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Abkürzungsverzeichnis 
 

 

aa     amino acid(s) = Aminosäure(n) 

APS     Ammoniumpersulfat 

ATP     Adenosintriphosphat 

bp     Basenpaare 

BSA     Bovine Serum Albumin = Rinder-Serum-Albumin 

cDNA     complementary DNA = komplementäre DNA 

cpm     counts per minute = gezählte Signale pro Minute 

CTP     Cytidintriphosphat 

Da     Dalton 

DEPC     Diethylpyrocarbonat 

DLS     dynamisches Light-Scattering 

DNA     Deoxyribonukleinsäure 

DNase     Desoxyribonuklease 

dNTP(s)     2’-Desoxyribonukleotid-5’-Triphosphat(e) 

dsDNA     doppelsträngige DNA 

dsRNA     doppelsträngige RNA 

DTT     Dithiothreitol 

E.coli     Escherichia coli 

EDTA     Ethylendiamintetraaceticacid = Ethylendiamintetraessigsäure 

EMSA electrophoretic mobility shift assay  

FRAP fluorescence recovery after photobleaching 

GFP     grün fluoreszierendes Protein 

GTP     Guanosintriphosphat 

h     Stunde 

HBV     Hepatitis B Virus 

HCV     Hepatitis C Virus 

HIS     Histidin 

HIV     humanes immundefizienz Virus 

hLa     humanes La Protein 

IPTG     isopropyl-1-thio-β-D-galactopyranosid 

IRES     internal ribosomal entry site 

kBp     kilo Basenpaare (1000 Basenpaare) 

kDa     Kilodalton 

KD     Dissoziationskonstante 

l     Liter 

LB     Luria Broth Medium 

M     Mol 

MALDI-TOF    matrix assisted laser desorption ionisation- time of flight 

min     Minute(n) 
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MG     Molekulargewicht 

mLa     Maus La Protein 

MOPS     (3-[N-Morpholino]propansulfonsäure) 

mRNA     messenger (Boten-) Ribonukleinsäure 

NiNTA     Nickel-Nitrilotriessigsäure 

NTP     Nukleosidtriphosphat 

PAGE     Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

PCR     Polymerase-Ketten-Reaktion 

pI     isoelektrischer Punkt 

PTB     polypyrimidine-tract-binding-protein 

RNA     Ribonukleinsäure 

RNAi     RNA-Interferenz 

RNase     Ribonuklease 

RNP     Ribonukleoprotein 

Rpm     rounds per minute = Umdrehungen pro Minute 

rRNA     ribosomale Ribonukleinsäure 

RRM     RNA recognition motif = RNA Erkennungs-Motiv 

RT     Raumtemperatur 

sek     Sekunde 

S.cerevisiae    Saccharomyces cerevisiae 

SDS     Natriumdodecylsulfat 

siRNA     silencer Ribonukleinsäure 

S.pombe     Schizosaccharomyces pombe 

ssDNA     einzelsträngige DNA 

Taq     Thermus aquaticus 

TEMED     N,N,N`,N`-Tetramethyl-Ethylendiamin 

Tris     Tris-(Hydroxymethyl)-Aminoethan 

tRNA     transfer Ribonukleinsäure 

Tyr     Tyrosin 

U     Unit(s) 

UTP     Uridintriphosphat 

UV     Ultraviolett 

Val     Valin 

v/v     volume per volume = Volumen pro Volumen 

v/w     volume per weight = Volumen pro Gewicht 

WT     Wildtyp 

w/v     weight per volume = Gewicht pro Volumen 

w/w     weight per weight = Gewicht pro Gewicht 

X.laevis     Xenopus laevis 
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1 Einleitung 
 

1.1 Das La Protein: Aufbau und Funktionen 
 

Die ersten Berichte über 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 Sjögrens Syndrom litten (8, 130). Das humane La 

Protein ist ein 47 kDa Phosphoprotein, welches ubiquitär exprimiert wird, mit etwa 2x107 

Molekülen (ca. 50 nM) pro Zelle vorliegt und sich hauptsächlich im Zellkern befindet (57, 72, 

91, 221). Der Kernimport erfolgt auf einem Karyopherin-vermittelten Weg (173, 174). Die 

Lokalisation des Proteins im Nukleolus ist während der späten G1 und frühen S-Phase 

Zellzyklus-reguliert (54) und wird durch zellschädigende Einflüsse wie UV-Licht beeinflusst 

(16). Ferner kommt es zu einer cytoplasmatischen Anreicherung während der Apoptose, da das 

hLa Protein C-terminal proteolytisch gespalten wird und dadurch das NLS verliert (14, 175). 

Dieses gilt gleichermaßen für die Infektion von Zellkulturen mit Poliovirus (187), was ebenfalls 

zu einem Verlust des NLS durch Abspaltung des C-Terminus führt. Eine transiente 

Anreicherung des hLa im Cytoplasma ohne Verlust des NLS wurde bei Herpes-Simplex-Virus 

Infektionen beobachtet (17). Die subzelluläre 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 Länge und in dem Gehalt der einzelnen Proteindomänen 

je nach Spezies. Der N-terminale Teil des Proteins ist größtenteils hoch konserviert, 

wohingegen deutliche Unterschiede im C-Terminus zu finden sind (Übersichtsartikel (126, 

221)). Ferner sind die homologen Proteine in Hefe, aus denen viele der Ergebnis zum La Protein 

stammen, gegenüber dem humanen La Protein (298 bzw. 275 Aminosäuren für S.pombe bzw. 

S.cerevisiae gegenüber 408 Aminosäuren für das humane La) deutlich verkürzt. 

Das humane La Protein (hLa) besitzt folgende Domänen (siehe Übersichtsartikel (127, 221) und 

nachfolgende Verweise): 3 RNA Erkennungs-Motive (RRMs) mit je 2 Ribonukleoprotein-

Konsensus-Sequenzen (RNPs), eine Multimerisierungsdomäne, mindestens ein Nukleus-

Lokalisations-Signal (NLS), ein Nukleolus-Lokalisations-Signal (NoLS; in dieser Arbeit 

identifiziert), vermutlich zwei Sequenzmotive, welche das La Protein im Kern zurückhalten 

(nuclear retention elements (NREs)), mehrere Phosphorylierungsstellen (hauptsächlich Serin-

366), sowie C-terminal eine sehr basische Region und ein potentielles Walker-A-Motiv, 

welches möglicherweise eine ATP-Bindungsstelle darstellt. Durch frühere Arbeiten wurde die 
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Existenz von sogenannten PEST-Sequenzen im hLa postuliert, welche reich an den 

Aminosäuren 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-Aktivität und eine ATPase-

Aktivität identifiziert (18, 19, 97). Eine Übersicht über die verschiedenen Domänen des 

humanen La Proteins wird in der folgenden Tabelle gegeben: 

 

Bezeichnung der Domäne Position (Aminosäuren) Referenzen 

RRM1, RNP-2 aa 20 – 25 (126, 127) 

RRM1, RNP-1 aa 64 – 69 (126, 127) 

RRM2, RNP-2 aa 113 – 118 (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), gegensätzlich 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 

Region) 

aa 348 – 368 BLOCKS-Programm, 

(92) 

NLS aa 383 – 400 (191) 

Tabelle 1.1-1: Übersicht über die bisher beschriebenen Domänen 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; für die 
RRMs wurden teilweise Übersichtsartikel 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 = Aminosäure. 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1.1-1: Schematische Übersicht über die Domänen des humanen La Proteins, welche
für diese Studie von besonderer Relevanz sind. Oben ist die ungefähre Position der Aminosäuren 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
Vollständigkeit und Aktualität die hier identifizierte Domäne. RRM = RNA-Erkennungs-Motiv; RNP =
Ribonukleoprotein-Konsensussequenz; Dimer = Dimerisierungs-Domäne; NoLS = Nukleolus-
Lokalisations-Signal; NLS = Nukleus-Lokalisations-Signal. Weitere nicht einbezogene potentielle
Domänen sowie Referenzen finden sich in Tabelle 1.1-1. 
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Das La Protein gehört 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 Aminosäuren langen RRMs als RNA Bindungsmotive beschrieben, 

welche sich durch die Präsenz 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 Aminosäuren langen Spacer getrennt. Das gesamte RRM nimmt eine 

β1α1β2β3α2β4-Struktur ein, wie es für andere RRM enthaltende Proteine gezeigt wurde (93, 

144, 220). Dabei liegen die RNP-Sequenzen in den β1 und β3 Strukturen in einer Ebene 

nebeneinander, wobei extern orientierte aromatische Reste in diesen Sequenzen die RNA-

Bindung vermitteln (69). Demgegenüber sind aromatische Reste außerhalb der β-Faltblätter für 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B)A) 

 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 β1α1β2β3α2β4-
Organisation auf, wie sie für RRMs typisch ist. Die hochkonservierten RNP-1 und RNP-2
Konsensussequenzen, welche sich je in der β3 und β1 Struktur befinden, liegen sich in einer Ebene
gegenüber und sind an der direkten Kontaktbildung mit der RNA beteiligt. Pfeile = β-Faltblätter;
gerollte Bänder = α-Helices; N = N-Terminus; C = C-Terminus. (B) Schematische Darstellung der
RRM-Struktur mit angedeuteten β-Faltblättern (rot) und α-Helices (grün) 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 zählen zelluläre RNAs, wie 

z.B. Histon mRNA (132), Telomerase RNA (60), prä-5S rRNA (171, 186), prä-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 zellulären RNAs finden sich hauptsächlich 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 Fällen 

vor allem dem Schutz der RNAs vor unspezifischen Degradationen durch Endo- oder 

Exonukleasen. Des weiteren hält das La Protein die RNA wahrscheinlich in einer bestimmten 

Struktur und macht diese den an der Prozessierung beteiligten Faktoren zugänglich. Deshalb 

wird das La Protein auch als RNA-Chaperon bezeichnet. Von anderen Proteinen ist bekannt, 

dass eine mittels RRM gebundene RNA relativ exponiert und für andere Faktoren weiterhin 

zugänglich ist (70, 107, 143, 166). Zusätzlich hält das La Protein bestimmte RNAs vermutlich 

im Nukleus, bis diese vollständig prozessiert sind und in andere Regionen transportiert (26, 73, 

75, 192) oder zu funktionellen RNPs assoziiert werden (152). Zusätzlich wurde eine Funktion 

des hLa als ein RNA-Exportfaktor in das Cytoplasma diskutiert, was für hY1 RNA  (192), nicht 

aber für 5S rRNA zutrifft (75). Der genaue Mechanismus, welcher die subzelluläre Verteilung 

des La Proteins regelt, ist jedoch ungeklärt und könnte sich aus der Wechselwirkung mit 

verschiedenen RNAs ergeben. 

Die Stabilisierung von RNA Vorläufern ist insbesondere während der molekularen Reifung 

dieser prä-RNAs von Bedeutung, bevor sie ihre jeweiligen Funktionen einnehmen. Dies konnte 

beispielsweise bereits für zelluläre U6snRNA und prä-tRNA gezeigt werden (siehe 1.3 sowie 

(170, 171)). Daneben stabilisiert das La Protein verschiedene virale RNAs und schützt diese vor 

exo-/endonukleolytischen Aktivitäten, wie beispielsweise für 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 Domänen des La Proteins dafür 

verantwortlich sind. 

Daneben scheint das La Protein als Terminationsfaktor und am Recycling der RNA Polymerase 

III Aktivität beteiligt zu sein, und könnte 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 führt zur Re-Initiation des Transkriptionskomplexes, sobald es sich von 

der RNA abgelöst hat. Dieses impliziert einen negativen Antwort-Mechanismus im Hinblick auf 

den zellulären Gehalt an unprozessierten-, durch La gebundenen RNA Polymerase III 

Produkten (67, 125, 128). Demgegenüber wurde diese Regulierung in anderen Arbeiten als 

unabhängig vom La Protein eingestuft (117, 217). Somit ist diese Funktion nicht einwandfrei 
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geklärt oder unterscheidet sich zwischen den homologen La Proteinen aus Hefe, Xenopus und 

humanen Zellen, welche in jenen Studien benutzt wurden.  

Zusätzlich wurde ein verstärkender 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 über eine (De-) Phosphorylierung 

wird in verschiedenen Arbeiten diskutiert, wobei dieses jedoch in Abhängigkeit von der Spezies 

unterschiedlich sein kann. So wurde für Lhp1p, das La homologe Protein in S.cerevisiae, 

gezeigt, dass die Phosphorylierung des Proteins keinen Einfluss auf die Prozessierung oder 

Stabilität von prä-tRNAs ausübt (120). Hingegen wurde für das humane La Protein gezeigt, dass 

die Phosphorylierung die Prozessierung der prä-tRNA steuert, wobei nur etwa 15% des La 

Proteins in HeLa 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.laevis als 

auch die Hefen S.pombe und S.cerevisiae Mechanismen für die tRNA Reifung besitzen, welche 

ein Fehlen des La Proteins kompensieren können (117, 120, 222). Für humane Zellen war zu 

Beginn der Arbeit unklar, ob ein Fehlen des La Proteins für bestimmte Funktionen wie z.B. der 

tRNA Prozessierung ausgeglichen werden kann. 

Durch die aufgeführten 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 Domänen oder die Phosphorylierung haben und wie sich die Interaktion 

mit RNAs auf die subzelluläre 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) gehört zu den Orthohepadnaviren, welche zur 

Virusfamilie der Hepadnaviridae gehören und gemeinsam mit den Papovaviridae, 

Adenoviridae, Herpesviridae und Poxviridae zur Familie der Viren mit doppelsträngigem DNA-

Genom zählen. Eine Infektion mit einem Hepatitis B Virus kann zu einer akuten oder einer 

chronischen Leberentzündung führen, wobei schätzungsweise 350 Millionen Menschen 

weltweit chronisch mit HBV infiziert sind und ein deutlich erhöhtes Risiko zur Ausbildung von 
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hepatozellulären Karzinomen aufweisen (28, 31, 183). Eine Schädigung der Leber wird dabei 

nicht oder nur selten durch eine cytopathogene Funktion des Virus ausgelöst, sondern 

hautsächlich durch Schädigung 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 jährlich etwa 1,5 Million 

Todesfälle (153). Die Therapie einer bereits bestehenden Infektion ist nur relativ selten 

erfolgreich, so dass die Entwicklung neuartiger antiviraler Strategien von großer Bedeutung und 

eine Herausforderung für die medizinische Forschung ist. 

