkten Kontaktbildung mit der RNA beteiligt. Pfeile = p-Faltblatter;
gerollte Bander = a-Helices; N = N-Terminus; C = C-Terminus. (B) Schematische Darstellung der
RRM-Struktur mit angedeuteten B-Faltbléttern (rof) und a-Helices (griin) wie oberhalb angegeben.
Konsensussequenzen der RNPs —1 und -2 finden sich in Abb. 3.4.5-2C.
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Die Funktionen des La Proteins liegen insbesondere in RNA-Protein-Wechselwirkungen, da das
Protein mit einer Vielzahl unterschiedlicher RNAs interagiert. Dazu zihlen zellulire RNAs, wie
z.B. Histon mRNA (132), Telomerase RNA (60), pra-5S rRNA (171, 186), pra-tRNA (57, 99,
171, 227), snRNAs (152, 170, 203) und snoRNAs (108) sowie mehrere virale RNAs, wie z.B.
die von HIV (39), HBV (85, 87), HCV (7, 194, 223), Epstein-Barr Virus (115), Adenovirus (82)
und Poliovirus (133).

Unter den zelluldren RNAs finden sich hauptsdchlich RNA Polymerase III Transkripte, welche
als gemeinsames Merkmal ein 3’-(UUU-OH) Terminus aufweisen (197), sowie mehrere RNA
Polymerase II Produkte (s.o. und (108, 224)). Diese Interaktionen dienen in den meisten Féllen
vor allem dem Schutz der RNAs vor unspezifischen Degradationen durch Endo- oder
Exonukleasen. Des weiteren hélt das La Protein die RNA wahrscheinlich in einer bestimmten
Struktur und macht diese den an der Prozessierung beteiligten Faktoren zuginglich. Deshalb
wird das La Protein auch als RNA-Chaperon bezeichnet. Von anderen Proteinen ist bekannt,
dass eine mittels RRM gebundene RNA relativ exponiert und fiir andere Faktoren weiterhin
zuginglich ist (70, 107, 143, 166). Zusitzlich hélt das La Protein bestimmte RNAs vermutlich
im Nukleus, bis diese vollstindig prozessiert sind und in andere Regionen transportiert (26, 73,
75, 192) oder zu funktionellen RNPs assoziiert werden (152). Zuséatzlich wurde eine Funktion
des hLa als ein RNA-Exportfaktor in das Cytoplasma diskutiert, was fiir hY1 RNA (192), nicht
aber fiir 5S rRNA zutrifft (75). Der genaue Mechanismus, welcher die subzellulire Verteilung
des La Proteins regelt, ist jedoch ungeklidrt und konnte sich aus der Wechselwirkung mit
verschiedenen RNAs ergeben.

Die Stabilisierung von RNA Vorldufern ist insbesondere wihrend der molekularen Reifung
dieser pri-RNAs von Bedeutung, bevor sie ihre jeweiligen Funktionen einnehmen. Dies konnte
beispielsweise bereits fiir zellulire U6snRNA und pra-tRNA gezeigt werden (siehe 1.3 sowie
(170, 171)). Daneben stabilisiert das La Protein verschiedene virale RNAs und schiitzt diese vor
exo-/endonukleolytischen Aktivitdten, wie beispielsweise flir die RNA des Hepatitis B Virus
vermutet ((85, 86), siehe 1.2). Hierbei ist unbekannt, wie die Differenzierung zwischen den
verschiedenen RNA Substraten erfolgt und welche Doménen des La Proteins dafiir
verantwortlich sind.

Daneben scheint das La Protein als Terminationsfaktor und am Recycling der RNA Polymerase
III Aktivitdt beteiligt zu sein, und konnte hierin durch eine Phosphorylierung an Serin-366
reguliert werden (58, 125). Dem Modell zufolge, welches durch Maraia und Mitarbeitern
aufgestellt wurde, dient La als Terminationsfaktor der RNA Polymerase III, bindet an die
transkribierte RNA und fiihrt zur Re-Initiation des Transkriptionskomplexes, sobald es sich von
der RNA abgelost hat. Dieses impliziert einen negativen Antwort-Mechanismus im Hinblick auf
den zelluliren Gehalt an unprozessierten-, durch La gebundenen RNA Polymerase III
Produkten (67, 125, 128). Demgegeniiber wurde diese Regulierung in anderen Arbeiten als

unabhingig vom La Protein eingestuft (117, 217). Somit ist diese Funktion nicht einwandfrei
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geklart oder unterscheidet sich zwischen den homologen La Proteinen aus Hefe, Xenopus und
humanen Zellen, welche in jenen Studien benutzt wurden.

Zusitzlich wurde ein verstiarkender Effekt des La Proteins auf die Translation der Poliovirus-
und HCV RNA beschrieben, wobei sogenannte IRES-Elemte (internal ribosomal enty site)
benutzt werden (7, 22, 133, 198). Des weiteren stimuliert das La Protein die Translation von
HIV-1 RNAs mit 5’TAR Sequenz (200) und verhindert die Translation von mRNAs mit
fehlender 5'-Cap-Modifizierung (199).

Eine Regulation bestimmter Funktionen (s.u.) des La Proteins iiber eine (De-) Phosphorylierung
wird in verschiedenen Arbeiten diskutiert, wobei dieses jedoch in Abhéngigkeit von der Spezies
unterschiedlich sein kann. So wurde fiir Lhplp, das La homologe Protein in S.cerevisiae,
gezeigt, dass die Phosphorylierung des Proteins keinen Einfluss auf die Prozessierung oder
Stabilitit von pra-tRNAs ausiibt (120). Hingegen wurde fiir das humane La Protein gezeigt, dass
die Phosphorylierung die Prozessierung der pra-tRNA steuert, wobei nur etwa 15% des La
Proteins in HelLa Nukleusextrakten dephosphoryliert sind (57, 99). Dieses zeigt deutliche
Unterschiede zwischen der Funktion der Phosphorylierung im humanen La Protein oder in
homologen Proteinen anderer Spezies. Des weiteren wurde gezeigt, dass sowohl X./aevis als
auch die Hefen S.pombe und S.cerevisiae Mechanismen fiir die tRNA Reifung besitzen, welche
ein Fehlen des La Proteins kompensieren kdnnen (117, 120, 222). Fiir humane Zellen war zu
Beginn der Arbeit unklar, ob ein Fehlen des La Proteins fiir bestimmte Funktionen wie z.B. der
tRNA Prozessierung ausgeglichen werden kann.

Durch die aufgefiihrten Ergebnisse und Daten sind eine Vielzahl verschiedener Funktionen und
Wechselwirkungen des La Proteins beschrieben. Es ist jedoch bisher nur ansatzweise
verstanden, wie das La Protein zwischen verschiedenen RNAs unterscheidet, welchen Einfluss
hierauf die einzelnen Doménen oder die Phosphorylierung haben und wie sich die Interaktion

mit RNAs auf die subzelluldre Verteilung des Proteins auswirkt.

1.2 Das La Protein und das Hepatitis B Virus

1.2.1 Das Hepatitis B Virus

Das humane Hepatitis B Virus (HBV) gehort zu den Orthohepadnaviren, welche zur
Virusfamilie der Hepadnaviridae gehdéren und gemeinsam mit den Papovaviridae,
Adenoviridae, Herpesviridae und Poxviridae zur Familie der Viren mit doppelstrangigem DNA-
Genom zdhlen. Eine Infektion mit einem Hepatitis B Virus kann zu einer akuten oder einer
chronischen Leberentziindung fiihren, wobei schitzungsweise 350 Millionen Menschen

weltweit chronisch mit HBV infiziert sind und ein deutlich erhdhtes Risiko zur Ausbildung von
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hepatozelluliren Karzinomen aufweisen (28, 31, 183). Eine Schidigung der Leber wird dabei
nicht oder nur selten durch eine cytopathogene Funktion des Virus ausgelost, sondern
hautséchlich durch Schédigung der infizierten Hepatocyten durch das Immunsystem des Wirts
(40, 159). Obwohl ein rekombinanter Impfstoff gegen das Virus bereits seit den 1980ern
existiert (131), verursachen das Virus und die Folgen der Infektion jéhrlich etwa 1,5 Million
Todesfdlle (153). Die Therapie einer bereits bestehenden Infektion ist nur relativ selten
erfolgreich, so dass die Entwicklung neuartiger antiviraler Strategien von grofler Bedeutung und

eine Herausforderung fiir die medizinische Forschung ist.

Im Zentrum des Lebenszyklus des Hepadnavirus steht die Synthese eines ~3,5 kB langen
partiell-doppelstrangigen rcDNA Genoms (relaxed circular DNA), welches aus der reversen
Transkription eines RNA Vorldufers hervorgeht, dem sogenannten Priagenom. Der
Mechanismus der RNA-abhingigen DNA Synthese und der iiberwiegende Teil der Abliufe
wihrend der viralen Replikation ist weitgehend bekannt und ist in mehreren Ubersichtsartikeln
detailliert beschrieben (65, 183). Jedoch sind die frithen Schritte in der viralen Replikation, wie
z.B. der Eintritt in die Zelle, der Verlust der Hiillmembran nach Eintritt in die Zelle und der
Transport des Genoms in den Zellkern nur wenig untersucht. Griinde hierfiir liegen unter
anderem im Fehlen von infizierbaren Zell-Linien.

Das infektiose Viruspartikel hat einen Durchmesser von 42 nm und besitzt eine aus dem
endoplasmatischen Retikulum des Wirts stammende Lipidmembran, in der das HBsAg
(Hepatitis B virus surface antigen) eingelagert ist. Darin eingeschlossen befindet sich ein
ikosaedrisches Kapsid, welches aus dem HBcAg (Hepatitis B virus core antigen) aufgebaut ist
und welches das DNA-Genom enthidlt. Neben diesen infektiosen Partikeln existieren noch
sphédrische und fadenformige Partikel, welche keine DNA enthalten und nicht infektids sind.
Das Genom des HB Virus ist zirkulér, partiell-doppelstringig, hat eine Lénge von 3182 Basen
(Galibert-Sequenz) und ist kovalent mit der viralen Polymerase verbunden. Das Genom ist sehr
kompakt organisiert, so dass jedes Nukleotid kodierend ist, der iiberwiegende Teil der
Nukleotide fiir mehr als einen Leseraster genutzt wird und die Leseraster teilweise {iberlappend
sind (178, 183). Die Transkription wird {iber vier virale Promotoren gesteuert. Die von der
zelluldiren RNA Polymerase II transkribierten viralen RNAs sind ca. 3,35 kB, 2,4 kB, 2,1 kB
und 0,8 kB lang und weisen das gleiche 3’-Ende auf, da das HBV nur ein einziges
Prozessierungs-/Polyadenylierungssignal besitzt. Von den viralen Transkripten werden 7 virale
Proteine translatiert, ndmlich drei Oberflichenproteine (L-, M-, und S-HBsAg), ein
Kapsidprotein (HBcAg), ein sezerniertes Protein (HBeAg), ein P-Protein mit DNA-Primer-,
Polymerase und RNase H Aktivitit, sowie das HBx-Protein, welches Transkriptions-

modulierende Funktionen hat (sieche Ubersichtsartikel (139, 183)).



Abbildung 1.2.1-1:

Schematische Darstellung
des Hepatitis B Virus. In die
Lipidmembran des
infektiosen HBV sind die
Oberflachenproteine L (3), M
(1) und S (2) eingelagert. Die
Hiille umschlieBt das aus dem
Kapsidprotein (4) aufgebaute
Kapsid, welches das partiell-
doppelstrangige DNA Genom
(5) mit kovalent gebundener
Polymerase (6) enthlt.

Bei den viralen Hiillproteinen S, M und L (auch als S, pra-S2 und pra-S1 bezeichnet) ist das S-
Protein das kleinste der drei und das M und L Protein stellen N-terminale Verldngerungen des S
Proteins da, so dass diesen drei Proteinen die S Doméne gemeinsam ist. Das HBx Protein
scheint fiir eine in vivo Infektion essentiell, wihrend das HBeAg dafiir nicht notwendig ist (38,
233). Die Funktionen beider Proteine sind nicht vollstindig geklért.

Nach der Infektion einer Hepatozyte iiber einen bisher nicht identifizierten Rezeptor verliert das
Virus die Hiillmembran und das Genom wird in den Zellkern transportiert. Dort wird das
partiell-doppelstrangige DNA Genom von Enzymen der Wirts-Zelle zu einer doppelstrangigen
DNA aufgefiillt und in eine kovalent geschlossene zirkuldre Form {iberfithrt (cccDNA;
covalently closed circular DNA). Dieses Molekiil ist die Matrize fiir die Transkription aller
viralen RNAs, so dass die Bildung von cccDNA die erfolgreiche Initiation der Infektion anzeigt.
Aus den 3,35 kB, 2,4 kB und 2,1 kB langen RNAs gehen das HBcAg und die HBsAg Proteine
hervor, wihrend von den 3,35 kB langen RNAs die Polymerase, das HBcAg sowie die
Vorstufen des HBeAg gebildet werden. Des weiteren dient dieses Transkript als pregenomische
RNA, welche durch die multifunktionelle virale Polymerase zu einem Minusstrang und dieser
anschlieBend zu einem Plusstrang transkribiert wird. Die Polymerase besitzt Reverse-
Transkriptase-Aktivitdt und eine RNase H Aktivitdt. Zudem bindet die Polymerase iiber eine
weitere Domiéne, die sogenannte terminale Proteinregion, an das Enkapsidierungssignal Epsilon
der pregenomischen RNA und initiiert somit die Verpackung des Virus (139, 169). Die reverse
Transkriptase-Aktivitit der viralen Polymerase stellt eine Verwandtschaft zur Replikation von
Retroviren dar und endet mit der Herstellung des rcDNA Genoms mit komplettem Minusstrang

und einem nicht kompletten Plusstrang.
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Abbildung 1.2.1-2: Schematische Darstellung des Lebenszyklus des humanen
Hepatitis B Virus. Uber einen nicht bekannten Rezeptor dringt das Virus in die
Zelle ein (1), verliert Hiillmembran (2) und Kapsid, und das Genom wird in den
Zellkern transportiert. Nach Reparatur des partiell-doppelstringigen DNA Genoms
zur cccDNA (3) erfolgt die Transkription der pregenomischen und subgenomischen
RNA (4) und der Transport der RNAs ins Cytoplasma (5). Von diesen werden die
viralen Proteine synthetisiert (6), so dass die virale Polymerase an ihre eigene
mRNA-, die pregenomische RNA binden kann (7), um die Verpackung in das
Kapsid einzuleiten (8) wo die virale DNA Synthese stattfindet (9-10). Nachdem die
DNA synthetisiert und das Kapsid gereift wurde, erhélt es wéihrend des Transports
durch das endoplasmatische Retikulum eine Hiillemembran mit viralen
Strukturproteinen und verldsst die Zelle (12). Alternativ kann das Kapsid auch in
den Nukleus zuriickkehren (11), um mehr Molekiile an cccDNA im Zellkern zu
generieren, da diese nicht semikonservativ repliziert wird.

1.2.2 Die Wechselwirkung zwischen HBV RNA und La Protein

Da das Hepatitis B Virus eine hohe Wirtsspezifitit aufweist, gab es lange Zeit kein Tiermodell,
welches die genauere Untersuchung der Wechselwirkung zwischen Wirt und Virus zulieB3.
Besonderes Interesse galt der Untersuchung der Immunantwort des infizierten Wirts und einer
damit verbundenen Eliminierung des Virus. Dieses wurde durch die Entwicklung eines
transgenen Mausmodells moglich, in welchem das gesamte HBV Genom exprimiert wird und
das Virus repliziert (15, 41, 77, 79-81, 141). In einschlidgigen Arbeiten hierzu wurde gezeigt,
dass in den HBV-replizierenden transgenen Méausen Peptide des HBsAg in MHC-I Komplexen
(major histocompatibility complex) auf der Zelloberflache infizierter Zellen prasentiert werden.
Bei einer Injektion von HBsAg-spezifischen cytotoxischen T-Lymphozyten (CTLs) in die

transgenen Mause wurde eine drastische Hemmung der viralen Expression beobachtet (76).
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Weitere Studien ergaben, dass dabei zwei verschiedene Wege der Viruseliminierung induziert
wurden. Wiahrend einer der Wege zur Cytolyse der HBV infizierten Zellen fiihrte (79), leitete
der andere Weg einen nicht-cytotoxischen Abbau der viralen Proteine und replikativen
Intermediate ein. Es wurden alle viralen Genprodukte eliminiert, wobei die viralen RNAs erst
verspitet abgebaut wurden (79). Ferner wurde gezeigt, dass der Abbau der viralen RNA durch
einen post-transkriptionalen Mechanismus iiber die Cytokine IFN-y und TNF-a erfolgte (77,
207).

Auf der Suche nach zelluldren Proteinen, welche zum CTL-induzierten post-transkriptionellen
Abbau der HBV RNA fiihrten, wurde in Maus-Kernextrakten das La Protein als HBV RNA
bindendes Protein identifiziert (85, 87). Des weiteren ergaben diese Studien, dass der Cytokin-
vermittelten Abbau der HBV RNA mit einer Prozessierung des La Proteins in kleinere
Fragmente eng korrelierte. Dieses erlaubte die Annahme, dass das La Protein an der
Stabilisierung der HBV RNA beteiligt ist. In weiteren Untersuchungen wurde die Region in der
HBV RNA bestimmt, welche durch das La Protein gebunden wird. Diese Region umfasst ein 91
Nukleotid langes Segment der HBV RNA (HBV RNA-B, Position 1243 — 1333), in welcher die
La-Bindungsstelle auf die Bereiche 1275 — 1291 eingegrenzt wurde. Dieser Bereich befindet
sich am 5°-Ende des PREs (post-transkriptional regulatory element), welches moglicherweise
den Transport der viralen RNA aus dem Nukleus vermittelt (225). Eine computer-gestiitzte
Berechnung der potentiellen Struktur der HBV RNA-B ergab eine Haarnadelschleife im Bereich
der La Bindungsstelle (Abb. 1.2.2-1A). Die Einfiihrung von Mutationen in diese Region fiihrte
zu einer reduzierten Bindung durch das mLa Protein und zeigte, dass die Struktur fiir die
Bindung durch mLa entscheidend ist (87). Zusitzlich konnte dargestellt werden, dass die
Mutations-bedingte Auflosung der Haarnadelschleife zu einer verringerten Halbwertszeit der
viralen RNA fiihrte (52). Ferner wurde gezeigt, dass ein CTL-induzierter Abbau der HBV RNA
in transgenen Méusen eine endonukleolytische Spaltung der HBV RNA an Stellen hervorrief,
welche in unmittelbarer Nahe zur La Bindungsstelle liegen (86). Daraus wurde geschlussfolgert,
dass das La Protein die HBV RNA durch seine Bindung schiitzen kann, indem es die Erkennung

der Spaltstellen durch Endonukleasen verhindert.
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Abbildung 1.2.2-1: (A) Computer-berechnete Struktur der HBV RNA-B. Die Abbildung zeigt
die berechnete, durch Computer vorhergesagte Struktur der HBV RNA-B (nt 1243 — 1333). Die
Haarnadelstruktur, an welche das La Protein bindet ist durch einen gestrichelten Kasten angedeutet.
Die roten Pfeile signalisieren die endonukleolytischen Spaltstellen. (B) Hypothetische
schematische Darstellung der HBY RNA (De-)Stabilisierung. Das La Protein bindet an die in
(A) bezeichnete Region der HBV RNA (blau) und schiitzt die endonukleolytischen Spaltstellen
(rote Pfeile). Eine Behandlung mit HBsAg-spezifischen cytotoxischen T-Lymphocyten (CTLs)
fiihrt zur Freisetzung von IFN-y und TNF-a, was eine Fragmentierung des La Proteins bewirkt und
schlussendlich zur Destabilisierung der HBV RNA durch RNasen fiihrt.

Es ist bisher ungeklart, welcher Signaltransduktionsweg die Fragmentierung des La Proteins
bewirkt, durch welche Enzyme oder Mechanismen die Spaltung des Proteins entsteht und an
welchen Stellen genau die Trennung in Bruchstiicke erfolgt. Ferner ist nicht bekannt, {iber
welche Doménen des Proteins die HBV RNA gebunden wird, und ob sich die Charakteristika
der Bindung fiir das Maus-La und das humane La Protein gleichen. Kenntnisse der
Wechselwirkungen der HBV RNA mit dem La Protein konnten zur Entwicklung einer
antiviralen Strategie beiragen. Daher ist das genaue Verstindnis der Wechselwirkung zwischen
dem humanen La Protein und der HBV RNA zwingend fiir eine antivirale Therapie erforderlich,

welche an der Stabilisierung der HBV RNA durch das La Protein ansetzt.

1.3 Die Funktion des La Proteins in der Prozessierung von tRNAs

Zelluldre transfer-RNAs (tRNAs) werden durch die RNA Polymerase III transkribiert und
besitzen eine 5'-leader-Sequenz und eine 3’-trailer-Sequenz (222), sowie in 35% der Falle ein
Intron (121). Bevor diese pra-tRNAs in das Cytoplasma transportiert werden kénnen, um dort
als reifes Molekiil ihre Funktion in der Translation einzunehmen, werden sie verschiedenen
molekularen Reifungsprozessen unterzogen, die man insgesamt als Prozessierung
zusammenfasst. Dazu zdhlen die Entfernung der 5°- und 3’-Sequenzen der pra-tRNA, das
Spleifien des Introns, mehrere Basenmodifikationen, Aminoacylierung und die Addition des 3'-
CCA Terminus (siche unten sowie Ubersichtsartikel (222)). Obwohl Jahrzehnte intensiver
Forschung in diesen Bereich investiert wurden, ist die genaue Reihenfolge der einzelnen
Reaktionen der Prozessierung noch ungeklirt. Ebenso konnte die subzelluldre Lokalisation der
Reaktionen nicht immer belegt werden und erscheint teilweise inkonsistent oder variiert unter
den tRNAs und den Spezies. Zudem sind fiir humane Zellen viele Erkenntnisse aus dem Hefe-
System oder anderen ilibertragen. Nachfolgend werden die Schritte der Prozessierung von pra-
tRNAs und die Beteiligung des La Proteins dargestellt, wie es sich derzeit aus der Literatur
ergibt (siehe auch Abb. 1.3-1).

Die pra-tRNAs werden durch die RNA Polymerase III im Nukleoplasma transkribiert (165),

besitzen typischerweise einen poly-(U) 3’-Terminus und werden als erstes durch das La Protein
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gebunden. Als einer der ersten Schritte in der Reifung erfolgt eine Entfernung der 5-leader-
Sequenz durch die Endonuklease RNase P (103, 114), welcher in Hefe im Nukleolus erfolgt
(24). In humanen Zellen konnte dies jedoch im Nukleoplasma erfolgen (101).

Es erscheint unklar, in welcher Reihenfolge zwei der hauptséchlichen Schritte der
nachfolgenden Prozessierung erfolgen, ndmlich die Entfernung des 3’-Terminus sowie des
eventuell vorhandenen Introns. Die Regulierung konnte durch eine ,,Qualitdtskontrolle” eines
nachgeschalteten Vorgangs der Reifung erfolgen. An dieser Stelle werden sowohl
Argumentationen flir die ,,Spleilen-vor-3'Reifung™- als auch die ,,3 Reifung-vor-Spleilen*
Theorie vorgetragen.

Die Entfernung des 3’-trailers wird durch ein bisher nicht genau identifiziertes Enzym
durchgefiihrt, welches als 3’-tRNase bezeichnet wird (140, 142). Fiir S.cerevisiae wurde
gezeigt, dass die Prozessierung der 5° und 3" Termini der prd-tRNA vor dem Spleilen des
Introns erfolgt (114, 148, 227), obwohl dieses durch die Temperatur oder ggf. durch Sattigung
der SpleiBing-Maschinerie verdndert werden kann (122, 148). Der Export von tRNAs ins
Cytoplasma erfolgt in Hefen durch den Exportfaktor Los1p (90).

In humanen Zellen erscheinen diese Vorginge zum Teil komplexer und variieren offensichtlich
mit der jeweiligen pra-tRNA. So werden fiir einige der Basenmodifikationen die Intron-
Sequenzen in pra-tRNAs bendtigt (74), wohingegen andere nur nach Entfernung des Introns
modifiziert werden (195). Das Spleilen selbst scheint in der Nihe der inneren Kernmembran zu
erfolgen (42) und erfordert die Lsm-Proteine (109). Eine effiziente Bindung des tRNA
Exportfaktors Exportin-t (Xpo-t) erfolgt nur mit reifen Termini von tRNAs und unreife tRNA
Molekiile werden im Nukleus zuriickgehalten (13, 111, 118, 122). Demnach kann ein Modell
fiir die Reifung von pra-tRNAs nur bedingt erstellt werden.

Das La Protein bindet vermutlich an alle RNA Polymerase 111 Transkripte und dies erfolgt unter
anderem durch Erkennung des 3’-(UUU-OH) Terminus, welcher allen RNA Polymerase 111
Transkripten gemeinsam ist (57, 58, 67, 99, 128, 197, 227). Durch die Bindung an den 3'-trailer
schiitzt das La Protein die pra-tRNAs solange vor verfriihter und unspezifischer Exonuklease-
Aktivitdt bis der 5'-leader entfernt wurde (57, 62, 63, 148, 227). Dieses flihrt zu dem Modell
demgemaéss das La Protein als ein molekulares Chaperon fiir RNAs angesehen wird. Aufgrund
der vielfiltigen Funktionen des La Proteins kann angenommen werden, dass es sich bei dem
humanen La Protein um ein essentielles Protein handelt, welches fiir verschiedene RNA-
Metabolismen in der Zelle notwendig ist. Interessanterweise erscheint das La Protein jedoch fiir
die tRNA Prozessierung in Hefen und in X./eavis entbehrlich (56, 117, 210, 227). Ob dieses
auch fiir humane Zellen zutreffend ist, ist noch unklar.

Die beschriebenen Erkenntnisse werden hier zu folgendem Modell der tRNA Prozessierung
zusammengefasst, welches jedoch wahrscheinlich nicht fiir alle Spezies oder tRNAs zutreffend

ist.
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Abbildung 1.3-1: Schematische Darstellung der potentiellen Reaktionsabfolgen in der
tRNA Prozessierung. Die Synthese von pra-tRNAs durch die RNA Polymerase III erfolgt im
Nukleoplasma und die Transkripte werden als erstes durch das La Protein gebunden. Pra-tRNAs
sind in der Kleeblatt-Struktur angedeutet und enthalten 5’-leader und 3’-trailer Sequenzen (rot)
sowie in einigen Féllen ein Intron (gelb). Vermutlich nach Translokation des Komplexes in den
Nukleolus erfolgt die Entfernung der 5’-leader Sequenz durch RNase P, woran sich die weiteren
Schritte der Prozessierung im Nukleoplasma anschlieBen. Es ist unklar, ob das La Protein
anschlieend nach Phosphorylierung an Serin-366 durch Casein Kinase II den Komplex verlésst,
oder ob dieses erst nach weiteren Schritten der molekularen Reifung der tRNAs erfolgt. Der
Export der grofitenteils gereiften tRNAs erfolgt in Hefe und humanen Zellen mit jeweils anderen
Systemen (Loslp bzw. Xpo-t) wie angegeben. Erlduterungen und Referenzen finden sich im
Text.

Dieses Modell der pra-tRNA / hLa Wechselwirkung, welche transient im Nukleolus stattfindet,
ergibt mehrere Mdoglichkeiten fiir den Transport des hLa Proteins in dieses Kompartiment: (I.)
das hlLa Protein konnte als Transportfaktor agieren und pra-tRNAs in den Nukleolus fiihren,
(I.) das hLa Protein konnte durch die Bindung an prd-tRNAs selbst in den Nukleolus
transportiert werden, (III.) das Protein konnte dieses Kompartiment durch freie Diffusion
erreichen, oder (IV.) das hLa Protein erreicht den Nukleolus aufgrund bisher nicht identifizierter
Faktoren. Die Funktion des La Proteins im Nukleolus ist nicht vollstdndig aufgeklért und es ist
ebenso wenig bekannt, welche Sequenzen im Protein oder welche Wechselwirkungen den
Transport in den Nukleolus vermitteln. Obwohl SRP RNA, 5S rRNA, MRP RNA und RNase P
RNA vermutlich unabhingig vom La Protein in den Nukleolus transportiert werden (124, 126,
221), wurde fiir pra-tRNAs bisher kein anderes Protein auBer La identifiziert, welches den
Transport in den Nukleolus vermitteln kann. Alternativ zu pra-tRNAs konnte der Nukleolus-
Import des hLa durch die von hLa gebundene Telomerase RNA erfolgen (60), welche

wahrscheinlich zur Zusammensetzung der Telomerase RNPs in den Nukleolus transportiert
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wird (55, 156). Dieses wiirde die nukleoldre Lokalisation des La Proteins erkldren und
gleichzeitig darstellen, welcher Faktor den Transport dieser RNAs vermittelt. Weiterhin ist
bekannt, dass das Protein mit pra-U6 snRNA assoziiert und diese RNA im Laufe ihrer
Prozessierung ebenfalls in den Nukleolus transportiert wird (siche 1.4). Ein Verstdndnis der
Funktionen des hLa Proteins im gesamten Nukleus erfordert daher die Identifizierung der den
Transport vermittelnden Regionen im Protein, sowie eine genaue Kenntnis der

unterschiedlichen Wechselwirkungen des hLa Proteins mit unterschiedlichen RNAs.

1.4 Der Nukleolus: eine Ubersicht

Im Rahmen der vielfaltigen Funktionen des hLa Proteins in der Zelle wird das Protein transient
in den Nukleolus transportiert. Der Nukleolus ist wahrscheinlich die am intensivsten
untersuchte Struktur im Nukleus und ist aufgrund seiner hohen Dichte das einzige
Kompartiment, welches mikroskopisch im Nukleus sichtbar ist. Wahrend der Mitose wird der
Nukleolus aufgeldst und mit Eintritt in die G,-Phase wieder aufgebaut, wobei dies vermutlich
iiber eine cdc2-Cyclin B Kinase gesteuerte Repression der RNA Polymerase 1 Aktivitét
zwischen Prophase und Anaphase geregelt wird (89). Zudem konnte in Hefe dargestellt werden,
dass die Regulation der RNA Polymerase I Aktivitdt vermutlich mit der Aktivitdt der RNA
Polymerase III gekoppelt ist (29), so dass unter Umstédnden iiber die regulierte Aktivitit der
RNA Polymerase III eine Reformierung des Nukleolus erfolgen konnte.

Der Nukleolus befindet sich in einer Region mit angehéuften, tandemartig wiederholten rDNA
(ribosomaler DNA) Genen, welche durch die RNA Polymerase I transkribiert werden. Die
Anordnung dieser Gene schafft so die Grundlage fiir die strukturelle Organisation des
Nukleolus, welcher sich morphologisch in drei Sektionen unterteilen ldsst: von innen nach
aulen finden sich ein fibrillires Zentrum, eine dichte, fibrillire Komponente sowie eine
granuldre Komponente (50). An der Peripherie des fibrilldren Zentrums findet die Transkription
der rDNA Gene statt und die primdren Transkripte werden von innen nach auflen transportiert,
begleitet von der Einflihrung erheblicher Modifikationen (50). Die Hauptaufgabe des Nukleolus
liegt vermutlich in der Biosynthese der Ribosomen. Hierbei assoziieren die ribosomalen
Proteine bereits mit den Primértranskripten der rRNAs zum 90S prid-Ribosom, woran sich die
Prozessierung der teilweise polycistronischen rRNAs anschliet, sowie die Trennung der pra-
ribosomalen Untereinheiten (4, 50). SchlieBlich erfolgt der Export der pré-ribosomalen
Untereinheiten aus dem Nukleus in das Cytoplasma iiber einen Rezeptor-gekoppelten
Transportweg, welcher unter anderem Ran/GTP erfordert (4, 50).