 

Im Zentrum des Lebenszyklus des Hepadnavirus steht die Synthese eines ~3,5 kB langen 

partiell-doppelsträngigen rcDNA Genoms (relaxed circular DNA), welches aus der reversen 

Transkription eines RNA Vorläufers hervorgeht, dem sogenannten Prägenom. Der 

Mechanismus der RNA-abhängigen DNA Synthese und der überwiegende Teil der Abläufe 

während der viralen Replikation ist weitgehend bekannt und ist in mehreren Übersichtsartikeln 

detailliert beschrieben (65, 183). Jedoch sind die frühen Schritte in der viralen Replikation, wie 

z.B. der Eintritt in die Zelle, der Verlust der Hüllmembran nach Eintritt in die Zelle und der 

Transport des Genoms in den Zellkern nur wenig untersucht. Gründe hierfür liegen unter 

anderem im Fehlen von infizierbaren Zell-Linien. 

Das infektiöse 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 enthält. Neben diesen infektiösen Partikeln existieren noch 

sphärische und fadenförmige Partikel, welche keine DNA enthalten und nicht infektiös sind. 

Das Genom des HB Virus ist zirkulär, partiell-doppelsträngig, hat eine Länge 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 überwiegende Teil der 

Nukleotide für mehr als einen Leseraster genutzt wird und die Leseraster teilweise überlappend 

sind (178, 183). Die Transkription wird über vier virale Promotoren gesteuert. Die von der 

zellulären 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, nämlich drei Oberflächenproteine (L-, M-, und S-HBsAg), ein 

Kapsidprotein (HBcAg), ein sezerniertes Protein (HBeAg), ein P-Protein mit DNA-Primer-, 

Polymerase und RNase H Aktivität, sowie das HBx-Protein, welches Transkriptions-

modulierende Funktionen hat (siehe Übersichtsartikel (139, 183)). 
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Bei den viralen Hüllproteinen S, M und L (auch als S, prä-S2 und prä-S1 bezeichnet) ist das S-

Protein das kleinste der drei und das M und L Protein stellen N-terminale Verlängerungen des S 

Proteins da, so dass diesen drei Proteinen die S Domäne gemeinsam ist. Das HBx Protein 

scheint für eine in vivo Infektion essentiell, während das HBeAg dafür nicht notwendig ist (38, 

233). Die Funktionen beider Proteine sind nicht vollständig geklärt. 

(4)
(5)
(6)(3) 

(2) 
(1) 

Abbildung 1.2.1-1:  

Schematische Darstellung
des Hepatitis B Virus. In die
Lipidmembran des
infektiösen HBV sind die
Oberflächenproteine L (3), M
(1) und S (2) eingelagert. Die
Hülle umschließt das aus dem
Kapsidprotein (4) aufgebaute
Kapsid, welches das partiell-
doppelsträngige DNA Genom
(5) mit kovalent gebundener
Polymerase (6) enthält. 

 

Nach der Infektion einer Hepatozyte über einen bisher nicht identifizierten Rezeptor verliert das 

Virus die Hüllmembran und das Genom wird in den Zellkern transportiert. Dort wird das 

partiell-doppelsträngige DNA Genom von Enzymen der Wirts-Zelle zu einer doppelsträngigen 

DNA aufgefüllt und in eine kovalent geschlossene zirkuläre Form überführt (cccDNA; 

covalently closed circular DNA). Dieses Molekül ist die Matrize für 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, während 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 

anschließend zu einem Plusstrang transkribiert wird. Die Polymerase besitzt Reverse-

Transkriptase-Aktivität und eine RNase H Aktivität. Zudem bindet die Polymerase über eine 

weitere Domäne, die sogenannte terminale Proteinregion, an das Enkapsidierungssignal Epsilon 

der pregenomischen RNA und initiiert somit die Verpackung des Virus (139, 169). Die reverse 

Transkriptase-Aktivität 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. 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                  - 10 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Abbildung 1.2.1-2: Schematische Darstellung des Lebenszyklus des humanen
Hepatitis B Virus. Über einen nicht bekannten Rezeptor dringt das Virus in die
Zelle ein (1), verliert Hüllmembran (2) und Kapsid, und das Genom wird in den
Zellkern transportiert. Nach Reparatur des partiell-doppelsträngigen 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, erhält es während des Transports
durch das endoplasmatische Retikulum eine Hüllemembran mit viralen
Strukturproteinen und verlässt die Zelle (12). Alternativ kann das Kapsid auch in
den Nukleus zurückkehren (11), um mehr Moleküle 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 Wirtsspezifität aufweist, gab es lange Zeit kein Tiermodell, 

welches die genauere Untersuchung der Wechselwirkung zwischen Wirt und Virus zuließ. 

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 möglich, in welchem das gesamte HBV Genom exprimiert wird und 

das Virus repliziert (15, 41, 77, 79-81, 141). In einschlägigen Arbeiten hierzu wurde gezeigt, 

dass in den HBV-replizierenden transgenen Mäusen Peptide des HBsAg in MHC-I Komplexen 

(major histocompatibility complex) auf der Zelloberfläche infizierter Zellen präsentiert werden. 

Bei einer Injektion von HBsAg-spezifischen cytotoxischen T-Lymphozyten (CTLs) in die 

transgenen Mäuse 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. Während einer der Wege zur Cytolyse der HBV infizierten Zellen führte (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 

verspätet abgebaut wurden (79). Ferner wurde gezeigt, dass der Abbau der viralen RNA durch 

einen post-transkriptionalen Mechanismus über die Cytokine IFN-γ und TNF-α erfolgte (77, 

207). 

Auf der Suche nach zellulären Proteinen, welche zum CTL-induzierten post-transkriptionellen 

Abbau der HBV RNA führten, 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 möglicherweise 

den Transport der viralen RNA aus dem Nukleus vermittelt (225). Eine computer-gestützte 

Berechnung der potentiellen Struktur der HBV RNA-B ergab eine Haarnadelschleife im Bereich 

der La Bindungsstelle (Abb. 1.2.2-1A). Die Einführung von Mutationen in diese Region führte 

zu einer reduzierten Bindung durch das mLa Protein und zeigte, dass die Struktur für die 

Bindung durch mLa entscheidend ist (87). Zusätzlich konnte dargestellt werden, dass die 

Mutations-bedingte Auflösung der Haarnadelschleife zu einer verringerten Halbwertszeit der 

viralen RNA führte (52). Ferner wurde gezeigt, dass ein CTL-induzierter Abbau der HBV RNA 

in transgenen Mäusen eine endonukleolytische Spaltung der HBV RNA an Stellen hervorrief, 

welche in unmittelbarer Nähe zur La Bindungsstelle liegen (86). Daraus wurde geschlussfolgert, 

dass das La Protein die HBV RNA durch seine Bindung schützen kann, indem es die Erkennung 

der Spaltstellen durch Endonukleasen verhindert. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B) A) 



                                                                                                                                  - 12 - 

 

 

 

 

 

 

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 HBV RNA (De-)Stabilisierung.  Das La Protein bindet an die in
(A) bezeichnete Region der HBV RNA (blau) und schützt die endonukleolytischen Spaltstellen
(rote Pfeile). Eine Behandlung mit HBsAg-spezifischen cytotoxischen T-Lymphocyten (CTLs)
führt zur Freisetzung von IFN-γ und TNF-α, was eine Fragmentierung des La Proteins bewirkt und
schlussendlich zur Destabilisierung der HBV RNA durch RNasen führt. 

 

Es ist bisher  ungeklärt, 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 Bruchstücke erfolgt. Ferner ist nicht bekannt, über 

welche Domänen des Proteins die HBV RNA gebunden wird, und ob sich die Charakteristika 

der Bindung für das Maus-La und das humane La Protein gleichen. Kenntnisse der 

Wechselwirkungen der HBV RNA mit dem La Protein könnten zur Entwicklung einer 

antiviralen Strategie beiragen. Daher ist das genaue Verständnis der Wechselwirkung zwischen 

dem humanen La Protein und der HBV RNA zwingend für 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  
 

Zelluläre 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 Fälle ein 

Intron (121). Bevor diese prä-tRNAs in das Cytoplasma transportiert werden können, um dort 

als reifes Molekül ihre Funktion in der Translation einzunehmen, werden sie verschiedenen 

molekularen Reifungsprozessen unterzogen, die man insgesamt als Prozessierung 

zusammenfasst. Dazu zählen die Entfernung der 5´- und 3´-Sequenzen der prä-tRNA, das 

Spleißen des Introns, mehrere Basenmodifikationen, Aminoacylierung und die Addition des 3´-

CCA Terminus (siehe unten sowie Übersichtsartikel (222)). Obwohl Jahrzehnte intensiver 

Forschung in diesen Bereich investiert wurden, ist die genaue Reihenfolge der einzelnen 

Reaktionen der Prozessierung noch ungeklärt. Ebenso konnte die subzelluläre Lokalisation der 

Reaktionen nicht immer belegt werden und erscheint teilweise inkonsistent oder variiert unter 

den tRNAs und den Spezies. Zudem sind für humane Zellen viele Erkenntnisse aus dem Hefe-

System oder anderen übertragen. Nachfolgend werden die Schritte der Prozessierung von prä-

tRNAs und die Beteiligung des La Proteins dargestellt, wie es sich derzeit aus der Literatur 

ergibt (siehe auch Abb. 1.3-1). 

Die prä-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 könnte dies jedoch im Nukleoplasma erfolgen (101). 

Es erscheint unklar, in welcher Reihenfolge zwei der hauptsächlichen Schritte der 

nachfolgenden Prozessierung erfolgen, nämlich die Entfernung des 3´-Terminus sowie des 

eventuell vorhandenen Introns. Die Regulierung könnte durch eine „Qualitätskontrolle“ eines 

nachgeschalteten Vorgangs der Reifung erfolgen. An dieser Stelle werden sowohl 

Argumentationen für die „Spleißen-vor-3´Reifung“- als auch die „3´Reifung-vor-Spleißen“ 

Theorie vorgetragen. 

Die Entfernung des 3´-trailers wird durch ein bisher nicht genau identifiziertes Enzym 

durchgeführt, welches als 3´-tRNase bezeichnet wird (140, 142). Für S.cerevisiae wurde 

gezeigt, dass die Prozessierung der 5´ und 3´ Termini der prä-tRNA vor dem Spleißen des 

Introns erfolgt (114, 148, 227), obwohl dieses durch die Temperatur oder ggf. durch Sättigung 

der Spleißing-Maschinerie verändert werden kann (122, 148). Der Export von tRNAs ins 

Cytoplasma erfolgt in Hefen durch den Exportfaktor Los1p (90). 

In humanen Zellen erscheinen diese Vorgänge zum Teil komplexer und variieren offensichtlich 

mit der jeweiligen prä-tRNA. So werden für einige der Basenmodifikationen die Intron-

Sequenzen in prä-tRNAs benötigt (74), wohingegen andere nur nach Entfernung des Introns 

modifiziert werden (195). Das Spleißen selbst scheint in der Nähe 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 

Moleküle werden im Nukleus zurückgehalten (13, 111, 118, 122). Demnach kann ein Modell 

für die Reifung von prä-tRNAs nur bedingt erstellt werden. 

Das La Protein bindet vermutlich an alle RNA Polymerase III Transkripte und dies erfolgt unter 

anderem durch Erkennung des 3´-(UUU-OH) Terminus, welcher allen RNA Polymerase III 

Transkripten gemeinsam ist (57, 58, 67, 99, 128, 197, 227). Durch die Bindung an den 3´-trailer 

schützt das La Protein die prä-tRNAs solange vor verfrühter und unspezifischer Exonuklease-

Aktivität bis der 5´-leader entfernt wurde (57, 62, 63, 148, 227). Dieses führt zu dem Modell 

demgemäss das La Protein als ein molekulares Chaperon für RNAs angesehen wird. Aufgrund 

der vielfältigen Funktionen des La Proteins kann angenommen werden, dass es sich bei dem 

humanen La Protein um ein essentielles Protein handelt, welches für verschiedene RNA-

Metabolismen in der Zelle notwendig ist. Interessanterweise erscheint das La Protein jedoch für 

die tRNA Prozessierung in Hefen und in X.leavis entbehrlich (56, 117, 210, 227). Ob dieses 

auch für humane Zellen zutreffend ist, ist noch unklar. 

Die beschriebenen Erkenntnisse werden hier zu folgendem Modell der tRNA Prozessierung 

zusammengefasst, welches jedoch wahrscheinlich nicht für 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 prä-tRNAs durch die RNA Polymerase III erfolgt im
Nukleoplasma und die Transkripte werden als erstes durch das La Protein gebunden. Prä-tRNAs
sind in der Kleeblatt-Struktur angedeutet und enthalten 5´-leader und 3´-trailer Sequenzen (rot)
sowie in einigen Fällen 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 anschließen. Es ist unklar, ob das La Protein
anschließend nach Phosphorylierung an Serin-366 durch Casein Kinase II den Komplex verlässt,
oder ob dieses erst nach weiteren Schritten der molekularen Reifung der tRNAs erfolgt. Der
Export der größtenteils gereiften tRNAs erfolgt in Hefe und humanen Zellen mit jeweils anderen
Systemen (Los1p bzw. Xpo-t) wie angegeben. Erläuterungen und Referenzen finden sich im
Text. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dieses Modell der prä-tRNA / hLa Wechselwirkung, welche transient im Nukleolus stattfindet, 

ergibt mehrere Möglichkeiten für den Transport des hLa Proteins in dieses Kompartiment: (I.) 

das hLa Protein könnte als Transportfaktor agieren und prä-tRNAs in den Nukleolus führen, 

(II.) das hLa Protein könnte durch die Bindung an prä-tRNAs selbst in den Nukleolus 

transportiert werden, (III.) das Protein könnte 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 vollständig aufgeklärt 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 unabhängig vom La Protein in den Nukleolus transportiert werden (124, 126, 

221), wurde für prä-tRNAs bisher kein anderes Protein außer La identifiziert, welches den 

Transport in den Nukleolus vermitteln kann. Alternativ zu prä-tRNAs könnte 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 würde die nukleoläre Lokalisation des La Proteins erklären und 

gleichzeitig darstellen, welcher Faktor den Transport dieser RNAs vermittelt. Weiterhin ist 

bekannt, dass das Protein mit prä-U6 snRNA assoziiert und diese RNA im Laufe ihrer 

Prozessierung ebenfalls in den Nukleolus transportiert wird (siehe 1.4). Ein  Verständnis 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 Übersicht 
 

Im Rahmen der vielfältigen 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. Während der Mitose wird der 

Nukleolus aufgelöst und mit Eintritt in die G1-Phase wieder aufgebaut, wobei dies vermutlich 

über eine cdc2-Cyclin B Kinase gesteuerte Repression der RNA Polymerase I Aktivität 

zwischen Prophase und Anaphase geregelt wird (89). Zudem konnte in Hefe dargestellt werden, 

dass die Regulation der RNA Polymerase I Aktivität vermutlich mit der Aktivität der RNA 

Polymerase III gekoppelt ist (29), so dass unter Umständen über die regulierte Aktivität der 

RNA Polymerase III eine Reformierung des Nukleolus erfolgen könnte. 

Der Nukleolus befindet sich in einer Region mit angehäuften, tandemartig wiederholten rDNA 

(ribosomaler DNA) Genen, welche durch die RNA Polymerase I transkribiert werden. Die 

Anordnung dieser Gene schafft so die Grundlage für die strukturelle Organisation des 

Nukleolus, welcher sich morphologisch in drei Sektionen unterteilen lässt: von innen nach 

außen finden sich ein fibrilläres Zentrum, eine dichte, fibrilläre Komponente sowie eine 

granuläre Komponente (50). An der Peripherie des fibrillären Zentrums findet die Transkription 

der rDNA Gene statt und die primären Transkripte werden von innen nach außen transportiert, 

begleitet von der Einführung erheblicher Modifikationen (50). Die Hauptaufgabe des Nukleolus 

liegt vermutlich in der Biosynthese der Ribosomen. Hierbei assoziieren die ribosomalen 

Proteine bereits mit den Primärtranskripten der rRNAs zum 90S prä-Ribosom, woran sich die 

Prozessierung der teilweise polycistronischen rRNAs anschließt, sowie die Trennung der prä-

ribosomalen Untereinheiten (4, 50). Schließlich erfolgt der Export der prä-ribosomalen 

Untereinheiten aus dem Nukleus in das Cytoplasma über einen Rezeptor-gekoppelten 

Transportweg, welcher unter anderem Ran/GTP erfordert (4, 50). 

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

Nukleolus, nämlich die snRNAs (small nuclear RNAs)(nur transient) sowie die snoRNAs (small 
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nucleolar RNAs). Diese werden durch die RNA Polymerase II (snRNAs U1, U2, U4, U5, U7, 

U11, U12; snoRNAs U3, U8, U14, U15, U16, U20, U22 und andere) oder RNA Polymerase III 

(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 (siehe Übersichtsartikel (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), während 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 

nukleoläre Reifung wird unter anderem unter Beteiligung der snoRNAs ausgeführt (66, 102, 

113) und endet mit einem Transport der reifen snRNAs in die Cajal-Körper oder in das 

Spleißosom, wo sie ihre Funktionen in der Entfernung von Introns einnehmen. 

Die snoRNAs hingegen werden nach ihrer Synthese als teilweise polycistronische prä-snoRNAs 

in den Cajal-Körper transportiert und dort u.a. durch snRNAs prozessiert (145). Schließlich 

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 prä-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 vollständig bekannten Gründen durch den Nukleolus 

transportiert (156), wie auch die virale HIV-1 mRNA (136). Ferner dient der Nukleolus für 

einige Proteine wie z.B. Mdm2 oder die Proteinphosphatase Cdc14 als eine Art „Lager“, und 

diese sind dort vermutlich in einer für 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 für das Verständnis 

grundlegender zellulärer Vorgänge ist daher eine Kenntnis des Transportweges des hLa Proteins 

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

Das La Protein ist an verschiedenen Prozesse in der Zelle beteiligt und interagiert mit einer 

großen Anzahl an zellulären und viralen RNAs, zu denen auch die des Hepatitis B Virus zählt. 

Die Stabilisierung der HBV RNA durch das Maus-La Protein wurde in einem HBV transgenen 

Mausmodell gezeigt. Im Hinblick auf eine neue Strategie für eine antivirale Therapie, welche an 

der Wechselwirkung zwischen dem La Protein und der HBV RNA ansetzen sollte, waren 

genauere Kenntnisse über 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, wofür ein Protokoll zur Expression und Reinigung des 

Proteins etabliert werden musste. Im Hinblick auf eine spätere Kristallisation des Proteins zur 

Auflösung der bis heute unbekannten und überaus wichtigen atomaren Struktur sollte dabei eine 

höchst reine und hoch-konzentrierte Präparation des humanen La Proteins erreicht werden. 

Für 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 darüber hinaus sollten verschiedene Charakteristika wie Affinität und Spezifität der 

Bindung detailliert dargestellt werden. Zudem sollten diverse Mutationen in das Protein 

eingefügt werden, um die zur RNA-Bindung notwendigen und beteiligten Domänen im 

humanen La Protein identifizieren zu können. Diese Untersuchungen sollten die Grundlage für 

die Selektion von Molekülen schaffen, welche selektiv die für das Hepatitis B Virus notwendige 

Wechselwirkung mit dem humanen La Protein unterbinden. Um diese Wechselwirkung von 

jener mit zellulären RNAs abgrenzen zu können, sollte auch die Interaktion des humanen La 

Proteins mit einer zellulären tRNA untersucht werden, wobei ebenfalls die zur tRNA Bindung 

notwendigen Domänen identifiziert werden sollten. Ferner galt es, die subzelluläre 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 zusätzlich untersucht werden, ob das humane La 

Protein in vivo für die Zelle essentiell ist, oder ob bestimmte Funktionen wie die tRNA 

Prozessierung durch La-unabhängige Stoffwechselwege ausgeglichen werden können. 
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2 Material und Methoden 
 

2.1 Materialien 
 

2.1.1 Chemikalien 
 

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

Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)    Biozym 

Bactoagar       Difco 

DEPC        Serva 

Ethidiumbromid      Roche 

Mineralöl       Sigma 

MOPS        Biometra 

Moviol        Sigma 

Natriumdodecylsulfat (SDS)     Serva 

Ni-NTA-Agarose      Qiagen 

NP-40        Sigma 

Phenol        Appligene 

Ponceau S       Fluka 

Rinder-Serum-Albumin (BSA)     Sigma 

Scintillations-Cocktail Ultima Gold    Packard 

Sequagel-XR, Puffer & Acrylamidlösung   National Diagnostics 

TEMED       Serva 

Tris        ICN 

Triton X-100       Serva 

Tween-20 Lösung      Serva 

Tween-20       Serva 

Xylencyanol       Fluka 

 

 

2.1.2 Verbrauchsmaterialien 
 

96-well-Reaktionsplatten     Falcon 

Amicon-YM10 Konzentratoren     Amicon, Millipore 

Blottingpapier       BioRad 

DC-Alufolie-Kieselgel-60F Platte    Merck 

Dialyseschlauch Spectra/Por MWCO 6-8000   Spectrum Laboratories Inc. 
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Eppendorf-Reaktionsgefäße     Eppendorf 

G25-spin columns      Amersham-Pharmacia 

GF/C-Rundfilter      Whatman 

Hybond-N+ Nylon-Transfer-Membran    Amersham-Pharmacia 

Kanülen       Braun 

Lab-Tek Doppelkammer-System    Nunc 

Nitrozellulosemembran      Schleicher & Schuell 

PEI-Cellulose-F Dünnschichtchromatographie-Platte  Merck 

Röntgenfilm, Medical X-Ray-Film    Fuji 

Whatman-Papier      Whatman 

Zellkultur-Flachen, 250ml / 75 cm2    Greiner 

Zellkultur-Gefäße      Greiner 

Zellophanfolien zur Geltrocknung    Promega 

 

 

2.1.3 Gebrauchsfertige Reagenziensysteme 
 

Bradford Protein-Färbereagenz     Bio-Rad 

DNA Präparations-Kit Qiagen-Maxi /-Mini   Qiagen 

DNA Präparations-Kit Wizard-Plus    Promega 

FuGene-6 Transfektionsreagenz     Roche 

Oligofectamin       Invitrogen 

Opti-MEM       Gibco BRL/Life Technologies 

QIAquick Gel Extraktion Kit     Qiagen 

QIAquick PCR Purification Kits    Qiagen 

Rapid DNA Ligation Kit     Roche 

RiboProbe In Vitro Transkriptions System   Promega 

SequiTherm-Cycle-Sequenzier-Kits Li-Cor   MWG Biotech 

silencer-RNA-construction-kit     Ambion 

SuperSignal Chemiluminescent Peroxidase Solution System Pierce 

TOPO-Klonierungs-Kit      Invitrogen 

TriPure-Isolation-Reagent     Roche 

ULTRAhyb™-Oligo-Hybridization-Buffer   Ambion 
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2.2 Enzyme, Standards, Antikörper und radioaktive Stoffe 
 

λ-Protein-Phosphatase      New England Biolabs 

λ-Protein-Phosphatase, 10x MgCl2    New England Biolabs 

λ-Protein-Phosphatase, 10x Puffer    New England Biolabs 

[α32-P] ATP (10,8 µCi/µl; 3000 Ci/mmol)   Hartmann Analytics 

[α32-P] UTP (10 µCi/µl, 800 Ci/mmol)    Hartmann Analytics 

alkalische Phosphatase      Roche 

alkalische Phosphatase, 10x Puffer    Roche 

Apyrase       Sigma 

Casein Kinase II, 10x Puffer     New England Biolabs 

Casein-Kinase-II (500 U/µl)     New England Biolabs 

DNA Größenstandard λDNA, EcoR-I / Hind-III   MBI Fermentas 

DNA Größenstandard GeneRuler    MBI Fermentas 

DNA Größenstandard Smart     Eurogentec 

DNase, RNase-frei      Promega 

dNTPs        Promega 

Eichfarbstoff Dextran (MW 2000000)    Sigma 

Eichprotein Albumin (MW 66000)    Sigma 

Eichprotein Alkohol Dehydrogenase (MW 150000)  Sigma 

Eichprotein Kohlenstoff-Anhydrase (MW 29000)  Sigma 

Eichprotein Ovalbumin (MW 42700)    Sigma 

Lysozym       Serva 

Meerettich-Peroxidase-konjugierter sekundärer Antikörper,     

 Ziege-anti-Kaninchen IgG (H+L)   Dianova 

Monoklonaler α-hLa-Antikörper 3B9 (Maus Hybrioma, IGG-2A) (s.u.) 

Monoklonaler α-hLa-Antikörper 4B6 (Maus Hybridoma, IGG-2A) (s.u.) 

Monoklonaler α-hLa-Antikörper SW5 (Maus Hybridoma) Alle freundlichst zur Verfügung 

gestellt durch M. Bachmann, 

Oklahoma Medical Research 

Foundation, Oklahoma City, 

USA 

Monoklonaler Maus-anti-NOH61 Antikörper zur Verfügung gestellt durch 

M.S.Schmidt-Zachmann, 

DKFZ, Heidelberg 

Pfu-Turbo Klonierungs-Puffer, 5x    Stratagene 

Pfu-Turbo Polymerase      Stratagene 
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Phosphoenolpyruvat      Roche 

PK/L-LDH (Pyruvat-Kinase/L-Lactat-Dehydrogenase) (3:1) Roche 

Polyklonaler Kaninchen-α-hLa Antikörper 1982 freundlichst zur Verfügung 

gestellt durch T. Heise 

Proteinstandard: prestained broad-range Marker New England Biolabs 

Pwo-DNA-Polymerase       Roche 

Pwo-DNA-Polymerase, 10x-Reaktionspuffer   Roche 

Restriktionsenzym Dpn I     New England Biolabs 

Restriktionsenzym Eco RI     Amersham Pharmacia 

Restriktionsenzym Hind III     MBI 

Restriktionsenzym Sal I      MBI 

Restriktionsenzym Xho I     New England Biolabs 

rNTPs        Promega 

sekundärer Antikörper 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 Verfügung 

gestellt durch E.Chan, Scripps-

Research-Institute, San Diego, 

Kalifornien, USA 

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

Als bakterielle Kulturen wurden Zellen der E.coli Stämme DH5α und BL21 benutzt. Für 

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 für bakterielle Kulturen wurde entweder als Fertigmischung über die Firma 

Merck bezogen, oder in gleicher Mischung selbst angesetzt. Bei einer Fertigmischung in 

Pulverform wurden 25 g des Mediums in 1 l Wasser aufgelöst und autoklaviert. Alternativ 

wurden die folgenden Substanzen eingewogen, auf 1 Liter Wasser aufgefüllt 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 hinzugefügt. Vor dem Gießen der Platten wurde dieses auf etwa 35°C abgekühlt, so 

dass Antibiotika hinzugefügt und die Platten gegossen werden konnten. Antibiotika wurden mit 

0,1 mg/ml Ampicillin bzw. 0,03 mg/ml Kanamycin für die Anzucht resistenter Bakterien-

Stämme eingesetzt. Flüssigmedien enthielten 0,03 µg/ml Kanamycin. Die Platten wurden im 

Dunkeln und bei 4° C gelagert. 

Das Medium für eukaryotische Zellen setzte sich wie folgt zusammen: Dulbecco´s Modified 

Eagle Medium, 10% fötales Kälberserum, 1 mM Pyruvat, 3,5 mM L-Arginin, 2 mM L-

Glutamin, je 100 IE Penicillin und Streptomycin, 10 ml/l MEM (nichtessentielle Aminosäuren). 