Neben pra-tRNAs (siehe 1.3) und ribosomalen RNAs finden sich u.a. weitere, kleine RNAs im

Nukleolus, ndmlich die snRNAs (small nuclear RNAs)(nur transient) sowie die snoRNAs (small
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nucleolar RNAs). Diese werden durch die RNA Polymerase Il (snRNAs U1, U2, U4, U5, U7,
Ul1, U12; snoRNAs U3, U8, Ul14, U15, U16, U20, U22 und andere) oder RNA Polymerase 111
(U6 snRNA, neben RNase P und MRP RNA) transkribiert (228) und unterscheiden sich in den
Prozessierungswegen wie auch in Funktion und Lokalisation. Dabei modifizieren sich die
snRNAs und snoRNAs gegenseitig in verschiedenen Kompartimenten und sind sehr komplexen
und differentiellen Prozessierungen unterworfen (sieche Ubersichtsartikel (204)).

Die vermutlich im Nukleoplasma durch RNA Polymerase III synthetisierte U6 snRNA wird
unmittelbar nach der Transkription durch das La Protein gebunden (110, 170, 203), wahrend die
durch RNA Polymerase II transkribierten snRNAs erst mit dem La Protein assoziieren,
nachdem durch RNase III ein poly-(U) 3'-Terminus erzeugt wurde (221). Nach Reifung des 3°-
Terminus und Ersatz des La Proteins durch Sm-Proteine im Cytoplasma (219, 224) erfolgt ein
Wiedereintritt in den Nukleus (151, 229) und die weitere Reifung im Nukleolus. Diese
nukleoldre Reifung wird unter anderem unter Beteiligung der snoRNAs ausgefiihrt (66, 102,
113) und endet mit einem Transport der reifen snRNAs in die Cajal-Korper oder in das
SpleiBosom, wo sie ihre Funktionen in der Entfernung von Introns einnehmen.

Die snoRNAs hingegen werden nach ihrer Synthese als teilweise polycistronische pra-snoRNAs
in den Cajal-Kdorper transportiert und dort u.a. durch snRNAs prozessiert (145). Schlielich
erfolgt der Transport in den Nukleolus, wo die snoRNAs die 2"OH-Methylierung (C/D-Box
snoRNAs) oder die Pseudouridin-Konversion (H/ACA snoRNAs) der ribosomalen pra-rRNAs

vornehmen (135).

Weitere Funktionen des Nukleolus liegen in der Zusammensetzung der SRP-(signal recognition
particle) Komplexe (156, 164) und der Telomerase-RNP-Komplexe (156). Zudem werden
mehrere mRNAs aus bisher nicht vollstindig bekannten Griinden durch den Nukleolus
transportiert (156), wie auch die virale HIV-1 mRNA (136). Ferner dient der Nukleolus fiir
einige Proteine wie z.B. Mdm2 oder die Proteinphosphatase Cdc14 als eine Art ,,Lager, und
diese sind dort vermutlich in einer fiir bestimmte Funktionen inaktivierten Form vorzufinden
(188, 216). Somit nimmt der Nukleolus eine Vielzahl verschiedener Funktionen ein, wobei das
La Protein an mehreren dieser Prozesse wie z.B. der tRNA Prozessierung oder ggf. auch viraler
RNA-Metabolismen beteiligt ist. Von herausragender Bedeutung flir das Verstdndnis
grundlegender zelluldrer Vorgénge ist daher eine Kenntnis des Transportweges des hLa Proteins

in den Nukleolus sowie der damit assoziierten Funktionen.
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1.5 Aufgabenstellunqg der Arbeit

Das La Protein ist an verschiedenen Prozesse in der Zelle beteiligt und interagiert mit einer
groflen Anzahl an zelluldren und viralen RNAs, zu denen auch die des Hepatitis B Virus zdhlt.
Die Stabilisierung der HBV RNA durch das Maus-La Protein wurde in einem HBV transgenen
Mausmodell gezeigt. Im Hinblick auf eine neue Strategie fiir eine antivirale Therapie, welche an
der Wechselwirkung zwischen dem La Protein und der HBV RNA ansetzen sollte, waren
genauere Kenntnisse iiber die Wechselwirkung zwischen dem humanen La Protein und der
HBV RNA von grundlegender Bedeutung. Zu diesem Zweck sollte das humane La Protein
rekombinant synthetisiert werden, wofiir ein Protokoll zur Expression und Reinigung des
Proteins etabliert werden musste. Im Hinblick auf eine spatere Kristallisation des Proteins zur
Auflosung der bis heute unbekannten und iiberaus wichtigen atomaren Struktur sollte dabei eine
hochst reine und hoch-konzentrierte Praparation des humanen La Proteins erreicht werden.

Fiir die Untersuchung der Interaktion zwischen HBV RNA und dem humanen La Protein sollte
die Wechselwirkung des rekombinanten Proteins mit einer in vitro synthetisierten HBV RNA in
nativen EMSAs untersucht werden. Hierzu mussten die Bindungsbedingungen optimiert werden
und dariiber hinaus sollten verschiedene Charakteristika wie Affinitdit und Spezifitit der
Bindung detailliert dargestellt werden. Zudem sollten diverse Mutationen in das Protein
eingefiigt werden, um die zur RNA-Bindung notwendigen und beteiligten Doménen im
humanen La Protein identifizieren zu kdnnen. Diese Untersuchungen sollten die Grundlage fiir
die Selektion von Molekiilen schaffen, welche selektiv die fiir das Hepatitis B Virus notwendige
Wechselwirkung mit dem humanen La Protein unterbinden. Um diese Wechselwirkung von
jener mit zelluldiren RNAs abgrenzen zu konnen, sollte auch die Interaktion des humanen La
Proteins mit einer zelluldren tRNA untersucht werden, wobei ebenfalls die zur tRNA Bindung
notwendigen Doménen identifiziert werden sollten. Ferner galt es, die subzelluldre Verteilung
des Proteins und der Mutanten in Zellkulturen zu analysieren, um eine Korrelation der in vitro
Daten mit der Lokalisation und ggf. Funktion in vivo darzustellen. Zudem galt es, Signale und
Wechselwirkungen zu identifizieren, welche den Transport des hLa in und aus dem Nukleolus
bewirken. In diesem Zusammenhang sollte zusétzlich untersucht werden, ob das humane La
Protein in vivo fiir die Zelle essentiell ist, oder ob bestimmte Funktionen wie die tRNA

Prozessierung durch La-unabhéngige Stoffwechselwege ausgeglichen werden konnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Alle nicht einzeln aufgefiihrten Chemikalien wurden durch die Firma Merck bezogen.

Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)
Bactoagar

DEPC

Ethidiumbromid

Mineraldl

MOPS

Moviol

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Ni-NTA-Agarose

NP-40

Phenol

Ponceau S
Rinder-Serum-Albumin (BSA)
Scintillations-Cocktail Ultima Gold
Sequagel-XR, Puffer & Acrylamidlésung
TEMED

Tris

Triton X-100

Tween-20 Losung

Tween-20

Xylencyanol

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

96-well-Reaktionsplatten
Amicon-YM10 Konzentratoren
Blottingpapier
DC-Alufolie-Kieselgel-60F Platte

Dialyseschlauch Spectra/Por MWCO 6-8000

Biozym
Difco
Serva
Roche
Sigma
Biometra
Sigma
Serva
Qiagen
Sigma
Appligene
Fluka
Sigma
Packard
National Diagnostics
Serva
ICN
Serva
Serva
Serva

Fluka

Falcon

Amicon, Millipore
BioRad

Merck

Spectrum Laboratories Inc.
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Eppendorf-Reaktionsgefilie

G25-spin columns

GF/C-Rundfilter

Hybond-N" Nylon-Transfer-Membran
Kaniilen

Lab-Tek Doppelkammer-System
Nitrozellulosemembran
PEI-Cellulose-F Diinnschichtchromatographie-Platte
Rontgenfilm, Medical X-Ray-Film
Whatman-Papier

Zellkultur-Flachen, 250ml / 75 cm?
Zellkultur-Geféfle

Zellophanfolien zur Geltrocknung

2.1.3 Gebrauchsfertige Reagenziensysteme

Bradford Protein-Féarbereagenz

DNA Préparations-Kit Qiagen-Maxi /-Mini
DNA Préparations-Kit Wizard-Plus
FuGene-6 Transfektionsreagenz
Oligofectamin

Opti-MEM

QIAquick Gel Extraktion Kit

QIAquick PCR Purification Kits

Rapid DNA Ligation Kit

RiboProbe In Vitro Transkriptions System
SequiTherm-Cycle-Sequenzier-Kits Li-Cor
silencer-RNA-construction-kit

SuperSignal Chemiluminescent Peroxidase Solution System
TOPO-Klonierungs-Kit
TriPure-Isolation-Reagent

ULTRAhyb™.-Oligo-Hybridization-Buffer

Eppendorf
Amersham-Pharmacia
Whatman
Amersham-Pharmacia
Braun

Nunc

Schleicher & Schuell
Merck

Fuji

Whatman

Greiner

Greiner

Promega

Bio-Rad
Qiagen
Promega
Roche

Invitrogen

Gibco BRL/Life Technologies

Qiagen
Qiagen

Roche
Promega
MWG Biotech
Ambion
Pierce
Invitrogen
Roche

Ambion
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2.2 Enzyme, Standards, Antikorper und radioaktive Stoffe

A-Protein-Phosphatase
A-Protein-Phosphatase, 10x MgCl,
A-Protein-Phosphatase, 10x Puffer

[a**-P] ATP (10,8 pCi/pl; 3000 Ci/mmol)
[0**-P] UTP (10 pCi/pl, 800 Ci/mmol)
alkalische Phosphatase

alkalische Phosphatase, 10x Puffer
Apyrase

Casein Kinase II, 10x Puffer
Casein-Kinase-II (500 U/ul)

DNA GroBenstandard ADNA, EcoR-1/ Hind-I111
DNA GrofBlenstandard GeneRuler

DNA GroBlenstandard Smart

DNase, RNase-frei

dNTPs

Eichfarbstoff Dextran (MW 2000000)
Eichprotein Albumin (MW 66000)

Eichprotein Alkohol Dehydrogenase (MW 150000)

Eichprotein Kohlenstoff-Anhydrase (MW 29000)
Eichprotein Ovalbumin (MW 42700)
Lysozym

Meerettich-Peroxidase-konjugierter sekundarer Antikorper,

Ziege-anti-Kaninchen IgG (H+L)

New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
Hartmann Analytics
Hartmann Analytics
Roche

Roche

Sigma

New England Biolabs
New England Biolabs
MBI Fermentas

MBI Fermentas
Eurogentec

Promega

Promega

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Serva

Dianova

Monoklonaler a-hLa-Antikérper 3B9 (Maus Hybrioma, IGG-2A) (s.u.)
Monoklonaler a-hLa-Antikorper 4B6 (Maus Hybridoma, IGG-2A) (s.u.)

Monoklonaler a-hLa-Antikdrper SW5 (Maus Hybridoma)

Monoklonaler Maus-anti-NOH61 Antikorper

Pfu-Turbo Klonierungs-Puffer, 5x
Pfu-Turbo Polymerase

Alle freundlichst zur Verfligung

gestellt durch M. Bachmann,

Oklahoma Medical Research

Foundation, Oklahoma City,

USA

zur Verfiigung gestellt durch
M.S.Schmidt-Zachmann,

DKFZ, Heidelberg
Stratagene

Stratagene
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Phosphoenolpyruvat Roche
PK/L-LDH (Pyruvat-Kinase/L-Lactat-Dehydrogenase) (3:1)  Roche
Polyklonaler Kaninchen-a-hLa Antikdrper 1982 freundlichst zur Verfiigung
gestellt durch T. Heise
Proteinstandard: prestained broad-range Marker New England Biolabs
Pwo-DNA-Polymerase Roche
Pwo-DNA-Polymerase, 10x-Reaktionspuffer Roche
Restriktionsenzym Dpn 1 New England Biolabs
Restriktionsenzym Eco RI Amersham Pharmacia
Restriktionsenzym Hind 111 MBI
Restriktionsenzym Sal | MBI
Restriktionsenzym X#o 1 New England Biolabs
rtNTPs Promega

sekundirer Antikorper Ziege-anti-Maus, Rhodamin-gekoppelt, Alexa-Fluor 594

Molecular Probes

Shrimps-alkalische Phosphatase Roche
Shrimps-alkalische Phosphatase, 10x Puffer Roche

T4 Polynukleotid Kinase Roche und Ambion

T4 Polynukleotid Kinase, 10x Puffer Roche und Ambion
Taq-DNA-Polymerase Invitrogen
Taq-DNA-Polymerase, 10x Puffer Invitrogen

2.3 Plasmide

pcDNA4-HIS-Maxx-TOPO Invitrogen

pEGFP-C1 Clontech, BD Bioscience
pET28b(+) Vektor Novagen
pET28b(+)-hLa-WT freundlichst zur Verfligung

gestellt durch E.Chan, Scripps-
Research-Institute, San Diego,
Kalifornien, USA

Die Vektoren fiir in vitro Transkriptionen sind in Abschnitt 2.11.1 beschrieben.
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2.4 Bakterienstamme, Zell-Linien und Medien

Als bakterielle Kulturen wurden Zellen der E.coli Stimme DHS5c und BL21 benutzt. Fiir
Experimente mit eukaryotischen Zellen erfolgten die Untersuchungen mit der humanen Cervix-
Karzinoma Zell-Linie HeLa und den humanen Hepatoma-Linien Huh7 und HepG2.2.15.
Standard-I-Medium fiir bakterielle Kulturen wurde entweder als Fertigmischung iiber die Firma
Merck bezogen, oder in gleicher Mischung selbst angesetzt. Bei einer Fertigmischung in
Pulverform wurden 25 g des Mediums in 1 1 Wasser aufgeldst und autoklaviert. Alternativ
wurden die folgenden Substanzen eingewogen, auf 1 Liter Wasser aufgefiillt und ebenfalls
autoklaviert: 15 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 1 g D(+)-Glucose, 6g NaCl.

Zur Bereitung von Agar-Festmedien wurde vor dem Autoklavieren 15 g Baktoagar pro Liter
Medium hinzugefiigt. Vor dem Gieflen der Platten wurde dieses auf etwa 35°C abgekiihlt, so
dass Antibiotika hinzugefiigt und die Platten gegossen werden konnten. Antibiotika wurden mit
0,1 mg/ml Ampicillin bzw. 0,03 mg/ml Kanamycin fiir die Anzucht resistenter Bakterien-
Stimme eingesetzt. Fliissigmedien enthielten 0,03 pg/ml Kanamycin. Die Platten wurden im
Dunkeln und bei 4° C gelagert.

Das Medium fiir eukaryotische Zellen setzte sich wie folgt zusammen: Dulbecco’s Modified
Eagle Medium, 10% fotales Kélberserum, 1 mM Pyruvat, 3,5 mM L-Arginin, 2 mM L-
Glutamin, je 100 IE Penicillin und Streptomycin, 10 ml/l MEM (nichtessentielle Aminoséuren).
Alle Substanzen wurden iiber die Firma Gibco BRL bezogen. Fotales Kélberserum wurde vor
der Verwendung zur Inaktivierung der Komplementfaktoren 3min bei 56°C im Wasserbad
erhitzt, aliquotiert und bei —20°C gelagert. Das fertige Medium wurde bei 4°C gelagert und vor
der Verwendung auf RT erwérmt. Die zur Ablosung adherenter Zellen benutzte Trypsin-Losung
enthielt 0,125 % Trypsin und 0,1 % EDTA in 1x PBS Puffer und wurde ebenfalls iiber Gibco
BRL bezogen.

2.5 Oligonukleotide

2.5.1 Oligonukleotide fur Mutationen des humanen La Proteins

Mutation hLa-A1l (Deletion aa 11 bis 99)

sense-Primer M39: 5'-GTG ACT GAT GAG TAT AAA AAT G-3°
antisense-Primer M40: 5'-CAT CTT TTC ATT ATC ACC-3’
Mutation hLa-A2 (Deletion aa 113 — 118)

sense-Primer M26: 5'-CCA ACT GAT GCA ACT CTT G-3°
antisense-Primer M27: 5'-AGA TCT GTT TTT TAC ATC-3"
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Mutation hLa-A3 (Deletion aa 151 — 158)
sense-Primer M28: 5'-GAT AGC ATT GAA GCT GCT AAG-3’
antisense-Primer M29: 5'-AAA TGC TTT ATG CAA TGT TC-3’

Anmerkung: der Primer M28 fiigt durch einen Synthese-Fehler die Punktmutation S163A ein.
Mutation hLa-A4 (Deletion aa 235 — 242)

sense-Primer M22: 5'-GAT GAT CAG ACC TGT AGA G-3’
antisense-Primer M23: 5'-CAG CAA GCA TCC AAT CTT TTC-3’
Mutation hLa-AS (Deletion aa 266 — 276)

sense-Primer M24: 5'-AAA GAA AAA GCC AAG GAA GC-3°
antisense-Primer M25: 5'-TCC TCT GAC GAA GTC TAT CC-3’
Mutation hLa-A6 (Deletion aa 274 — 354)

sense-Primer M30: 5'-GTA CAG TTT CAG GGC AAG-3’
antisense-Primer M35: 5'-AAT TAT CCC CTC TTT TGC-3"
Mutation hLa-A6.2 (Deletion aa 291 - 354)

sense Primer M30, s.o.
antisense-Primer M44: 5'-ATT TGC ATC TTT GGC TTT ACC-3"
Mutation hLa-A6.3 (Deletion aa 323 - 354)

sense-Primer M30, s.o.

antisense-Primer M45: 5'-TTG GTC TTC TAT TAT TTT CTT CAG TGC-3’

Mutation hLa-A7 (Deletion aa 353 — 393)

sense-Primer M41: 5'-CCT GCA TCC AAA CAA CAG-3’

antisense-Primer M36: 5°-TTT ACC AGA CCC AGG CTG-3’

Mutation hLa-M43 (Punktmutation F118A)

sense-Primer M43S: 5'-GTA AAA AAC AGA TCT GTT TAT ATT AAA GGC GCC CCA
ACT GAT GCA ACT C-3°

antisense-Primer M43AS: 5'-GAG TTG CAT CAG TTG GGG CGC CTT TAA TAT AAA
CAG ATC TGT TTT TTA C-3°

2.5.2 Oligonukleotide zur Umklonierung von DNA Sequenzen aus

prokaryotischen in eukaryotische Vektoren

sense-primer La-37S: 5-AGA TCT CGA GCT CAA ATG GCT GAA AAT GGT GAT-3"

Die Kursiv-Sequenz beschreibt dabei die eingefiigte Sac-I Restriktionsschnittstelle

antisense-primer La38AS: 5'-GCT CCC 44G CTT GCC CCG CAA ACA AAA GTC G-3°

Die Kursiv-Sequenz beschreibt dabei die eingefligte Hind-111 Restriktionsschnittstelle
sense-primer Lal5S: 5'-ATG GCT GAA AAT GGT GAT AAT G-3’
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antisense-primer Lal4AS: 5'-GCC CCG CAA ACA AAA GTC G-3°

2.5.3 Oligonukleotide zur N-terminalen Fusion des hLa-NoLS an PTB-GFP

sense-Primer THHULA-M58S:
5'-CCT ACA CTC GAG GCC ACC ATG CAA GAA TCC CTA AAC AAA TGG-3’

Der 5'-unmarkierte Bereich beschreibt dabei eine Zufallssequenz, gefolgt von einer Xho-I

Schnittstelle, einer Kozak-Erkennungssequenz, dem Start-ATG und schlieBlich der hLa-
Sequenz ab Aminosédure 323.

antisense-Primer THHULA-M59AS:

5-CCT ACA AAG CTT TTT TCC TTT ACC AGA CCC AGG-3’

Der 5'-unmarkierte Bereich beschreibt dabei eine Zufallssequenz, gefolgt von einer Hind-III

Schnittstelle und der hLa-Sequenz bis Aminoséure 354.

2.5.4 Oligonukleotide zur C-terminalen Fusion des hLa-NoLS an PTB-GFP

sense-Primer THHULA-M60S:
5'-CCT ACA GAA TTC TA CAA GAA TCC CTA AAC AAA TGG-3

Der 5 -unmarkierte Bereich beschreibt dabei eine Zufallssequenz, gefolgt von einer EcoR-I

Schnittstelle, einem Codon fiir Leucin (zur Erhaltung des Leserasters) und der hLa-Sequenz ab

Aminoséure 323.
antisense-Primer THHULA-M61AS:
5'-CCT ACA GTC GACGC TTTTTC TTT ACC AGA CCC AGG-3"

Der 5’-unmarkierte Bereich beschreibt dabei eine Zufallssequenz, gefolgt von einer Sal-I

Schnittstelle, einem Codon fiir Alanin (zur Erhaltung des Leserasters) sowie der hLa-Sequenz

bis Aminosiure 354.

2.5.5 Oligonukleotide fiur die Generierung von templates zur in vitro

Transkription

THTVALAS-1: 5'-AAA GCG ACT CTC TTT GTT TCC-3’

THTVALAS-2: 5-TGT TTC CGC CCG GTT TCG AAC-3’

THTVALT7-1: 5'-CCA TCG ATT AAT ACG ACT CAC TAT AGT TGG TTT CCG TAG
TGT AGT GG-3’



-25-

THTVALT7-2: 5'-CCA TCG ATT AAT ACG ACT CAC TAT AGT TTC CGT AGT GTA
GTG GTT ATC ACG-3’

THACT2-T7: 5'-CCA TCG ATT AAT ACG ACT CAC TAT AGG GCC GCT CTA GGC
ACC AA-3

THACT2-AS: 5'-TGT TCA ATG GGG TAC TTC AG-3’

THGAP2-T7: 5'-CCA TCG ATT AAT ACG ACT CAC TAT AGG AGC CAA ACG GGT
CAT CA-3’

THGAP2-AS: 5'-TGC AGG ATG CAT TGC TGA CA-3’

THI9T7-S: 5'-CCA TCG ATT AAT ACG ACT CAC TAT AGG AAC CTT TTC GGC TCC
TCT-3’

Die Sequenz des T7 Promotors ist unterstrichen. Die HBV Sequenz (Subtyp ayw), die sich an
die T7 Promotor Sequenz anschlieBt, umfasst die Nukleotide 1243 bis 1261.

TH13-AS: 5- GTC CCG ATA ATG TTT GCT CCA G -3’

Dieses Oligonukleotid umfasst die antisense-Sequenz zu der HBV Region zwischen Nukleotid

1317 und 1333.

2.5.6 Oligonukleotide zur Hybridisierung in Northern Blots

Nachweis der pra-tRNAY* mit TH-VAL-AS1: 5-AAA GCG ACT CTC TTT GTT TCC-3’
Nachweis der reifen tRNAY* mit TH-VAL-AS2: 5’-TGT TTC CGC CCG GTT TCG AAC-3’
Nachweis der pra-tRNA™" mit TH-TYR-INTRON-AS: 5'-GGA TGT CTC CTG CTG AGG
AAG TAG CTA C-3°

Nachweis der reifen tRNA™" mit TH-TYR-MATURE-AS: 5'-GGA TGT CTC CTG CTG
AGG AAG TAG CTA C-3°

Nachweis der 5S-rRNA mit TH-5StRNA-AS: 5'-CAC CCG GTA TTC CCA GGC GGT CTC
CCA TCC-3’

Nachweis der 5.8S-rRNA mit TH-5.8StTRNA-AS: 5'-TGC GTT CGA AGT GTC GAT GAT
CAA TGT GTC-3’

2.5.7 Sequenzen der siRNA Oligonukleotide

siRNA hLa:

sense-siRNA: 5'-GAA ACA GAC CUG CUA AUA CTT-3’
antisense-siRNA: 5'-GUA UUA GCA GGU CUG UUU CTT-3"
siRNA Luziferase:

sense-siRNA: 5'-CGU ACG CGG AAU ACU UCG AdTdT-3’
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antisense-siRNA: 5-UCG AAG UAU UCC GCG UAC GdTdT-3"

2.5.8 Sequenzen der IRD-Primer fir Sequenzierungen

IRD-Xpress Forward-Primer: 5'-TAT GGC TAG CAT GAC TGG T-3°
IRD-TH-La-711(-): 5'-AGC TCT TAA TTT AGC TTC CAC-3’

IRD-TH-La-691(+): 5'-GTG GAA GCT AAA TTA AGA GC-3’

IRD-TH-T7-Pro: 5'-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3’

IRD-TH-T7-Ter: 5'-TGC TAG TTA TTG CTC AGC GG-3’

Die Synthese der Fluoreszenz-markierten Oligonukleotide erfolgte durch MWG Biotech.

2.6 Puffer, Medien, Reagenzien und Losungen

In diesem Abschnitt sind alle Puffer, Medien, Losungen und Reagenzien aufgelistet, die in den

jeweiligen Abschnitten beschrieben und benutzt wurden.

10x-one-for-all-Puffer Amersham Pharmacia

Cracking-Puffer 50 mM Tris/HCI pH 6,8, 1% SDS, 2 mM EDTA, 400 mM
Sucrose, 0,01% Bromphenolblau, 0,01% Xylencyanol, 100
ug/ml hitzeinaktivierter (10min 95° C) RNase A

DC-Laufpuffer 0,5 M LiCl, 1 M Ameisensdure

DNA-Ladepuffer 1x TAE-Puffer, 0,01% Bromphenolblau, 40% Glycerin

Elutions-Puffer 50 mM NaH,PO,4 pHS8, 300 mM Imidazol, 300 mM NaCl, 1%
Protease-Inhibitor Complete™

EMSA-Bindungspuffer 10 mM Tris/HCL pH 7,4, 100 mM NaCl, 3 mM MgCl,, 0,5
mM EDTA, 0,5% NP-40

EMSA-Ladepuffer 10% Glycerin, 0,01% Bromphenolblau

Hanahan-Losung 1 30 mM Ka-Acetat, 50 mM MnCl,, 10 mM CaCl,, 100 mM KCl,
15% Glycerin

Hanahan-L&sung 2 10 mM MOPS, 75 mM CaCl,, 10 mM KCIl, 15% Glycerin, pH
7,0

Hoechst-Farbstoff Sigma

Kanamycin Serva

Lysis-Puffer 50 mM NaH,PO,4 pH8, 10 mM Imidazol, 300 mM NaCl, 4%

Protease-Inhibitor Complete™
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Methylenblau-Losung

MOPS, 20x
PBS-Puffer

Ponceau-S Farbelosung

Protease-Inhibitor Complete™

Puffer A

RNA-Ladepuffer

RNasin
SDS-Ladepuffer, 5x
SDS-Laufpuffer
SSC, 20x
Standard-I-Ndahrmedium
TAE-Puffer
TBE-Puffer, 40x
TBS-Puffer
TCA-Ldsung
TNE-Puffer, 10x
Wasch-Puffer

Wasser

Western-Blot Transferpuffer

2.7 Gerate

Agarose-Gelelektrophoresekammern Easy Cast

Bakterieninkubator

BioCad Sprint HPLC-System

0,5 M Natriumacetat pH 5,2, 5% Essigsdure, 0,04%
Methylenblau

400 mM MOPS pH 7,0, 100 mM Natriumacetat, 20 mM EDTA
137 mM NacCl, 3 mM KCIl, 10 mM Na,HPO,, 2 mM KH,PO,,
pH 7,4

0,5% (w/v) Ponceau-S, 1% Essigséure

Boehringer/Roche

10 mM Tris/HCI pH 7,4, 100 mM NaCl, 3 mM MgCl,, 0,5 mM
ETDA, 5% Glycerin

2,88 ml deionisiertes Formamid, 0,32 ml 20xMOPS, 1,0 ml
Formaldehyd, 0,72 ml DEPC-H,O, 0,72 ml Glycerin, 0,01%
Bromphenolblau, 0,01% Xylencyanol; (100 ml Formamid
wurden mit 5 g lonenaustauscher (Biorad 501-X8) 1 h bei RT
gertihrt, steril filtriert, aliquotiert und bei —20°C autbewahrt)
Promega

0,4 M Tris/HCI pH 6,8, 0,5 M DTT, 40% Glycerin, 10% SDS
250 mM Tris, 19,2 mM Glycin, 0,35 mM SDS

3 M Nac(l, 0,3 M Na-Citrat, pH 7,0

Merck

50 mM Tris pH 7,4, 20 mM Na-Acetat, 2 mM EDTA

1,8 M Tris/HCI, pH 8,5, 1,8 M Borat, 0,04 M ETDA

10 mM Tris/HCI1 pH 7,6, 100 mM NaCl, 0,18% Tween-20

10% Trichloressigsdure, 1% Natrium-Pyrophosphat

200 mM Tris/HCI, pH 8,0, 100 mM EDTA, 3 M NaCl

50 mM NaH,PO, pHS, 42,5 mM Imidazol, 1 M NacCl, 0,11%
Triton-X100, 1% Protease-Inhibitor Complete™

jegliches in dieser Arbeit benutzte Wasser war destilliert, durch
eine  Millipore-Anlage  deionisiert,  steril-filtriert —und
autoklaviert

25 mM Tris/HCI pH 8,3, 192 mM Glycin, 20% Ethanol

OWL Scientific, Inc.
New Brunswick Scientific

Applied Biosystems
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New Brunswick Scientific

Molecular Devices, MWG

Brutschrianke

ELISA-Reader ThermoMax Microplate-Reader

Fluor-S Multilmager System

Gelektrophorese Apparatur Mini-Protean-II1
Gelfiltrationssdule Superdex S200HR-ag 10/30
Gelfiltrationssdule Superdex S200HR-pg 26/60
Geltrockner Bio-Rad Slab Dryer Model 483

Bio-Rad
Bio-Rad
Amersham-Pharmacia
Amersham-Pharmacia

Bio-Rad

GSA-Rotor Beckmann
Neubauer-Zihlkammer, 0,1 mm Tiefe, 0,0025 mm? Marienfeld
PCR-Gerédt Robocycler Gradient 96 Stratagene
PCR-Gerédt Thermocycler MWG Biotech
Phosphorimager Bildplatte Fuji-BAS-2000 Fuji
Phosphorimager System FujiX-Bas 2000 Fuji

Photometer Ultrospec 3000pro

Amersham Pharmacia

Rontgenfilmentwickler Agfa Curix-60 Agfa
Scintillations-Zéhler Liquid Scintillation Counter 1409 Walac
Sorvall RC5B+ Zentrifuge Beckmann
SS34 Rotor Beckmann
Stratalinker 1800 Stratagene
Thermomixer Eppendorf
Tischzentrifuge 5417C Eppendorf
Trans-Blot-Semi-Dry-Transfer-Cell BioRad

Ultraschall-Behandlung

Western Blot Trans Blot Kammer

Zeiss Axiophot Mikroskop

2.7.1 Herstellernachweis

Agfa, D-50670 Koln

Branson Sonic
Bio-Rad

Zeiss

Amersham-Pharmacia Biotech Europe GmbH, D-79111 Freiburg

Applied Biosystems, D-64293 Darmstadt
Beckmann Instruments GmbH, D-80807 Miinchen
BioRad Laboratories GmbH, D-80939 Miinchen

Biozym Diagnostik GmbH, D-31883 Hessisch Oldendorf

Clontech, BD Biosciences, D-69126 Heidelberg
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, D-22331 Hamburg
Eurogentec, D-50667 Kdln
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Dianova, D-20148 Hamburg

Gibco BRL / Life Technologies GmbH, D-76339 Eggenstein
Greiner, D-72636 Frickenhausen

Haereus Instruments GmbH, D-63450 Hanau

Hartmann Analytics, D-38124 Braunschweig

Invitrogen, San Diego, CA, USA

MBI Fermentas, D-68789 St.Leon-Rot

Merck KGaA, D-64271 Darmstadt

Mo Bi Tec, Wagenstieg 5, D-37077 Gottingen
MWG-Biotech AG, D-85560 Ebersberg

New England Biolabs, D-65926 Frankfurt am Main

New Brunswick Scientific, NJ, USA

Nunc GmbH & Co.KG, Postfach 120543, D-65083 Wiesbaden
Promega GmbH, High-Tech-Park, D-68199 Mannheim
Qiagen GmbH, D-40724 Hilden

Roche, D-69112 Heidelberg

Schleicher & Schuell Bioscience GmbH, D-37586 Dassel/Relliehausen
Serva Feinbiochemica & Co. KG, D-69042 Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-82039 Deisenhofen
Stratagene GmbH, D-69000 Heidelberg

Whatman, Springfield Mill, UK

Zeiss, D-07745 Jena

2.8 Allgemeine proteinbiochemische Methoden

2.8.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung des Proteingehalts einer zu analysierenden Probe erfolgte in Anlehnung an die
Originalmethode von Bradford (27). Diese Methode beruht darauf, dass sich bei der Bindung
von Coomassie-Brilliant-Blue G-250 an Proteine das Absorptionsmaximum des Farbstoffs von
465 nm zu 595 nm verschiebt. Die Zunahme der Absorption bei 595 nm ist ein MaB fiir die
Proteinkonzentration der Losung. Dazu wurden je nach erwarteter Proteinkonzentration 1 — 30
pl der Losung mit einem Gemisch aus Farbereagenz (1:5 (v/v) Farbelosung : Wasser)) auf 1 ml
aufgefiillt. Nach mindestens 5 miniitiger Inkubation erfolgte die Bestimmung der ODsos in
einem Photometer. Alternativ wurde die Bestimmung in einer 96-well Mikrotiterplatte

durchgefiihrt. Dazu wurde die Proteinlosung mit obigem Gemisch auf 200 ul aufgefiillt und
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mindestens 2 Minuten inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Bestimmung der Adsorption ODsgs
in einem ELISA-Reader. Dieses eignete sich insbesondere fiir die Proteinbestimmung bei
groflerer Anzahl zu vermessender Proben.

Parallel dazu wurde bei jeder Bestimmung eine Eichreihe aufgestellt, indem bekannte Mengen
(1 bis 7,5 pg) an BSA mit demselben Reagenz versetzt wurden und ebenfalls die ODsgs
bestimmt wurde. Die daraus resultierenden optischen Dichten wurden graphisch gegen die
Proteinkonzentration aufgetragen, so dass der Proteingehalt der zu analysierenden Proben aus

dieser Kurve abgelesen werden konnte.

2.8.2 Konzentrierung von Proteinen

Zur Erhohung der Proteinkonzentration einer Losung wurden Amicon-YM10 Konzentratoren
benutzt. Hierbei wird eine Proteinlosung {iiber eine Membran zentrifugiert, welche ein
bestimmtes Ausschlussvolumen aufweist und alle Substanzen mit kleinerer Masse durch den
Filter passieren ldsst. Dadurch erhoht sich die Proteinkonzentration in der Ldsung. Die
Konzentratoren wurden zunichst fiir 12h mit einer 1% Tween-20 Losung inkubiert, was zur
Verminderung unerwiinschter Proteinadsorption an die Matrix-Oberfliche erfolgte. Nach
ausreichender Spiilung der Konzentratoren mit H,O wurde die Proteinlésung aufgetragen und

durch Zentrifugation bei 5000 x g auf das gewiinschte Volumen eingeengt.

2.8.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-PAGE wurde in Anlehnung an die Originalmethode von Lammli (112) durchgefiihrt.
Hierbei wird eine Proteinldsung mit dem Detergenz SDS behandelt. Die meisten Proteine
binden SDS zu negativ geladenen SDS-Protein-Komplexen mit konstantem Ladung-zu-Masse-
Verhiltnis. Ferner denaturiert SDS die Proteine zusammen mit den reduzierenden Agenzien
DTT oder B-Mercaptoethanol und unterbindet Protein-Protein-Wechselwirkungen. Somit
unterscheiden sich die Proteine nur noch in ihrer Masse und haben vergleichbare
hydrodynamische Eigenschaften. In der SDS-PAGE wandern die SDS-Protein-Komplexe im
elektrischen Feld zum Pluspol, wobei die Polyacrylamidmatrix als ein molekulares Sieb fungiert
und die Proteine nach Stokes-Radius auftrennt.

Die SDS-PAGE wurde in einer Mini-Protean-IlI-Apparatur  durchgefiihrt. Die
Trenngelkonzentration betrug 12,5%, die Konzentration des Sammelgels 5%. Als Stammlosung
fiir die Gele diente eine 30% Acrylamid-/Bisacrylamidlésung. Die Endkonzentrationen im

Trenngel betrugen 375 mM Tris/HCI pH 8,8, 0,1% (w/v) SDS, 0,05% (v/v) TEMED und 0,05%
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(w/v) APS. Die Endkonzentrationen im Sammelgel betrugen 125 mM Tris/HCI pH 6,8, 0,1%
(w/v) SDS, 0,05% (v/v) TEMED und 0,05% (w/v) APS. Zunichst wurde das Trenngel
gegossen, wobei der Prozess der Polymerisierung nach Zugabe von TEMED und APS gestartet
wurde. Wihrend der Polymerisierung wurde das Trenngel mit Isopropanol {iberschichtet, um
eine glatte Oberfliche zu erzeugen und eventuelle Luftblasen zu vermeiden. AnschlieBend
erfolgte das GieBen des Sammelgels. Fiir eine Gelelektrophorese wurden die zu untersuchenden
Proteinproben in Volumina von zumeist 20 pl mit '/, Vol. des Probenvolumens an 5 x SDS-
Ladepuffer (siche 2.6) versetzt, fiir Smin bei 90° C denaturiert und in die Taschen des
Sammelgels pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte bei 180 V fiir eine Dauer von 60min in SDS-
Laufpuffer.

2.8.4 Farbung von Proteinen in Polyacrylamidgelen mit Silbernitrat

Die Silbernitrat-Farbung von Proteinen stellt eine sehr sensitive Methode dar, mit der
noch etwa 20 — 50 ng Protein in einer Bande nachgewiesen werden kdnnen. Dabei
bildet das Ag" Komplexe mit Glu-, Asp- und Cys-Resten in den Proteinen, wobei diese
durch alkalisches Formaldehyd zu Ag reduziert werden. Die genauen Vorginge der
Reaktion sind unbekannt. Alle Inkubationen wurden in Glasgefidflen durchgefiihrt, da
Plastikoberflachen die Reaktionen storen.

Im Anschluss an die Gelelektrophorese wurden die Gele zwischen 30 und 45min in
Ethanol/Essigsdure/dH,O (30/15/55; v/v/v) fixiert. Die Gele wurden dann fiir 1-12 h in die
Inkubationslésung (500 mM Natriumacetat, 25% (v/v) Ethanol, sowie frisch hinzugefiigt 0,2%
(v/v) Glutardialdehyd-Losung und 14 mM Natriumthiosulfat) iiberfiihrt. Es folgte eine
griindliche Spiilung mit H,O (3 x 5min), bevor die Gele fiir 30min in der Farbel6sung (6 mM
AgNO;, 0,03% (v/v) Formaldehyd (37%) pH 11,5) inkubierten. AnschlieBend wurden die Gele
kurz in H,O gewaschen und in die Entwicklerlosung (262 mM Na,COs;, 0,03% (v/v)
Formaldehyd (37%) pH 11,5) gegeben. Alle Inkubationen erfolgten unter Schiitteln. Die
Entwicklung wurde nach ausreichender Farbung der Proteinbanden durch sofortige
Uberfiihrung in die Stopp-Losung (50 mM Na,-EDTA) beendet. Nach weiteren 10min konnten
die Gele in dH,O abgedunkelt bei 4° C bis zur Trocknung gelagert werden.

Zur Aufbewahrung silbergefarbter, nicht radioaktiver Gele wurden diese zwischen zwei
Zellophanfolien in einen Rahmen eingespannt und iiber Nacht getrocknet. Bei diesem Vorgang
entweicht jegliche Feuchtigkeit aus dem Gel und der Folie, so dass die getrockneten Gele

gelagert werden konnen.
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2.8.5 Farbung von Proteinen in Polyacrylamidgelen mit Coomassie-
Brilliant-Blue

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel in einer Losung von 0,25% (w/v)
Coomassie-Brilliant-Blue R-250 in Methanol/dH,0O/Essigsdure (45/45/10; v/v/v) fiir mindestens
30min unter Schiitteln gefarbt. Die Entfarbung erfolgte im Anschluss ebenfalls unter Schiitteln
in einer Losung aus Methanol/dH,O/Essigsdure (45/45/10; v/v/v). Die Gele wurden bis zur
Trocknung (siehe 2.8.5) in H,O zwischengelagert. Die Entfiarbelésung konnte mehrfach
verwendet werden, indem diese nach Gebrauch in eine Flasche mit Aktivkohle gefiillt wurde.
Nach Absetzen der Aktivkohle, welche den Farbstoff bindet, wurde die Ldosung filtriert und

wiederverwendet.

2.8.6 Western Blot — immunbiologischer Nachweis von Proteinen

Diese Methode wurde fiir den Nachweis der hLa-Proteine in Zellextrakten oder nach Reinigung
aus prokaryotischen Systemen benutzt. Ferner eignete sich dieses zur Quantifizierung der fiir
nachfolgende Analysen eingesetzten Mengen an hLa-Protein und fiir den Vergleich an hLa-
Gehalt verschiedener Protein-Préparationen. Diese Methode stellt einen sensitiven Nachweis
dar, da noch etwa bis zu 40 ng hLa nachweisbar waren (in Abhéngigkeit vom Antikdrper waren
leichte Differenzen der Sensitivitdit zu beobachten). Ferner handelt es sich um eine sehr
spezifische Methode, da die eingesetzten Antikdrper nur ein definiertes Epitop erkennen.

Nach elektrophoretischer Auftrennung der Proteine (siehe 2.8.3) wurde das Gel aus der
Apparatur entnommen und auf eine Nitrozellulosemembran gelegt, welche zuvor fiir 10min in
Transferpuffer dquilibriert wurde. Dieses wurde beiderseits mit ebenfalls in Transferpuffer
(siehe 2.6) dquilibriertem Whatman-Papier bedeckt und in eine Western-Blot Transfer-Kammer
eingespannt. Letztere war entweder eine Bio-Rad Trans Blot Kammer oder eine Mini-Protean-
III-Apparatur und richtete sich nach der Grof3e des zuvor benutzten Gels. Der elektrophoretische
Transfer der Proteine erfolgte in auf 4° C vorgekiihltem Transferpuffer bei 60 Volt fiir 60-90
Minuten.

Um die Qualitét des Transfers und die Quantitit der transferierten Proteine zu {iberpriifen wurde
die Nitrozellulosemembran vor der weiteren Behandlung mit Antikérpern Smin mit einer
Ponceau-S Férbelosung inkubiert. Nach der Farbung der Proteinbanden wurde das Ponceau-S
(siehe 2.6) durch mehrmaliges Spiilen mit dH,O wieder von der Membran entfernt.
AnschlieBend wurde die Membran mit 20 ml 5% Milchpulver in TBS-Puffer (siche 2.6) fiir
mind. 1 Stunde blockiert, um eine unspezifische Bindung der Antikorper an die Membran zu

unterbinden. Dieser und alle weiteren Schritte erfolgten unter Schiitteln und bei RT oder bei
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iiber-Nacht Inkubationen bei 4° C. Nach der Blockierung unbesetzter Proteinbindungsstellen auf
der Membran erfolgte die Inkubation mit dem primiren a-hLa Antikérper. Dazu standen 3
monoklonale Maus-ahLa-Antikérper 3B9, 4B6 und SWS5 sowie ein polyklonaler Kaninchen-
ohLa-Antikorper 1982 zur Verfiigung. Diese wurden in insgesamt 10 ml Blocklosung (s.o0.)
1:250 (monoklonale Antikorper) bzw. 1:2000 (polyklonaler Antikorper) eingesetzt. Nach
dreimaligem Waschen der Membran mit 20 ml TBS-Puffer fiir je 10min folgte die Inkubation
mit sekunddrem Antikorper fiir mind. 60min. Dieser wurde in einer Verdiinnung von 1:20000 in
20 ml Blockpuffer eingesetzt. Schlielich erfolgte nach erneutem Waschen der Membran (3 x
10min in je 20 ml TBS-Puffer) die Visualisierung der Antikorper-detektierten Proteine durch 2
miniitige Inkubation mit 4 ml des SuperSignal Chemiluminescent Peroxidase Solution System.
Dabei wird durch die konjugierte Meerrettich-Peroxidase Aktivitit des sekundédren Antikorpers
das Substrat in der zugegebenen Losung umgesetzt und ein Chemilumineszenz-Signal erzeugt.
Dieses kann durch Exposition der Membran auf einen Rontgenfilm sichtbar gemacht werden.
Fir die genaue Quantifizierung der Signale stand ein Fluor-S Multilmager System zur
Verfiigung, welches die Signalintensititen der Banden aufzeichnete und eine quantitative
Bestimmung erlaubte. Dadurch konnte fiir nachfolgende Analysen gewihrleistet werden, dass
exakt gleiche Mengen an Protein mit voller Lénge eingesetzt werden.

Durch die immunbiologische Detektion der verschiedenen Mutanten des hLa mit internen
Deletionen ist belegt, dass die oben genannten monoklonalen Antikoérper 3B9, 4B6 und SW5 an
verschiedene Regionen des Proteins binden (sieche Abb. 3.2-2). Demzufolge erkennt der
Antikorper 3B9 die Region zwischen Aminosdure 11 und 99, der Antikdrper SWS5 eine Region,
die die Reste 113 und 158 einschlieBt, und der Antikoérper 4B6 ein Motiv, welches die
Aminosduren 274 bis 354 einschlieft.

2.8.7 In vitro (De-)Phosphorylierung des hLa Proteins durch Casein-

Kinase-ll / alkalische Phosphatase

In mehreren Arbeiten wurde eine in vivo und in vitro Phosphorylierung des La Proteins durch
Casein Kinase II gezeigt (58, 160). Hierbei erfolgt hauptsidchlich eine Phosphorylierung des
Serin-366 im humanen La Protein und dieses stellt vermutlich eine Regulation bestimmter
Aktivitidten des Proteins dar (siehe 1.1, 1.3). Die Kinase phosphoryliert Serin und Threonin
Reste in Proteinen und besteht aus zwei Untereinheiten. Das hier benutzte Enzym ist eine
rekombinante Form mit beiden Untereinheiten und fungiert als Holoenzym. Um den Effekt
einer Phosphorylierung des hLa auf die RNA-Bindungsaktivitit oder die Multimerisierung zu
untersuchen war die Etablierung eines Protokolls zur (De-) Phosphorylierung des hlLa

notwendig.
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Zur Phosphorylierung des hLLa mit Casein Kinase II wurde folgender Versuchansatz benutzt: in
einem 30 pl Reaktionsansatz wurde 1 pg hLa Protein mit 0,2 pl Casein-Kinase-1I, 3 pul 10x-
Kinase-Puffer, 6 pl 1 mM ATP und 0,2 ul [o*>-P] ATP fiir 1 — 12 h bei 37° C phosphoryliert.
Sofern eine nicht-radioaktive Phosphorylierung erfolgte wurde obigem Ansatz das radioaktive
ATP entzogen und das Volumen durch H,O ausgeglichen.

Die Dephosphorylierung erfolgte mit verschiedenen Enzymen um sicherzustellen, dass jeweils
alle Aminosduren im hLa dephosphoryliert wurden. Fiir die Dephosphorylierung mit shrimps-
alkalischer-Phosphatase wurden 100 pg hLa Protein mit 2 ul (=2 U) alkalischer Phosphatase
und 3 pl 10x-Phosphatase-Puffer in 30 pl fiir 12 h inkubiert. Des weiteren wurde die A-Protein-
Phosphatase benutzt, welche spezifisch die phosphorylierten Aminosduren Serin, Threonin und
Tyrosin erkennt und dephosphoryliert. Dazu wurden 100 pg hLa Protein mit 5 pl 10x MnCl,, 5
pl 10x-Puffer sowie 2 pl A-Phosphatase (=800 U) im 50 pl Reaktionsvolumen ii.N. bei 30° C
inkubiert.

Die Uberpriifung der Phosphorylierung / Dephosphorylierung erfolgte iiber die Verwendung
radioaktiver Markierungen, wobei untersucht wurde, ob Casein Kinase II bei Zugabe von
radioaktiven ATP eine radioaktive Markierung des hLa bewirkt. Im Unkehrschluss wurde
analysiert, ob diese radioaktive Markierung durch eine Behandlung mit den eingesetzten
Phosphatasen entfernt werden kann. Ferner erfolgte die Analyse iiber eine zweidimensionale
Gelelektrophorese mit anschlieBender Silbernitratfarbung, welche ausschlielich durch Herrn

Heukeshoven, Heinrich-Pette-Institut, durchgefiihrt wurde.

2.8.8 Analyse der Homogenitit der hLa Praparation durch 2-D-
Gelelektrophorese, MALDI-TOF und dynamisches Light-Scattering

(in Kooperationen)

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Versuche zur Kristallisation des humanen La
Proteins beschriankten sich zunéchst auf die Etablierung eines Reinigungsprotokolls fiir das
Protein, welches eine groftmdgliche Abtrennung von jeglichen Kontaminationen erreichen
sollte. Dazu wurde das Protein wie oben beschrieben in prokaryotischen Kulturen exprimiert
und mittels NiNTA-Technologie und Gelfiltrations-Chromatographie gereinigt. Des weiteren
wurde das Protein aufkonzentriert und es wurde analysiert, bis zu welchen Konzentrationen das
Protein stabil in Losung bleibt und ob ggf. aufgrund fehlender Faktoren eine
Temperatursensitivitit entsteht.

Die nachfolgenden Analysen wurden ausschlieBlich im Rahmen von Kooperationen durch die
genannten Personen durchgefiihrt und die dabei gewonnenen Ergebnisse zur Verfiigung gestellt.

Daher ist anschlieBend die entsprechende Methode nur jeweils im Prinzip dargestellt.
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Die Reinheit der Protein-Losung wurde durch 2-D-Gelelektrophorese und MALDI-TOF
Analysen dokumentiert, welche allesamt ausschlieBlich durch Herrn Heukeshoven (Heinrich-
Pette-Institut) durchgefiihrt wurden. Die zweidimensionale Elektrophorese trennt Proteine nach
ihrem isoelektrischen Punkt pl und ihrem Molekulargewicht auf und erlaubt damit die Analyse
komplexer Proteinmischungen. Dazu wird die Probe in Harnstoff, Detergenz und
reduzierendem Agens aufgelost, was zur Denaturierung der Proteine und Spaltung moglicher
Untereinheiten fithrt. Danach separiert eine isoelektrische Fokussierung (1. Dimension) die
Proteine in einem Gemisch aus geeigneten Ampholyten je nach pl. Schlieflich erfolgt die
Auftrennung nach Molekulargewicht (2. Dimension) in einem SDS-Polyacrylamidgel, woran
sich die Detektion der Proteine durch Silberfirbung oder immunbiologischen Nachweis
anschlief3t.

Fiir eine MALDI-TOF (matrix assisted laser desorption ionization time of flight) Analyse wird
die Proteinprobe in eine UV-absorbierende Matrix eingebaut und im Hochvakuum mit einem
UV-Laser bestrahlt. Dadurch werden die UV-absorbierenden Molekiile inklusive der Proteine
freigesetzt. Dieses iibertragt eine positive Ladung auf die Proteine (,,matrix assisted laser
desorption ionization*), welche in einem Hochspannungsfeld beschleunigt und in einem
magnetischen Feld abgelenkt werden. In der freien Flugbahn werden die ionisierten Proteine
gemill ithrem Masse zu Ladungs-Verhiltnis aufgetrennt und fliegen auf einen Detektor zu.
Dieser misst dabei die Zeit fiir eine definierte Wegstrecke (,.time of flight™), woraus sich die
Masse des Proteins ergibt.

Ferner bestand eine Kooperation mit Herrn H.J. Hecht in der Gesellschaft fiir Biotechnologische
Forschung mbH (GBF) in Braunschweig, welcher die Versuche zur Kristallisation des Proteins
durchfiihrte und dazu die Proteinsuspension im dynamischen Light-Scattering analysierte. Diese
Methode erlaubt eine Aussage iiber die GroBe (in nm) der Partikel in der Losung und gibt einen
ersten Anhalt iiber die Homogenitdt und die Konformation des Proteins. Dazu werden alle in
einer Losung befindlichen Partikel in einem Lichtstrahl eines Photometer-dhnlichen Gerits
detektiert, wobei die Streuung des Lichts (,,/light scattering®) ein MaB ist fiir die GroBe des
Partikels.

2.9 Synthese, Reinigung und Analyse des rekombinanten hLa Proteins

2.9.1 Expression rekombinanter hLa Proteine in prokaryotischen

Kulturen

Um das rekombinante hLa Protein zu synthetisieren und anschlieBend aufreinigen zu kdnnen

wurde es in bakteriellen Kulturen exprimiert. Das in diesen Vektor einklonierte hLa-Gen steht



-36 -

unter der Kontrolle eines mit IPTG (Isopropyl-1-thio-B-D-galactopyranosid) induzierbaren T7
Promotors und wird erst nach Verfiigbarkeit von IPTG abgerufen. Hierbei ist IPTG ein nicht
metabolisierbarer Induktor des Lactose-Operons. Zur Erreichung maximaler Gen-Expression
wird IPTG zu einem Zeitpunkt in das Kulturmedium gegeben, zu welchem die Bakterien in
einer exponentiellen Wachstumsphase sind. Ferner werden die Proteine durch dieses
Expressionsplasmid mit einer N-terminalen hexa-Histidin Markierung versehen, welche fiir die
anschliefend beschriebene Reinigung essentiell ist.

Dazu wurde das jeweilige prokaryotische pET-28-hLa Expressionsplasmid in E.coli Zellen des
Stammes DHS5a transformiert und iiber Nacht auf einer selektiven Agarplatte (mit Kanamycin)
inkubiert. Eine der bis zum nichsten Tag gewachsenen Kolonien wurde in ein Reagenzgefal3
iiberfiihrt, welches 3 ml Standard-I-Ndhrmedium (siehe 2.4) und 9 pl Kanamycin enthielt, und
wurde iiber Nacht durch bei 37° C unter Schiitteln (200 rpm) in einem Bakterieninkubator
wachsen lassen. Dieses wurde am Folgetag in eine 100 ml Kultur aus Standard-I-Néhrmedium
und 300 pl Kanamycin in einem 1 1 Erlenmeyer-Kolben tiberfiihrt und bei 37° C unter Schiitteln
wachsen gelassen, bis es eine optische Dichte von ODggo = 0,5 erreichte. Nach Zugabe von 1 ml
IPTG (100 mM) und weiterer Kultivierung fir 4 — 5 Stunden wurden die Zellen durch
Zentrifugation bei 5000 x g sedimentiert. Nach Entfernen des Medium-Uberstandes wurden die
Zell-Prazipitate bei —20° C gelagert. Die Zellen wurden in 2 ml Lysis-Puffer (siche 2.6)
resuspendiert und durch Zugabe von 1 mg/ml Endkonzentration Lysozym und 2 — 4 stiindiger
Inkubation mit anschlieBender Ultraschall-Behandlung (3 x 10 sec) lysiert. Lysozym wirkt in
diesem Fall unterstiitzend zur Lysis der bakteriellen Zellen, da es als eine (N-Acetyl-)
Muramidase die Zellwdnde prokaryotischer Zellen auflost. Eine Lysis der Zellen wurde
ebenfalls durch die Behandlung mit Ultraschall erreicht. Zur Trennung von l6slichen Proteinen
und Membranbruchstiicken oder eventuell denaturiertem Protein erfolgte eine Zentrifugation fiir
15min bei 20000 x g und aus dem sich dabei bildenden Uberstand konnte wie nachfolgend

beschrieben das 16sliche, Histidin-markierte hLa Protein gewonnen werden.

2.9.2 Reinigung rekombinanten HIS-tag Proteins mittels Nickel-NTA-
Technologie

Die Ni-NTA-Technologie ist eine Weiterentwicklung der IMAC (immobilisierte Metall
Affinitdtschromatographie) und hat den Vorteil, dass Nitrilotriessigsdure (NTA) stabile und
hochaffine Bindungen mit Nickel eingeht, welches seinerseits hochaffin durch Histidin
gebunden wird. Durch eine Markierung des hLa Proteins mit einer hexa-Histidin Sequenz kann
das Protein iiber diese Methode effizient gereinigt werden. Dieses stellt somit eine spezifische

und wenig arbeitsintensive Methode der Reinigung Histidin-markierter Proteine da. Die Elution
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des Histidin-markierten Proteins erfolgt iiber Imidazol-Applikation. Imidazol wirkt in diesem
Fall als Kompetitor zu Histidin in der Bindung an die Ni-NTA-Matrix und fiihrt zur Freisetzung
des zuvor gebundenen Proteins, so dass die Konzentration des Imidazol im Elutionspuffer am
hochsten ist. Fiir die Expression des Proteins in prokaryotischen Zellen wurde der E.coli Stamm
BL21 benutzt.

Das mit einer N-terminalen hexa-Histidin-Markierung versehene hLa-Protein wurde wie folgt
iiber Nickel-NTA Saulen gereinigt: bei allen genannten Schritten wurden gekiihlte Puffer (4° C,
siche 2.6) verwendet, denen zuvor Protease-Inhibitor Complete™ frisch zugefiigt wurde.
Jegliche Zentrifugationen wurden fiir 2min bei 700 x g und 4° C durchgefiihrt.

Die Sédulen wurden mit 600 pl Lysis-Puffer mit anschlieBender Zentrifugation aquilibriert,
bevor 600 pl des Zell-Lysats (siehe 2.9.1) aufgetragen und die Histidin-markierten Proteine an
die Matrix gebunden wurden. AnschlieBend erfolgte eine Zentrifugation wie oben, und die
eluierende Durchlauf-Fraktion enthielt die nicht an die Matrix gebundenen Proteine. Dieses
wurde insgesamt solange wiederholt bis das gesamte Lysat aufgetragen war. AnschlieBend
wurden unspezifisch an die Matrix adsorbierte Proteine durch waschen mit 4 x 600 pul Wasch-
Puffer entfernt, bevor das spezifisch gebundene Protein durch Zugabe von 3 x 200 pl Elutions-
Puffer eluiert wurde.

Zur Reinigung groferer Mengen Proteins wurde die Reinigung in 1,5 x 15 cm selbstgepackten
Sdulen durchgefiihrt, welche durch eine Peristaltik-Pumpe mit einer Flussgeschwindigkeit von 1
ml/min betrieben wurde. Dazu wurden etwa 5 — 8 ml Ni-NTA-Agarose in die Sdule gegeben
und nach Absetzen der Agarose zundchst mit 50 ml Lysis-Puffer dquilibriert. Das Lysat aus 1 1
Bakterien-Suspension (siche 2.9.1) und die dquilibrierte Ni-NTA-Agarose wurden anschlie3end
mit einer 25 ml Glaspipette in ein 50 ml Falcon-Gefal} iiberfithrt. Wahrend einer 1 h Inkubation
bei 4° C wurden die Histidin-markierten Proteine an die &quilibrierte Ni-NTA-Agarose
gekoppelt. Um ein Absetzen der Agarose und damit eine unzureichende Bindung des Histidin-
markierten Proteins zu vermeiden erfolgte diese Inkubation in einem Kopf-liber-Kopf-Rotator
mit 25 rpm. Durch Zentrifugation mit 1000 x g bei 4° C fiir Smin erfolgte die Sedimentation der
Ni-NTA-Agarose mit den daran gebundenen Proteinen. Nach vorsichtiger Entfernung des
Uberstandes (entspricht obiger Durchlauf-Fraktion) durch Absaugen wurde die Ni-NTA-
Agarose wieder mit einer 25 ml Glaspipette in die Séule iiberfiihrt, wo durch waschen mit 50 ml
Wasch-Puffer unspezifisch adsorbierte Proteine entfernt wurden. Die Elution erfolgte mit 15 x 1

ml Elutions-Puffer, wobei diese separat in 1,5 ml Reaktionsgefilen gesammelt wurden.

2.9.3 Dialyse von rekombinanten Proteinen

Die Dialyse von Ni-NTA-Agarose gereinigten Proteinen erfolgte zur Entfernung stérender oder

zu hoher Salzkonzentrationen aus der Reinigung des Proteins. Insbesondere fiir eine
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nachfolgende Gelfiltration (s.u.), bei der eine empfindliche Messung der OD erfolgte, wirkten
sich hohere Konzentrationen an Imidazol storend aus. Bei der Dialyse wird die Proteinldsung in
einen Dialyseschlauch gegeben, welcher eine definierte Porengréflie (MWCO, molecular weight
cut-off) aufweist. Dieser wird anschlieBend fiir eine bestimmte Zeit in jene Losung gegeben, in
welcher die Proteine anschlieend vorliegen sollen, wobei diese Losung mehrfach gewechselt
wird. Bei diesem Prozess konnen alle Bestandteile der Proteinlésung, welche unterhalb der
Porengrof3e liegen, durch die Membran passieren und verteilen sich in der gesamten Losung
aufgrund freier Diffusion. Proteine oder andere Substanzen mit groBBerer Masse werden dabei in
dem Dialyseschlauch zuriickgehalten. Dadurch wird der Puffer der Proteinldsung ausgetauscht
und in Abhéngigkeit vom Dialysepuffer die Salzkonzentration erniedrigt.

Fiir die Dialyse von Ni-NTA-gereinigten hLa Proteinpréparationen wurde die Proteinlosung in
einen Dialyseschlauch pipettiert, welcher anschlieBend an beiden Seiten durch Klammern fest
verschlossen wurde. Die Dialyse erfolgte 3 x gegen je 500 ml Puffer A (sieche 2.6) bei 4° C fiir
je 1h. Danach wurde der Dialyseschlauch an einer Seite gedffnet und die dialysierte Losung mit
einer Pipette entnommen. Um eventuell ausgefallene Proteine abzutrennen wurde das Eluat

erneut fiir Smin bei 20000 x g zentrifugiert.