Alle Substanzen wurden über die Firma Gibco BRL bezogen. Fötales Kälberserum 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 erwärmt. Die zur Ablösung adherenter Zellen benutzte Trypsin-Lösung 

enthielt 0,125 % Trypsin und 0,1 % EDTA in 1x PBS Puffer und wurde ebenfalls über Gibco 

BRL bezogen. 

 

 

2.5  Oligonukleotide 
 

2.5.1 Oligonukleotide für Mutationen des humanen La Proteins 
 

Mutation hLa-∆1 (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-∆2 (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-∆3 (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 fügt durch einen Synthese-Fehler die Punktmutation S163A ein. 

Mutation hLa-∆4 (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-∆5 (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-∆6 (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-∆6.2 (Deletion aa 291 - 354) 

sense Primer M30, s.o. 

antisense-Primer M44: 5´-ATT TGC ATC TTT GGC TTT ACC-3´ 

Mutation hLa-∆6.3 (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-∆7 (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 eingefügte Sac-I Restriktionsschnittstelle 

antisense-primer La38AS: 5´-GCT CCC AAG CTT GCC CCG CAA ACA AAA GTC G-3´ 

Die Kursiv-Sequenz beschreibt dabei die eingefügte Hind-III Restriktionsschnittstelle 

sense-primer La15S: 5´-ATG GCT GAA AAT GGT GAT AAT G-3´ 
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antisense-primer La14AS: 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 schließlich der hLa-

Sequenz ab Aminosäure 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 Aminosäure 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 für Leucin (zur Erhaltung des Leserasters) und der hLa-Sequenz ab 

Aminosäure 323. 

antisense-Primer THHULA-M61AS: 

5´-CCT ACA GTC GAC GC TTT TTC TTT ACC AGA CCC AGG-3´ 

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

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

bis Aminosäure 354. 

 

 

2.5.5 Oligonukleotide für 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´ 
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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´ 

TH9T7-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 anschließt, 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 prä-tRNAVal mit TH-VAL-AS1:  5´-AAA GCG ACT CTC TTT GTT TCC-3´ 

Nachweis der reifen tRNAVal mit TH-VAL-AS2:  5´-TGT TTC CGC CCG GTT TCG AAC-3´ 

Nachweis der prä-tRNATyr mit TH-TYR-INTRON-AS:  5´-GGA TGT CTC CTG CTG AGG 

AAG TAG CTA C-3´ 

Nachweis der reifen tRNATyr mit TH-TYR-MATURE-AS:  5´-GGA TGT CTC CTG CTG 

AGG AAG TAG CTA C-3´ 

Nachweis der 5S-rRNA mit TH-5SrRNA-AS:  5´-CAC CCG GTA TTC CCA GGC GGT CTC 

CCA TCC-3´ 

Nachweis der 5.8S-rRNA mit TH-5.8SrRNA-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 für 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 Lösungen 
 

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

jeweiligen Abschnitten beschrieben und benutzt wurden. 

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

Cracking-Puffer 50 mM Tris/HCl pH 6,8, 1% SDS, 2 mM EDTA, 400 mM 

Sucrose, 0,01% Bromphenolblau, 0,01% Xylencyanol, 100 

µg/ml hitzeinaktivierter (10min 95° C) RNase A 

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

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

Elutions-Puffer 50 mM NaH2PO4 pH8, 300 mM Imidazol, 300 mM NaCl, 1% 

Protease-Inhibitor Complete 

EMSA-Bindungspuffer 10 mM Tris/HCL pH 7,4, 100 mM NaCl, 3 mM MgCl2, 0,5 

mM EDTA, 0,5% NP-40 

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

Hanahan-Lösung 1 30 mM Ka-Acetat, 50 mM MnCl2, 10 mM CaCl2, 100 mM KCl, 

15% Glycerin 

Hanahan-Lösung 2 10 mM MOPS, 75 mM CaCl2, 10 mM KCl, 15% Glycerin, pH 

7,0 

Hoechst-Farbstoff Sigma 

Kanamycin   Serva 

Lysis-Puffer  50 mM NaH2PO4 pH8, 10 mM Imidazol, 300 mM NaCl, 4% 

Protease-Inhibitor Complete 
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Methylenblau-Lösung 0,5 M Natriumacetat pH 5,2, 5% Essigsäure, 0,04% 

Methylenblau 

MOPS, 20x 400 mM MOPS pH 7,0, 100 mM Natriumacetat, 20 mM EDTA 

PBS-Puffer 137 mM NaCl, 3 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, 

pH 7,4 

Ponceau-S Färbelösung  0,5% (w/v) Ponceau-S, 1% Essigsäure 

Protease-Inhibitor Complete Boehringer/Roche 

Puffer A 10 mM Tris/HCl pH 7,4, 100 mM NaCl, 3 mM MgCl2, 0,5 mM 

ETDA, 5% Glycerin 

RNA-Ladepuffer 2,88 ml deionisiertes Formamid, 0,32 ml 20xMOPS, 1,0 ml 

Formaldehyd, 0,72 ml DEPC-H2O, 0,72 ml Glycerin, 0,01% 

Bromphenolblau, 0,01% Xylencyanol; (100 ml Formamid 

wurden mit 5 g Ionenaustauscher (Biorad 501-X8) 1 h bei RT 

gerührt, steril filtriert, aliquotiert und bei –20°C aufbewahrt) 

RNasin Promega 

SDS-Ladepuffer, 5x  0,4 M Tris/HCl pH 6,8, 0,5 M DTT, 40% Glycerin, 10% SDS 

SDS-Laufpuffer  250 mM Tris, 19,2 mM Glycin, 0,35 mM SDS 

SSC, 20x   3 M NaCl, 0,3 M Na-Citrat, pH 7,0 

Standard-I-Nährmedium Merck 

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

TBE-Puffer, 40x 1,8 M Tris/HCl, pH 8,5, 1,8 M Borat, 0,04 M ETDA 

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

TCA-Lösung   10% Trichloressigsäure, 1% Natrium-Pyrophosphat 

TNE-Puffer, 10x  200 mM Tris/HCl, pH 8,0, 100 mM EDTA, 3 M NaCl 

Wasch-Puffer 50 mM NaH2PO4 pH8, 42,5 mM Imidazol, 1 M NaCl, 0,11% 

Triton-X100, 1% Protease-Inhibitor Complete 

Wasser jegliches in dieser Arbeit benutzte Wasser war destilliert, durch 

eine Millipore-Anlage deionisiert, steril-filtriert und 

autoklaviert 

Western-Blot Transferpuffer  25 mM Tris/HCl pH 8,3, 192 mM Glycin, 20% Ethanol 

 

 

2.7 Geräte 
 

Agarose-Gelelektrophoresekammern Easy Cast OWL Scientific, Inc. 

Bakterieninkubator      New Brunswick Scientific 

BioCad Sprint HPLC-System Applied Biosystems 
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Brutschränke New Brunswick Scientific 

ELISA-Reader ThermoMax Microplate-Reader    Molecular Devices, MWG 

Fluor-S MultiImager System     Bio-Rad 

Gelektrophorese Apparatur Mini-Protean-III   Bio-Rad 

Gelfiltrationssäule Superdex S200HR-ag 10/30   Amersham-Pharmacia 

Gelfiltrationssäule Superdex S200HR-pg 26/60   Amersham-Pharmacia 

Geltrockner Bio-Rad Slab Dryer Model 483 Bio-Rad 

GSA-Rotor       Beckmann 

Neubauer-Zählkammer, 0,1 mm Tiefe, 0,0025 mm2  Marienfeld 

PCR-Gerät Robocycler Gradient 96 Stratagene 

PCR-Gerät Thermocycler MWG Biotech 

Phosphorimager Bildplatte Fuji-BAS-2000 Fuji 

Phosphorimager System FujiX-Bas 2000 Fuji 

Photometer Ultrospec 3000pro     Amersham Pharmacia 

Röntgenfilmentwickler Agfa Curix-60    Agfa 

Scintillations-Zähler 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      Branson Sonic 

Western Blot Trans Blot Kammer    Bio-Rad 

Zeiss Axiophot Mikroskop     Zeiss 

 

 

2.7.1 Herstellernachweis 
 

Agfa, D-50670 Köln 

Amersham-Pharmacia Biotech Europe GmbH, D-79111 Freiburg 

Applied Biosystems, D-64293 Darmstadt 

Beckmann Instruments GmbH, D-80807 München 

BioRad Laboratories GmbH, D-80939 München 

Biozym Diagnostik GmbH, D-31883 Hessisch Oldendorf 

Clontech, BD Biosciences, D-69126 Heidelberg 

Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, D-22331 Hamburg 

Eurogentec, D-50667 Köln 
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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 Göttingen 

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 Maß für die 

Proteinkonzentration der Lösung. Dazu wurden je nach erwarteter Proteinkonzentration 1 – 30 

µl der Lösung mit einem Gemisch aus Färbereagenz (1:5 (v/v) Färbelösung : Wasser)) auf 1 ml 

aufgefüllt. Nach mindestens 5 minütiger Inkubation erfolgte die Bestimmung der OD595 in 

einem Photometer. Alternativ wurde die Bestimmung in einer 96-well Mikrotiterplatte 

durchgeführt. Dazu wurde die Proteinlösung mit obigem Gemisch auf 200 µl aufgefüllt und 
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mindestens 2 Minuten inkubiert. Anschließend erfolgte die Bestimmung der Adsorption OD595 

in einem ELISA-Reader. Dieses eignete sich insbesondere für die Proteinbestimmung bei 

größerer Anzahl zu vermessender Proben. 

Parallel dazu wurde bei jeder Bestimmung eine Eichreihe aufgestellt, indem bekannte Mengen 

(1 bis 7,5 µg) an BSA mit demselben Reagenz versetzt wurden und ebenfalls die OD595 

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 Erhöhung der Proteinkonzentration einer Lösung wurden Amicon-YM10 Konzentratoren 

benutzt. Hierbei wird eine Proteinlösung über eine Membran zentrifugiert, welche ein 

bestimmtes Ausschlussvolumen aufweist und alle Substanzen mit kleinerer Masse durch den 

Filter passieren lässt. Dadurch erhöht sich die Proteinkonzentration in der Lösung. Die 

Konzentratoren wurden zunächst für 12h mit einer 1% Tween-20 Lösung inkubiert, was zur 

Verminderung unerwünschter Proteinadsorption an die Matrix-Oberfläche erfolgte. Nach 

ausreichender Spülung der Konzentratoren mit H2O wurde die Proteinlösung aufgetragen und 

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

 

 

2.8.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
 

Die SDS-PAGE wurde in Anlehnung an die Originalmethode von Lämmli (112) durchgeführt. 

Hierbei wird eine Proteinlösung mit dem Detergenz SDS behandelt. Die meisten Proteine 

binden SDS zu negativ geladenen SDS-Protein-Komplexen mit konstantem Ladung-zu-Masse-

Verhältnis. Ferner denaturiert SDS die Proteine zusammen mit den reduzierenden Agenzien 

DTT oder β-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-III-Apparatur durchgeführt. Die 

Trenngelkonzentration betrug 12,5%, die Konzentration des Sammelgels 5%. Als Stammlösung 

für die Gele diente eine 30% Acrylamid-/Bisacrylamidlösung. Die Endkonzentrationen im 

Trenngel betrugen 375 mM Tris/HCl 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/HCl pH 6,8, 0,1% 

(w/v) SDS, 0,05% (v/v) TEMED und 0,05% (w/v) APS. Zunächst wurde das Trenngel 

gegossen, wobei der Prozess der Polymerisierung nach Zugabe von TEMED und APS gestartet 

wurde. Während der Polymerisierung wurde das Trenngel mit Isopropanol überschichtet, um 

eine glatte Oberfläche zu erzeugen und eventuelle Luftblasen zu vermeiden. Anschließend 

erfolgte das Gießen des Sammelgels. Für eine Gelelektrophorese wurden die zu untersuchenden 

Proteinproben in Volumina von zumeist 20 µl mit 1/4 Vol. des Probenvolumens an 5 x SDS-

Ladepuffer (siehe 2.6) versetzt, für 5min bei 90° C denaturiert und in die Taschen des 

Sammelgels pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte bei 180 V für eine Dauer von 60min in SDS-

Laufpuffer. 

 

 

2.8.4 Färbung von Proteinen in Polyacrylamidgelen mit Silbernitrat 
 

Die Silbernitrat-Färbung von Proteinen stellt eine sehr sensitive Methode dar, mit der 

noch etwa 20 – 50 ng Protein in einer Bande nachgewiesen werden können. 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 Vorgänge der 

Reaktion sind unbekannt. Alle Inkubationen wurden in Glasgefäßen durchgeführt, da 

Plastikoberflächen die Reaktionen stören. 

Im Anschluss an die Gelelektrophorese wurden die Gele zwischen 30 und 45min in 

Ethanol/Essigsäure/dH2O (30/15/55; v/v/v) fixiert. Die Gele wurden dann für 1-12 h in die 

Inkubationslösung (500 mM Natriumacetat, 25% (v/v) Ethanol, sowie frisch hinzugefügt 0,2% 

(v/v) Glutardialdehyd-Lösung und 14 mM Natriumthiosulfat) überführt. Es folgte eine 

gründliche Spülung mit H2O (3 x 5min), bevor die Gele für 30min in der Färbelösung (6 mM 

AgNO3, 0,03% (v/v) Formaldehyd (37%) pH 11,5) inkubierten. Anschließend wurden die Gele 

kurz in H2O gewaschen und in die Entwicklerlösung (262 mM Na2CO3, 0,03% (v/v) 

Formaldehyd (37%) pH 11,5) gegeben. Alle Inkubationen erfolgten unter Schütteln. Die 

Entwicklung wurde nach ausreichender Färbung der Proteinbanden durch sofortige 

Überführung in die Stopp-Lösung (50 mM Na2-EDTA) beendet. Nach weiteren 10min konnten 

die Gele in dH2O abgedunkelt bei 4° C bis zur Trocknung gelagert werden. 