2.9.4 Eichung der praparativen Gelfiltrations-Saule S200HR-pg und

Reinigung des humanen La Proteins

Die Gelfiltration (oder GroBenausschluBchromatographie) beruht auf der unterschiedlichen
Verteilung von Molekiilen in einer gegebenen Matrix. Diese Matrix besteht zumeist aus Gel-
artigen Zucker-Konjugaten, welche je nach Beschaffenheit eine unterschiedliche, definierte
PorengroBe aufweisen. Wird eine Proteinlésung auf diese Matrix aufgetragen und in einem
Puffer dariiber aufgetrennt, dann wandern groe Molekiile schneller durch die Matrix, weil
diese nicht oder vermindert in die Poren eindringen kdnnen. Kleine Molekiile hingegen dringen
in die Poren ein und haben somit eine verlangsamte FlieBgeschwindigkeit. Diese kleineren
Molekiile eluieren spiter von der Siule. Somit ist das Elutionsvolumen eines Proteins von
seiner GrofBe im Bezug auf die gewidhlte Matrix abhéngig und die Methode trennt Proteine in
Abhéngigkeit von ihrer Grofle. Sofern ein Protein mit anderen Proteinen aggregiert werden die
Komplexe bei nicht-denaturierenden Bedingungen als Gesamtkomplex eluiert. Hierdurch lasst
sich bestimmen, ob ein Protein als monomeres Molekiil oder assoziiert mit anderen Molekiilen
vorliegt. Mit einem hinter die Séule geschalteten Fraktionssammler und OD-Detektor wird der
Proteingehalt einer jeden Fraktion angezeigt. Hierliber wird das Elutionsvolumen des jeweiligen
Proteins bestimmt. Zu Beginn muss iiber die Aufzeichnung der Elutionsvolumina von
Eichproteinen mit bekannten Massen eine FEichgerade erstellt werden, welche das

Elutionsvolumen relativ zur Masse der Proteine anzeigt.
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Die préiparative Gelfiltration von hLa Proteinlosungen erfolgte mit einer Superdex S200HR-pg
Sdule mit 26 mm Durchmesser und 600 mm Lénge. Zur Gewihrleistung einer konstanten
FlieBrate von 0,5 ml/min und einer sensitiven Detektion der OD,go und OD,s4 wurde die Séule
an ein BioCad Sprint HPLC-System angeschlossen, welches mit einem externen
Fraktionssammler verbunden war. Das HPLC-System wurde mit der BioCad Perfusion
Cromatography Workstation Software Version 3.0 betrieben. Die Sdule wie auch die gesamte
Anlage wurde mit sterilem und entgasten Puffer A (siche 2.6) dquilibriert. Die Sterilisierung des
Puffers erfolgte durch Filtrierung durch einen 0,22 pm Filter. Die Entgasung wurde fiir 15min
unter Vakuum durchgefiihrt.

Zur Eichung der Siule wurden in getrennten Liufen je 1 mg der Eichproteine Alkohol
Dehydrogenase (MW 150000), Albumin (MW 66000), Ovalbumin (MW 42700), Kohlenstoft-
Anhydrase (MW 29000) sowie zur Bestimmung des Leervolumens 1 mg Dextran (MW
2000000) aufgetrennt. Dabei wurde das Elutionsvolumen jedes Proteins aufgezeichnet und
anschlieBend der jeweilige Elutionskoeffizienten Ky zur Erstellung einer Eichgeraden anhand

folgender Gleichung berechnet:

Kav= (Ve— VO) / (Vt - Vo)

Dabei gilt: V; = Bettvolumen der Saule; V, = Leervolumen (Dextran-Bestimmung); V. =
Elutionsvolumen des Proteins. Fiir die graphische Darstellung der Eichgeraden zeigt die X-
Achse den Elutionskoeffizienten K,y und die Y-Achse logarithmisch die molekulare Masse.
Vor der Auftragung auf die Gelfiltrationssdule wurde die Proteinlosung zunichst 10min bei
20000 x g zentrifugiert, um eventuell ausgefallene Substanzen zu sedimentieren und aus der
Losung abzutrennen. Die Applikation der Probenldsung auf die Séule erfolgte in einer Menge
von mindestens 1 mg in einem Volumen von nicht mehr als 2 ml. Durch ein moglichst geringes
Auftragsvolumen wird eine fokussierte Elution der Proteine erreicht. Die Auftragung der Probe
erfolgte durch Injektion mit einer Spritze in einen Einlassventil im HPLC-System. Wahrend des
Laufs wurden die Elutionsvolumina eluierender Proteine durch den OD-Detektor der HPLC-
Anlage detektiert und die Fraktionen wurden im Fraktionssammler zu je 1 ml in Reagenzglisern
gesammelt. Somit wurden die Fraktionen den detektierten Peaks zugeordnet. AnschlieBend
erfolgte die Berechnung der Elutionskoeffizienten Ksy und die Bestimmung des
Molekulargewichts anhand der erstellten Eichgeraden.

Die Identifizierung des hLa Proteins in den jeweiligen Fraktionen erfolgte durch einen
immunbiologischen Western-Blot (2.8.6). Die Kontrolle der Homogenitidt der Fraktionen
erfolgte durch ein- und zweidimensionale Gelelektrophorese, MALDI-TOF und Light-

Scattering.
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2.9.5 Eichung der analytischen Gelfiltrations-Saule S200-HR-ag und

Analyse von Protein-Losungen

Die analytische Gelfiltration eignet sich zur Analyse geringer Proteinmengen. Hierbei
entsprechen das Prinzip und die Durchfiihrung der Methode der oben genannten préparativen
Gelfiltration. Durch die analytische Gelfiltration wurde analysiert, ob das humane La Protein als
monomeres oder multimeres Molekiil vorlag und ob dieses durch Bestandteile des Puffers
beeinflusst wurde. Bei dieser Methode ist mit der gewédhlten Sdule darauf zu achten, dass die
einzelnen Fraktionen sehr eng beieinander liegen. Der Unterschied zwischen 150 kDa und 50
kDa betrug nur wenig mehr als 2 ml, so dass Fraktionen mit entsprechend kleinen Abstinden
(0,5 ml) gesammelt wurden. Das Sammeln der Fraktionen war notwendig, um in spéteren
Analysen (immunologischer Western-Blot) das hLa Protein in den entsprechenden Peaks bzw.
Fraktionen nachzuweisen und es von restlichen Kontaminationen abzugrenzen. Die iiberaus
sensitive Detektion der ODygy durch das HPLC-System und das durch die Software angezeigte
und erstellte sehr exakte Elutionsprofil waren besonders bei dieser Methode von groBem
Vorteil. Auch fiir diese Sdule erfolgte zunéchst die Erstellung einer Eichgeraden, wie fiir die
préparative Gelfiltration beschrieben (siche 2.9.4).

Die Analyse von Proteinen erfolgte mit einer analytischen Superdex S200HR-ag
Gelfiltrationssdule mit einem Durchmesser von 10 mm und einer Linge von 30 mm. Diese
Sdule wurde unter den gleichen Bedingungen wie unter 2.9.4 genannt betriecben. Zur
Unterbindung einer Kation-vermittelten Oligomerisierung der Proteine iiber die Histidin-
Markierung wurden dem Puffer A jeoch teilweise (siche Ergebnisteil) 10 mM EDTA zugesetzt.
Fiir die Erstellung der Eichgeraden wurden die unter 2.9.4 beschriebenen Eichproteine mit 0,2
mg eingesetzt.

Vor dem Auftragen einer Probe auf die analytische Gelfiltrationsséule wurde diese fiir 10min
bei 20000 x g zentrifugiert, um eventuell ausgefallene Substanzen zu sedimentieren. Der sich
dabei bildende Uberstand enthielt die 16slichen Proteine und wurde in einer Menge von 0,05 mg
in einem Volumen von 0,5 ml mit einer Spritze in ein Einlassventil des HPLC-Systems injiziert.
AnschlieBend wurde das Flutionsvolumen der Proteine aufgezeichnet, und {iiber die
gesammelten Fraktionen konnte iiber einen nachfolgenden immunbiologischen Western-Blot
das entsprechende hLa Protein den jeweiligen Peaks zugeordnet werden. Aus dem
Elutionsprofil der Peaks wurde der Elutionskoeffizient berechnet und das Molekulargewicht

anhand der Eichkurve bestimmt.
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29.6 Versuche zur ATP-Bindung und ATPase Aktivitait des

rekombinanten hLa

Fiir das humane La Protein wurden eine ATPase- und Helikase-Aktivitit postuliert (18, 19, 97)
und durch Topfer et al. ein Walker-A-Motiv beschrieben, welches ein potentielles ATP
Bindungsmotiv darstellt (206). In der vorliegenden Arbeit sollte unter anderem untersucht
werden, ob das rekombinante hLa Protein eine ATPase Aktivitdt aufweist und ggf. ob eine
ATP-abhingige Helikase-Aktivitit gemessen werden kann. Dieses konnte das Verstindnis der
Wechselwirkung zwischen dem hLa Protein und seinen RNA-Substraten entschieden
verbessern. Zu diesem Zweck wurde diese Aktivitit des rekombinanten Proteins in
verschiedenen experimentellen Ansdtzen und unter diversen Bedingungen getestet. Dazu
wurden drei unterschiedliche Methoden benutzt, welche nachfolgend beschrieben sind. Als

Kontrolle fiir ein Enzym mit bekannter ATPase Aktivitit wurde Apyrase eingesetzt.

Radioaktiver ATPase Versuch: Hierbei werden radioaktives y-ATP und das zu untersuchende
Protein unter optimierten Bedingungen inkubiert. AnschlieBend wird ein Aliquot der Reaktion
an einem Ende einer Diinnschichtplatte aufgetragen und durch einen Laufpuffer aufgetrennt.
Dabei verbleibt ATP fast unveréndert an seiner Position. Wurde durch das zugegebene Protein
ATP zu ADP+P gespalten, so wandert das radioaktive Phosphat durch den Laufpuffer
mobilisiert iiber die Diinnschichtplatte, bis diese Reaktion durch Trocknung der Platte gestoppt
wird. Wird ATP durch das Protein direkt zu AMP+P, umgesetzt, so wandert das Pyrophosphat
ebenfalls im Laufpuffer, aufgrund der hoheren Masse und geringeren Mobilitit jedoch weniger
weit als ein Phosphatrest. Die Detektion radioaktiver Signale erfolgt durch einen
Phosphorimager.

Variierende Mengen hLa (10 — 500 ng) wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen (10 —
625 fmol) [y**-P]JATP (400 Ci/mmol, 10 pCi/pl) in Anwesenheit von 100 pM bis 10 mM ATP
in einer 20 pl Reaktion mit 10 mM Tris-HCI pH 7,4, 100 mM NaCl, 3 mM MgCl, und 0,05%
NP-40 fiir 30min bei RT oder 37° C inkubiert. Von diesem Ansatz wurde 1 pl auf eine PEI-
Cellulose-F Diinnschichtchromatographie-Platte aufgetragen. Diese wurde mit der unteren
Kante fir 45min in DC-Laufpuffer gegeben, was die aufgetragenen und vorhandenen
radioaktiven ATP, ADP und AMP Molekiile auftrennte. Nach Trocknung der Platte erfolgte die
Exposition einer Phosphorimager-Bildplatte und die Quantifizierung wie an anderer Stelle
beschrieben (siehe 2.11.10).

Colorimetrischer ATPase Versuch: Dieser Ansatz basiert auf dem regenerativen Enzym-
gekoppelten Prinzip (5). In die Reaktion gegebenes ATP wird durch das zu untersuchende
Protein umgesetzt, wobei ein Wiederauffiillen des ATP-Gehalts durch eine PK-gesteuerte

Phosphorylierung von ADP auf Kosten von Phosphoenolpyruvat erfolgt. Hierbei entsteht
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Pyruvat, welches durch L-LDH auf Kosten von NADH reduziert wird. Somit wird in diesem
Prozess NADH zu NAD" oxidiert, was einen Verlust der optischen Dichte im NADH
Absorptionsmaximum von 340 nm erzeugt. Dieses steht in direktem stochiometrischen
Verhiltnis zur Menge an phosphoryliertem ADP, so dass die Anderung der ODsy direkt ein
Mab fiir die ATP Hydrolyse ist.

Der 200 pl Standard-Ansatz enthielt 10 mM Tris-HCI pH 7,4, 100 mM NaCl, 3 mM MgCl,,
0,05% NP-40, 1 mM EDTA, 10 nM ATP, 0,1 mM NADH, 2 mM Phosphoenolpyruvat und 0,2
mg PK/L-LDH. Nach Zugabe von 100 ng hLa-WT wurde die OD3y4, fiir einen Zeitraum von 0 —
30min dokumentiert.

ATP Bindungs-Versuch: Durch diesen Versuch wurde iiberpriift ob ATP durch hLa-WT
gebunden wird. Dazu wurde radioaktives a-ATP mit dem Protein in besonders diinnwandigen
PCR-Reaktionsgefdflen inkubiert und anschlieBend durch eine UV-Bestrahlung quervernetzt.
SchlieBlich erfolgte eine SDS-PAGE des Proteins und eine Auswertung mittels
Phosphorimager. Sofern das Protein das a-ATP gebunden hatte wird es durch die
Quervernetzung eine radioaktive Markierung erhalten haben, da es durch das UV-Licht
kovalent an das a-ATP gebunden wurde. Auch wenn das Protein das a-ATP nur kurz bindet
und dieses zu ADP+P oder AMP+P, umsetzt wird durch die Verwendung von a-ATP nach wie
vor eine Markierung des Proteins erreicht. Zudem kann durch die Methode der UV-
Quervernetzung auch eine sehr kurzlebige Bindungsdauer aufgezeichnet werden.

Dazu wurden variierende Mengen hLa-WT (50 — 600 ng) mit variierenden Mengen (0,1 — 10
uCi) [a”—P]ATP im 15 pl Ansatz mit 10 mM Tris-HCI pH 7,4, 3 mM MgCl,, 100 mM NaCl,
0,5 M EDTA, 0,5% NP-40 und 10 nM ATP fiir 10min bei RT inkubiert. Nach UV-
Quervernetzung mit 1 Joule in einem Stratalinker folgte die Zugabe von SDS-Ladepuffer und
die elektrophoretische Auftrennung wie unter 2.8.3 beschrieben. Die Auswertung wurde mittels
Phosphorimager durchgefiihrt (siche auch 2.11.10).

Als Priparation des hLa-WT wurden sowohl Ni-NTA gereinigte als auch zuséatzlich
Gelfiltrations-gereinigte Praparationen eingesetzt. Neben einer weitreichenden Verdnderung der
Versuchsbedingungen wurde ebenfalls der Einfluss von Polynukleotiden und RNAs (HBV
RNA-B2, tRNA) bestimmt.

2.10 Klonierung, Extraktion und Analytik von DNA

2.10.1 Einfuhrung von Mutationen in hLa-cDNA-Sequenzen mittels PCR

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Funktionen des hLa analysiert und es sollte

moglichst dargestellt werden, welche Doméne des Proteins fiir die jeweilige Funktion essentiell
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ist oder in welcher Form diese Region zur untersuchten Funktion beitrdgt. Um dieses
analysieren zu konnen waren verschiedene Mutationen des hLa Proteins erforderlich. Bei den
gewihlten Mutationen handelte es sich iiberwiegend um interne Deletionen, welche die
gewiinschte Region insgesamt aus dem Protein entfernten. Alternativ wurden Punktmutationen
eingefiigt, bei welchen die Funktionen einzelner Aminoséduren dargestellt werden sollten, indem
diese gegen eine Aminosdure mit anderen Eigenschaften ausgetauscht wurde.

Die Mutationen wurden in Anlehnung an das site-directed-mutagenesis Protokoll der Firma
Stratagene eingefiihrt. Hierbei wird die Mutation durch eine Polymerase-Ketten-Reaktion
(PCR) in das Expressionsplasmid eingefiigt. Zu diesem Zweck werden ein sense und ein
antisense Oligonukleotid ausgewihlt, welche flankierend in 5'- und 3’-Richtung zu jener
Sequenz liegen, welche deletiert werden soll. Durch die PCR wird der je in 3’-Richtung
zwischen den Oligonukleotiden liegende Bereich amplifiziert, was in diesem Fall zur
Amplifikation des gesamten Vektors mit Ausnahme der je in 5’-Richtung zwischen den
Oligonukleotiden liegenden Sequenz fiihrt. Entscheidend fiir interne Deletionen ist, dass bei der
Deletion nicht der Leseraster verschoben wird, so dass stets nur eine durch 3 teilbare Anzahl an
Nukleotiden aus der DNA entfernt werden darf. Da bei dieser Reaktion eine lineare DNA-
Sequenz entsteht, muss anschlieBend eine Ligation des Amplifikats durchgefiihrt werden. Bei
Punktmutationen werden Oligonukleotide gewéhlt, welche liber der zu mutierenden Sequenz
liegen und in denen bereits die verdnderte Nukelotidsequenz vorkommt. Da diese
Oligonukleotide aufgrund der sich ergebenden Fehlpaarung mit der DNA nur schlechter
hybridisieren, miissen derartige Oligonukleotide moglichst ldngere Sequenzen aufweisen.

Das pET28b(+)-hLa-WT Plasmid, welches die Expression des hLa unter die Kontrolle eines
IPTG induzierbaren T7-Promotors und mit einer N-terminalen hexa-Histidin-Markierung
versetzt, wurde freundlichst durch E. Chan (Scripps Research Institute, California, USA) zur
Verfiigung gestellt und dient als Matrizen-DNA:

Reaktionsansatz: PCR-Reaktionsprofil (im Robocycler):

1 ul  Pfu Turbo Polymerase (10 U) 10 Zyklen 1min 94°C, 1min 54°C, 7min 72°C
5ul  Pfu-Klonierungs-Puffer 5x 3 Zyklen 1min 94°C, 1min 52°C, 7,5min 72°C
2ul  dNTPs (10 mM) 3 Zyklen 1min 94°C, 1min 52°C, 8min 72°C

2 ul  je Oligonukleotid (10 pmol/ul) 4 Zyklen 1min 94°C, 1min 52°C, 8,75min 72°C
10 ng  Matrizen-DNA 1 Zyklus 10min 72°C

ad 50 ul, mit Mineral6l iiberschichten.

Fiir Punktmutationen wurde die gleiche Zusammensetzung des Reaktionsansatzes gewihlt. Die
PCR erfolgte jedoch mit 15 Zyklen zu 30sek 95° C, Imin 46 ° C, 15min 72° C. Hierbei wurde
jedoch kein Robocycler benutzt, sondern ein 1-Block-PCR-System (Thermocycler), welches
sich aufgrund der im Vergleich zum Robocycler langsameren Anderungen der Temperatur als

vorteilhafter erwies.
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Um anschlieBend die mutierte DNA von der als femplate eingesetzten parentalen DNA
abzutrennen wurde ein spezifischer Restriktionsverdau mit dem Enzym Dpn I durchgefiihrt.
Dieses Enzym erkennt die Methylierung der parentalen DNA, welche der neu amplifizierten
DNA fehlt, so dass das template selektiv abgebaut wird. Dieser Verdau erfolgte mit 10 U
Enzym fiir 1 h bei 37° C. Anschliefend wurden die Amplifikate auf ihre richtige Gréfle durch
eine Agarose-Gelelektrophorese (siche 2.10.7) iiberpriift, wozu ein Aliquot der PCR-Reaktion
(10 ul) im Gel aufgetrennt wurde. Danach wurden die Amplifikate durch das QIAquick PCR
Purification Kit gereinigt. Fiir eine nachfolgende Ligation der DNA-Enden war eine
Phosphorylierung der 5’-Termini notwendig, welche durch wie folgt durchgefiihrt wurde:
lul  rATP (20 pM)

14 ul  DNA

2ul  HO

2 ul  T4-Polynukleotidkinase 10x Puffer

1 ul T4 Polynukleotidkinase (=10 U) 30min 37° C

Daran schloss sich eine erneute Reinigung der DNA an, um das Enzym sowie die
Pufferbestandteile aus dem Ansatz zu entfernen. Dazu wurde die DNA mit '/, Vol 3 M NaCl
und 2 Vol Ethanol abs. versetzt und nach 5Smin RT fiir S5Smin bei 20000 x g zentrifugiert. Danach
wurde der Uberstand abpipettiert, das DNA-Sediment 2 x mit je 100 pl 75% Ethanol gewaschen
und darauthin in 8 pl H,O resuspendiert. Die Ligation der DNA erfolgte mit dem Rapid DNA
Ligation Kit nach den Angaben des Herstellers. SchlieSlich wurde die DNA in Zellen des E.coli
Stammes DH5a transformiert werden (siehe 2.12.2) und die eingefiihrten Mutationen wurden

anschlieBend auf ihre Richtigkeit tiberpriift (siehe 2.10.6 und 2.10.8).

2.10.2 Umklonierung von hLa-Sequenzen aus prokaryotischen in

eukaryotische Expressionsvektoren

Da viele der bestimmten Funktionen des hLa in vitro mit anderen Funktionen in vivo korreliert
werden sollten war eine Expression des humanen La Proteins in eukaryotischen Zellen
notwendig. Ferner mussten die in prokaryotische Vektoren eingefiigten Mutationen so auch in
den eukaryotischen Plasmiden vorhanden sein, damit diese Funktionen exakt verglichen werden
konnten. Zu diesem Zweck wurde die gesamte jeweilige Sequenz des hlLa (Wildtyp oder
mutiert) in einer PCR aus dem prokaryotischen Plasmid amplifiziert. Die dazu benutzten
Oligonukleotide mussten einerseits passend sein zum 5°- und 3’-Terminus der hLa cDNA im
pET28 Vektor, sowie andererseits eine Klonierung iiber Restriktionsenzyme in den offenen

Leseraster eukaryotischer Vektoren zulassen. Zu diesem Zweck wurden die Oligonukleotide
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bereits mit terminalen Restriktionsschnittstellen versehen, welche zu Schnittstellen im neuen
eukaryotischen Plasmid passten. Nach der PCR konnten somit die Amplifikate gereinigt und mit
geeigneten Enzymen verdaut werden. Eine Linearisierung des neuen Vektors mit den gleichen
Enzymen erschafft passende Enden, so dass Amplifikat und Plasmid ligiert werden kdnnen und
sich dadurch die hLa Sequenz im eukaryotischen Vektor befindet.

Als eukaryotisches Plasmid wurde unter anderem der pEGFP-C1 Vektor benutzt, durch welchen
das hLa Protein als hLa-GFP-Fusionsprotein (GFP am C-Terminus von hLa) in eukaryotischen
Zellen exprimiert wird. Dieses erlaubt eine mikroskopische Detektion des hLa-GFP-
Fusionsproteins in lebenden eukaryotischen Zellen, wenn diese mit einer geeigneten
Wellenldnge beleuchtet werden.

Die Umklonierung der jeweiligen hLa cDNA erfolgte mittels PCR mit den Oligonukleotide
La37S und La38AS (mit Sac-I bzw. Hind-11I Restriktionsschnittstellen, siche 2.5.2).

Reaktionsansatz: Reaktionsprofil:

20 ng template-DNA 1 Zyklus 2min 95°C

S5ul  je Oligonukleotid (10 pmol/ul) 25 Zyklen 1min 95°C, 1min 56°C, 2min 72°C
2ul  dNTPs (10 mM) 1 Zyklus 5min 72°C

1 ul Pwo-DNA-Polymerase (=10 U)
5 ul Pwo-DNA-Polymerase 10x-Puffer

ad 50 pl, mit Mineral6l iiberschichten

Danach wurden die Amplifikate durch das QIAquick PCR Purification Kit gereinigt (Elution in
30 ul) und im Agarosegel auf richtige Lange liberpriift. Anschlieend wurden folgende weitere
Reaktionen durchgefiihrt:

30 ul  PCR Amplifikat 5pg  EGFP-C1 Vektors
5ul  10x-one-for-all-Puffer 5ul  10x-one-for-all-Puffer
lul  Sacl Lul  Sacl

lul  Hind 11 lul  Hind 11

ad 50 pl ad 50 pl

Nach einem Verdau fiir 2h bei 37° C erfolgte eine Hitzeinaktivierung der Enzyme fiir 10min bei
65° C. Danach wurde die Dephosphorylierung des geschnittenen Vektors durchgefiihrt:

S5ul  geschnittener Vektor EGFP-C1 (= 500 ng)

4 ul  alkalische Phosphatase

1 ul  alkalische Phosphatase, 10x Puffer

Dieses erfolgte fiir 1h bei 37° C, gefolgt von erneuter Hitzeinaktivierung fiir 10min bei 65° C.
Nach der Reinigung des geschnittenen, dephosphorylierten Vektors und der ebenfalls
geschnittenen PCR-Amplifikate {iber das QIAquick PCR Purification Kit (Elution in 30 pl)



- 46 -

schloss sich die Ligation von geschnittenem Amplifikat und geschnittenem, dephosphoryliertem
Vektor mit dem Rapid-DNA-Ligation-Kit an:

2ul  Vektor

6 ul  Amplifikat

2wl Dilution-buffer

10 ul  Ligase-Buffer

1 ul T4 Ligase

Dieses wurde fiir 30min bei RT stehen gelassen und anschlieBend zur Amplifikation und
spéteren Kontrolle des Vektors in E.coli DH5a transformiert.
Des weiteren wurden die hLa Sequenzen (Wildtyp und mutiert) in einen eukaryotischen
pcDNA4-HIS-Maxx-TOPO Vektor umkloniert, welcher das Protein mit einer N-terminalen
Histidin-Markierung versieht. Dieses ermoglicht die Expression des hLa Proteins in
eukaryotischen Zellen mit anschlieBender Reinigung des Proteins iiber Ni-NTA-Sdulen. Dies
dhnelt somit der Expression des rekombinanten Proteins in bakteriellen Zellkulturen, erzielt hier
aber eine eukaryotsiche Expression des Proteins. Fiir die Umklonierung wurde zunéchst die hLa
Sequenz wie oben dargestellt mittels PCR aus dem prokaryotischen Vektor pET28-hLa
amplifiziert. Der Reaktionsansatz entsprach dem oben fiir die GFP-Klonierung genannten
Protokoll, erfolgte aber unter Verwendung der Primer THLA14AS und THLA1S5S (siche 2.5).
Dazu wurde folgendes PCR-Reaktionsprofil in einem Robocycler ausgefiihrt:

1 Zyklus zu 2min 95°C

35 Zyklen zu je 1min 95°C, 1min 56°C, 2min 72°C

1 Zyklus zu Smin 72°C

Hinzufiigen von 1 pl (=10 U) Tag-DNA-Polymerase, inkubieren fiir 10min bei 72° C

Der letzte Schritt der Tag-Polymerase fiigt ein zusétzliches Adenin an das 3’-Ende des
Amplifikats, welches fiir die nachfolgende Klonierung entscheidend ist. Hierbei wird ein
linerarisierter Vektor benutzt, der an seinen 5’-Enden jeweils ein {iberhdngendes Thymidin
tragt, an welches eine TOPO-Isomerase gekoppelt ist, welche spéter die Ligation zwischen
Amplifikat und Vektor ausfiihrt und dafiir diese Adenine bendtigt. Nach Reinigung des PCR-
Amplifikats mittels PCR Purification Kit wurde ein Aliquot des PCR-Produkts mit dem TOPO-
Klonierungs-Kit nach den Angaben des Herstellers kloniert.

Bei dieser Klonierung durch die TOPO-Isomerase kann das Amplifikat (,,/nsert) in beiden
Orientierungen in den Vektor einkloniert werden, so dass dieses anschlielend iiberpriift werden
muss. Die richtige Orientierung des Inserts wurde zunéchst durch eine PCR iiberpriift (Protokoll
siche 2.10.4). Fiir diese PCR wurden zwei Oligonukleotide gewéhlt, wobei eines in der Vektor-
Sequenz hybridisiert und in Richtung /nsert orientiert ist, wiahrend das zweite Oligonukleotid im

Insert liegt und in Richtung des ersten Oligonukleotids orientiert ist. Sofern das /nsert nicht die
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richtige Orientierung aufweist, weisen die 3'-Termini der Oligonukleotide nicht aufeinander zu
und es bildet sich in dieser PCR kein Amplifikat. Demgegeniiber wird ein Amplifikat sichtbar,
wenn die Oligonukleotide aufeinander zugerichtet sind, sofern das Insert die richtige
Orientierung aufweist. Als Oligonukleotid mit Vektor-Hybridisierung wurde der Xpress-
Forward Primer gewahlt. Die hLa-spezifischen Oligonukleotide mussten mit ihrem 3’-Terminus
in Richtung des Gen-Anfangs weisen, wie z.B. die antisense-Primer M40 und M27. Des

weiteren erfolgte eine Sequenzierung des jeweiligen Plasmids (siehe 2.10.8).

2.10.3 Herstellung von hLa-PTB-GFP Fusionsproteinen

Zur Uberpriifung der Funktionalitit des potentiellen Nukleolus-Lokalisations-Signals (NoLS)
im hLa Protein wurde diese Sequenz mit jener des C-terminal GFP-markierten PTB-Proteins in
einem eukaryotischen EGFP-N1-Vektor fusioniert. Hierzu musste zundchst die Sequenz des
NoLS des hLa aus dem prokaryotischen Vektor amplifiziert werden. Um eine Fusion mit dem
PTB-GFP im EGFP-N1 Vektor zu erreichen, war auch hier eine Einklonierung durch
Restriktionsenzyme notwendig. Das Prinzip ist oben (siehe 2.10.2) erldutert. Fiir die Fusion
wurde das hLa-NoLS einerseits zwischen den C-Terminus des PTB und den N-Terminus des
GFP lokalisiert, und andererseits N-terminal zu PTB-GFP. Dies erforderte unterschiedliche
Oligonukleotid-Kombinationen, u.a. zum Erhalt des Leserasters und zur Einfithrung eines Start-
Kodons (siehe 2.5.3 / 2.5.4).

Zur Umklonierung erfolgte zunichst die Amplifikation der hLa-NoLS Sequenz (aa 323-354)
aus dem prokaryotischen pET28b(+)-hLa-WT Vektor mittels PCR. Der Reaktionsansatz sowie
das Reaktionsprofil entsprachen dabei oben beschriebenem Protokoll (siehe 2.10.2), mit der
Ausnahme, dass 80 ng DNA als femplate eingesetzt und je nach Konstrukt die Oligonukleotide
THHULA-M58S, THHULA-M59AS, THHULA-M60S und THHULA-M61AS benutzt wurden
(sieche 2.5.3 + 2.5.4). AnschlieBend wurde der gesamte Reaktionsansatz in einem préparativen
2% Agarosegel (siehe 2.10.7) aufgetrennt und das Gel anschlieBend kurz mit Ethidiumbromid
gefarbt. Die Beleuchtung des Gels erfolgte anschlieBend nur mit einer Handlampe (254/366
nm), um eine moglichst geringe UV-Beleuchtung der DNA sicherzustellen. Dabei wurde die
Bande des Amplifikats mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten, wodurch eine
Abtrennung von der Matrizen-DNA erfolgte. Die im Gelstiick enthaltene DNA wurde danach
mit dem QIAquick Gel Extraktion Kit aus dem Gel eluiert (Elution in 30 ul). Alle weiteren
Arbeitsschritte erfolgten geméf der Herstellung der hLa-GFP Plasmide (sieche 2.10.2).



- 48 -

2.10.4 Uberpriifung von Klonierungen mittels PCR

Die Zeit- und Aufwand sparende PCR-Methode wurde gewéhlt, um vor einer aufwendigeren
Sequenzierung Plasmide bei neuen Klonierungen daraufhin zu tberpriifen, ob diese eine
entsprechende Sequenz enthalten und/oder ob diese Sequenz die richtige Orientierung aufweist.
Ferner erlaubte diese Technik die Vorauswahl von potentiellen Klonen und ermdéglichte die
schnelle Identifizierung von negativen Klonen. Zusitzlich kdnnen mit der PCR mehr potentielle
Klone in weniger Zeit liberpriift werden als mit einer aufwendigen Sequenzierung. Die hier
dargestellte Methode fand bei mehreren experimentellen Ansdtzen zu DNA-Klonierungen
Verwendung.

Sofern eine neue interne Deletion kloniert wurde und eine Vielzahl von potentiellen Klonen
vorhanden waren, konnte diese PCR eine Vorauswahl dariiber treffen, welche Klone sequenziert
werden miissen und welche falsch-positiv sind. Nach einer Plasmid-DNA Mini-Préparation der
Klone (siehe 2.10.5) wurde eine PCR durchgefiihrt, bei welcher eines der Oligonukleotide nicht
mehr hybridisieren kann, wenn die neue DNA Sequenz die gewiinschte Deletion aufweist.
Dabei ergeben falsche Klone (wie der Wildtyp) ein Amplifikat, wéhrend positive Klone kein
Amplifikat ergeben konnen. Alternativ wurden die Oligonukleotide derart gewihlt, dass bei
einer Amplifikation der deletierte Bereich zwischen den Oligonukleotiden liegt, so dass sich bei
einer internen Deletion ein gegeniiber dem Wildtyp verkleinertes Amplifikat ergibt. Die
gewihlten Oligonukleotide variierten somit mit den Deletionen. Die Oligonukleotide wurden
aber derart gewihlt, dass sich ein Amplifikat von weniger als 1000 Basen ergab, um eine
moglichst groBe Auftrennung in der nachfolgenden analytischen Gelelektrophorese (siche

2.10.7) zu erreichen.

Reaktionsansatz: Reaktionsprofil:
2 ul  je Oligonukleotid (10 pmol/ml) 1 Zyklus 5min 95°C
Sul dNTPs (10 mM) 35 Zyklen 1min 95°C, 1min 56°C, 2min 72°C

10 ng zu analysierende DNA
0,5 ul Tag-Polymerase (=5 U)
5 ul Tag-Polymerase 10x-Puffer

ad 50 pl, mit Mineral6l iiberschichten

Nach Beendigung der PCR wurde ein Aliquot der Reaktion (10 — 20 pl) in einer analytischen

Agarose-Gelelektrophorese auf oben genannte Kriterien liberpriift.
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2.10.5 Plasmid-DNA-Praparationen

Die Isolierung von Plasmiden erfolgte durch das Qiagen-Maxi-Préparations-Kit und das
Quiagen-Mini-Préparations-Kit nach den Angaben des Herstellers. Sofern das Plasmid
anschliefend fiir Sequenzierungen eingesetzt werden sollte, hat sich ebenfalls das Wizard-Plus-
Kit (Promega, Deutschland) als vorteilhaft erwiesen und wurde fiir diese Zwecke eingesetzt.
Nach der Priparation des Plasmids wurde die Konzentration photometrisch bestimmt (siche
2.11.6) und die Qualitit der Préparation in einem analytischen Agarose-Gel liberpriift (siche

2.10.7).

2.10.6 Cracking - schnelle Extraktion von Plasmid-DNA aus

prokaryotischen Zellen

Das Cracking stellt eine schnelle aber unsaubere Methode zur Plasmid-Préparation dar und
wurde als Kontroll-Reaktion bei DNA-Klonierungen benutzt. Bei dieser Methode werden eine
Vielzahl von bakteriellen Vorkulturen daraufhin iberpriift, ob diese ein Plasmid von
gewiinschter Grofle enthalten. Dazu wird zundchst aus bakteriellen Vorkulturen die Plasmid-
DNA prépariert und nachfolgend in einem Agarose-Gel analysiert. Dabei erfolgt der
GroBenvergleich zu einem Plasmid mit bekannter Lange, wobei bei dieser Methode zu beachten
ist, dass der hohe Zucker-Gehalt des benutzten Puffers die Laufeigenschaften von DNAs
verdndern kann.

Fiir das Cracking wurden 300 pl einer Vorkultur 1min bei 20000 x g zentrifugiert. Nach
Entfernung des Uberstandes wurde das Sediment in 60 pl Cracking-Puffer (siche 2.6)
resuspendiert. AnschlieBend wurde erneut zentrifugiert fiir 10min bei 20000 x g und 20 pl des
sich bildenden Uberstandes wurden zur Elektrophorese in die Taschen eines 1% Agarosegels
geladen und elektrophoretisch aufgetrennt. Diese Methode schlieB3t die Zellen insgesamt auf und
16st die DNA heraus, so dass auf dem Gel ebenfalls die genomische DNA der Bakterien

erscheint.

2.10.7 Elektrophorese von DNA in Agarosegelen mit anschlieBender

Ethidiumbromid-Farbung

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde zur Analyse und zur priparativen Isolierung von DNA
eingesetzt, da hierbei Nukleinsduren in einem elektrischen Feld je nach Grofle aufgetrennt

werden. Die Konzentration der Agarose wurde der GroBe der aufzutrennenden Fragmente
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angepasst und lag bei 0,5% (fiir DNAs mit 5 — 10 kBp), 1% (fiir DNAs mit 1,5 — 6 kBp) oder
2% (fiir DNAs mit 0,1 — 1,5 kBp). Die Grofe der untersuchten DNAs wurde spéter durch den
Vergleich mit DNA-GroBenstandards ermittelt, welche mit der DNA aufgetrennt wurden.

Die Agarose wurde in TAE-Puffer geldst, bis zum Siedepunkt erhitzt und nach kurzem
Abkiihlen auf ca. 60° C in die Laufkammer gegossen. Nach Aushértung der Agarose wurden die
DNA-Proben mit '/s (v/v) DNA-Ladepuffer versetzt und in die Taschen des Gels pipettiert. Die
Auftrennung der DNA erfolgte in TAE-Puffer.

AnschlieBend wurde das Gel aus der Laufkammer entnommen und fiir 5min in eine
Ethidiumbromid-Lésung (0,5 pg/ml) gegeben. Ethidiumbromid ist ein DNA-interkalierender
Farbstoff, welcher bei Beleuchtung mit UV-Licht (254 nm) fluoresziert und so die Position der
DNA im Gel anzeigt. Nach kurzer Entfairbung im Wasserbad (~30min) erfolgte die
Visualisierung der interkalierten Ethidiumbromid-DNA-Komplexe durch Bestrahlung mit UV-
Licht und die photographische Dokumentation.

Fiir eine priparative Isolierung von DNA aus Agarosegelen wurde das Gel nach der
Féarbung/Entfarbung moglichst kurz (max. 15 sec) mit einer schwachen 254/366-nm Handlampe
beleuchtet, um Schiddigungen der DNA durch starke UV-Bestrahlung zu vermeiden. Wahrend
der Beleuchtung wurde kurz die Position der jeweiligen DNA im Gel markiert und die Bande

anschlielend bei normaler Beleuchtung mit einem Skalpell ausgeschnitten.

2.10.8 DNA-Sequenzierungen

Die Sequenzierungen von DNA-Proben wurden mithilfe des Li-Cor-Systems unter Verwendung
von Farbstoff markierten IRD-Primern und des SequiTherm-Cycle-Sequenzier-Kits
durchgefiihrt. Die Methode beruht auf dem DNA-Kettenabbruch in einer PCR nach Sanger et al.
(177) und die Detektion erfolgt iiber Fluoreszenz-Oligonukleotide. Der Laser des
Sequenziergerits detektiert die in einem Gel aufgetrennten DNA Fragmente und gibt die
Informationen an die angeschlossene Software weiter.

Die Sequenzier-PCR erfolgte in 96-well-Mikrotiterplatten. Fiir jede Probe wurden zunichst 9 pl
(oder 1 pg ad 9 pl) der DNA mit 2 pl (1 pmol/pul) IRD-Oligonukleotid, 2,5 pl 10x-Sequenzier-
Puffer, 2,5 pul 10% DMSO und 1 pl (5 U) Sequi-Therm-DNA-Polymerase gemischt. Davon
wurden anschlielend je 3,6 pl in ein well gegeben, welches zuvor mit je 2 ul G-, A-, T- oder C-
Long-Read-Termination-Mix befiillt wurde. Nach Uberschichtung des Reaktionsansatzes mit
Mineraldl erfolgte die PCR mit 1 Zyklus zu 4min 94°C und 30 Zyklen zu je 30 sek 95°C, Imin
55°C, 1min 70°C in einem Thermocycler. AnschlieBend wurden je Reaktion 4 pl Sequenase-
Stop-Losung zugegeben und die Proben vor dem Auftragen auf das Gel fiir 2,5min bei 85°C im
Thermocycler denaturiert. Die Auftrennung erfolgte mit je 1,6 pl (G-,A-,T-,C-Mix) in einem 66

cm langen denaturierendem 7M Urea 5% Sequagel-Polyacrylamidgel, welches vor Auftragung
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der Proben in 1x TBE-Puffer fir 1h bei 2000V auf 45°C vorgewdrmt wurde. Die
Datensammlung wie auch die nachfolgende Analyse erfolgte mit der BaselmagIR-V2.3

Software (Li-Cor, MWG Biotech, Germany).

2.11 RNA-Synthese und RNA-Protein-Wechselwirkungen

2.11.1 Vektoren fiir in vitro Transkriptionen und die Synthese der Matrizen
DNA

Folgende Vektoren lagen in der Plasmidsammlung der Arbeitsgruppe vor und wurden fiir die
Generierung von templates (Matrizen DNAs) zur in vitro Transkription mit folgenden
Oligonukleotiden benutzt:
Fir ,HBV RNA B2“: ein pCHT-Plasmid (mit freundlicher Genehmigung von H.
Schaller, ZMBH, Heidelberg, zur Verfiigung gestellt), welches das gesamte HBV
Genom (Subtyp ayw) enthilt. Zudem die Oligonukleotide TH9T7S und TH13BAS.
Fiir ,humane B-Aktin RNA“: ein Plasmid, welches das gesamte humane -Aktin Gen
kodiert und durch T. Heise zur Verfiigung gestellt wurde. Dazu die Oligonukleotide
THACT2-T7 und THACT2-AS zur Synthese der aa 27-140 des humanen -Aktin.
Fiir ,,GAPDH RNA*“ (Glyerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase): Vektor pBSK mit
der gesamten humanen GAPDH-Sequenz, zur Verfiigung gestellt durch T. Heise. Dazu
Oligonukleotide THGAP2-T7 und THGAP2-AS zur Synthese der aa 383-497 des
humanen GAPDH.
Fir ,humane Telomerase RNA®“: ein Fsp-I linearisiertes Plasmid phTR1 (zur
Verfiigung gestellt durch W. Filipowicz, Friedrich-Miescher-Institut, Basel, Schweiz)
kodierend fiir das humane Telomerase-RNA Gen, fertig zur in vitro Transkription.
Fiir ,tRNAY"“: Plasmid HtV1 (zur Verfiigung gestellt durch H. Beier, Institut fiir
Biochemie, Universitit Wiirzburg), mit kompletter tRNAY* Gensequenz. Zudem
folgende Oligonukleotide: pra-tRNAY* mit THTVALT7-1 und THTVALAS-1; pri-
tRNAY®-A3" mit THTVALT7-1 und THTVALAS-2; pra-tRNAY¥-A5" mit
THTVALT7-2 und THTVALAS-1; reife-tRNAY" mit THTVALT7-2 und
THTVALAS-2.
Alle PCR Produkte, welche als Matrize in einer in vitro Transkription eingesetzt werden, weisen
einen iiber die Oligonukleotide eingefiigten T7 Promotor auf. Die PCR-Synthese des templates

erfolgte mit den entsprechenden Vektoren und Oligonukleotiden nach folgendem Protokoll:
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Reaktionsansatz: Reaktionsprofil:
20 ng Matrizen-DNA 1 Zyklus S5min 95°C
2 ul  je Oligonukleotid (10 pmol/ul) 35 Zyklen 1min 95°C, 1min 56°C, 2min 72°C

2ul  dNTPs (10 mM)
1,5ul MgCl, (50 mM)
5 ul Tag-DNA-Polymerase 10x Puffer
1 ul  Tag-DNA-Polymerase (=10 U)

ad 50 ul, mit Mineral6l iiberschichten

Anschlieend wurde der Reaktionsansatz auf einem préparativen 2% Agarosegel aufgetrennt,
das Amplifikat ausgeschnitten, mit dem QIAquick Gel Extraction Kit gereinigt (Elution in 30

ul) und konnte nun zur in vitro Transkription eingesetzt werden.

2.11.2 Synthese von RNA-Sonden durch in vitro Transkription

RNAs wurden durch in vitro Transkription nach folgendem Protokoll synthetisiert, wobei das
RiboProbe In Vitro Transkription System benutzt wurde und zwischen radioaktiven und nicht-
radioaktiven Protokollen unterschieden wird:

Radioaktive Synthese: 4 pl 5x-T3/T7-Transkriptionspuffer, 1 pl 10 mM DTT, 0,5 pl RNasin
(=20 U), 2,5 ul tNTPs (je 2,5 mM rATP, rGTP und rCTP), 0,5 ul 0,01 mM rUTP, 7 ul [o’*-P]
UTP, 2 ul template, 1 ul T7-RNA-Polymerase (=15 U), ad 20 ul mit Nuklease-freiem H,O.
Nicht-radioaktive Synthese: dieser Ansatz enthielt alle oben genannten Zugaben, auller dem
radioaktiven rUTP; zudem wurde ein INTP-Mix benutzt, welcher je 2,5 mM rATP, rUTP, rCTP
und rGTP enthielt.

Die Synthese erfolgte fiir 1,5 bis 2 h bei 37° C. Sofern tRNA Transkripte synthetisiert werden
sollten, erfolgte die in vitro Transkription fiir 6 h auf Eis, da wahrscheinlich aufgrund intensiver
Strukturen der tRNA-Produkte die Effizienz der Reaktion sowie insbesondere die Homogenitit
der Produkte bei 37° C geringer ist. Nach einem DNase Verdau (1 U, 15min 37°C) und dem
Auffiillen des Volumens auf 50 pl mit 10 mM Tris/HCl pH 7.4, erfolgte die Reinigung der
Transkripte mittels G25-spin columns nach Angaben des Herstellers.

Um die Synthese der radioaktiven RNAs zu quantifizieren, wurde entweder direkt die
Radioaktivitit von 2 ul der Probe iiber Cerenkov-Counts mit einem Scintillations-Zéahler
bestimmt, oder die Berechnung der Molaritéit der Sonde erfolgte nach dem sich anschlieSenden
Protokoll. Die Reinigung nicht-radioaktiver Transkripte mittels UV-Shadowing wird spiter

beschrieben.
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2.11.3 Berechnung der Konzentration der in vitro transkribierten,
radioaktiven RNA-Sonde

Um den Einbau der radioaktiv markierten UTPs sowie die RNA-Synthese quantifizieren zu
konnen, wurde vor und nach der Abtrennung der freien Nukleotide durch die G-25-spin
columns (siehe 2.11.2) je ein 2 pl Aliquot aus dem Transkriptionsansatz entnommen und 1:50
mit DEPC-H,0 verdiinnt. Von jenem Aliquot vor der Sdulenreinigung wurden zur Ermittlung
der Gesamt-cpm (Zerfille pro Minute) 5 pl der Verdiinnung zu 3 ml Scintillations-Cocktail
gegeben. Aus der zweiten Probe wurden zur Bestimmung der mit TCA féllbaren cpm 5 pl der
Verdiinnung auf ein GF/C-Rundfilter aufgetragen, dieses etwa 3 bis Smin bei RT getrocknet
und anschlieBend fiir 15min bei 4° C in 25 ml eiskalter TCA-Losung (siche 2.6) inkubiert, um
gef. noch vorhandene freie Nukleotide zu fillen. Nach kurzem Abspiilen des Filterpapiers mit
70% Ethanol und Trocknen fiir 5Smin bei RT wurde dies zu 3 ml Scintillations-Cocktail in ein
Scintillations-Rohrchen tiberfiihrt. Die Bestimmung der Radioaktivitét in beiden Proben erfolgte
mit einem Scintillations-Zahler fir 60 sec. AnschlieBend erfolgte die Berechnung der

synthetisierten RNA Menge anhand der gemessenen cpm-Werte:

Die spezifische Radioaktivitét der synthetisierten RNA wurde nach folgender Formel berechnet:
) (Gesamt-cpm im Ansatz) + (ng UTP im Ansatz x 4) = cpm / ng RNA

Hierbei wurde von einer molekularen Masse von 350 pro Nukleotid (nt) sowie einem Gehalt
von 25% UTP je RNA-Molekiil ausgegangen. Die im Séuleneluat enthaltene RNA-
Konzentration wurde basierend auf der spezifischen Radioaktivitit aus den gemessenen
fallbaren TCA-cpm ermittelt:

2) (TCA-cpm / pl Ansatz) + (cpm / ng RNA) =ng RNA / ul

Anhand der Lénge der synthetisierten RNAs und der nach oben beschriebener Formel

errechneten Menge an Synthese konnte die Molaritéit der Sonde berechnet werden:

3) ¢ [RNA] in pmol / pl = ((ng RNA / pul) x 1000) + (Anzahl nt x 350)
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2.11.4 Analyse von radioaktiven RNAs durch denaturierende

Gelelektrophorese

Durch diese Methode wurden radioaktive, mittels in vitro Transkription synthetisierte RNAs auf
ithre Liange und Homogenitdt untersucht. Hierbei wird die RNA denaturiert und in einem
Harnstoff-Polyacrylamidgel im elektrischen Feld aufgetrennt. AnschlieBend wird das Gel
entnommen, in Zellophanfolie eingewickelt und mit einem Phosphorimager ausgewertet. Der
Vergleich mit bestimmten Farbstoffen im Laufpuffer oder mit radioaktiven RNAs bekannter
Lange ermoglichte die Abschitzung der RNA-Lénge.

Je nach zu erwartender Signalstirke wurden 1 bis 5 pl der radioaktiv markierten RNA mit 50 ul
RNA-Ladepuffer versetzt, fiir 10min bei 76° C denaturiert und vor dem Auftragen auf das Gel
auf RT abkiihlen lassen. Die Elektrophorese erfolgte in einem 18 x 18 cm groflen, 15%igen
Acrylamid-Harnstoff-Gel (1x TBE, 7 M Harnstoff, 0,05% (v/v) TEMED, 0,05% (w/v) APS) fiir
1,5 h bei 500 V. Zuvor wurde das Gel fiir 1 h in 1x TBE-Puffer (siche 2.6) bei 500 V vorlaufen
gelassen. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel entnommen, in Folie
eingewickelt und quantitativ mittels Phosphorimager ausgewertet (siche 2.11.10). Dabei dienten
die im Ladepuffer enthaltenen Substanzen Bromphenolblau und Xylencyanol als grobe
GroBenmarker, da die entsprechende Farbfront in diesem Gel einer Nukleotidlinge von 40

Basen (Xylencyanol) bzw. 10 Basen (Bromphenolblau) entsprachen.

2.11.5 Praparative Gelelektrophorese und Gelelution nicht radioaktiver
RNAs (UV-Shadowing)

Bei einer in vitro synthetisierten, nicht-radioaktiven RNA konnte die Quantifizierung der
Synthese nicht wie oben fiir radioaktive RNAs beschrieben erfolgen, sondern wurde
photometrisch durchgefiihrt. Dazu war eine Abtrennung der RNA von Synthese-Fragmenten
und Puffersubstanzen notwendig, was wie oben beschricben iiber eine Acrylamid-
Gelelektrophorese erfolgte. Die nicht-radioaktive RNA musste im Gel jedoch iiber andere
Techniken sichtbar gemacht werden, damit sie aus dem Gel ausgeschnitten, eluiert und
quantifiziert werden konnte. Die RNA wurde sichtbar gemacht, indem das Gel nach der
Elektrophorese auf eine Kieselgel-Platte gelegt und mit einem schwachen UV-Licht bestrahlt
wurde. Dabei warf die RNA einen Schatten auf die Kieselgel-Platte und wurde mit einem
Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten.

Die mittels in vitro Transkription synthetisierte RNA wurde wie oben beschrieben denaturiert
und in einem denaturierenden Gel aufgetrennt (siehe 2.11.4). AnschlieBend wurde das Gel

entnommen und einseitig auf Zellophanfolie und eine DC-Alufolie-Kieselgel-60F Platte gelegt.
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Durch Bestrahlung mit einer UV-Handlampe bei einer Wellenlédnge von 254 nm wurde die
RNA durch Schattenbildung auf der Kieselgel-Platte sichtbar und wurde mit einem Skalpell aus
dem Gel ausgeschnitten. Dieses Gelstiick wurde in ein Eppendorf-Reaktionsgefaf tiberfiihrt und
fiir 2 h bei 56° C in 400 pl 1x TNE-Puffer (siche 2.6) und fiir 1 h in 200 ul 1x TNE-Puffer bei
1200 rpm im Thermomixer eluiert. Die Gelstiicke wurden verworfen, beide Ansédtze wurden
vereinigt und mit 100 pul 3 M Na-Acetat pH 52 und 100 ul
(Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1)) versetzt. Nach Zentrifugation der Proben fiir
Smin bei 20000 g wurde die obere wissrige Phase in eines neues Eppendorf-Reaktionsgefaf3
uberfithrt, mit 100 ul Chloroform vermischt und kriftig geschiittelt. Nach Zentrifugation bei
20000 g in einer Tischzentrifuge fiir Smin wurde die in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefall
iiberfiihrte obere Phase mit 2 Volumen Ethanol abs. versetzt und 1i.N. bei —20° C gefillt. Nach
einer Zentrifugation mit 20000 x g fiir 10min bei 4° C wurde das RNA-Pellet mit 400 pl 75%
Ethanol gewaschen und schlieBlich in 25 pl 10 mM Tris/HCI pH 7,4 aufgenommen. Die

Bestimmung der Konzentration erfolgt spektrophotometrisch.

2.11.6 Konzentrationsbestimmungen von Nukleinsauren

Zur Bestimmung der Konzentration von Nukleinsduren wurde der molare Extinktionskoeffizient
E der Proben bei einer Wellenldnge von 260 nm in einem Spektralphotometer gemessen und in
Abhéngigkeit von der definierten Schichtdicke d die Nukleotidkonzentration bestimmt. Ein
Adsorptionswert von Eyg = 1 bei einer Schichtdicke von d = 1 ¢m entspricht einem Gehalt von
50 pg/ml doppelstrangiger DNA oder 40 ug/ml einzelstrangiger RNA. Zusatzlich wurde die
Extinktion bei einer Wellenldnge von 280 nm gemessen um den Proteingehalt der Probe zu
bestimmen. Der Quotient aus Eyq/Ejgo stellt einen Wert fiir die Reinheit der Losung dar und

sollte zwischen 1,7 und 2,0 liegen.

2.11.7 Radioaktive 5‘-Markierung von nicht-radioaktiven RNAs und

Oligonukleotiden

Fiir analytische Zwecke wurde eine nicht-radioaktive RNA daraufhin {iberpriift, ob diese frei
von Degradation ist und/oder ob die Linge der RNA den Zielsetzungen entspricht. Dieses
wurde dadurch erreicht, dass die RNA durch eine Polynukleotid-Kinase radioaktiv markiert und
anschliefend in einer denaturierenden Gelelektrophorese analysiert wurde. Dazu wurden 200
fmol RNA in einem 10 ul Ansatzvolumen mit 2 pl [o’*P]-ATP, 1 pl 10x T4-Polynukleotid-

Kinase-Puffer sowie 1 pl T4-Polynukleotid-Kinase versetzt und fiir 60min bei 37° C inkubiert.
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Die Analyse der RNAs erfolgte in einem denaturierenden Harnstoff-Polyacrylamid-Gel wie
unter 2.11.4 beschrieben.

Oligonukleotide wurden radioaktiv markiert, um als Sonde in einem Northern-Blot eine
bestimmte RNA-Spezies nachzuweisen. Dazu wurden in einem 20 pl Ansatzvolumen 25 pmol
Oligonukleotid, 6 pl [a’>-P] ATP, 2 ul 10x-Polynukleotid-Kinase-Puffer sowie 1 pl T4-
Polynukleotid-Kinase fiir 1 h bei 37° C inkubiert, mit DEPC-H,O auf 50 ul aufgefiillt und tiber
G25-spin columns nach Angaben des Herstellers gereinigt. Von 2 ul des gereinigten, markierten
Oligonukleotids wurde anschlieBend die Markierung durch Bestimmung der Radioaktivitit

(,,Cerenkov-Counts*) in einem Scintillations-Zahler bestimmt.

2.11.8 Northern Blot als Nachweismethode fiir RNAs

Der nachfolgend beschriebene Northern Blot wurde als Nachweismethode fiir tRNAs und
rRNAs benutzt und eignet sich in dieser Form als Methode fiir den Nachweis von RNAs mit
einer Lange von 30 bis etwa 500 Basenpaaren. Fiir diesen Northern Blot mit Oligonukleotid-
Hybridisierung wurden mindestens 5 pg RNA aus einem gesamt-RNA Extrakt aus HeLa Zellen
benutzt, wobei sich dieses nach der nachzuweisenden RNA richtet — fiir ubiquitdr und hoch
exprimierte RNAs wie reife tRNAs oder rRNAs sind geringere Mengen ausreichend, jedoch
stellt dieses fiir den Nachweis von tRNA Vorlduferstufen die Untergrenze dar.

Die RNA Proben wurden mit 2 Vol RNA-Ladepuffer (sieche 2.6) versetzt und 10min bei 95° C
denaturiert. Dieses wurde in einem 12% Polyacrylamid-, 7 M Harnstoff-Gel (siche 2.11.4) bei
600 V aufgetrennt, welches zuvor fiir 1 h bei 500 V vorlief. Bei dieser Konzentration des Gels
diente das im Ladepuffer enthaltene Xylencyanol als Marker fiir eine RNA-Lénge von ~40 nt
und die Gele wurden so lange laufen gelassen, bis sich dieser Marker im unteren Drittel des
Gels befand. Anschliefend wurde das Gel entnommen und mit 2 Lagen Blottingpapier (14,2 x
16,2 cm) und einem ebenso groBem Stiick Hybond-N" Nylon-Transfer-Membran je 10min mit
H,0 und 0,5x TBE (siehe 2.6) dquilibriert und in einer Trans-Blot-Semi-Dry-Transfer-Cell mit
330 mA 1 h transferiert. Nach beidseitigem crosslinken der Membran mit 120 mJ UV-Licht in
einem Stratalinker erfolgte eine Farbung der RNA auf der Membran mit einer Methylenblau-
Losung (siehe 2.6), wobei eine solche Farbung auf dieser Membran nicht sehr bestindig war.
Diese Firbung zeigte, ob die RNA erfolgreich auf die Membran transferiert wurde. Die
Entfarbung erfolgte durch Spiilen mit H,O. Zuletzt wurde die Membran getrocknet und gelagert
oder direkt benutzt.

Der Nachweis von RNAs auf der Membran erfolgte durch Hybridisierung mit radioaktiv-
markierten Oligonukleotiden (sieche 2.5.6 + 2.11.7). Dazu wurde die Membran zunéchst mit 6
ml ULTRAhyb™-Oligo-Hybridization-Buffer fir 1 h bei 42° C mit 6 rpm in einem

Hybridisierungsofen vorhybridisiert, bevor das radioaktiv markierte Oligonukleotid mit einer
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Menge von mind. 10 Mio. CPM zugegeben wurde und i.N. hybridisierte. SchlieBlich wurde die
Hybridisierungslosung entfernt, die Membran mit Waschpuffer (0,5% SDS, 2 x SSC) 2 x 30min
bei 42° C gewaschen und mittels Phosphorimager ausgewertet (siche 2.11.10).

Um auf einer Membran mehrere RNAs durch verschiedene radioaktive Oligonukleotide
nachzuweisen musste das radioaktive Signal der ausgewerteten Hybridisierung entfernt werden.
Dazu wurde die Membran fiir 15min mit 0,5 % SDS (auf 95° C vorgeheizt) bei 95° C inkubiert
und anschliefend kurz mit H,O gewaschen. Eine erneute Vorhybridisierung war vor Zugabe
einer neuen Sonde notwendig.

Der Northern Blot wurde fiir den Nachweis von tRNAs in RNA-Interferenz behandelten Zellen
benutzt, wobei HelLa Zellen mit hLa siRNAs und Luziferase siRNAs behandelt wurden. Im
Phosphorimager wurden Signalintensitéiten fiir die tRNAs in den behandelten Proben sowie fiir
die ribosomale 5.8S rRNA bestimmt und durch Normalisierung quantifiziert, wozu folgende

Formel benutzt wurde:
(Xa+Ka)HXp+Kyp) lﬁaa+Ka)+(Bb+Kb)

X,-RNA-Gehalt (%) = : +100
2 L 2

Dabei gilt: X, = verbleibender prozentualer Gehalt der untersuchten RNA ,, X*; X, und X, sind
Werte a und b (bei Doppelwerten) der untersuchten RNA ,X“ in den spezifisch RNAi
behandelten Proben; B, und B, sind Werte a und b (bei Doppelwerten) der RNA ,,X* in den
unspezifisch RNAi behandelten Proben; K, und K, sind die Werte a und b (bei Doppelwerten)
der Kontroll-RNA (5.8S rRNA) in allen jeweiligen Proben. Hierzu werden jeweils die Werte fiir
RNA ,,X*“ sowie fiir die Kontroll-RNA aus entsprechend gleichen Zeitpunkten gewihlt.

2.11.9 EMSA - electrophoretic mobility shift assay

Der EMSA erlaubt die Bestimmung einer RNA-Protein-Wechselwirkung unter nativen
Bedingungen. Zu diesem Zweck wurden eine radioaktiv markierte, in vitro synthetisierte RNA
und das hLa Protein unter optimierten Pufferbedingungen inkubiert. Anschliefend wurden die
RNA-Protein-Komplexe unter nativen Bedingungen in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt.
Zudem wurde auf einer Spur des Gels ein Aliquot der nicht mit hLa inkubierten RNA
aufgetragen, welche so die Position der ungebundenen RNA bestimmt. Bei der Bindung des hLa
an die RNA bildeten sich Komplexe, die aufgrund ihrer gegeniiber der ungebundenen RNA
erhohten Masse weniger weit im elektrischen Feld des Gels aufgetrennt wurden. Somit zeigte
diese Methode nicht nur, ob sich RNA-Protein-Komplexe ausbildeten, sondern auch ob diese
z.B. in der Anzahl variierten.

Durch eine pri-Inkubation des Proteins mit einem Antikorper vor Zugabe der RNA wurde

bestimmt, ob die auftretenden Komplexe durch hLa oder durch Kontaminationen aufgebaut
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wurden (,,Supershift). Durch die Bindung des a-hLa-Antikorpers an hlLa bildeten sich RNA-
Protein-Antikdrper Komplexe, welche aufgrund der hohen Masse kaum im Gel aufgetrennt
wurden. Wiirden die Komplexe durch Kontaminationen verursacht, dann hitte ein a-hLa-
Antikorper nicht die Mobilitdt der RNA-Protein-Komplexe verdndert.

Nacheiner Auftrennung die sich bildenden Komplexe im elektrischen Feld wird das Gel
getrocknet und es erfolgt schlieflich die Exposition eines Rontgenfilms oder einer

Phosphorimager-Bildplatte zur Visualisierung und ggf. zur Quantifizierung der Signale.