Zur Aufbewahrung silbergefärbter, nicht radioaktiver Gele wurden diese zwischen zwei 

Zellophanfolien in einen Rahmen eingespannt und über Nacht getrocknet. Bei diesem Vorgang 

entweicht jegliche Feuchtigkeit aus dem Gel und der Folie, so dass die getrockneten Gele 

gelagert werden können. 
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2.8.5 Färbung von Proteinen in Polyacrylamidgelen mit Coomassie-
Brilliant-Blue 

 

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel in einer Lösung von 0,25% (w/v) 

Coomassie-Brilliant-Blue R-250 in Methanol/dH2O/Essigsäure (45/45/10; v/v/v) für mindestens 

30min unter Schütteln gefärbt. Die Entfärbung erfolgte im Anschluss ebenfalls unter Schütteln 

in einer Lösung aus Methanol/dH2O/Essigsäure (45/45/10; v/v/v). Die Gele wurden bis zur 

Trocknung (siehe 2.8.5) in H2O zwischengelagert. Die Entfärbelösung konnte mehrfach 

verwendet werden, indem diese nach Gebrauch in eine Flasche mit Aktivkohle gefüllt wurde. 

Nach Absetzen der Aktivkohle, welche den Farbstoff bindet, wurde die Lösung filtriert und 

wiederverwendet. 

 

 

2.8.6 Western Blot – immunbiologischer Nachweis von Proteinen 
 

Diese Methode wurde für den Nachweis der hLa-Proteine in Zellextrakten oder nach Reinigung 

aus prokaryotischen Systemen benutzt. Ferner eignete sich dieses zur Quantifizierung der für 

nachfolgende Analysen eingesetzten Mengen an hLa-Protein und für den Vergleich an hLa-

Gehalt verschiedener Protein-Präparationen. Diese Methode stellt einen sensitiven Nachweis 

dar, da noch etwa bis zu 40 ng hLa nachweisbar waren (in Abhängigkeit vom Antikörper waren 

leichte Differenzen der Sensitivität zu beobachten). Ferner handelt es sich um eine sehr 

spezifische Methode, da die eingesetzten Antikörper 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 für 10min in 

Transferpuffer äquilibriert wurde. Dieses wurde beiderseits mit ebenfalls in Transferpuffer 

(siehe 2.6) äquilibriertem 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 Größe des zuvor benutzten Gels. Der elektrophoretische 

Transfer der Proteine erfolgte in auf 4° C vorgekühltem Transferpuffer bei 60 Volt für 60-90 

Minuten. 

Um die Qualität des Transfers und die Quantität der transferierten Proteine zu überprüfen wurde 

die Nitrozellulosemembran vor der weiteren Behandlung mit Antikörpern 5min mit einer 

Ponceau-S Färbelösung inkubiert. Nach der Färbung der Proteinbanden wurde das Ponceau-S 

(siehe 2.6) durch mehrmaliges Spülen mit dH2O wieder von der Membran entfernt. 

Anschließend wurde die Membran mit 20 ml 5% Milchpulver in TBS-Puffer (siehe 2.6) für 

mind. 1 Stunde blockiert, um eine unspezifische Bindung der Antikörper an die Membran zu 

unterbinden. Dieser und alle weiteren Schritte erfolgten unter Schütteln und bei RT oder bei 
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über-Nacht Inkubationen bei 4° C. Nach der Blockierung unbesetzter Proteinbindungsstellen auf 

der Membran erfolgte die Inkubation mit dem primären α-hLa Antikörper. Dazu standen 3 

monoklonale Maus-αhLa-Antikörper 3B9, 4B6 und SW5 sowie ein polyklonaler Kaninchen-

αhLa-Antikörper 1982 zur Verfügung. Diese wurden in insgesamt 10 ml Blocklösung (s.o.) 

1:250 (monoklonale Antikörper) bzw. 1:2000 (polyklonaler Antikörper) eingesetzt. Nach 

dreimaligem Waschen der Membran mit 20 ml TBS-Puffer für je 10min folgte die Inkubation 

mit sekundärem Antikörper für mind. 60min. Dieser wurde in einer Verdünnung von 1:20000 in 

20 ml Blockpuffer eingesetzt. Schließlich erfolgte nach erneutem Waschen der Membran (3 x 

10min in je 20 ml TBS-Puffer) die Visualisierung der Antikörper-detektierten Proteine durch 2 

minütige Inkubation mit 4 ml des SuperSignal Chemiluminescent Peroxidase Solution System. 

Dabei wird durch die konjugierte Meerrettich-Peroxidase Aktivität des sekundären Antikörpers 

das Substrat in der zugegebenen Lösung umgesetzt und ein Chemilumineszenz-Signal erzeugt. 

Dieses kann durch Exposition der Membran auf einen Röntgenfilm sichtbar gemacht werden. 

Für die genaue Quantifizierung der Signale stand ein Fluor-S MultiImager System zur 

Verfügung, welches die Signalintensitäten der Banden aufzeichnete und eine quantitative 

Bestimmung erlaubte. Dadurch konnte für nachfolgende Analysen gewährleistet werden, dass 

exakt gleiche Mengen an Protein mit voller Länge eingesetzt werden. 

Durch die immunbiologische Detektion der verschiedenen Mutanten des hLa mit internen 

Deletionen ist belegt, dass die oben genannten monoklonalen Antikörper 3B9, 4B6 und SW5 an 

verschiedene Regionen des Proteins binden (siehe Abb. 3.2-2). Demzufolge erkennt der 

Antikörper 3B9 die Region zwischen Aminosäure 11 und 99, der Antikörper SW5 eine Region, 

die die Reste 113 und 158 einschließt, und der Antikörper 4B6 ein Motiv, welches die 

Aminosäuren 274 bis 354 einschließt.  

 

 

2.8.7 In vitro (De-)Phosphorylierung des hLa Proteins durch Casein-
Kinase-II / 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 hauptsächlich eine Phosphorylierung des 

Serin-366 im humanen La Protein und dieses stellt vermutlich eine Regulation bestimmter 

Aktivitäten 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-Bindungsaktivität oder die Multimerisierung zu 

untersuchen war die Etablierung eines Protokolls zur (De-) Phosphorylierung des hLa 

notwendig. 
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Zur Phosphorylierung des hLa mit Casein Kinase II wurde folgender Versuchansatz benutzt: in 

einem 30 µl Reaktionsansatz wurde 1 µg hLa Protein mit 0,2 µl Casein-Kinase-II, 3 µl 10x-

Kinase-Puffer, 6 µl 1 mM ATP und 0,2 µl [α32-P] ATP für 1 – 12 h bei 37° C phosphoryliert. 

Sofern eine nicht-radioaktive Phosphorylierung erfolgte wurde obigem Ansatz das radioaktive 

ATP entzogen und das Volumen durch H2O ausgeglichen. 

Die Dephosphorylierung erfolgte mit verschiedenen Enzymen um sicherzustellen, dass jeweils 

alle Aminosäuren im hLa dephosphoryliert wurden. Für die Dephosphorylierung mit shrimps-

alkalischer-Phosphatase wurden 100 µg hLa Protein mit 2 µl (=2 U) alkalischer Phosphatase 

und 3 µl 10x-Phosphatase-Puffer in 30 µl für 12 h inkubiert. Des weiteren wurde die λ-Protein-

Phosphatase benutzt, welche spezifisch die phosphorylierten  Aminosäuren Serin, Threonin und 

Tyrosin erkennt und dephosphoryliert. Dazu wurden 100 µg hLa Protein mit 5 µl 10x MnCl2, 5 

µl 10x-Puffer sowie 2 µl λ-Phosphatase (=800 U) im 50 µl Reaktionsvolumen ü.N. bei 30° C 

inkubiert. 

Die Überprüfung der Phosphorylierung / Dephosphorylierung erfolgte über 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 über eine zweidimensionale 

Gelelektrophorese mit anschließender Silbernitratfärbung, welche ausschließlich durch Herrn 

Heukeshoven, Heinrich-Pette-Institut, durchgeführt wurde. 

 

 

2.8.8 Analyse der Homogenität der hLa Präparation durch 2-D-
Gelelektrophorese, MALDI-TOF und dynamisches Light-Scattering 
(in Kooperationen) 

 

Die in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Versuche zur Kristallisation des humanen La 

Proteins beschränkten sich zunächst auf die Etablierung eines Reinigungsprotokolls für das 

Protein, welches eine größtmögliche 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 Lösung bleibt und ob ggf. aufgrund fehlender Faktoren eine 

Temperatursensitivität entsteht. 

Die nachfolgenden Analysen wurden ausschließlich im Rahmen von Kooperationen durch die 

genannten Personen durchgeführt und die dabei gewonnenen Ergebnisse zur Verfügung gestellt. 

Daher ist anschließend die entsprechende Methode nur jeweils im Prinzip dargestellt. 
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Die Reinheit der Protein-Lösung wurde durch 2-D-Gelelektrophorese und MALDI-TOF 

Analysen dokumentiert, welche allesamt ausschließlich durch Herrn Heukeshoven (Heinrich-

Pette-Institut) durchgeführt wurden. Die zweidimensionale Elektrophorese trennt Proteine nach 

ihrem isoelektrischen Punkt pI und ihrem Molekulargewicht auf und erlaubt damit die Analyse 

komplexer Proteinmischungen. Dazu wird die Probe in Harnstoff, Detergenz und 

reduzierendem Agens aufgelöst, was zur Denaturierung der Proteine und Spaltung möglicher 

Untereinheiten führt. Danach separiert eine isoelektrische Fokussierung (1. Dimension) die 

Proteine in einem Gemisch aus geeigneten Ampholyten je nach pI. Schließlich erfolgt die 

Auftrennung nach Molekulargewicht (2. Dimension) in einem SDS-Polyacrylamidgel, woran 

sich die Detektion der Proteine durch Silberfärbung oder immunbiologischen Nachweis 

anschließt. 

Für 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 Moleküle inklusive der Proteine 

freigesetzt. Dieses überträgt 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 

gemäß ihrem Masse zu Ladungs-Verhältnis aufgetrennt und fliegen auf einen Detektor zu. 

Dieser misst dabei die Zeit für 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 für Biotechnologische 

Forschung mbH (GBF) in Braunschweig, welcher die Versuche zur Kristallisation des Proteins 

durchführte und dazu die Proteinsuspension im dynamischen Light-Scattering analysierte. Diese 

Methode erlaubt eine Aussage über die Größe (in nm) der Partikel in der Lösung und gibt einen 

ersten Anhalt über die Homogenität und die Konformation des Proteins. Dazu werden alle in 

einer Lösung befindlichen Partikel in einem Lichtstrahl eines Photometer-ähnlichen Geräts 

detektiert, wobei die Streuung des Lichts („light scattering“) ein Maß ist für die Größe 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 anschließend aufreinigen zu können 

wurde es in bakteriellen Kulturen exprimiert. Das in diesen Vektor einklonierte hLa-Gen steht 
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unter der Kontrolle eines mit IPTG (Isopropyl-1-thio-β-D-galactopyranosid) induzierbaren T7 

Promotors und wird erst nach Verfügbarkeit 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 für die 

anschließend beschriebene Reinigung essentiell ist. 

Dazu wurde das jeweilige prokaryotische pET-28-hLa Expressionsplasmid in E.coli Zellen des 

Stammes DH5α transformiert und über Nacht auf einer selektiven Agarplatte (mit Kanamycin) 

inkubiert. Eine der bis zum nächsten Tag gewachsenen Kolonien wurde in ein Reagenzgefäß 

überführt, welches 3 ml Standard-I-Nährmedium (siehe 2.4) und 9 µl Kanamycin enthielt, und 

wurde über Nacht durch bei 37° C unter Schütteln (200 rpm) in einem Bakterieninkubator 

wachsen lassen. Dieses wurde am Folgetag in eine 100 ml Kultur aus Standard-I-Nährmedium 

und 300 µl Kanamycin in einem 1 l Erlenmeyer-Kolben überführt und bei 37° C unter Schütteln 

wachsen gelassen, bis es eine optische Dichte von OD600 = 0,5 erreichte. Nach Zugabe von 1 ml 

IPTG (100 mM) und weiterer Kultivierung für 4 – 5 Stunden wurden die Zellen durch 

Zentrifugation bei 5000 x g sedimentiert. Nach Entfernen des Medium-Überstandes wurden die 

Zell-Präzipitate bei –20° C gelagert. Die Zellen wurden in 2 ml Lysis-Puffer (siehe 2.6) 

resuspendiert und durch Zugabe von 1 mg/ml Endkonzentration Lysozym und 2 – 4 stündiger 

Inkubation mit anschließender Ultraschall-Behandlung (3 x 10 sec) lysiert. Lysozym wirkt in 

diesem Fall unterstützend zur Lysis der bakteriellen Zellen, da es als eine (N-Acetyl-) 

Muramidase die Zellwände prokaryotischer Zellen auflöst. Eine Lysis der Zellen wurde 

ebenfalls durch die Behandlung mit Ultraschall erreicht. Zur Trennung von löslichen Proteinen 

und Membranbruchstücken oder eventuell denaturiertem Protein erfolgte eine Zentrifugation für 

15min bei 20000 x g und aus dem sich dabei bildenden Überstand konnte wie nachfolgend 

beschrieben das lösliche, 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 

Affinitätschromatographie) und hat den Vorteil, dass Nitrilotriessigsäure (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 über 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 über Imidazol-Applikation. Imidazol wirkt in diesem 

Fall als Kompetitor zu Histidin in der Bindung an die Ni-NTA-Matrix und führt zur Freisetzung 

des zuvor gebundenen Proteins, so dass die Konzentration des Imidazol im Elutionspuffer am 

höchsten ist. Für 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 

über Nickel-NTA Säulen gereinigt: bei allen genannten Schritten wurden gekühlte Puffer (4° C, 

siehe 2.6) verwendet, denen zuvor Protease-Inhibitor Complete frisch zugefügt wurde. 

Jegliche Zentrifugationen wurden für 2min bei 700 x g und 4° C durchgeführt. 