Inkubation der Proteinlosung mit der radioaktiv markierten RNA
hLa S ﬁgég_
Y + c ¢
hLa a Q
Y [ [ s s
- I M S
&N
Auftrennung im
Polyacrylamidgel
hLa
——
Multi RNP Ea s
ultimere s=P . Aut.0- g
radiogramm
hLa
Monomere RNPs=pp» "E‘E' PN
A !g: N !g:
freie RNA > é_.__.!’, z 'ﬁ—'—_'!g, = -

Abbildung 2.11.9-1: Schematische Darstellung der Reaktionsabfolge in einem
nativen EMSA. Fiir Erlduterungen siche Text. RNPs = Ribonukleoproteinkomplexe.

Die Standard-Reaktion wurde in einem Volumen von 40 pl mit 200 ng NiNTA-gereinigtem
bzw. 100 ng Gelfiltrations gereinigtem Protein (wenn nicht anders angegeben) und je 200000
CPM (oder entsprechende molare Konzentrationen, wie angegeben) radioaktiv-markierter, in
vitro transkribierter RNA durchgefiihrt. Die RNA wurde zundchst fiir 10min bei 76° C
denaturiert und durch langsames Abkiihlen auf RT renaturiert, bevor diese fiir 10min mit dem
Protein im EMSA-Bindungspuffer (siche 2.6) inkubierte. Nach Zugabe von 5 ul EMSA-
Ladepuffer (siche 2.6) erfolgte die Auftrennung der Proben in einem 18 x 18 cm grof3en, nativen
8% Polyacrylamidgel fiir 3,5h mit 185 V. Das Gel hatte zuvor einen Vorlauf mit 240 V fiir 1h in
1 x TBE-Puffer (siche 2.6).

AnschlieBend wurde das Gel 1,5h bei 80° C auf Whatman-Papier mit einem Geltrockner
getrocknet. Die Auswertung der Signale erfolgte iiber die Exposition eines Rontgenfilms oder

mittels eines FujiX-Bas 2000 Phosphorimager Systems (siche 2.11.10 +2.11.11).
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Fiir Supershift-Analysen wurde das hLa Protein mit 5 pl des jeweiligen Antikorpers und 20 U
RNasin in einem 20 pl Volumen in 10 mM Tris/HCI pH 7,4 fiir 1h bei 4° C vorinkubiert.
AnschlieBend wurden die radioaktiv-markierte RNA sowie die restlichen Bestandteile des
Reaktionsansatzes zugefligt und der EMSA wie oben durchgefiihrt.

Fiir Untersuchungen zur Spezifitit der hLa WT Bindung an HBV-RNA.B2 wurde das Protein
fiir 5Smin mit den angegebenen Mengen nicht-radioaktiv markierter Kompetitor-RNAs inkubiert,
bevor die radioaktiv markierte HBV RNA-B2 und die iibrigen Puffersubstanzen zugegeben und
der EMSA wie oben beschrieben durchgefiihrt wurde.

211.10 Auswertung von EMSAs mittels Phosphorimager

Die quantitative Auswertung von Signalstirken der radioaktiven Banden eines EMSAs erfolgte
mittels eines Phosphorimagers. Dazu wurde das getrocknete Gel je nach erwarteter Signalstérke
fiir Smin — 24 h bei RT mit einer Phosphorimager Bildplatte belegt. Diese wurde durch den
Phosphorimager eingelesen und mit dem Programm 7/NA 2.09 ausgewertet. Je lidnger die
Bildplatte dabei dem radioaktiven Gel ausgesetzt war, desto besser war eine Unterscheidung
zwischen allgemeinen Hintergrundsignalen und den tatséchlichen radioaktiven Banden mdglich.
Fiir die Auswertung wurde die absolute Signalstirke (in Pixel pro mm’ einer ausgewihlten
Flachenregion) des Hintergrundes in jeder Bahn des Gels ermittelt und von der Signalstirke der
jeweiligen RNA-Protein-Komplexe subtrahiert.

Fiir Kompetitionsanalysen wurde die absolute Signalstérke in eine relative umgewandelt, indem
die Signalstirke einer unkompetierten Probe auf demselben Gel als Wert fiir 100% gesetzt
wurde und die Signalstirken der librigen Banden in relative Verhéltnisse zu der unkompetierten
Probe gesetzt wurden.

Fir die Sattigungskinetik wurden die Intensititen der monomeren RNA-La-Komplexe
detektiert. Nach Subtrahieren der Hintergrund-Intensititen wurden die Werte in relative
Verhiltnisse umgeformt (angegeben als Prozent der maximalen Werte) und einer nicht-linearen

Regression unterzogen.

2.11.11 Auswertung von EMSAs mittels Autoradiogramm

Fiir eine autoradiographische Auswertung der getrockneten Gele eines EMSAs wurden die Gele
mit einem Rontgenfilm belegt, der in einer Rontgenfilmkassette in Abhéngigkeit von der zu
erwartenden Signalstdrke 5 — 24 h bei RT oder bei schwachen Signalen bei —80° C exponiert

wurde. Anschlieend wurde der Rontgenfilm in einem Entwicklergerit entwickelt.
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2.12 Allgemeine Arbeiten mit prokaryotischen Zellen

2.12.1 Herstellung kompetenter Zellen

Durch Behandlung mit eiskaltem Kalziumchlorid wird in Bakterien ein voriibergehender
Zustand der Kompetenz ausgeldst, wodurch die Zellen bei zusdtzlicher Behandlung (sieche
2.12.2) DNA aufnehmen konnen. Hierfiir wurden E.coli Zellen der Stimme DH5a und BL21
benutzt.

Die Herstellung kompetenter Zellen erfolgte in Anlehnung an die Hanahan-Methode (83). Dazu
wurden 100 pl einer 3 ml {iber-Nacht Vorkultur des entsprechenden E.coli Stammes in 100 ml
steriles Standard-I-Medium gegeben und bei 37° C unter Schiitteln inkubiert bis sich eine ODyg
= 0,5 eingestellt hatte. Alle anschlieBenden Arbeitsschritte erfolgten stets auf Eis und mit
vorgekiihlten, sterilen Losungen (sieche 2.6). Nach Zentrifugation fiir 10min mit 300 rpm und
Entfernung des Uberstandes wurde das Pellet in 40 ml Hanahan-Losung 1 resuspendiert und
10min inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation fiir 8min bei 3000 rpm und Entfernung des
Uberstandes wurde das Pellet in 4 ml Hanahan-Losung 2 resuspendiert, anschlieBend aliquotiert
und mit etwa —70° C (Trockeneis in Ethanol abs.) schockgefrostet. Die Lagerung erfolgte bei —
70° C.

2.12.2 Transformation von Plasmid-DNA in prokaryotische Zellen

Durch die Transformation werden Plasmide in Bakterien eingeschleust und dafiir wurde hier die
Hitzeschock-Methode benutzt. Als bakterielle Zellen dienten die E.coli Stamme DH5a zur
Amplifizierung von Plasmiden sowie BL21 zur Expression von hLa Proteinen. Die Herstellung
der Chemokompetenz der Zellen ist in vorigem Abschnitt beschrieben.

Fir die Transformation von Plasmiden in prokaryotische Zellen wurden 10 ng Plasmid
verwendet. Zur Transformation wurden 100 pl kompetente Zellen mit dem Plasmid fiir 30min
auf Eis (4° C) inkubiert, bevor durch einen Hitzeschock (Smin 37° C) und anschlieBender
Inkubation fiir 2min bei 4° C die Aufnahme der Plasmid-DNA in die Zellen bewirkt wurde.
Nach einer Zugabe von 900 pl Standard-I-Ndhrmedium und einer 1 stiindigen Inkubation bei
37° C wurden die Zellen fiir 2min mit 5000 rpm sedimentiert, der Uberstand bis auf einen Rest
von 50 pl abgenommen und die Zellen in dem verbleibenden Medium resuspendiert. SchlieBBlich
wurden die transformierten Zellen auf selektiven LB-Agarplatten (siche 2.4) ausplattiert und

wuchsen tiber Nacht bei 37° C in einem Brutschrank.
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2.13 Allgemeine Arbeiten mit eukaryotischen Zellen

2.13.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Die Kultivierung der humanen Cervix-Karzinom und Hepatoma-Zellinien erfolgte in dem unter
2.4 genannten Medium im Brutschrank bei einer konstanten Temperatur von 37° C sowie einen
CO,-Gehalt von 5%.

Zum Ablosen adherenter Zellen wurde das Medium mit einer sterilen Pasteurpipette abgesogen
und es wurde das Trypsin-EDTA Gemisch (siche 2.4) auf die Zellen gegeben (fiir eine 75cm?
Kulturflasche 1 ml) und fiir 3min inkubiert. AnschlieBend wurde durch die Zugabe von Serum-
haltigem Medium das Trypsin inaktiviert und die Zellen wurden wie unter 2.13.2 beschrieben

gezéhlt und neu ausplattiert.

2.13.2 Zellzahlung und DNA-Transfektion in eukaryotische Zellen

Fiir die Transfektion von Plasmid-DNA wurden die Zellen wie folgt am Tag vor der
Transfektion ausplattiert: fiir Experimente in 24-well Platten mit 4 x 10* Zellen ad 500 pl
Medium, fiir Experimente in Schélchen mit 6 cm Durchmesser mit 1,5 x 10° Zellen ad 4 ml
Medium (siche 2.4). Dazu wurde das Medium aus der Zellkultur-Flasche mit einer sterilen
Pasteurpipette abgesogen und die adhdrenten Zellen mit 1 ml Trypsin-EDTA fiir 3min inkubiert.
Die Zugabe des Trypsin bewirkt eine Ablosung der Zellen von der Oberfliche der
Kulturflasche. Die enzymatische Reaktion wird durch das Serum-haltige Medium gestoppt. Es
wurden 9 ml Medium hinzugegeben und die Suspension wurde in ein steriles 50 ml Falcon-
Rohrchen iiberfiihrt, wo die Zellen durch mehrmaliges Aufziehen mit einer 10 ml Spritze
(Durchmesser der Kaniile erst 0,9 dann 0,4 mm) vereinzelt wurden. Nachdem dadurch die
Zellverbiande aufgelost waren, wurden wenige Tropfen der Suspension auf eine Neubauer-
Zahlkammer gegeben und es wurden insgesamt 4 GroBquadrate ausgezéhlt. Der
Durchschnittswert dieser Ergebnisse wurde mit dem Faktor 10000 multipliziert, welcher sich
aus der Art der Zdhlkammer ergab und lieferte die Anzahl an Zellen / ml. Daraufthin wurden die
Zellen entsprechend der benutzten Kulturschale (s.o.) ausplattiert. Am Folgetag hatten die
Zellen eine Konfluenz von etwa 60% und es konnte die Transfektion von DNA erfolgen, wozu
2 h vor der Transfektion das Medium gewechselt wurde.

Die oben genannten Zell-Mengen wurden mit 1 pg DNA transfiziert, wobei FuGene-6 als
Transfektions-Reagenz benutzt wurde. Es wurden pro 1 pg zu transfizierender DNA 100 pl
serumfreies Medium und 3 pl FuGene-6 fiir Smin bei RT in einem Eppendorf-Reaktionsgefaf3

inkubiert, bevor 1 pg DNA hinzugefiigt und fiir 15min RT erneut inkubiert wurde. Schlielich
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wurde der gesamte Transfektions-Ansatz in die Zell-Suspension pipettiert, gleichméBig verteilt
und die Zellen wuchsen iiber Nacht im Brutschrank. Etwa 12 h nach der Transfektion wurde das

Medium abgesogen und durch neues Medium ersetzt.

2.13.3 RNAi Behandlung eukaryotischer Zellen

Die RNA-Interferenz (RNAi) stellt eine Methode dar, bei welcher eukaryotische Zellen mit
kurzen dsRNAs (siRNAs) behandelt werden, welche in der Zelle zu einer selektiven
Abschaltung bestimmter Genexpressionen fithren. Die Bestimmung dariiber, welche RNA durch
RNAIi Behandlung reguliert wird, entsteht durch die Sequenz der jeweiligen siRNAs. Durch die
Anlagerung der siRNAs an eine komplementdre mRNA Sequenz wird der Abbau dieser mRNA
in der Zelle induziert.

Die RNA-Interferenz wurde zunéchst in C.elegans und spéter in Insekten, Froschen, Méausen
und anderen Spezies entdeckt und existiert auch in humanen Zellen (59, 106, 149, 201). Die
RNA-Interferenz stellt einen dhnlichen Mechanismus zum posttransktiptionellen gene-silencing
in Pflanzen und Pilzen dar und ist in einigen Ubersichtsartikeln intensiv behandelt (20, 184,
185, 189). Die natiirliche Funktion der RNAi scheint dabei die Verteidigung des Genoms gegen
Viren oder mobile genetische Elemente wie Tansposons zu sein. Dieser Vorgang wird durch
kurze, 21 bis 23 nt lange doppel-stringige RNAs (dsRNAs) vermittelt, die den spezifischen
Abbau von mRNAs mit homologen Sequenzen verursachen und ist auf das Cytoplasma
beschréinkt (230, 231).

Bei den benutzten siRNAs handelte es sich einerseits um synthetische RNAs (hergestellt durch
IBA GMBH Géttingen, eingesetzt mit 100 mM) oder um Synthesen, welche mithilfe des
silencer-RNA-construction-kit durchgefiihrt wurden. Bei den Zielsequenzen handelte es sich
einerseits um die Sequenz des humanen La Proteins sowie andererseits um die Sequenz des
nicht in humanen Zellen vorkommenden Luciferase Proteins. Alle nicht durch die IBA GmbH
synthetisierten siRNAs wurden von Julia Dittmann (AG T. Heise) hergestellt (Sequenzen siche
2.5.7).

Eukaryotische HeLa Zellen wurden fiir die siRNA Behandlung in 6-well-plates mit einer Dichte
von 0,2 x 10° Zellen ausplattiert, um am Folgetag eine Konfluenz von 30 — 40% aufzuweisen.
Zur Transfektion der siRNAs wurden in 2 Ansdtzen 200 pl Opti-MEM mit 100 mmol des
jeweiligen siRNA-Oligonukleotids, sowie 12 ul Oligofectamin mit 48 pl Opti-MEM 10min bei
RT inkubiert, bevor diese vereinigt und 25min bei RT inkubiert wurden. Nach Zugabe von
weiteren 140 ul Opti-MEM wurde der gesamte Ansatz in das Medium der Zellen pipettiert. Ein
Wechsel des Mediums am Folgetag erfolgte nicht. Der Tag fiir die Lysis der Zellen richtete sich

nach den Anforderungen des jeweiligen Experiments.
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2.13.4 Fixierung und Immunfluoreszenz-Farbungen eukaryotischer Zellen

Um die subzelluldre Lokalisation des hLa Proteins und seiner Mutanten verfolgen zu konnen,
wurde das Protein als GFP-Fusionsprotein exprimiert. Dies erlaubt eine Dokumentation der
Verteilung in der lebenden Zelle. Es war jedoch notwendig, bestimmte andere Strukturen in den
Zellen, wie Nuklei oder andere Proteine anzufarben. Dafiir mussten die Zellen auf einem
Deckglas fixiert werden. Ferner mussten die Zellen permeabilisiert werden, damit anschlieBend
Farbereagenzien zugegeben werden konnten, sowie primdre und sekundire Antikorper, die
gegen bestimmte zelluldre Proteine gerichtet waren. SchlieBlich wurden die Zellen mit dem
Deckgliaschen auf einem Objekttrager fixiert und anschlieBend wurde die Lokalisation der
jeweiligen Proteine und Strukturen im Mikroskop ausgewertet.

Fiir Immunfluoreszenz-Farbungen transfizierter, eukaryotischer Zellen wurden die Zellen in 24-
well Platten wie oben beschrieben ausplattiert, wobei zuvor in das jeweilige well ein
Deckglaschen eingelegt wurde. Zur spiteren Detektion des hLa Proteins wurde das Protein 1
Tag vor der Fixierung der Zellen als GFP-hLa-Fusionsprotein transient transfiziert (siche 2.10.2
+ 2.13.2). Die Fixierung der Zellen erfolgte nach der folgenden Methanol-Aceton-Methode (alle
Volumina = 500 pl, alle Losungen —20° C, sowie die Zellen gekiihlt auf Eis): nach Absaugen
des Mediums und zweimaligen Waschens der Zellen mit PBS-Puffer folgte eine Inkubation mit
Methanol fiir Smin und mit Aceton fiir 30 sec. Nach Absaugen des Acetons wurden die
Glaspldttchen iiber Nacht im Dunkeln getrocknet. Bei allen Vorgingen verblieben die
Glasplittchen in der Kulturschale.

Die Zellen wurden zunédchst durch Zugabe von PBS-Puffer (etwa 500 ul, RT (siehe 2.6)) fiir
20min rehydriert. Nach Entfernung des PBS wurden die Zellen mit je 60 pl eines a-NOHG61
Antikorpers (1:100 in PBS verdiinnt) inkubiert. Nach dreimaligen Waschens der Zellen mit
PBS-Puffer erfolgte die Inkubation fiir 1 h mit einem Gemisch aus Hoechst-Farbstoff (4 ng/ml)
in PBS und dem sekundidren Antikorper Ziege-anti-Maus (2 mg / ml) 1 : 400 in PBS.
SchlieBlich wurden die Zellen erneut 3 x mit PBS-Puffer gewaschen und das Glaspléttchen
letztlich mit 10 pl Moviol auf einem Objekttriger fixiert und fiir mindestens 24 h bei 4° C
getrocknet. Die Fluoreszenz-Aufnahmen wurden mit einem Zeiss Axiophot Mikroskop

durchgefiihrt, welches mit der AxioVision 3.0.6.38 Software ausgestattet war.

2.13.5 FRAP - Fluorescence Recovery After Photobleaching

Die Methode der FRAP-assays wurde zur Bestimmung der Mobilitit von Fluoreszenz-
markierten Proteinen in lebenden Zellen mit einem konfokalen Mikroskop benutzt. Zu diesem

Zweck wird das Fluoreszenz-Signal in einer ausgewdhlten Flidchenregion durch einen
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hochenergetischen Laserstrahl geloscht. Durch Vergleich der Fluoreszenz vor dem Bleichen
durch den Laser und der Aufzeichnung der Wiederherstellung der Fluoreszenz-Intensitdt durch
Einstrom in Abhéngigkeit von der Zeit kann die Mobilitédt des untersuchten Molekiils berechnet
werden. Diese Arbeiten wurden in Kooperation mit M. Schweizer, Zentrum fiir molekulare
Neurobiologie, Abt. f. Elektronenmikroskopie, UKE-Hamburg, durchgefiihrt.

HeLa Zellen wurden mit einer Dichte von 4 x 10* Zellen in einem Lab-Tek Doppelkammer-
System ausplattiert und wie unter 2.13.2 beschrieben mit 1 pg hLa-GFP Plasmid transfiziert.
Die konfokale Mikroskopie im ZMNH an den lebenden Zellen wurde 1 Tag nach der
Transfektion mit einem Leica TCS-SP2 Mikroskop (Leica, Deutschland) bei einer Wellenlédnge
von 488 nm und dem eingebauten Argon-Laser (65 mW nominelle Leistung) durchgefiihrt. Fiir
die zeitliche Auflésung wurden Intervalle zu je 657 ms gewdhlt. Dazu wurden vor der
Behandlung 5 Aufnahmen gemacht, gefolgt von einem dreifachen Laserimpuls bei 488 nm und
nachfolgender Bildaufnahmen fiir 30 bis 55 s.

Fiir die Quantifizierung der Fluoreszenz-Intensititen in einer gewéhlten Flichenregion wurde
diese Intensitidt gegen den Verlust an gesamter Intensitit wéhrend des Bleichens und der
Aufnahmen normalisiert. Dazu wurden die Intensititen der Fluoreszenzen in der gesamten Zelle
sowie in der ausgewédhlten Flachenregion zu gegebenen Zeitpunkten durch die Scion Image

Beta 4.0.2 Software bestimmt. Die Berechnung erfolgte durch folgende Gleichung:

Lre1= (To * L) / (Tt * 1o)

Dabei gilt: I, = relative Fluoreszenz-Intensitdt; Ty = durchschnittliche Intensitdt in der
gesamten Zelle vor dem Bleichen; Iy = durchschnittliche Intensitit in der gewéhlten
Flachenregion vor dem Bleichen; T, = Intensitit in der gesamten Zelle zu jedem Zeitpunkt t
nach dem Bleichen; I; = Intensitdt in der gewédhlten Fliachenregion zu jedem Zeitpunkt t nach
dem Bleichen.

Die Ergebnisse wurden graphisch dargestellt mit der X-Achse als Zeit t und der Y-Achse als

relative Fluoreszenz-Intensitat L.

2.13.6 Herstellung von Gesamt-Protein Extrakten aus eukaryotischen

Zellen

Fiir die Herstellung von gesamt Protein-Extrakten wurden die eukaryotischen Zellen zunéichst
auf Eis gestellt, nach Entfernung des Mediums 2x mit kaltem PBS-Puffer gewaschen und je
10cm-Schale in 2,5 ml Lysis-Puffer (10 mM Tris/HCI pH 7,4, 150 mM NacCl, 0,5% NP-40, 4%
Protease-Inhibitor Complete™) resuspendiert. Diese Suspension wurde in Eppendorf-

ReaktionsgefaBle iiberfiihrt. Nach griindlichem Mischen (vortex), 2 x 15 sec Ultraschall-
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Behandlung, 10 miniitiger Inkubation auf Eis und weiterem vortexen erfolgte die Kontrolle der
effizienten Lysis. Hierzu wurde ein Aliquot auf einen Objekttriger gegeben, mit einem
Deckglédschen bedeckt und durch ein Lichtmikroskop betrachtet. Sofern keine Nuklei mehr
sichtbar waren, wurden die Proben fiir 10min bei 4° C mit 20000 x g zentrifugiert. Anderenfalls
wurde die Ultraschall-Behandlung wiederholt. Die Uberstinde der Zentrifugation wurden bei —
20° C gelagert.

2.13.7 Extraktion von gesamt RNA aus eukaryotischen Zellen

Fiir die Extraktion der gesamten RNA aus eukaryotischen Zellen wurde grundsitzlich das
TriPure-Isolation-Reagent benutzt und nach den Angaben des Herstellers angewendet. Die
gesamte Ausbeute an RNA betrug beispielsweise fiir HeLa-Zellen (dicht bewachsene 75 cm®
Kulturflasche) bis zu 800 pg.
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3 Ergebnisse

3.1 Reinigqung des rekombinanten, humanen La Proteins

In dieser Arbeit sollte rekombinant hergestelltes hLa Protein fiir die Durchfithrung von RNA-
Bindungsstudien benutzt werden. Des weiteren sollten Vorversuche fiir eine Kristallisation des
humanen La Proteins durchgefiihrt werden. Daher musste zunichst ein Protokoll zur Reinigung
des Proteins erstellt werden, welches die Abtrennung von allen nachweisbaren Kontaminationen
ermdglichte. Der Nachweis von moglichen Kontaminationen und eventuellen Protein-
Modifikationen sollte mit Hilfe verschiedener Methoden erfolgen. Zu diesem Zweck wurde das
humane La Protein rekombinant in E.coli exprimiert und mit nachfolgend beschriebenen
Methoden gereinigt. Die Methoden fiir den Nachweis von Kontaminationen sind anschlie3end

dargestellt.

3.1.1 Ni-NTA-Technologie und praparative Gelfiltration

Die cDNA-Sequenz des in dieser Studie benutzten humanen La Proteins lag zu Beginn der
Arbeit einkloniert in einen pET28b(+) Vektor vor. In diesem Vektor ist die Expression des hLa
Proteins unter der Kontrolle eines mit IPTG induzierbaren T7-Promotors und das Protein wird
mit einer N-terminalen hexa-Histidin-Markierung versehen (siche Sequenz im Anhang),
welcher eine Aufreinigung des Proteins mittels Nickel-NTA-Technologie ermoglichte.

Nach der unter 2.9.1 beschriebenen Expression des Proteins wurde aus den E.coli Zellen ein
Lysat erstellt, welches alle 18slichen und nicht sezernierten Proteine enthélt. Da eine native
Aufreinigung des Proteins fiir alle weiteren Analysen notwendig war, enthielten die fiir die
Reinigung benutzten Losungen keinen Harnstoff. Die intensive heterologe Expression
rekombinanter Proteine kann in E.coli zur Bildung von Einschlusskdrpern (,,inclusion bodies*)
filhren, welche grofle Mengen dieses Proteins enthalten. Da diese Kompartimente durch eine
native Aufreinigung nicht aufgeschlossen werden und das Protein somit verloren gehen kdnnte,
kann die Zugabe von Harnstoff unter Umstdnden die Ausbeute an Protein durch Aufschluss
dieser Korperchen betrachtlich erhdhen. Dieses hatte aber im Falle des hLa Proteins keinen
positiven Effekt auf die Ausbeute (nicht gezeigt), so dass man annehmen kann, dass das Protein
in diesem Expressionssystem in FE.coli nicht in Einschlusskdrpern akkumuliert. Nach
Applikation des Zell-Lysats auf eine Ni-NTA-Matrix wurde die Séiule zur Entfernung
unspezifisch gebundener Proteine gewaschen und anschlielend eluiert (siehe 2.9.2). Um die im
Elutionspuffer enthaltenen und aufgrund von erhdhter Absorption stérenden Substanzen aus

dem Elutionspuffer zu entfernen wurde das eluierte Protein gegen Puffer A dialysiert (siche
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2.6). Durch eine SDS-PAGE mit Coomassie-Fiarbung (siche Abb. 3.1.1-1) ist dargestellt, dass
das hLa Protein bei Anwendung dieser Technologie bereits nach einem Reinigungsschritt relativ

rein und nur durch wenige Kontaminationen verunreinigt ist.

kDa SM D W E Abbildung 3.1.1-1: Reinigung des
175 — HIS-markierten hLa iiber Ni-
83 : NTA-Séulen. Es wurden je gleiche
Volumina der sich ergebenden
62 Fraktionen = SM  (Startmaterial,
47,5 =Lysat), D (Durchlauf), W (erste
Waschfraktion) und E (Eluat) in
325 einer 12,5% SDS-PAGE aufgetrennt
’ und anschlieBend mit Coomassie
gefarbt. Positionen der
25 Proteinmarker sind linksseitig in
kDa angegeben. Die im FEluat
16,5 enthaltene Hauptbande wurde in
einem Western Blot als hLa

6,5 identifiziert (nicht gezeigt).

Zur Reinigung HIS-markierter Proteine mittels Ni-NTA-Sdulen ist festzustellen, dass die
Homogenitét der Proben leicht variierte und meist noch einige Proteine als Verunreinigungen
nachzuweisen waren (Abb. 3.1.1-1). Um das hLa weiter aufzureinigen, wurde eine préaparative
Gelfiltration durchgefiihrt, welche Proteine nach GrofBenunterschied bzw. nach dem Stokes-
Radius des Proteins auftrennt. Fiir diesen Zweck wurde eine Superdex-200-Matrix gewihlt,
welche im Hinblick auf das Molekulargewicht des hLa Proteins eine geeignete Auftrennung der
Proteine und somit optimale Reinigung erreichen sollte. Zur Préparation groBerer
Proteinmengen und fiir eine optimale Auftrennung wurde hierfiir eine sehr gro3e Sdule (600
mm Léinge, 320 ml Bettvolumen) gewéhlt. Um die Verluste bei dieser Sdulendimension
moglichst gering zu halten, mussten relativ groe Mengen des hLa Proteins (mindestens 1 mg)
aufgetragen werden. Zudem wurde das Auftragsvolumen so gering als moglich gehalten
(maximal 2,5 ml), um eine moglichst konzentrierte Elution des jeweiligen Proteins zu
gewihrleisten.

Zur Kalibrierung der Sdule wurden zunéchst in einzelnen Laufen mehrere Eichproteine iiber die
Saule aufgetrennt (siche 2.9.4) und deren Elutionsvolumina durch Aufzeichnung der OD,g
dokumentiert. Bei den verwendeten Proteinen handelte es sich um Alkohol Dehydrogenase
(MW 150000), Albumin (MW 66000), Ovalbumin (MW 42700) und Kohlenstoff-Anhydrase
(MW 29000), welche den potentiell erforderlichen GroBenbereich (50 — 150 kDa) abdeckten.
Zudem wurde durch die Auftragung von Dextranblau (MW 2000000) das Leervolumen der
Sdule bestimmt. Uber die Elutionsvolumina dieser einzelnen Liufe wurde anschlieBend wie
unter 2.9.4 beschrieben der Elutionskoeffizient K,y berechnet und die nachfolgend dargestellte

Eichkurve erstellt.
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Eichung der Gel Filtrationssaule
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Abbildung 3.1.1-2: Eichung der priparativen Gelfiltrationssiule. Es wurden
die im Text angegeben Eichproteine auf die Siule aufgetragen, die
Elutionsvolumina bestimmt und der Elutionskoeffizient K,y berechnet. Das
Leervolumen V, betrug 105 ml, das Bettvolumen V, betrug 320 ml. Die
Elutionsvolumina waren: Alkohol Dehydrogenase 163 ml (K,y= 0,2698), Albumin
183 ml (Ky = 0,3698), Ovalbumin 196 ml (K,y = 0,4233), Kohlenstoff-Anhydrase
216 ml (Kay = 0,5163). Anhand dieser Werte wurde die Eichgerade erstellt, wobei
der Ky auf der X-Achse und die Masse (logarithmisch, in Da) auf der Y-Achse
aufgetragen sind. Die Positionen der Eichproteine sind anhand ihrer Masse (in Da)
oberhalb der Geraden angegeben.

Nachdem die Gelfiltrationsséule geeicht war und sichergestellt wurde, dass das humane La
Protein (MW 47500, bzw. 50200 Dalton mit HIS-tag) theoretisch im linearen Bereich der
Auftrennung eluiert, wurden jene Proteinpréparationen auf die Sdule aufgetragen, welche zuvor
iiber Ni-NTA aufgereinigt, dialysiert und konzentriert waren (siche 2.9.2, 2.9.3 und 2.8.2). Wie
bereits zuvor von Craig et al. (44) publiziert verfiigt das humane La Protein iiber eine
Dimerisierungsdomine, welche durch o.g. Arbeit auf den Bereich der Aminosduren 298-348
beschrinkt wurde. Dieses war Grund zur Annahme, dass das hLa Protein als Multimer eluieren
sollte, d.h. fiir ein Dimer mit einer Masse von ~100 kDa, als Trimer mit einer Masse von ~150
kDa usw. Die Auftrennung von Ni-NTA-gereinigtem hLa ergab, dass das Protein bei den
gewihlten Bedingungen hauptséchlich in einem Peak (P1) mit dem Elutionsvolumen V=161 ml
eluierte (Abb. 3.1.1-3), was anhand der Eichgeraden unter Berechnung des Ky auf eine Masse
von ~150 kDa und folglich eine trimere Konformation hindeutet. Weitere Analysen zum Grad
der Multimerisierung des Proteins erfolgen an anderer Stelle (siehe 3.3) und werden in diesem
die Reinigung betreffenden Abschnitt nicht weiter beschrieben. Neben Peak 1 (150 kDa) fand
sich ein weiterer Peak (P2) bei 200 — 210 ml (Ky ~ 0,465). Die darin befindlichen Proteine
waren im immunbiologischen Nachweis durch Western Blot nicht durch den monoklonalen o-
hLa Antikorper 4B6, aber durch die Antikdrper 3B9 und SWS5 nachweisbar (siche 2.8.6 und
Abb. 3.2-2 zum Erkennungs-Motiv der Antikdrper). Daher handelt es sich um N-terminale
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Fragmente des hLa, welche im Gel mit einer Masse zwischen 25 und 30 kDa liefen und
vermutlich aufgrund von Degradationen oder verfrithten Translations-Abbriichen entstanden
sind. Zudem wurden Peaks beobachtet, welche weit oberhalb des geeichten Bereiches lagen und
seitens des Molekulargewichts lediglich auf den Bereich zwischen 250 kDa und 2 MDa
eingeengt werden konnen. Es handelt sich dabei vermutlich um Multiproteinkomplexe oder
Aggregate, welche im Startmaterial enthalten waren und unmittelbar nach dem Leervolumen
und mit einem Elutionsvolumen V.=108-145 ml von der Siule eluierten. Darin befanden sich
verschiedene Proteine mit unterschiedlichsten Massen, unter denen auch das hlLa Protein
nachgewiesen werden konnte. Es ist nicht auszuschlieBBen, dass es sich um denaturierte Proteine
handelt. Die Wahrscheinlichkeit dafiir wurde jedoch reduziert, in dem die Proben vor der
Applikation zentrifugiert wurden (siche 2.9.4).