Die Säulen wurden mit 600 µl Lysis-Puffer mit anschließender Zentrifugation äquilibriert, 

bevor 600 µl des Zell-Lysats (siehe 2.9.1) aufgetragen und die Histidin-markierten Proteine an 

die Matrix gebunden wurden. Anschließend 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. Anschließend 

wurden unspezifisch an die Matrix adsorbierte Proteine durch waschen mit 4 x 600 µl Wasch-

Puffer entfernt, bevor das spezifisch gebundene Protein durch Zugabe von 3 x 200 µl Elutions-

Puffer eluiert wurde.  

Zur Reinigung größerer Mengen Proteins wurde die Reinigung in 1,5 x 15 cm selbstgepackten 

Säulen durchgeführt, 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 Säule gegeben 

und nach Absetzen der Agarose zunächst mit 50 ml Lysis-Puffer äquilibriert. Das Lysat aus 1 l 

Bakterien-Suspension (siehe 2.9.1) und die äquilibrierte Ni-NTA-Agarose wurden anschließend 

mit einer 25 ml Glaspipette in ein 50 ml Falcon-Gefäß überführt. Während einer 1 h Inkubation 

bei 4° C wurden die Histidin-markierten Proteine an die äquilibrierte 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-über-Kopf-Rotator 

mit 25 rpm. Durch Zentrifugation mit 1000 x g bei 4° C für 5min erfolgte die Sedimentation der 

Ni-NTA-Agarose mit den daran gebundenen Proteinen. Nach vorsichtiger Entfernung des 

Überstandes (entspricht obiger Durchlauf-Fraktion) durch Absaugen wurde die Ni-NTA-

Agarose wieder mit einer 25 ml Glaspipette in die Säule überführt, 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 Reaktionsgefäßen gesammelt wurden. 

 

 

2.9.3 Dialyse von rekombinanten Proteinen 
 

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

zu hoher Salzkonzentrationen aus der Reinigung des Proteins. Insbesondere für eine 
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nachfolgende Gelfiltration (s.u.), bei der eine empfindliche Messung der OD erfolgte, wirkten 

sich höhere Konzentrationen an Imidazol störend aus. Bei der Dialyse wird die Proteinlösung in 

einen Dialyseschlauch gegeben, welcher eine definierte Porengröße (MWCO, molecular weight 

cut-off) aufweist. Dieser wird anschließend für eine bestimmte Zeit in jene Lösung gegeben, in 

welcher die Proteine anschließend vorliegen sollen, wobei diese Lösung mehrfach gewechselt 

wird. Bei diesem Prozess können alle Bestandteile der Proteinlösung, welche unterhalb der 

Porengröße liegen, durch die Membran passieren und verteilen sich in der gesamten Lösung 

aufgrund freier Diffusion. Proteine oder andere Substanzen mit größerer Masse werden dabei in 

dem Dialyseschlauch zurückgehalten. Dadurch wird der Puffer der Proteinlösung ausgetauscht 

und in Abhängigkeit vom Dialysepuffer die Salzkonzentration erniedrigt. 

Für die Dialyse von Ni-NTA-gereinigten hLa Proteinpräparationen wurde die Proteinlösung in 

einen Dialyseschlauch  pipettiert, welcher anschließend an beiden Seiten durch Klammern fest 

verschlossen wurde. Die Dialyse erfolgte 3 x gegen je 500 ml Puffer A (siehe 2.6) bei 4° C für 

je 1h. Danach wurde der Dialyseschlauch an einer Seite geöffnet und die dialysierte Lösung mit 

einer Pipette entnommen. Um eventuell ausgefallene Proteine abzutrennen wurde das Eluat 

erneut für 5min bei 20000 x g zentrifugiert. 

 

 

2.9.4 Eichung der präparativen Gelfiltrations-Säule S200HR-pg und 
Reinigung des humanen La Proteins 

 

Die Gelfiltration (oder Größenausschlußchromatographie) beruht auf der unterschiedlichen 

Verteilung von Molekülen in einer gegebenen Matrix. Diese Matrix besteht zumeist aus Gel-

artigen Zucker-Konjugaten, welche je nach Beschaffenheit eine unterschiedliche, definierte 

Porengröße aufweisen. Wird eine Proteinlösung auf diese Matrix aufgetragen und in einem 

Puffer darüber aufgetrennt, dann wandern große Moleküle schneller durch die Matrix, weil 

diese nicht oder vermindert in die Poren eindringen können. Kleine Moleküle hingegen dringen 

in die Poren ein und haben somit eine verlangsamte Fließgeschwindigkeit. Diese kleineren 

Moleküle eluieren später von der Säule. Somit ist das Elutionsvolumen eines Proteins von 

seiner Größe im Bezug auf die gewählte Matrix abhängig und die Methode trennt Proteine in 

Abhängigkeit von ihrer Größe. Sofern ein Protein mit anderen Proteinen aggregiert werden die 

Komplexe bei nicht-denaturierenden Bedingungen als Gesamtkomplex eluiert. Hierdurch lässt 

sich bestimmen, ob ein Protein als monomeres Molekül oder assoziiert mit anderen Molekülen 

vorliegt. Mit einem hinter die Säule geschalteten Fraktionssammler und OD-Detektor wird der 

Proteingehalt einer jeden Fraktion angezeigt. Hierüber wird das Elutionsvolumen des jeweiligen 

Proteins bestimmt. Zu Beginn muss über die Aufzeichnung der Elutionsvolumina von 

Eichproteinen mit bekannten Massen eine Eichgerade erstellt werden, welche das 

Elutionsvolumen relativ zur Masse der Proteine anzeigt. 
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Die präparative Gelfiltration von hLa Proteinlösungen erfolgte mit einer Superdex S200HR-pg 

Säule mit 26 mm Durchmesser und 600 mm Länge. Zur Gewährleistung einer konstanten 

Fließrate von 0,5 ml/min und einer sensitiven Detektion der OD280 und OD254 wurde die Säule 

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 Säule wie auch die gesamte 

Anlage wurde mit sterilem und entgasten Puffer A (siehe 2.6) äquilibriert. Die Sterilisierung des 

Puffers erfolgte durch Filtrierung durch einen 0,22 µm Filter. Die Entgasung wurde für 15min 

unter Vakuum durchgeführt. 

Zur Eichung der Säule wurden in getrennten Läufen je 1 mg der Eichproteine Alkohol 

Dehydrogenase (MW 150000), Albumin (MW 66000), Ovalbumin (MW 42700), Kohlenstoff-

Anhydrase (MW 29000) sowie zur Bestimmung des Leervolumens 1 mg Dextran (MW 

2000000) aufgetrennt. Dabei wurde das Elutionsvolumen jedes Proteins aufgezeichnet und 

anschließend der jeweilige Elutionskoeffizienten KAV zur Erstellung einer Eichgeraden anhand 

folgender Gleichung berechnet: 

 

KAV = (Ve – V0) / (Vt – V0) 

 

Dabei gilt: Vt = Bettvolumen der Säule; V0 = Leervolumen (Dextran-Bestimmung); Ve = 

Elutionsvolumen des Proteins. Für die graphische Darstellung der Eichgeraden zeigt die X-

Achse den Elutionskoeffizienten KAV und die Y-Achse logarithmisch die molekulare Masse. 

Vor der Auftragung auf die Gelfiltrationssäule wurde die Proteinlösung zunächst 10min bei 

20000 x g zentrifugiert, um eventuell ausgefallene Substanzen zu sedimentieren und aus der 

Lösung abzutrennen. Die Applikation der Probenlösung auf die Säule erfolgte in einer Menge 

von mindestens 1 mg in einem Volumen von nicht mehr als 2 ml. Durch ein möglichst 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. Während 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 Reagenzgläsern 

gesammelt. Somit wurden die Fraktionen den detektierten Peaks zugeordnet. Anschließend 

erfolgte die Berechnung der Elutionskoeffizienten KAV 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 Homogenität der Fraktionen 

erfolgte durch ein- und zweidimensionale Gelelektrophorese, MALDI-TOF und Light-

Scattering. 
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2.9.5 Eichung der analytischen Gelfiltrations-Säule S200-HR-ag und 
Analyse von Protein-Lösungen 

 

Die analytische Gelfiltration eignet sich zur Analyse geringer Proteinmengen. Hierbei 

entsprechen das Prinzip und die Durchführung der Methode der oben genannten präparativen 

Gelfiltration. Durch die analytische Gelfiltration wurde analysiert, ob das humane La Protein als 

monomeres oder multimeres Molekül vorlag und ob dieses durch Bestandteile des Puffers 

beeinflusst wurde. Bei dieser Methode ist mit der gewählten Säule 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 Abständen 

(0,5 ml) gesammelt wurden. Das Sammeln der Fraktionen war notwendig, um in späteren 

Analysen (immunologischer Western-Blot) das hLa Protein in den entsprechenden Peaks bzw. 

Fraktionen nachzuweisen und es von restlichen Kontaminationen abzugrenzen. Die überaus 

sensitive Detektion der OD280 durch das HPLC-System und das durch die Software angezeigte 

und erstellte sehr exakte Elutionsprofil waren besonders bei dieser Methode von großem 

Vorteil. Auch für diese Säule erfolgte zunächst die Erstellung einer Eichgeraden, wie für die 

präparative Gelfiltration beschrieben (siehe 2.9.4). 

Die Analyse von Proteinen erfolgte mit einer analytischen Superdex S200HR-ag 

Gelfiltrationssäule mit einem Durchmesser von 10 mm und einer Länge von 30 mm. Diese 

Säule wurde unter den gleichen Bedingungen wie unter 2.9.4 genannt betrieben. Zur 

Unterbindung einer Kation-vermittelten Oligomerisierung der Proteine über die Histidin-

Markierung wurden dem Puffer A jeoch teilweise (siehe Ergebnisteil) 10 mM EDTA zugesetzt. 

Für 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 Gelfiltrationssäule wurde diese für 10min 

bei 20000 x g zentrifugiert, um eventuell ausgefallene Substanzen zu sedimentieren. Der sich 

dabei bildende Überstand enthielt die löslichen 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. 

Anschließend wurde das Elutionsvolumen der Proteine aufgezeichnet, und über die 

gesammelten Fraktionen konnte über 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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2.9.6 Versuche zur ATP-Bindung und ATPase Aktivität des 
rekombinanten hLa 

 

Für das humane La Protein wurden eine ATPase- und Helikase-Aktivität 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 Aktivität aufweist und ggf. ob eine 

ATP-abhängige Helikase-Aktivität gemessen werden kann. Dieses könnte das Verständnis der 

Wechselwirkung zwischen dem hLa Protein und seinen RNA-Substraten entschieden 

verbessern. Zu diesem Zweck wurde diese Aktivität des rekombinanten Proteins in 

verschiedenen experimentellen Ansätzen und unter diversen Bedingungen getestet. Dazu 

wurden drei unterschiedliche Methoden benutzt, welche nachfolgend beschrieben sind. Als 

Kontrolle für ein Enzym mit bekannter ATPase Aktivität wurde Apyrase eingesetzt. 

 

Radioaktiver ATPase Versuch: Hierbei werden radioaktives γ-ATP und das zu untersuchende 

Protein unter optimierten Bedingungen inkubiert. Anschließend wird ein Aliquot der Reaktion 

an einem Ende einer Dünnschichtplatte aufgetragen und durch einen Laufpuffer aufgetrennt. 

Dabei verbleibt ATP fast unverändert an seiner Position. Wurde durch das zugegebene Protein 

ATP zu ADP+P gespalten, so wandert das radioaktive Phosphat durch den Laufpuffer 

mobilisiert über die Dünnschichtplatte, bis diese Reaktion durch Trocknung der Platte gestoppt 

wird. Wird ATP durch das Protein direkt zu AMP+P2 umgesetzt, so wandert das Pyrophosphat 

ebenfalls im Laufpuffer, aufgrund der höheren Masse und geringeren Mobilität 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) [γ32-P]ATP (400 Ci/mmol, 10 µCi/µl) in Anwesenheit von 100 pM bis 10 mM ATP 

in einer 20 µl Reaktion mit 10 mM Tris-HCl pH 7,4, 100 mM NaCl, 3 mM MgCl2 und 0,05% 

NP-40 für 30min bei RT oder 37° C inkubiert. Von diesem Ansatz wurde 1 µl auf eine PEI-

Cellulose-F Dünnschichtchromatographie-Platte aufgetragen. Diese wurde mit der unteren 

Kante für 45min in DC-Laufpuffer gegeben, was die aufgetragenen und vorhandenen 

radioaktiven ATP, ADP und AMP Moleküle 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 Wiederauffüllen 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 stöchiometrischen 

Verhältnis zur Menge an phosphoryliertem ADP, so dass die Änderung der OD340 direkt ein 

Maß für die ATP Hydrolyse ist. 

Der 200 µl Standard-Ansatz enthielt 10 mM Tris-HCl pH 7,4, 100 mM NaCl, 3 mM MgCl2, 

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 OD340 für einen Zeitraum von 0 – 

30min dokumentiert. 

ATP Bindungs-Versuch: Durch diesen Versuch wurde überprüft ob ATP durch hLa-WT 

gebunden wird. Dazu wurde radioaktives α-ATP mit dem Protein in besonders dünnwandigen 

PCR-Reaktionsgefäßen inkubiert und anschließend durch eine UV-Bestrahlung quervernetzt. 

Schließlich erfolgte eine SDS-PAGE des Proteins und eine Auswertung mittels 

Phosphorimager. Sofern das Protein das α-ATP gebunden hatte wird es durch die 

Quervernetzung eine radioaktive Markierung erhalten haben, da es durch das UV-Licht 

kovalent an das α-ATP gebunden wurde. Auch wenn das Protein das α-ATP nur kurz bindet 

und dieses zu ADP+P oder AMP+P2 umsetzt wird durch die Verwendung von α-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 

µCi) [α32-P]ATP im 15 µl Ansatz mit 10 mM Tris-HCl pH 7,4, 3 mM MgCl2, 100 mM NaCl, 

0,5 M EDTA, 0,5% NP-40 und 10 nM ATP für 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 durchgeführt (siehe auch 2.11.10). 