Eine SDS-PAGE mit anschlieBender Coomassie-Farbung bzw. Western Blot zeigt die

Homogenitit der Fraktionen und die Elution des humanen La Proteins.
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Abbildung 3.1.1-3: (A) Elutionsprofil bei Auftrennung Ni-NTA gereinigten hLa
Proteins mittels préiparativer Gelfiltration. Es wurden 6 mg Ni-NTA gereinigtes hLa-WT
Protein auf die Sdule geladen und wie unter 2.9.4 beschrieben eluiert. Gezeigt ist die
Aufzeichnung der OD,g (Y-Achse) in Abhidngigkeit vom Elutionsvolumen (in ml, X-
Achse). Die im Text beschriebenen Peaks sind angedeutet. MPK = Multiproteinkomplexe
(MW >250 kDa); P1 = Peak 1 (150 kDa); P2 = Peak 2 (25 — 30 kDa). (B) SDS-PAGE mit
Coomassie-Firbung und (C) Western Blot mit ausgewéhlten Eluatfraktionen der
Gelfiltration. Aufgetragen sind je 1 pg (B) bzw. 200 ng (C) Ni-NTA gereinigtes
Startmaterial (SM), verschiedene Fraktionen der Multiproteinkomplexe (MPK) sowie ein
Aliquot des Peaks 1 (P1) und des Peaks 2 (P2); des weiteren HeLa Zellextrakt, welcher die
Position des endogenen La (eLa) anzeigt. Fiir den Western Blot erfolgte der Elektrotransfer
der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran und der Nachweis des hLa mit monoklonalem
o-hLa Antikorper 3B9 und sekundirem Ziege-o-Maus Antikorper.

Zusammenfassend kann das rekombinante hLa Protein mit den zwei Reinigungsschritten der
Ni-NTA-Chromatographie und der sich anschlieBenden Gelfiltration von jeglichen
Kontaminationen abgetrennt werden, welche mit einer Coomassie-Farbung (mit zu 2,5 pg
Probenmenge) nachgewiesen werden konnten. Zudem wurde gezeigt, dass das rekombinante
hLa Protein vermutlich Multiproteinkomplexe mit anderen Proteinen ausbildet, welche mit

einem Molekulargewicht zwischen 250 kDa und 2 MDa eluieren.

3.1.2 Weitere Dokumentation der Proteinreinigung durch 2-D-
Gelelektrophorese, MALDI-TOF und Light-Scattering

Insbesondere im Hinblick auf spétere Versuche zur Kristallisation des Proteins wurde die
Homogenitit der Eluate der Gelfiltration weiter untersucht. Da fiir die Kristallisation des hLa
hohe Proteinkonzentrationen erforderlich waren, wurde analysiert, ob das Protein bei hoheren
Konzentrationen 16slich bleibt und ob sich aufgrund der hohen Konzentration und dem Fehlen
von eventuell stabilisierenden Faktoren eine Thermosensitivitit einstellt. Es ergab sich, dass das
Protein bis zu der hochsten getesteten Konzentration von 12 mg/ml konzentriert werden konnte,
ohne dass sich Prézipitate bildeten. Jedoch wurde bei einer Lagerung bei —20° C eine sehr
massive Degradation festgestellt, so dass die Lagerung bei 4° C erfolgte. Die Analyse der
Homogenitit der Fraktion des gereinigten Proteins erfolgte u.a. durch eine zweidimensionale
Gelelektrophorese, welche im Rahmen einer Kooperation durch Herrn J. Heukeshoven
(Heinrich-Pette-Institut) durchgefiihrt wurde (siche 2.8.8).

Wie aus Abb. 3.1.2-1 ersichtlich ist, ergibt die zweidimensionale Auftrennung einer iiber Ni-
NTA und Gelfiltration gereinigten hLa-WT Fraktion mit anschlieBender Silberfarbung
ausschlieSlich Banden mit einem MW von ~50 kDa und einem isoelektrischen Punkt (pl)
zwischen 6 und 7,5. In einem parallelen Ansatz wurde ein elektrophoretischer Transfer der
Proteine auf eine Nitrozellulosemembran mit anschlieBendem immunbiologischen Nachweis

durchgefiihrt (nicht gezeigt), welcher alle in der Silberfarbung erscheinenden Banden als hLa
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identifizierte. Aus diesem Versuch ergibt sich, dass die Homogenitét der Préparation als sehr
hoch einzustufen ist, da sich in einer zweidimensionalen Gelelektrophorese mit Silberfdrbung
keine Banden ergeben, die nicht als hLa identifiziert werden konnen. Der Bereich der IEF
wurde in anderen Versuchen auf einen Wert zwischen pH 3-11 eingestellt, wobei sich ebenfalls

keine weiteren Signale ergaben.
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Aus dem zweidimensionalen Gel in Abb. 3.1.2-1 ergibt sich, dass das Protein einen pl zwischen
6 und 7,5 aufweist. Es konnte nicht abschlieSend geklért werden, woraus sich dieser vergroferte
Bereich ergibt, jedoch ist eine Phosphorylierung auszuschlieBen (siche 3.1.3). Zudem fillt auf,
dass das Protein in mindestens zwei Spezies beziiglich der Masse vorliegt, welche sich um
maximal 2 kDa unterscheiden. Durch eine Analyse mittels MALDI-TOF (siche 2.8.8), ebenfalls
im Rahmen einer Kooperation durch Herrn J. Heukeshoven durchgefiihrt, konnte der

Unterschied der Massen genauer geklart werden.

Abbildung 3.1.2-2: Massen-
spektrometrie einer Ni-NTA
und Gel Filrations gereinigten
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Wie aus der massenspektrometrischen Analyse (siehe Abb. 3.1.2-2) ersichtlich ist, liegt das hL.a
Protein in der analysierten Probe in zwei Massen von 48,5 und 50,7 kDa vor. Es war daher zu
vermuten, dass es z.B. durch Degradation oder nicht vollsténdige Synthese C- oder N-terminal
verkiirzt war. Da in einer Sequenzierung die N-terminale Histidin-Markierung nachgewiesen
werden konnte (nicht gezeigt) handelt es sich bei diesem Phdnomen vermutlich um eine C-
terminale Degradation. Es wurde jedoch festgestellt, dass sich dieses Ergebnis nur mit
bestimmten Proben, welche fiir ldngere Zeit in geringeren Konzentrationen (0,1 mg/ml und
niedriger) gelagert wurden, reproduzieren lie. Dieses deutet gemédB der Masse des Peaks von
48438 Dalton darauf hin, dass das Protein unter solchen Umstinden C-terminal bis zur
Aminosdure 386 oder 387 degradiert wird. Alle sonstigen Proben wiesen in der
Massenspektrometrie lediglich Massen von 50500 Da auf und zeigten somit eine duflerst
homogene Préparation des hLa-WT Proteins an, da durch diese Methode keine weiteren

Proteine nachweisbar waren.

Regularization Histogram

Abbildung 3.1.2-2:
Regularisierungs-Histogramm des
06 | dynamischen  Light-Scatterings

| einer Ni-NTA und Gelfiltrations
gereinigten hLa-WT Préparation.
Es ist die PartikelgroBe (nm, X-
| Achse) gegen den Anteil an
04 : Gesamtmasse (%Mass, Y-Achse)
| aufgetragen fiir einen Bereich von 1
— 10 nm. AuBerhalb des hier
dargestellten  Bereiches wurden
keine Partikel detektiert. Es ergibt
sich ein Hauptpeak mit iiber 50%
; der Masse bei 5,02 nm und ein Peak
| | mit erheblich geringerem Anteil an
gesamter Masse bei 4,2 nm.
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Als Vorversuch fiir eine Kristallisation wurde zudem mit einer iiber Ni-NTA und Gelfiltration
gereinigten Fraktion des hLa ein sogenanntes dynamisches Light-Scattering (DLS, siche 2.8.8)
durchgefiihrt. Die Methode des DLS stellt eine nichtinvasive, schnelle und einfache Methode
da, welche spektrometrisch die PartikelgroBe (und somit das ungefahre Molekulargewicht) von
Makromolekiilen in monodispersen Ldsungen bestimmt (162). Diese Versuche wurden in
Kooperation mit H.J. Hecht bei der Gesellschaft fiir Biotechnologische Forschung mbH (GBF),
Abteilung fiir Strukturforschung, in Braunschweig durchgefiihrt. Als Material fiir das hier
gezeigte DLS diente eine hLa-WT Préparation mit einer Konzentration von 2,5 mg/ml, wobei
sich das erzielte Ergebnis in dieser Form auch bei hoheren Proteinkonzentrationen

reproduzieren liel. Wie aus Abbildung 3.1.2-2 ersichtlich ist, ergab sich, dass neben einer kaum
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messbaren Partikelgroe von 4,2 nm der Hauptteil des hLa-WT in Partikeln mit Grofen von
5,02 nm aufzufinden ist, welches gemdf3 der im Analyse-Programm implementierten Software
in einer Massenberechnung von 145 kDa resultiert. Dieses spricht fiir eine trimere

Konformation des Proteins und deckt sich mit den Ergebnissen der préiparativen Gelfiltration.

Aus den unter 3.2.1 und in diesem Abschnitt aufgefiihrten Ergebnissen ldsst sich schlussfolgern,
dass das rekombinante hLa Protein mit den gewihlten Methoden in ausreichendem Mal3e
exprimiert und durch die Ni-NTA-Reinigung und Gelfiltration von jeglichen Kontaminationen
befreit wurde, welche durch 2-D-PAGE mit Silberfirbung, Massenspektrometrie durch
MALDI-TOF oder Spektrometrie durch dynamisches Light-Scattering nachweisbar wéren.
Zudem ist gemdB den Ergebnissen davon auszugehen, dass das rekombinante Protein
vornehmlich in trimerer Konformation vorliegt. Wie in spateren Versuchen weiter beschrieben
wird und durch einzelne Experimente im Light-Scattering ansatzweise gezeigt werden konnte,
scheint das Protein eine trimere Konformation bei Verfiigbarkeit von RNA zugunsten einer
dimeren und hauptsédchlich monomeren Form aufzugeben. Des weiteren kann gezeigt werden,
dass das Protein in Multiproteinkomplexen enthalten ist, welche ein hohes Molekulargewicht
aufweisen und ebenfalls nativ gewonnen werden konnten. Letztere wurden hier nicht weiter

analysiert.

3.1.3 Untersuchungen zur Phosphorylierung des rekombinanten hLa

Proteins

Wie bereits unter 1.1 beschrieben, besitzt das La Protein eine Reihe verschiedener potentieller
Phosphorylierungsstellen in Form der Aminoséuren Serin, Threonin und Tyrosin und es wird
angenommen, dass diese z.T. regulierend sind fiir verschiedene Funktionen des Proteins. Da
auch in der vorliegenden Arbeit Versuche mit (de-)phosphoryliertem hlLa durchgefiihrt wurden,
musste einerseits der Grad der Phosphorylierung des gereinigten, rekombinanten Proteins
analysiert sowie andererseits ein Protokoll zur effizienten (De-) Phosphorylierung erarbeitet
werden. Wie oben gezeigt (Abb. 3.1.2-1), weist das rekombinante Protein einen pl zwischen 6
und 7,5 auf. Als Ursache fiir diese breitere Streuung konnte eine Phosphorylierung zunichst
nicht ausgeschlossen werden, da ein Phosphatrest den pl eines Proteins in Richtung des sauren
Bereichs verschiebt. Um eine Phosphorylierung durch bakterielle Kinase zu iiberpriifen, wurde
das Protein in langen Inkubationszeiten und mit groen Mengen an Phosphatasen behandelt
(siehe 2.8.7) und mittels 2D-PAGE wie oben beschrieben analysiert. Als Phosphatasen dienten
eine alkalische Phosphatase sowie ein weiteres Enzym, welches phosphorylierte Aminoséuren
spezifisch dephosphoryliert. Unabhingig von den gewéhlten Enzymen oder Bedingungen ergab

sich, dass keine der benutzten Phosphatasen das Bandenmuster in der zweidimensionalen
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Elektrophorese verdnderte (nicht gezeigt). Folglich wird das rekombinante hLa Protein wihrend
seiner Expression in £.coli nicht phosphoryliert.

Wie durch andere Arbeiten gezeigt, wird das humane La Protein an Serin366 durch Casein-
Kinase-1II in vitro und in vivo phosphoryliert (19, 58). Daher wurde dieses Enzym fiir die
Phosphorylierung des Proteins in dieser Arbeit gewihlt. In einem Vorversuch wurde festgestellt,
dass das Enzym unter Zugabe von [0*>-P]-ATP eine radioaktive Markierung des hLa Proteins
verursacht, welche durch Behandlung mit alkalischer Phosphatase zu 95% riickgéingig gemacht
werden konnte (nicht gezeigt). Zudem wurde parallel eine Autophosphorylierung
ausgeschlossen, da das unbehandelte rekombinante hLa in Anwesenheit von [o->*P]-ATP ohne
zugesetzte Kinasen auch nach liangeren Inkubationszeiten (24 h) keine nachweisbare radioaktive
Markierung aufwies (nicht gezeigt). Um die Masse und den pl des rekombinanten hLa nach
nicht-radioaktiver Phosphorylierung durch Casein-Kinase-II mit einer unbehandelten Probe zu

vergleichen, wurden diese in einem 2-D-Gel analysiert.

kDa p|16,1 GJ5 7,5 Sf5 869 Abbildung 3.1.3-1:
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Silberfirbung mit 9 pg einer
durch Ni-NTA und
Gelfiltration  aufgereinigten
und anschliefend mit Casein-
Kinase-II  phosphorylierten
hLaWT Préparation. Die
isoelektrische Fokussierung
(IEF) der 1. Dimension erfolgte
in einem Bereich zwischen pH
6-9, gefolgt von  einer
Auftrennung in einem 11%igen
Polyacrylamidgel. Das
Molekulargewicht in kDa ist

resultierend aus der
oberhalb des Gels.

Bei einem Vergleich der unbehandelten Probe mit der phosphorylierten Probe (siche Abb. 3.1.2-
1 und 3.1.3-1) ist offensichtlich, dass der pl des hLa-WT durch die Phosphorylierung mit
Casein-Kinase-II eindeutig in den sauren Bereich verschoben wurde. Dieses Ergebnis zeigt die
Phosphorylierung des Proteins, welches aufgrund der gebundenen Phosphate einen
erwartungsgemil niedrigeren pl aufweist. Zudem ist davon auszugehen, dass das Protein in
einer hyperphosphorylierten Form vorliegt, da die Anderung des pl in diesem MaBe nicht durch
nur einen Phosphatrest verursacht wird. In einem Western Blot mit immunbiologischen
Nachweis wurden alle sichtbaren Banden als hLa identifiziert (nicht gezeigt). Ferner sind wie in

Abbildung 3.1.2-1 mehrere Spezies des rekombinanten hLa zu beobachten, welche sich in der

links angegeben, plI Werte
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Masse um bis zu 2 kDa unterscheiden. Die Ursache dafiir ist bereits an anderer Stelle erwéhnt
(siehe 3.1.2 und Abb. 3.1.2-2).

Folglich ist gezeigt, dass das unbehandelte, rekombinante Protein eine vollstindig
dephosphorylierte Form des hLa ist, wohingegen durch Behandlung mit Casein-Kinase-II eine
Phosphorylierung des Proteins erreicht wird. Es ist sehr wahrscheinlich, dass bei diesem

Vorgang ebenfalls das Serin366 phosphoryliert wird.

3.2 Herstellung von Mutanten

Die Aufgabenstellung der vorliegenden Arbeit umfasste unter anderem die Analyse
verschiedener Domédnen des hLa im Hinblick auf mehrere Funktionen des humanen La Proteins,
wie z.B. dessen Interaktion mit RNA und Multimerisierung sowie dessen subzellulire
Lokalisation. Zu diesem Zweck wurden eine Reihe verschiedener Mutationen in das Protein
eingefiihrt, welche allesamt mittels PCR zunidchst in dem prokaryotischen Expressionsvektor
pET28b(+)-hLa-WT eingefiigt wurden. Von diesem Vektor als Basis ausgehend wurden die
entsprechenden Mutanten wie im Methodenteil beschrieben in eukaryotische Plasmide
umkloniert, welche das Protein entweder ebenfalls mit einer hexa-Histidin-Markierung versehen
oder mit einem anderen Protein fusionieren. Bei den eingefiigten Mutationen handelte es sich
um interne Deletionen oder um Punktmutationen mit Aminoséureaustauschen. Die Mutationen
umfassten verschiedene Dominen des Proteins. Nachfolgen sind das Schema zur Methodik der

Mutationssynthese sowie die Domédnen des hLa graphisch und tabellarisch dargestellt.

Phosphorylierung,
Ligation, Verdau
des templates

—> pET28-

hLa-Ax
Analyse des Proteins: SDS- Transformation in E.coli Transformation in
PAGE mit Coomassie-/ ¢ BL21, Expression und ¢ E.coli DH5q,,
Silberfirbung, Western Blot, Reinigung des Plasmid-Priiparation

Funktionsanalysen rekombinanten Proteins Sequenzierung
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Abbildung 3.2.-1: Schematische Darstellung der Synthese von hLa-Mutanten mit internen
Deletionen. Die Mutationen wurden in den pET28b(+)-hLa-WT Vektor mittels PCR eingefiigt,
wobei die Oligonukleotide (Pfeile) derart gewéhlt wurden, dass diese entsprechend 3° und 5’
flankierend zu jener Region liegen, welche im hLa-WT (schwarz) deletiert werden soll (schraffiert).
Nach der PCR wurde das Amplifikat phosphoryliert und ligiert. Nach selektivem Verdau der
template-DNA durch DPN-I folgte die Transformation in E.coli DH50 mit anschlieBender DNA-
Préparation und Sequenzierung. Positive Klone wurden zur Expression des rekombinanten Proteins in
E.coli BL21 transformiert. SchlieBlich folgten Reinigung und Analyse des Proteins, bevor es fiir
weitere Funktionsanalysen eingesetzt werden konnte.

Bezeichnung | Art der Mutation Mutierte Region Potentielle Funktion
der Mutation (Aminosiuren) der mutierten Region
hLa-A1l Interne Deletion RRM1 (11 -99) Interaktion mit RNA
hLa-A2 Interne Deletion RNP2 - RRM2 (113 - 118) Interaktion mit RNA
hLa-F118A Punktmutation RNP2 — RRM2 Interaktion mit RNA
F-118 z7u A
hLa-A3 Interne Deletion RNP2 — RRM2 (151 — 158) Interaktion mit RNA
hLa-A4 Interne Deletion RNP2 — RRM3 (235 —242) Interaktion mit RNA
hLa-AS Interne Deletion RNP1 — RRM3 (266 — 276) Interaktion mit RNA
hLa-A6.0 Interne Deletion Multimerisierungsdoméne Multimerisierung
(274 - 354)
hLa-A6.2 Interne Deletion (291 - 354) .
hLa-A6.3 Interne Deletion (323 -354) - «— (in Teilen)
hLa-A7 Interne Deletion (353 -393) Enthilt das NLS
hLa-M18/19 Multiple aa 338-341 von 5-GKGK-3~ Region zur NTP-
Punktmutation zu 5'-ETET-3" Bindung /-Hydrolyse

Tabelle 3.2: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit beschriebenen und benutzten Mutanten des
humanen La Proteins. Dargestellt sind die Bezeichnung und die Art der jeweiligen Mutation, sowie die
entsprechende Position im Protein (ggf. Bezeichnung der Doménen sowie der Aminosduren in Ein-
Buchstaben-Kodierung) und, sofern aus der Literatur bekannt, die potentielle Funktion der mutierten
Region. Eigene Ergebnisse sind nicht enthalten. Die Literaturverweise sind dem Text zu entnehmen. Die
Kombinationen der jeweiligen Oligonukleotide fiir die Synthese der Mutanten mittels PCR sind unter
2.10.1 beschrieben. aa = Aminosdure; NLS = Nukleus-Lokalisations-Signal; RRM = RNA Erkennungs
Motiv; RNP = RNP Konsensus-Sequenz; NTP = Nukleotidtriphosphat

Nach Klonierung der entsprechend mutierten hLa-cDNAs wurden die jeweiligen Proteine
rekombinant in E.coli exprimiert und wie unter 2.9.1, 2.9.2 (siehe auch 3.1.1) beschrieben
augereinigt. SchlieBlich wurden die verschiedenen Mutanten des hLa-Proteins durch SDS-
PAGE mit anschlieBender Coomassie-Farbung und durch einen Western Blot mit

immunbiologischem Nachweis analysiert. Fiir letzteren Versuch wurden verschiedene
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monoklonale Antikorper gewéhlt, welche unterschiedliche Epitope im hlLa erkennen (siche
2.8.6). Daraus ergibt sich, dass einige der Mutationen des hLLa nur mit bestimmten Antikérpern
nachgewiesen werden konnen, weil ihnen fiir bestimmte andere Antikorper aufgrund einer

Mutation das Epitop fehlt.

A) ko WT A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 | Abbildung3z-2:
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Western Blot analysiert. Die
oberhalb der jeweiligen Gele
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B) kDa WT A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 Mutationen (siche Text).

Linksseitig angegeben ist das

16,5 —
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Der in Abbildung 3.2-2 dargestellte immunbiologische Nachweis der rekombinanten hLa
Mutanten zeigt die Identifizierung aller Proteine durch a-hlLa spezifische, monoklonale
Antikorper. Die im Vergleich zum Wildtyp verdnderte Masse der Proteine ergibt sich aus den in
dieser Deletion fehlenden Aminosduren. Insbesondere bei Mutationen der RRMs -2 und -3
(hLa-A2, -A3, -A4, -A5) sind vermehrt Degradationen oder verfrithte Tranlsationsabbriiche
aufgetreten, da in diesen Préparationen stets N-terminale Fragmente der Proteine nachweisbar
waren. Dieses geht aus Abbildung 3.2-2 hervor, welche Fragmente dieser Proteine mit N-
terminal bindenden Antikérpern nachweist, nicht aber mit C-terminal bindenden Antikérpern

(vergleiche hLa-A2,- A3, -A4, -A5 in Abb. 3.2-2A und B).
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Neben der Identifizierung der hLa-Mutanten durch hLa spezifische monoklonale Antikdrper
wurde ebenso eine SDS-PAGE mit anschlieBender Coomassie-Féarbung durchgefiihrt, welche
das AusmaBl an eventuellen Kontaminationen nach Ni-NTA-Aufreinigung anzeigt. Diese
Ergebnisse werden hier nicht aufgefiihrt, und entsprechen den fiir das Wildtyp-Protein
dargestellten im Teil 3.1.1. Auffdllig war jedoch, dass Mutationen im RRM2 oder RRM3 mit
einer generell geringeren Expression des Proteins in prokaryotischen Kulturen einhergehen. Wie
spater beschrieben, wurden die entsprechenden Mutanten c¢cDNAs z.T. in eukaryotische
Expressionsvektoren umkloniert. Es zeigte sich in diesen Féllen, dass eine Deletion der RRMs -

2 und -3 auch in eukaryotischen Zellen mit einer niedrigen Expression des Proteins einherging.

3.3 Analytische Gelfiltrations-Chromatographie

Im Gegensatz zur praparativen Gelfiltration, welche wie oben beschrieben fiir die Reinigung des
humanen La Proteins benutzt wurde, wurde durch Untersuchungen mit der analytischen
Gelfiltrationssdule insbesondere die Multimerisierung des Proteins oder seiner Mutanten
dargestellt. In der bisher publizierten Literatur sind nur wenige Daten zu finden, welche sich mit
der Multimerisierung des Proteins beschiftigen. Hauptsdchlich stammen diese Beschreibungen
aus der Arbeit von Craig et al. (44), welche die Region zur Dimerisierung durch N- und C-
terminale Verkiirzungen des Proteins auf die Aminosduren 293 — 348 eingeschriankt hat. In jener
Arbeit wird zudem beschrieben, dass das La Protein nur dann eine positive Wirkung auf die
Initiation der Translation von Poliovirus RNA und eine das HIV-TAR Element enthaltende
mRNA in vitro ausiibt, wenn es die Dimerisierungs-Doméne enthilt. Weitere Daten, welche auf
die Existenz einer Multimerisierungsdomidne hindeuten, stammen aus nativen RNA-
Bindungsstudien. Dabei zeigte sich, dass nach Zugabe von steigenden Konzentrationen La
Protein zu konstanten Mengen RNA multimere RNA-Protein-Komplexe erschienen, welche
offensichtlich unspezifisch und Konzentrations-abhingig sein konnten (57, 120).

Die genaue Bestimmung der Multimerisierungsdoméne ist jedoch unstimmig, da in den
Arbeiten von Ohndorf et al. (150) Multimere in RNA-Bindungsassays bereits mit Mutanten
erscheinen, welche nur die Aminosduren 11 — 300 enthalten. Dieser Mutant schlieBt lediglich 7
Aminosduren der von Craig et al. (44) beschriebenen Doméne ein und es ist unwahrscheinlich,
dass ein derart kurzes Element (die iiberlappenden Reste 293 — 300) die Multimerisierung
vermittelt.

Aufgrund dieser Diskrepanzen und der Tatsache, dass in dieser Studie interne Deletionen und
keine N- oder C-terminale Verkiirzungen (wie in o.g. Arbeiten) benutzt wurden, erfolgte die

Multimerisierung  der  synthetisierten ~ Mutanten durch  analytische  Gelfiltrations-
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Chromatographie. Zu diesem Zweck wurde eine Superdex S200HR-ag Séule benutzt, welche

zunichst wie oben fiir die priparative Sdule beschrieben geeicht wurde (siehe 3.1.1 und 2.9.5).

Eichung der Gel Filtrationssaule
Superdex S200HR-ag 10/30

1000000

150000

100000

Molekulargewicht (Da)

10000
0,25 0,3 0,35 0.4 0,45 0,5 0,55

Abbildung 3.3-1: Eichung der analytischen Gelfiltrationssiule. Es wurden die im
Text angegebenen Eichproteine auf die Séule aufgetragen, die Elutionsvolumina
bestimmt und der Elutionskoeffizient K,y berechnet. Das Leervolumen V, betrug 7,8
ml, das Bettvolumen V, betrug 24,0 ml. Die Elutionsvolumina waren: Alkohol
Dehydrogenase 12,6 ml (Kay = 0,296), Albumin 13,6 ml (Kay = 0,358), Ovalbumin
14,8 ml (Kay = 0,432), Kohlenstoff-Anhydrase 16,0 ml (Kay = 0,506). Anhand dieser
Werte wurde die Eichgerade erstellt, wobei der K,y auf der X-Achse und die Masse
(logarithmisch, in Da) auf der Y-Achse aufgetragen sind. Die Positionen der
Eichproteine sind anhand ihrer Masse (in Da) oberhalb der Geraden angegeben.

Durch die Eichung der Sdule wurde gewahrleistet, dass das hLa Protein sowohl in monomerer-,
als auch in di- oder trimerer Konformation innerhalb des linearen und geeichten Bereichs der
Sdule eluieren wird und der Elutionskoeffizient K,y des jeweiligen Peaks berechnet werden
kann. Dem Puffer (Puffer A, siche 2.6) wurde fiir die analytische Gelfiltration 10 mM EDTA
zugesetzt, um eine unspezifische Kation-vermittelte Oligomerisierung des Proteins iiber die
Histidin-Markierung zu unterbinden. Dieses fiihrte dazu, dass es Unterschiede in dem
Elutionsverhalten des Proteins gab. So eluierte das Wildtyp Protein ohne den EDTA Zusatz als
ein trimeres Molekiil mit einem Elutionsvolumen V. = 12,6 ml, was einem K,y von 0,296 und
einer Masse von 150 kDa entspricht (siche auch Abb. 3.1.1-3A). Demgegeniiber wurden nach
Zusatz von 10 mM EDTA zwei Peaks detektiert mit einem Elutionsvolumen von V., = 13,0 und
14,6 ml, was einem K,y von 0,321 bzw. 0,419 entsprach (Abb. 3.3-2). Die aus der Eichgeraden
(Abb. 3.3-1) abgeleiteten Massen ergaben 100 kDa bzw. 45 kDa und deuten auf das Dimer und
Monomer des hLa hin. Das Protein eluierte dabei groBitenteils als Dimer und nur zu einem sehr
geringen Anteil als Monomer. Die Identitdt des hLa Proteins in diesen Peaks wurde durch einen
Western Blot mit Antikérper-Nachweis der entsprechenden Fraktionen bestétigt (nicht gezeigt).