Als Präparation des hLa-WT wurden sowohl Ni-NTA gereinigte als auch zusätzlich 

Gelfiltrations-gereinigte Präparationen eingesetzt. Neben einer weitreichenden Veränderung 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 Einführung von Mutationen in hLa-cDNA-Sequenzen mittels PCR 
 

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

möglichst dargestellt werden, welche Domäne des Proteins für die jeweilige Funktion essentiell 
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ist oder in welcher Form diese Region zur untersuchten Funktion beiträgt. Um dieses 

analysieren zu können waren verschiedene Mutationen des hLa Proteins erforderlich. Bei den 

gewählten Mutationen handelte es sich überwiegend um interne Deletionen, welche die 

gewünschte Region insgesamt aus dem Protein entfernten. Alternativ wurden Punktmutationen 

eingefügt, bei welchen die Funktionen einzelner Aminosäuren dargestellt werden sollten, indem 

diese gegen eine Aminosäure mit anderen Eigenschaften ausgetauscht wurde. 

Die Mutationen wurden in Anlehnung an das site-directed-mutagenesis Protokoll der Firma 

Stratagene eingeführt. Hierbei wird die Mutation durch eine Polymerase-Ketten-Reaktion 

(PCR) in das Expressionsplasmid eingefügt. Zu diesem Zweck werden ein sense und ein 

antisense Oligonukleotid ausgewählt, 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 führt. Entscheidend für 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 anschließend eine Ligation des Amplifikats durchgeführt werden. Bei 

Punktmutationen werden Oligonukleotide gewählt, welche über der zu mutierenden Sequenz 

liegen und in denen bereits die veränderte Nukelotidsequenz vorkommt. Da diese 

Oligonukleotide aufgrund der sich ergebenden Fehlpaarung mit der DNA nur schlechter 

hybridisieren, müssen derartige Oligonukleotide möglichst längere 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 

Verfügung gestellt und dient als Matrizen-DNA: 

Reaktionsansatz:     PCR-Reaktionsprofil (im Robocycler): 

1 µl Pfu Turbo Polymerase (10 U)  10 Zyklen 1min 94°C, 1min 54°C, 7min 72°C 

5 µl Pfu-Klonierungs-Puffer 5x  3 Zyklen 1min 94°C, 1min 52°C, 7,5min 72°C 

2 µl dNTPs (10 mM)   3 Zyklen 1min 94°C, 1min 52°C, 8min 72°C 

2 µl  je Oligonukleotid (10 pmol/µl)  4 Zyklen 1min 94°C, 1min 52°C, 8,75min 72°C 

10 ng Matrizen-DNA    1 Zyklus 10min 72°C 

ad 50 µl, mit Mineralöl überschichten. 

 

Für Punktmutationen wurde die gleiche Zusammensetzung des Reaktionsansatzes gewählt. Die 

PCR erfolgte jedoch mit 15 Zyklen zu 30sek 95° C, 1min 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 Änderungen der Temperatur als 

vorteilhafter erwies. 
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Um anschließend die mutierte DNA von der als template eingesetzten parentalen DNA 

abzutrennen wurde ein spezifischer Restriktionsverdau mit dem Enzym Dpn I durchgeführt. 

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 für 1 h bei 37° C. Anschließend wurden die Amplifikate auf ihre richtige Größe durch 

eine Agarose-Gelelektrophorese (siehe 2.10.7) überprüft, wozu ein Aliquot der PCR-Reaktion 

(10 µl) im Gel aufgetrennt wurde. Danach wurden die Amplifikate durch das QIAquick PCR 

Purification Kit gereinigt. Für eine nachfolgende Ligation der DNA-Enden war eine 

Phosphorylierung der 5´-Termini notwendig, welche durch wie folgt durchgeführt wurde: 

 1 µl rATP (20 pM)  

 14 µl DNA 

 2 µl H2O  

 2 µl T4-Polynukleotidkinase 10x Puffer 

 1 µl 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 1/10 Vol 3 M NaCl 

und 2 Vol Ethanol abs. versetzt und nach 5min RT für 5min bei 20000 x g zentrifugiert. Danach 

wurde der Überstand abpipettiert, das DNA-Sediment 2 x mit je 100 µl 75% Ethanol gewaschen 

und daraufhin in 8 µl H2O resuspendiert. Die Ligation der DNA erfolgte mit dem Rapid DNA 

Ligation Kit nach den Angaben des Herstellers. Schließlich wurde die DNA in Zellen des E.coli 

Stammes DH5α transformiert werden (siehe 2.12.2) und die eingeführten Mutationen wurden 

anschließend auf ihre Richtigkeit überprüft (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 eingefügten 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 hLa (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 über 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 können 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 

Wellenlänge beleuchtet werden. 

Die Umklonierung der jeweiligen hLa cDNA erfolgte mittels PCR mit den Oligonukleotide 

La37S und La38AS (mit Sac-I bzw. Hind-III Restriktionsschnittstellen, siehe 2.5.2). 

Reaktionsansatz:    Reaktionsprofil: 

20 ng template-DNA    1 Zyklus 2min 95°C 

5 µl je Oligonukleotid (10 pmol/µl)  25 Zyklen 1min 95°C, 1min 56°C, 2min 72°C 

2 µl  dNTPs (10 mM)   1 Zyklus 5min 72°C 

1 µl Pwo-DNA-Polymerase (=10 U) 

5 µl Pwo-DNA-Polymerase 10x-Puffer 

ad 50 µl, mit Mineralöl überschichten 

 

Danach wurden die Amplifikate durch das QIAquick PCR Purification Kit gereinigt (Elution in 

30 µl) und im Agarosegel auf richtige Länge überprüft. Anschließend wurden folgende weitere 

Reaktionen durchgeführt: 

30 µl PCR Amplifikat   5 µg EGFP-C1 Vektors 

5 µl 10x-one-for-all-Puffer   5 µl 10x-one-for-all-Puffer 

1 µl  Sac I      1 µl Sac I 

1 µl Hind III    1 µl Hind III 

ad 50 µl     ad 50 µl 

 

Nach einem Verdau für 2h bei 37° C erfolgte eine Hitzeinaktivierung der Enzyme für 10min bei 

65° C. Danach wurde die Dephosphorylierung des geschnittenen Vektors durchgeführt: 

5 µl geschnittener Vektor EGFP-C1 (= 500 ng) 

4 µl alkalische Phosphatase 

1 µl alkalische Phosphatase, 10x Puffer 

 

Dieses erfolgte für 1h bei 37° C, gefolgt von erneuter Hitzeinaktivierung für 10min bei 65° C. 

Nach der Reinigung des geschnittenen, dephosphorylierten Vektors und der ebenfalls 

geschnittenen PCR-Amplifikate über das QIAquick PCR Purification Kit (Elution in 30 µl) 
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schloss sich die Ligation von geschnittenem Amplifikat und geschnittenem, dephosphoryliertem 

Vektor mit dem Rapid-DNA-Ligation-Kit an: 

2 µl Vektor 

6 µl Amplifikat 

2 µl Dilution-buffer 

10 µl Ligase-Buffer 

1 µl T4 Ligase 

 

Dieses wurde für 30min bei RT stehen gelassen und anschließend zur Amplifikation und 

späteren Kontrolle des Vektors in E.coli DH5α 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 ermöglicht die Expression des hLa Proteins in 

eukaryotischen Zellen mit anschließender Reinigung des Proteins über Ni-NTA-Säulen. Dies 

ähnelt somit der Expression des rekombinanten Proteins in bakteriellen Zellkulturen, erzielt hier 

aber eine eukaryotsiche Expression des Proteins. Für die Umklonierung wurde zunächst die hLa 

Sequenz wie oben dargestellt mittels PCR aus dem prokaryotischen Vektor pET28-hLa 

amplifiziert. Der Reaktionsansatz entsprach dem oben für die GFP-Klonierung genannten 

Protokoll, erfolgte aber unter Verwendung der Primer THLA14AS und THLA15S (siehe 2.5). 

Dazu wurde folgendes PCR-Reaktionsprofil in einem Robocycler ausgeführt: 

1 Zyklus zu 2min 95°C 

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

1 Zyklus zu 5min 72°C 

Hinzufügen von 1 µl (=10 U) Taq-DNA-Polymerase, inkubieren für 10min bei 72° C 

 

Der letzte Schritt der Taq-Polymerase fügt ein zusätzliches Adenin an das 3´-Ende des 

Amplifikats, welches für die nachfolgende Klonierung entscheidend ist. Hierbei wird ein 

linerarisierter Vektor benutzt, der an seinen 5´-Enden jeweils ein überhängendes Thymidin 

trägt, an welches eine TOPO-Isomerase gekoppelt ist, welche später die Ligation zwischen 

Amplifikat und Vektor ausführt und dafür diese Adenine benötigt. 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 („Insert“) in beiden 

Orientierungen in den Vektor einkloniert werden, so dass dieses anschließend überprüft werden 

muss. Die richtige Orientierung des Inserts wurde zunächst durch eine PCR überprüft (Protokoll 

siehe 2.10.4). Für diese PCR wurden zwei Oligonukleotide gewählt, wobei eines in der Vektor-

Sequenz hybridisiert und in Richtung Insert orientiert ist, während das zweite Oligonukleotid im 

Insert liegt und in Richtung des ersten Oligonukleotids orientiert ist. Sofern das Insert 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. Demgegenüber 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 gewählt. 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 Überprüfung der Funktionalität 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 zunächst 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) erläutert. Für 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 Einführung eines Start-

Kodons (siehe 2.5.3 / 2.5.4). 

Zur Umklonierung erfolgte zunächst 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 template eingesetzt und je nach Konstrukt die Oligonukleotide 

THHULA-M58S, THHULA-M59AS, THHULA-M60S und THHULA-M61AS benutzt wurden 

(siehe 2.5.3 + 2.5.4). Anschließend wurde der gesamte Reaktionsansatz in einem präparativen 

2% Agarosegel (siehe 2.10.7) aufgetrennt und das Gel anschließend kurz mit Ethidiumbromid 

gefärbt. Die Beleuchtung des Gels erfolgte anschließend nur mit einer Handlampe (254/366 

nm), um eine möglichst 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 Gelstück enthaltene DNA wurde danach 

mit dem QIAquick Gel Extraktion Kit  aus dem Gel eluiert (Elution in 30 µl). Alle weiteren 

Arbeitsschritte erfolgten gemäß der Herstellung der hLa-GFP Plasmide (siehe 2.10.2).  
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2.10.4 Überprüfung von Klonierungen mittels PCR 
 

Die Zeit- und Aufwand sparende PCR-Methode wurde gewählt, um vor einer aufwendigeren 

Sequenzierung Plasmide bei neuen Klonierungen daraufhin zu überprüfen, 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 ermöglichte die 

schnelle Identifizierung von negativen Klonen. Zusätzlich können mit der PCR mehr potentielle 

Klone in weniger Zeit überprüft werden als mit einer aufwendigen Sequenzierung. Die hier 

dargestellte Methode fand bei mehreren experimentellen Ansätzen zu DNA-Klonierungen 

Verwendung. 

Sofern eine neue interne Deletion kloniert wurde und eine Vielzahl von potentiellen Klonen 

vorhanden waren, konnte diese PCR eine Vorauswahl darüber treffen, welche Klone sequenziert 

werden müssen und welche falsch-positiv sind. Nach einer Plasmid-DNA Mini-Präparation der 

Klone (siehe 2.10.5) wurde eine PCR durchgeführt, bei welcher eines der Oligonukleotide nicht 

mehr hybridisieren kann, wenn die neue DNA Sequenz die gewünschte Deletion aufweist. 

Dabei ergeben falsche Klone (wie der Wildtyp) ein Amplifikat, während positive Klone kein 

Amplifikat ergeben können. Alternativ wurden die Oligonukleotide derart gewählt, dass bei 

einer Amplifikation der deletierte Bereich zwischen den Oligonukleotiden liegt, so dass sich bei 

einer internen Deletion ein gegenüber dem Wildtyp verkleinertes Amplifikat ergibt. Die 

gewählten Oligonukleotide variierten somit mit den Deletionen. Die Oligonukleotide wurden 

aber derart gewählt, dass sich ein Amplifikat von weniger als 1000 Basen ergab, um eine 

möglichst große Auftrennung in der nachfolgenden analytischen Gelelektrophorese (siehe 

2.10.7) zu erreichen.  

Reaktionsansatz:     Reaktionsprofil: 

2 µl je Oligonukleotid (10 pmol/ml)  1 Zyklus 5min 95°C 

5 µl dNTPs (10 mM)   35 Zyklen 1min 95°C, 1min 56°C, 2min 72°C 

10 ng zu analysierende DNA 

0,5 µl Taq-Polymerase (=5 U) 

5 µl Taq-Polymerase 10x-Puffer 

ad 50 µl, mit Mineralöl überschichten 

 

Nach Beendigung der PCR wurde ein Aliquot der Reaktion (10 – 20 µl) in einer analytischen 

Agarose-Gelelektrophorese auf oben genannte Kriterien überprüft. 
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2.10.5 Plasmid-DNA-Präparationen 
 

Die Isolierung von Plasmiden erfolgte durch das Qiagen-Maxi-Präparations-Kit und das 

Quiagen-Mini-Präparations-Kit nach den Angaben des Herstellers. Sofern das Plasmid 

anschließend für Sequenzierungen eingesetzt werden sollte, hat sich ebenfalls das Wizard-Plus-

Kit (Promega, Deutschland) als vorteilhaft erwiesen und wurde für diese Zwecke eingesetzt. 

Nach der Präparation des Plasmids wurde die Konzentration photometrisch bestimmt (siehe 

2.11.6) und die Qualität der Präparation in einem analytischen Agarose-Gel überprüft (siehe 

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-Präparation dar und 

wurde als Kontroll-Reaktion bei DNA-Klonierungen benutzt. Bei dieser Methode werden eine 

Vielzahl von bakteriellen Vorkulturen daraufhin überprüft, ob diese ein Plasmid von 

gewünschter Größe enthalten. Dazu wird zunächst aus bakteriellen Vorkulturen die Plasmid-

DNA präpariert und nachfolgend in einem Agarose-Gel analysiert. Dabei erfolgt der 

Größenvergleich zu einem Plasmid mit bekannter Länge, wobei bei dieser Methode zu beachten 

ist, dass der hohe Zucker-Gehalt des benutzten Puffers die Laufeigenschaften von DNAs 

verändern kann.  