Dieses impliziert, dass der Aufbau von Trimeren im Gegensatz zu Dimeren zweiwertige lonen
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bendtigt. Da jedoch an dieser Stelle nicht zu differenzieren ist, ob dieses unspezifisch durch die
HIS-Markierung ausgefiihrt wird oder eine spezifische Funktion einer Region des hLa darstellt,
wurden weitere Mutanten des hLa analysiert. Dazu zdhlt die Chromatographie der Mutation
hLa-Al, in welcher die Aminosduren 11 — 99 deletiert sind. Die Auftrennung im Puffer A ohne
Zusatz an EDTA ergab, dass dieses Protein bei einem Elutionsvolumen von V. = 13,3 ml
eluierte, was einem K,y von 0,339 und einer Masse von 80 — 85 kDa entspricht (Abb. 3.3-2).
Daraus ergibt sich eine dimere Konformation dieses Proteins. Die Masse von ~80 kDa fiir ein
dimeres hLa-A1 entspricht folgerichtig der doppelten Masse eines monomeren hLa-Al, welches
in einer SDS-PAGE mit einem Molekulargewicht von ~40 kDa lduft (sieche Abb. 3.2-2B). Eine
analytische Gelfiltration dieses Proteins in einem Puffer mit zugesetztem EDTA wurde nicht
durchgefiihrt. Da diese Mutation die potentielle Multimerisierungsdoméne (aa 298 — 348)
enthilt bildet das Protein Dimere aus. Aufgrund der Tatsache, dass hLa-WT in Puffer A ohne
Zusatz von EDTA als trimeres und hLa-Al als dimeres Molekiil eluiert ist belegt, dass die fiir
die in vitro Trimerisierung notwendige Doméne zwischen den Aminoséuren 11 und 99 liegt und
zweiwertige Ionen bendtigt. Eine Kation-vermittelte unspezifische Multimerisierung durch die

Histidin-Markierung kann folglich ausgeschlossen werden.
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Abbildung 3.1.3-1: Das Motiv zur Ausbildung von trimeren hLa Molekiilen befindet sich
zwischen den Aminosiuren 11 und 99 und bendétigt zweiwertige Ionen. Analytische Gelfiltration
mit 50 pg hLa-WT in Puffer A mit 10 mM EDTA (A) und 50 ug hLa-Al in Puffer A ohne
zugesetztes EDTA (B) gemall dem unter 2.9.5 aufgefiihrten Protokoll. Die Graphik zeigt jeweils die
Aufzeichnung der ODyg (Y-Achse) in Abhéngigkeit vom Elutionsvolumen in ml (X-Achse). Die
Positionen der Eichproteine (siche Abb. 3.3-1) sind oberhalb mit Pfeilen angedeutet: 150 kDa, 66
kDa, 42,7 kDa, 29 kDa (v.L.n.r.). Die Elutionsvolumina V., Elutionskoeffizienten K,y und die
zugeordneten Massen sind im Text beschrieben. Dieses zeigt ein dimeres hLa-WT bei Zugabe von
EDTA und ein dimeres hLa-Al ohne zugesetztes EDTA.
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Abbildung 3.3-2 zeigt die Elutionsprofile von hLa-WT und hLa-Al in der analytischen
Gelfiltration. Dabei fallt auf, dass in variierender Intensitit jeweils vor der Position des ersten
Eichproteins und mit einem Elutionsvolumen von V. =7 — 12 ml eindeutige Peaks detektierbar
sind. Dabei handelt es sich um die oben beschriebenen Multiproteinkomplexe, die hier nicht
weiter analysiert wurden (siche auch Abb. 3.1.1-3).

Da durch die internen Deletionen hLa-A6.0 (aa 274-354), hLa-A6.2 (aa 291-354) und hLa-A6.3
(aa 323-354) die potenticlle Multimerisierungsdomine (aa 298 — 348) ganz oder in Teilen
deletiert wurde, wurden diese rekombinanten Proteine nach Ni-NTA-Aufreinigung im Hinblick
auf ihre Multimerisierung analysiert. Wie aus Abbildung 3.3-3 hervorgeht eluiert hLa-A6.0
ausschlieflich als monomeres Protein mit einem Elutionsvolumen von 14,3 ml, was einem K,y
von 0,401 und gemédB der Eichgeraden einer Masse von 45 - 50 kDa entspricht. Diese Masse
liegt etwas oberhalb des mittels SDS-PAGE bestimmten Molekulargewichts von ~40 kDa fiir
hLa-A6 (siche Abb. 3.2-2A+C), jedoch ist keine der beiden Methoden zur exakten
Massenbestimmung geeignet. Aus der analytischen Gelfiltration mit hLa-A6.0 wird
geschlussfolgert, dass die fiir die Multimerisierung notwendige Doméne in diesem Protein
deletiert wurde.

Die Mutanten hLa-A6.2 und hLa-A6.3 wurden in der analytischen Gelfiltration genauso wie der
Wildtyp je nach Versuchsbedingung (= mit oder ohne EDTA im Puffer) als Di- bzw. Trimer
nachgewiesen (nicht gezeigt). Dadurch wird die fiir die Multimerisierung notwendige Doméne
auf den Bereich zwischen Aminoséure 274 und 291 eingegrenzt. Dieses steht im Gegensatz zu
der von Craig et al. beschriebenen Doméne (aa 298 — 348), aber im Einklang mit den oben

beschriebenen Beobachtungen aus den Arbeiten von Ohndorf et al. (44, 150).

¢¢ ¢ ¢ Abbildung 3.3-2:
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Abbildung 3.3-3 zeigt die analytische Gelfiltration mit hLa-A6.0, in der Multiproteinkomplexe
mit einem Elutionsvolumen von V., = 7 — 12 ml detektiert werden (siche auch Abb. 3.3-2 und
3.1.1-3). Das Protein hLa-A6.0 war in einem immunbiologischen Nachweis nur in jenen
Fraktionen und Peaks nachweisbar, welche der monomeren Masse des Proteins entsprechen
(nicht gezeigt).

Nachdem somit die Multimerisierungsdoméne bestimmt wurde, folgte die Priifung, ob die
Multimerisierung von hLa durch eine Phosphorylierung des Proteins moduliert wird. Zu diesem
Zweck wurde (de-) phosphoryliertes hLa-WT (siehe 3.1.3) in einzelnen L&ufen in der
analytischen Gelfiltration {iberpriift (nicht gezeigt). Dabei ergab sich, dass das Protein in vitro
unabhéngig von der Phosphorylierung als Multimer eluiert, so dass diese Modifikation des

Proteins folglich keinen Einfluss auf die Multimerisierung ausiibt.

3.4 Interaktion des humanen La Proteins mit HBV RNA-B2

Es wird angenommen, dass das La Protein die Hepatitis B Virus RNA stabilisiert, indem es an
eine Haarnadelschleife in der viralen RNA bindet (siche auch 1.2), welche im folgenden als
HBYV RNA-B2 bezeichnet wird. Die durch ein Computerprogramm berechnete Struktur befindet
sich in allen viralen HBV RNAs und erfiillt daher die Anforderung eines potentiell regulativen
Elements. Die Bindung des endogenen Maus La Proteins (mLa) wurde bereits intensiv studiert
(85, 87) und sollte nun mit Studien des humanen La Proteins ergidnzt werden. Hierzu sollte
zunéchst gezeigt werden, ob das hLa-WT Protein an HBV RNA-B2 bindet und, ob dies mit den
Charakteristika der mLa / HBV RNA Bindung vergleichbar ist. Die Kartierung der fiir die
Bindung an HBV RNA-B2 essentiellen Aminosduren ist dabei von herausragender Bedeutung,
da derartige Informationen die Grundlage fiir neuartige antivirale Therapien bilden konnten. Zu
diesem Zweck wurden die hergestellten Mutanten des hLa Proteins in RNA Bindungs-
Experimenten mit hLa-WT verglichen.

Um die Funktion des humanen La Proteins im Zusammenhang mit dem viralen RNA
Metabolismus besser verstehen zu konnen, wurde in der vorliegenden Arbeit die
Wechselwirkung zwischen dem Protein und der RNA detailliert untersucht. Dazu wurden die
optimalen Bindungsbedingungen fiir das rekombinante hLa mit einer in vitro transkribierten,
radioaktiv markierten HBV RNA-B2 in nativen EMSAs (siehe 2.11.9) bestimmt. Anschlieend
wurde bestimmt, welchen Einfluss die Phosphorylierung des Proteins auf die Wechselwirkung
mit der RNA hat. Nachdem die Dissoziationskonstante durch Sattigungskinetiken sowie die
Spezifitit der Bindung durch Kompetitionsanalysen bestimmt waren, erfolgten Bindungsstudien
mit den beschriebenen Mutanten des Proteins. In diesen Versuchen wird gezeigt, welche

Domaénen des hLa essentiell oder beitragend fiir die Interaktion mit HBV RNA-B2 sind.
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3.4.1 Allgemeine Charakterisierung der hLa HBV RNA-B2 Interaktion

In oben genannten Daten zur Charakterisierung der mLa HBV RNA Wechselwirkung wurde
eine UV-Quervernetzungs-Methode gewahlt. Es war daher zu Beginn dieser Arbeit unklar, ob
rekombinantes hLa in vitro an die HBV RNA-B2 in einem nativen EMSA bindet und welche
Komplexe sich dabei unter Umstidnden bilden. Bevor die sich anschlieBenden Versuche zur
Affinitdt, Spezifitit oder Doménen-vermittelten Analyse durchgefiihrt werden konnten, mussten
daher zunichst einige Charakteristika der hLa HBV RNA-B2 Interaktion bestimmt werden, um
optimale Bindungsbedingungen zu etablieren.

In einem ersten Versuch wurde daher das rekombinante hLa Protein mit einer in vitro
transkribierten, radioaktiv markierten HBV RNA-B2 im nativen EMSA analysiert. Zusétzlich
wurde in diesem Versuch ein Supershift (sieche Abb. 3.4.1-1 und 2.11.9) durchgefiihrt, welcher
bestimmt, ob die sich bildenden RNA-Protein-Komplexe durch das hLa Protein vermittelt
werden. Dieser Versuch dient primir der Differenzierung zwischen spezifischer
Komplexbildung durch das gereinigte Protein oder unspezifischer Komplexbildung durch
restliche Kontaminationen.

Als Standardpuffer fiir die Bindungsreaktion wurde die im Methodenteil unter 2.11.9
beschriebene Zusammensetzung gewéhlt. Sofern nicht anders angegeben besteht diese aus 10
mM Tris/HCI pH 7,4, 100 mM NaCl, 3 mM MgCl,, 0,5 mM EDTA, 0,5% NP-40 sowie 200 ng
Ni-NTA gereinigtes Protein und 200000 CPM radioaktiver RNA. Unten aufgefiihrte Ergebnisse

zeigen an, wie die optimale Zusammensetzung des Bindungspuffers ermittelt wurde.

hLa WT Abbildung 3.4.1-1: Rekombinantes
-- - SWS5 poly pre hLa WT Protein bildet distinkte
Komplexe mit HBY RNA-B2. 200 ng
Ni-NTA gereinigtes hLa-WT wurden
ohne (Spur 2) oder mit monoklonalem
a-hLa Antikérper 3B9 (Spur 3),
polyklonalem a-hLa Antikdrper 1982
(Spur 4) oder Praimmunserum des
polyklonalen Antikdrpers (Spur 5) mit
20 U RNasin 1 h bei 4° C in 10 mM
Tris-HCI pH 7,4 vorinkubiert, bevor
die restlichen Bestandteile des
Standardreaktionsansatzes sowie die
“P-markierte =~ HBV ~ RNA-B2
zugegeben und im Polyacrylamidgel
aufgetrennt wurden. RNA  ohne
Protein in Spur 1. Positionen der freien
RNA sowie der jeweiligen RNPs und
der  Taschen  sind  linksseitig
angegeben.
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Wie aus Abbildung 3.4.1-1 zur Interaktion zwischen hLa-WT und HBV RNA-B2 hervorgeht,
bildet das Protein mehrere Komplexe mit der RNA aus (vergleiche Spur I und 2). Dabei besteht
jener mit der hochsten Mobilitdt aus monomeren hLa-WT, wohingegen jener mit verlangsamter
Mobilitdt aus multimeren (vermutlich dimeren) hLa-WT / RNA Komplexen besteht. Der
monomere Komplex ist dabei stets der dominierende in seiner Intensitdt, wihrend multimere
RNPs einer gewissen Varianz unterworfen sind. An spéterer Stelle wird genauer beschrieben,
welche Ergebnisse die Differenzierung zwischen monomeren und multimeren Komplexen
erlauben (siehe 3.4.5). Bei einer Vorinkubation des Proteins mit spezifischen Antikdrpern
(Spuren 3 und 4 in Abb. 3.4.1-1) konnten sich Antikorper-Protein Komplexe ausbilden, welche
die Bindung der RNA durch das Protein nicht beeinflussten, aber die Masse dieses gesamten
Komplexes sehr stark erhohten. Folglich wurde dieser Komplex kaum im elektrischen Feld
aufgetrennt. Eine Inkubation mit dem Prdimmunserum des polyklonalen Antikorpers (Spur 5 in
Abb. 3.4.1-1) hat keinen Einfluss auf die Komplexe zwischen hLa-WT und der HBV RNA-B2,
da in dieser Kontrollreaktion keine hLa-WT spezifischen Antikorper enthalten sind. Dieses
Experiment zeigt, dass die im EMSA sichtbare Bindung der HBV RNA-B2 durch das hLa-WT

Protein aufgebaut wird und nicht durch kontaminierende Riickstinde aus der Proteinreinigung.

Zu den nachfolgenden Analysen zédhlte die Optimierung der Pufferbedingung in der
Bindungsreaktion, welche einen entscheidenden Einfluss auf die Wechselwirkung ausiiben
kann. Da zweiwertige Ionen wie MgCl, die Struktur von RNAs beeinflussen (209) und da
EDTA im Gegenzug zweiwertige lonen komplexiert, wurde in diesen Versuchen der Einfluss
von MgCl, und EDTA analysiert. Zudem wurde durch steigende Zugabe an NaCl iiberpriift, bis
zu welcher Salzkonzentration eine stabile Interaktion aufrechterhalten wird, was einen Hinweis
auf die Art der Wechselwirkung geben kann. Ebenso wurde der Einfluss von variierenden
Konzentrationen an dem reduzierenden Agens Dithiothreitol (DTT) untersucht, da dieses
Reagenz die Ausbildung von Disulfidbriicken beeintrichtigt. Des weiteren wurden der Einfluss

des pH Wertes und der Temperatur wéahrend der Inkubationszeit bestimmt.

--  hLa-WT -- hLa-WT -- hLa-WT
| e
DTT NaCl 4074 95
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Abbildung 3.4.1-1: Charakterisierung der hLa-WT HBV RNA-B2 Wechselwirkung. 200 ng
Ni-NTA gereinigtes, rekombinantes hLa-WT Protein wurden unter Standardbedingungen aber
mit variierenden Konzentrationen an DTT (0, 1, 5, 10 mM in Spuren 2-5), NaCl (0, 250, 500,
1000 mM in Spuren 7-10) sowie bei verschiedenen pH Werten (4,0, 7,4, 9,5 in Spuren 12-14)
mit je 5 fmol **P-markierte HBV RNA-B2 inkubiert und elektrophoretisch aufgetrennt.
Reaktionen ohne Protein in Spuren 1, 6 und /1. Die Reaktionen in Spur 2 und /3 entsprechen
den Standardbedingungen. Positionen der freien RNA sowie der jeweiligen RNPs und der
Taschen sind linksseitig angegeben.

Wie aus Abbildung 3.4.1-2 hervorgeht, hat die Zugabe von bis zu 1 M NaCl zur
Bindungsreaktion einen nur geringen Einfluss auf die Wechselwirkung zwischen hLa und HBV
RNA-B2. Dabei ist eine geringe Abschwichung der monomeren RNA-Protein-Komplexe zu
beobachten, wie auch eine leichte Verédnderung der Mobilitét (vergleiche Abb. 3.4.1-2, Spur 7 —
10). Letzteres ist moglicherweise durch die hohe Salzkonzentration in diesen Proben verursacht,
welche die Auftrennung von RNA-Protein-Komplexen im Gel beeinflusst. Dieses Ergebnis fiir
den Einfluss von NaCl ist vergleichbar zur methodisch anders bestimmten Interaktion zwischen
mLa und der HBV RNA (85) und deutet darauf hin, dass nicht-elektrostatische
Wechselwirkungen zu dieser Bindung beitragen.

Die Zugabe des reduzierenden Agens DTT bewirkte keine Anderung der monomeren RNA-
Protein-Komplexe (vergleiche Abb. 3.4.1-2, Spur 2 — 5). Daher ist davon auszugehen, dass
Disulfidbriicken im hLa nicht an einer eventuell notwendigen Ausbildung von hLa-Multimeren
oder von RNA-Protein-Komplexen beteiligt sind. Eine Anderung des pH Wertes hatte eine
leichte Abweichung in den monomeren RNA-Protein Komplexen zur Folge, da bei pH 4,0 und
9,5 die intensive Bildung der monomeren Komplexe gegeniiber pH 7,4 leicht eingeschrénkt war
(siehe Abb. 3.4.1-2, Spur 12 — 14).

Da die Interaktion zwischen Proteinen und RNA von MgCl, und EDTA moduliert werden kann

(88, 209) wurde der Einfluss dieser Substanzen auf die hier untersuchte Bindung getestet.
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Abbildung 3.4.1-2: Bestimmung des Einflusses von MgCl, und EDTA auf die
Bindung von hLa-WT an HBV RNA-B2 im nativen EMSA. Je 200 ng Ni-NTA
gereinigtes, rekombinantes hLa-WT wurden unter Standardbedingungen aber mit
variierenden Konzentrationen an MgCl, oder EDTA wie oberhalb angegeben mit 200000
CPM **P-markierter HBV RNA-B2 inkubiert und im nativen EMSA elektrophoretisch
aufgetrennt. Reaktion ohne Protein auf Spur 1. Die Reaktion in Spur 10 entspricht den
Standardbedingungen. Positionen der freien RNA sowie der RNPs und der Taschen sind
linksseitig angegeben.

Wie aus Abbildung 3.4.1-3, Spuren 2 — 5 ersichtlich ist, hat MgCl, einen geringen,
Konzentrations-abhidngigen Einfluss auf die Bindung von hLa an HBV RNA-B2, da mit
steigenden Mengen MgCl, eine leichte Reduktion der Bindung sichtbar ist. Die Bindung von
mLa an HBV RNA wurde in anderen Experimenten durch MgCl, nicht beeintréchtigt (85).
Demgegeniiber hatte die Zugabe von EDTA bereits bei geringen Konzentrationen einen intensiv
verstarkenden Effekt auf die Bindung zwischen hLa und HBV RNA-B2 (vergleiche Spur 6 — 8§
mit 2 — 5 in Abb. 3.4.1-3). Durch die Kombination der Agenzien wurden keine anderen
Ergebnisse als eben beschriebene Beobachtungen erzielt (siche Abb. 3.4.1-3, Spuren 9 — 13).
Temperatur (4° C, RT, 37° C) und Zeit (5 — 60 min) der Bindungsreaktion waren ohne Einfluss
auf die Bildung der RNA-Protein Komplexe (nicht gezeigt). Zusammenfassend wurden daher
die Standardbedingungen wie unter 2.11.9 angegeben festgelegt.

Zudem wurde sichergestellt, dass das Verhiltnis zwischen RNA und Protein in einem fiir die
Bindung optimalen Bereich ist (siche dazu auch 3.4.2). Ferner ist gewihrleistet, dass die
zugegebene Menge an Radioaktivitit eine Signalintensitit erzeugt, welche im linearen

Detektionsbereich des Phosphorimagers liegt und quantitative Auswertungen zulésst.

3.4.2 Humanes La Protein bindet hochaffin an HBV RNA-B2

Das humane La Protein nimmt die postulierte Rolle eines stabilisierenden Faktors der HBV
RNA ein, was eine Spezifitit dieser Bindung impliziert. Daher wird angenommen, dass diese
Wechselwirkung einer Sattigungskinetik folgt und eine hohe Affinitét aufweist, da vollkommen
unspezifische Bindungen nicht sittigbar sind und andererseits eine hohe Spezifitit oft mit hoher
Affinitdt einhergeht. Dieser Sachverhalt wird nachfolgend durch eine Séttigungskinetik
analysiert, in der steigende Konzentrationen an radioaktiv markierter RNA mit konstanten
Konzentrationen an Protein inkubiert werden. Demzufolge sollte sich dabei eine Sattigung der
Bindung einstellen, wobei der halbmaximale Wert der Séttigung die Dissoziationskonstante Kp
bestimmt. Diese erfasst quantitativ die Affinitit zwischen Ligand und Bindungsstelle. Zu
diesem Zweck wurde das hLa Protein in Vorversuchen mit verschiedenen HBV RNA-B2
Konzentrationen inkubiert, um den ungefdhren Bereich der Séttigung einzugrenzen (nicht
gezeigt). AnschlieBend wurde fiir den eingeengten Bereich die Kinetik in kleinen

Konzentrationsstufen im EMSA durchgefiihrt und mittels Phosphorimager quantitativ
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ausgewertet. Fiir diese Versuchsreihe war eine genaue Bestimmung der Proteinkonzentration
notwendig. Dazu wurde eine mittels Ni-NTA und préparativer Gelfiltration gereinigte hLa-WT
Praparation benutzt, welche frei von nachweisbaren Kontaminationen war (siche 3.1.1) und
somit eine exakte Bestimmung der Proteinmenge erlaubte. Die Quantifizierung der in vitro
transkribierten HBV RNA-B2 erfolgte iiber die Berechnung der Radioaktivitdt der RNA (siche
2.11.3).
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Abbildung 3.4.2-1 Sittigungskinetik zur Bestimmung der Affinitit der hLa-WT HBV
RNA-B2 Interaktion im nativen EMSA. (A) Es wurden je 100 ng Ni-NTA und Gelfiltration
gereinigtes hLa-WT in die Reaktionen eingesetzt (Spur 2-12). Die Inkubation mit den oberhalb
des Gels angegebenen steigenden Konzentrationen an HBV RNA-B2 erfolgte nach
Standardbedingungen. Reaktion ohne Protein in Spur I. (B) Quantitative Auswertung der
Sattigungskinetiken, wobei die prozentuale Séttigung gegen die molare HBV RNA-B2
Konzentration aufgetragen ist. Es wurden jeweils die in monomeren Komplexen detektierbaren
Signale gemessen und nach Abzug der Hintergrundintensitét in relative Werte umgeformt. Die
Daten wurden einer nicht-linearen Regression unterworfen und représentieren die Mittelwerte
aus 5 unabhéngigen Experimenten.

Wie aus Abbildung 3.4.2-1A ersichtlich ist, unterliegt die Bindung zwischen hLa-WT und der
HBV RNA-B2 einer Sittigungskinetik. Dabei wird deutlich, dass die Séttigung der monomeren
Komplexe bei einer Konzentration von hdchstens 1,5 nM erreicht wird (Abb. 3.4.2-1A, Spur

10). Zudem ist eine Konzentrations-abhédngige Bildung und Intensivierung der multimeren
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RNA-Protein Komplexe offensichtlich, wie es bereits von anderen Gruppen beschrieben wurde
(57, 120). Eine Quantifizierung der monomeren Komplexe in 5 unabhingigen Experimenten ist
in Abbildung 3.4.2-1B gezeigt. Daraus geht die Konzentration exakt hervor, bei welcher die
Bindung im monomeren Komplex zu 50% gesittigt ist. Dieses wird als Dissoziationskonstante
Kp bezeichnet und nimmt wie aus der Quantifizierung ersichtlich einen Wert von Kp ~ 0,8 nM
ein. Schlussfolgernd ldsst sich daher feststellen, dass die Bindung zwischen hLa-WT und HBV
RNA-B2 hoch-affin ist. Dieses in der Affinitit vergleichbar ist zu der mit Kp ~ 1,4 nM
dhnlichen Interaktion zwischen mLa und HBV RNA (87), wobei dieses jedoch in einem
anderen experimentellen Ansatz bestimmt wurde. In weiteren Experimenten wurde eine
steigende Konzentration an hLa-WT mit konstanten Konzentrationen HBV RNA-B2 inkubiert
und wie oben beschrieben ausgewertet (nicht gezeigt). Durch diese Ergebnisse wurde die oben

beschriebene Affinitit der Bindung bestéitigt.

3.4.3 Die Spezifitat der Bindung des humanen La Proteins an HBV RNA-
B2 in nativen EMSAs

Als ein weiteres Charakteristikum der Wechselwirkung zwischen dem humanen La Protein und
der HBV RNA-B2 wurde die Spezifitidt der Bindung im nativen EMSA analysiert. Zu diesem
Zweck wurden konstante und definierte Konzentrationen an Protein und radioaktiv markierter
RNA mit steigenden Konzentrationen eines Kompetitors inkubiert. Als Kompetitor kdnnen
verschiedene Substanzen eingesetzt werden, wie DNA, RNA, Polynukleotide usw. Die
Spezifitdt der Bindung zwischen dem Protein und der eingesetzten RNA ergibt sich aus dem
molaren Uberschuss des Kompetitors, bei dem die Wechselwirkung reduziert oder aufgehoben
wird. Fiir die Analyse der Spezifitit der hLa HBV RNA-B2 Bindung wurden RNAs als
Kompetitoren eingesetzt. Dabei handelte es sich einerseits um die Telomerase RNA, Aktin
RNA und GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) RNA sowie andererseits um
die HBV RNA-B2 selbst. Letztere dient dabei als spezifischer Kompetitor, wohingegen die
iibrigen als unspezifisch anzusehen sind. Die RNAs der Kompetitoren wurden ebenfalls durch
in vitro Transkription synthetisiert. Diese Synthese beinhaltete im Gegensatz zu jener fiir die
HBV RNA-B2 keine radioaktive Markierung, und die Quantifizierung erfolgte photometrisch.
Die Konzentrationen der Kompetitoren wurden in den Versuchen stufenweise erhdht und lagen
bei einem bis zu 1000fachen molaren Uberschuss gegeniiber der radioaktiv markierten HBV
RNA-B2. Die Quantifizierung der jeweiligen Ergebnisse erfolgte durch einen Phosphorimager.

Alternativ kann die Wechselwirkung zwischen dem Protein und einer RNA durch eine Titration
bestimmt werden, welche ebenso einen Anhalt iiber die Spezifitit der Bindung gibt. Dazu
werden konstante Konzentrationen verschiedener radioaktiv markierter RNAs eingesetzt, mit

steigenden Konzentrationen des Proteins inkubiert und anschlieBend im EMSA analysiert. Bei
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einer spezifischen Bindung wird sich diese bereits bei geringeren Proteinkonzentrationen
aufbauen, wohingegen bei einer unspezifischen Wechselwirkung hohe Mengen des Proteins fiir
eine effiziente Bindung notwendig sind. In den nachfolgenden Experimenten wurden beide

Arten der Bestimmung der Spezifitét, ndmlich Titration und Kompetition, durchgefiihrt.
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Abbildung 3.4.3-1: Bestimmung der Spezifitit der hLa-WT HBV RNA-B2 Bindung durch
Titration. (A) Es wurden je 0,5 nM in vitro transkribierte, 32p_markierte HBV RNA-B2, GAPDH
RNA und Aktin RNA (unterhalb der Gele angegeben) mit steigenden Mengen hLa-WT (0, 10, 50,
100, 250, 500, 1000 ng (Gel Filtrations gereinigt)) inkubiert und im EMSA analysiert. Die
quantitative Auswertung dieser Versuche ist in (B) gezeigt, wo der in monomeren Komplexen
gebundene prozentuale Anteil der RNA gegen die zugegebene Menge hLa-WT aufgetragen ist.

Wie in Abbildung 3.4.3-1A ersichtlich ist, wurden steigende Mengen des hLa-WT Proteins mit
konstanten Mengen an HBV RNA-B2, GAPDH RNA und Aktin RNA inkubiert und im nativen
EMSA analysiert. Das Protein bindet dabei an alle zugegebenen RNAs und bildet RNA-Protein-
Komplexe mit diesen aus. Dabei bilden sich zundchst monomere Komplexe, die bei steigenden
Proteinmengen um Multimere ergidnzt oder von diesen ersetzt werden. Die Quantifizierung
(Abb. 3.4.3-1B) der jeweils in monomeren Komplexen gebundenen RNA zeigt, dass die
Bindung an alle drei RNAs mit geringen Proteinmengen (bis ca. 75 ng) in etwa gleich ist. Bei

steigenden Proteinmengen wird mehr HBV RNA-B2 gebunden als GAPDH RNA, und
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wesentlich mehr als Aktin RNA. Letztere RNA wird bei allen getesteten Mengen des Proteins
nur zu einem sehr geringen Teil gebunden. Eine Abnahme der in monomeren Komplexen
gebundenen RNAs erklért sich aus dem Auftreten von multimeren RNPs. Es ist auffillig, dass
die monomeren Komplexe mit HBV RNA-B2 noch bei wesentlich hoheren Proteinmengen
stabil gebildet werden, als es bei GAPDH- und Aktin RNA der Fall ist. Dieses geht eindeutig
aus der in Abbildung 3.4.3-1B gezeigten Quantifizierung der monomeren Komplexe hervor. Die
Ursache dafiir ist bisher unklar, gibt jedoch Raum fiir die Annahme, dass hLa priferentiell als
Monomer an HBV RNA-B2 bindet und hier unter Umsténden die Spezifitdt der Bindung liegt.

Die jeweiligen Signale in Abbildung 3.4.3-1A fiir die hochsten Proteinmengen erscheinen
intensiver als die entsprechenden Intensititen der freien RNA jeweils links im Bild. Dieses zeigt
an, dass entweder RNA Fragmente oder freie, radioaktive UTPs zusitzlich gebunden wurden.

Diese Ergebnisse zeigen an, dass es sich unter diesen Versuchsbedingungen um eine eher
unspezifische Wechselwirkung handelt. Fiir eine spezifische Interaktion mit HBV RNA-B2,
aber nicht mit GAPDH oder Aktin RNA wire zu erwarten gewesen, dass diese RNAs erst mit

sehr viel hoheren Proteinmengen gebunden werden.
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Abbildung 3.4.3-2: Bestimmung der Spezifitiit der hLa-WT HBV RNA-B2 Bindung durch
Kompetitionen. (A) Je 100 ng hLa-WT (Gel Filtrations gereinigt) wurden mit 0,5 nM *?P-
markierter HBV RNA-B2 und ohne (Spur 2+11) oder mit (Spur 3—9 und 12-18) steigenden
Mengen unmarkierter Kompetitor RNA (oberhalb der Gele angegeben) inkubiert und
elektrophoretisch im nativen EMSA aufgetrennt. Der molare Uberschuss der Kompetitoren war 0,
10, 50, 100, 250, 500, 750 und 1000fach. Reaktion ohne Protein auf Spur /+10. Die quantitative
Auswertung dieser Versuche ist in (B) gezeigt, wo die insgesamt gebundene RNA prozentual
gegen den molaren Uberschuss des Kompetitors aufgetragen ist.

In einem weiteren experimentellen Ansatz wurde die Spezifitidt der Bindung wie in Abbildung
3.4.3-2 gezeigt durch Kompetitionsanalysen untersucht. In diesen Versuchen wurden konstante
Konzentrationen hLa-WT und radioaktiv markierter HBV RNA-B2 mit steigenden Mengen an
Kompetitoren inkubiert. Das Verhéltnis zwischen der Konzentration an Protein und radioaktiver
HBV RNA-B2 wurde dabei gemiB der Affinitatsbestimmung (3.4.2) auf eine 50%ige Séttigung
eingestellt. Die spezifische Kompetition erfolgte durch unmarkierte HBV RNA-B2 (Abb. 3.4.3-
2A, Spur 3 — 9), wihrend Aktin RNA als unspezifischer Kompetitor eingesetzt wurde (Abb.
3.4.3-2A, Spur 12 — 18). Diese wurden in einem entsprechend steigendem molaren Uberschuss
(0 — 1000fach) gegeniiber der radioaktiven HBV RNA-B2 zugegeben. Wie bei der Betrachtung
der EMSAs (Abb. 3.4.3-2A) offensichtlich wird, ist die kompetitive Wirkung beider RNAs
vergleichbar und erzielt einen jeweils dhnlichen Effekt auf die monomeren und multimeren
Komplexe. Die in Abb. 3.4.3-2B gezeigte quantitative Auswertung der jeweiligen
Signalintensitdten durch einen Phosphorimager ergibt eine parallele Abnahme der Komplexe in
beiden Versuchsreihen. Eine Quantifizierung der nur in monomeren gebundenen RNA und
deren Kompetition ergab vergleichbare Resultate. Auch durch die Verwendung anderer
Kompetitoren (Telomerase- und GAPDH RNA) ist keine hohere Spezifitit der Bindung
hervorgegangen (nicht gezeigt) und erzielte in etwa Werte wie die oben dargestellten.

Fiir eine spezifische Bindung wire zu erwarten, dass HBV RNA-B2 als Kompetitor bei
steigenden Konzentrationen wesen