Für das Cracking wurden 300 µl einer Vorkultur 1min bei 20000 x g zentrifugiert. Nach 

Entfernung des Überstandes wurde das Sediment in 60 µl Cracking-Puffer (siehe 2.6) 

resuspendiert. Anschließend wurde erneut zentrifugiert für 10min bei 20000 x g und 20 µl des 

sich bildenden Überstandes wurden zur Elektrophorese in die Taschen eines 1% Agarosegels 

geladen und elektrophoretisch aufgetrennt. Diese Methode schließt die Zellen insgesamt auf und 

löst die DNA heraus, so dass auf dem Gel ebenfalls die genomische DNA der Bakterien 

erscheint. 

 

 

2.10.7 Elektrophorese von DNA in Agarosegelen mit anschließender 
Ethidiumbromid-Färbung 

 

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde zur Analyse und zur präparativen Isolierung von DNA 

eingesetzt, da hierbei Nukleinsäuren in einem elektrischen Feld je nach Größe aufgetrennt 

werden. Die Konzentration der Agarose wurde der Größe der aufzutrennenden Fragmente 
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angepasst und lag bei 0,5% (für DNAs mit 5 – 10 kBp), 1% (für DNAs mit 1,5 – 6 kBp) oder 

2% (für DNAs mit 0,1 – 1,5 kBp). Die Größe der untersuchten DNAs wurde später durch den 

Vergleich mit DNA-Größenstandards ermittelt, welche mit der DNA aufgetrennt wurden. 

Die Agarose wurde in TAE-Puffer gelöst, bis zum Siedepunkt erhitzt und nach kurzem 

Abkühlen auf ca. 60° C in die Laufkammer gegossen. Nach Aushärtung der Agarose wurden die 

DNA-Proben mit 1/6 (v/v) DNA-Ladepuffer versetzt und in die Taschen des Gels pipettiert. Die 

Auftrennung der DNA erfolgte in TAE-Puffer. 

Anschließend wurde das Gel aus der Laufkammer entnommen und für 5min in eine 

Ethidiumbromid-Lösung (0,5 µg/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 Entfärbung im Wasserbad (~30min) erfolgte die 

Visualisierung der interkalierten Ethidiumbromid-DNA-Komplexe durch Bestrahlung mit UV-

Licht und die photographische Dokumentation. 

Für eine präparative Isolierung von DNA aus Agarosegelen wurde das Gel nach der 

Färbung/Entfärbung möglichst kurz (max. 15 sec) mit einer schwachen 254/366-nm Handlampe 

beleuchtet, um Schädigungen der DNA durch starke UV-Bestrahlung zu vermeiden. Während 

der Beleuchtung wurde kurz die Position der jeweiligen DNA im Gel markiert und die Bande 

anschließend 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 

durchgeführt. Die Methode beruht auf dem DNA-Kettenabbruch in einer PCR nach Sanger et al. 

(177) und die Detektion erfolgt über Fluoreszenz-Oligonukleotide. Der Laser des 

Sequenziergeräts 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. Für jede Probe wurden zunächst 9 µl 

(oder 1 µg ad 9 µl) der DNA mit 2 µl (1 pmol/µl) IRD-Oligonukleotid, 2,5 µl 10x-Sequenzier-

Puffer, 2,5 µl 10% DMSO und 1 µl (5 U) Sequi-Therm-DNA-Polymerase gemischt. Davon 

wurden anschließend je 3,6 µl in ein well gegeben, welches zuvor mit je 2 µl G-, A-, T- oder C-

Long-Read-Termination-Mix befüllt wurde. Nach Überschichtung des Reaktionsansatzes mit 

Mineralöl erfolgte die PCR mit 1 Zyklus zu 4min 94°C und 30 Zyklen zu je 30 sek 95°C, 1min 

55°C, 1min 70°C in einem Thermocycler. Anschließend wurden je Reaktion 4 µl Sequenase-

Stop-Lösung zugegeben und die Proben vor dem Auftragen auf das Gel für 2,5min bei 85°C im 

Thermocycler denaturiert. Die Auftrennung erfolgte mit je 1,6 µl (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 für 1h bei 2000V auf 45°C vorgewärmt wurde. Die 

Datensammlung wie auch die nachfolgende Analyse erfolgte mit der BaseImagIR-V2.3 

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

 

 

2.11 RNA-Synthese und RNA-Protein-Wechselwirkungen 
 

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

 

Folgende Vektoren lagen in der Plasmidsammlung der Arbeitsgruppe vor und wurden für die 

Generierung von templates (Matrizen DNAs) zur in vitro Transkription mit folgenden 

Oligonukleotiden benutzt: 

- Für „HBV RNA B2“: ein pCHT-Plasmid (mit freundlicher Genehmigung von H. 

Schaller, ZMBH, Heidelberg, zur Verfügung gestellt), welches das gesamte HBV 

Genom (Subtyp ayw) enthält. Zudem die Oligonukleotide TH9T7S und TH13BAS. 

- Für „humane β-Aktin RNA“: ein Plasmid, welches das gesamte humane β-Aktin Gen 

kodiert und durch T. Heise zur Verfügung gestellt wurde. Dazu die Oligonukleotide 

THACT2-T7 und THACT2-AS zur Synthese der aa 27-140 des humanen β-Aktin. 

- Für „GAPDH RNA“ (Glyerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase): Vektor pBSK mit 

der gesamten humanen GAPDH-Sequenz, zur Verfügung gestellt durch T. Heise. Dazu 

Oligonukleotide THGAP2-T7 und THGAP2-AS zur Synthese der aa 383-497 des 

humanen GAPDH. 

- Für „humane Telomerase RNA“: ein Fsp-I linearisiertes Plasmid phTR1 (zur 

Verfügung gestellt durch W. Filipowicz, Friedrich-Miescher-Institut, Basel, Schweiz) 

kodierend für das humane Telomerase-RNA Gen, fertig zur in vitro Transkription. 

- Für „tRNAVal“: Plasmid HtV1 (zur Verfügung gestellt durch H. Beier, Institut für 

Biochemie, Universität Würzburg), mit kompletter tRNAVal Gensequenz. Zudem 

folgende Oligonukleotide: prä-tRNAVal mit THTVALT7-1 und THTVALAS-1; prä-

tRNAVal-∆3’ mit THTVALT7-1 und THTVALAS-2; prä-tRNAVal-∆5’ mit 

THTVALT7-2 und THTVALAS-1; reife-tRNAVal mit THTVALT7-2 und 

THTVALAS-2. 

Alle PCR Produkte, welche als Matrize in einer in vitro Transkription eingesetzt werden, weisen 

einen über die Oligonukleotide eingefügten 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 5min 95°C 

2 µl  je Oligonukleotid (10 pmol/µl)  35 Zyklen 1min 95°C, 1min 56°C, 2min 72°C 

2 µl dNTPs (10 mM)    

1,5 µl MgCl2 (50 mM)  

5 µl Taq-DNA-Polymerase 10x Puffer 

1 µl Taq-DNA-Polymerase (=10 U) 

ad 50 µl, mit Mineralöl überschichten 

 

Anschließend wurde der Reaktionsansatz auf einem präparativen 2% Agarosegel aufgetrennt, 

das Amplifikat ausgeschnitten, mit dem QIAquick Gel Extraction Kit gereinigt (Elution in 30 

µl) 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 µl 5x-T3/T7-Transkriptionspuffer, 1 µl 10 mM DTT, 0,5 µl RNasin 

(=20 U), 2,5 µl rNTPs (je 2,5 mM rATP, rGTP und rCTP), 0,5 µl 0,01 mM rUTP, 7 µl [α32-P] 

UTP, 2 µl template, 1 µl T7-RNA-Polymerase (=15 U), ad 20 µl mit Nuklease-freiem H2O. 

Nicht-radioaktive Synthese: dieser Ansatz enthielt alle oben genannten Zugaben, außer dem 

radioaktiven rUTP; zudem wurde ein rNTP-Mix benutzt, welcher je 2,5 mM rATP, rUTP, rCTP 

und rGTP enthielt.  

Die Synthese erfolgte für 1,5 bis 2 h bei 37° C. Sofern tRNA Transkripte synthetisiert werden 

sollten, erfolgte die in vitro Transkription für 6 h auf Eis, da wahrscheinlich aufgrund intensiver 

Strukturen der tRNA-Produkte die Effizienz der Reaktion sowie insbesondere die Homogenität 

der Produkte bei 37° C geringer ist. Nach einem DNase Verdau (1 U, 15min 37°C) und dem 

Auffüllen des Volumens auf 50 µl 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 

Radioaktivität von 2 µl der Probe über Cerenkov-Counts mit einem Scintillations-Zähler 

bestimmt, oder die Berechnung der Molarität der Sonde erfolgte nach dem sich anschließenden 

Protokoll. Die Reinigung nicht-radioaktiver Transkripte mittels UV-Shadowing wird später 

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 

können, wurde vor und nach der Abtrennung der freien Nukleotide durch die G-25-spin 

columns (siehe 2.11.2) je ein 2 µl Aliquot aus dem Transkriptionsansatz entnommen und 1:50 

mit DEPC-H2O verdünnt. Von jenem Aliquot vor der Säulenreinigung wurden zur Ermittlung 

der Gesamt-cpm (Zerfälle pro Minute) 5 µl der Verdünnung zu 3 ml Scintillations-Cocktail 

gegeben. Aus der zweiten Probe wurden zur Bestimmung der mit TCA fällbaren cpm 5 µl der 

Verdünnung auf ein GF/C-Rundfilter aufgetragen, dieses etwa 3 bis 5min bei RT getrocknet 

und anschließend für 15min bei 4° C in 25 ml eiskalter TCA-Lösung (siehe 2.6) inkubiert, um 

ggf. noch vorhandene freie Nukleotide zu fällen. Nach kurzem Abspülen des Filterpapiers mit 

70% Ethanol und Trocknen für 5min bei RT wurde dies zu 3 ml Scintillations-Cocktail in ein 

Scintillations-Röhrchen überführt. Die Bestimmung der Radioaktivität in beiden Proben erfolgte 

mit einem Scintillations-Zähler für 60 sec. Anschließend erfolgte die Berechnung der 

synthetisierten RNA Menge anhand der gemessenen cpm-Werte: 

 

Die spezifische Radioaktivität der synthetisierten RNA wurde nach folgender Formel berechnet: 

 

(1) (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-Molekül ausgegangen. Die im Säuleneluat enthaltene RNA-

Konzentration wurde basierend auf der spezifischen Radioaktivität aus den gemessenen 

fällbaren TCA-cpm ermittelt: 

 

(2) (TCA-cpm / µl Ansatz) ÷ (cpm / ng RNA) = ng RNA / µl 

 

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

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

 

(3) c [RNA] in pmol / µl = ((ng RNA / µl) 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 

ihre Länge und Homogenität untersucht. Hierbei wird die RNA denaturiert und in einem 

Harnstoff-Polyacrylamidgel im elektrischen Feld aufgetrennt. Anschließend wird das Gel 

entnommen, in Zellophanfolie eingewickelt und mit einem Phosphorimager ausgewertet. Der 

Vergleich mit bestimmten Farbstoffen im Laufpuffer oder mit radioaktiven RNAs bekannter 

Länge ermöglichte die Abschätzung der RNA-Länge. 

Je nach zu erwartender Signalstärke wurden 1 bis 5 µl der radioaktiv markierten RNA mit 50 µl 

RNA-Ladepuffer versetzt, für 10min bei 76° C denaturiert und vor dem Auftragen auf das Gel 

auf RT abkühlen lassen.  Die Elektrophorese erfolgte in einem 18 x 18 cm großen, 15%igen 

Acrylamid-Harnstoff-Gel (1x TBE, 7 M Harnstoff, 0,05% (v/v) TEMED, 0,05% (w/v) APS) für 

1,5 h bei 500 V. Zuvor wurde das Gel für 1 h in 1x TBE-Puffer (siehe 2.6) bei 500 V vorlaufen 

gelassen. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel entnommen, in Folie 

eingewickelt und quantitativ mittels Phosphorimager ausgewertet (siehe 2.11.10). Dabei dienten 

die im Ladepuffer enthaltenen Substanzen Bromphenolblau und Xylencyanol als grobe 

Größenmarker, da die entsprechende Farbfront in diesem Gel einer Nukleotidlänge von 40 

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

 

 

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

 

Bei einer in vitro synthetisierten, nicht-radioaktiven RNA konnte die Quantifizierung der 

Synthese nicht wie oben für radioaktive RNAs beschrieben erfolgen, sondern wurde 

photometrisch durchgeführt. Dazu war eine Abtrennung der RNA von Synthese-Fragmenten 

und Puffersubstanzen notwendig, was wie oben beschrieben über eine Acrylamid-

Gelelektrophorese erfolgte. Die nicht-radioaktive RNA musste im Gel jedoch über 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). Anschließend 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 Wellenlänge von 254 nm wurde die 

RNA durch Schattenbildung auf der Kieselgel-Platte sichtbar und wurde mit einem Skalpell aus 

dem Gel ausgeschnitten. Dieses Gelstück wurde in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und 

für 2 h bei 56° C in 400 µl 1x TNE-Puffer (siehe 2.6) und für 1 h in 200 µl 1x TNE-Puffer bei 

1200 rpm im Thermomixer eluiert. Die Gelstücke wurden verworfen, beide Ansätze wurden 

vereinigt und mit 100 µl 3 M Na-Acetat pH 5,2  und 100 µl 

(Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1)) versetzt. Nach Zentrifugation der Proben für 

5min bei 20000 g wurde die obere wässrige Phase in eines neues Eppendorf-Reaktionsgefäß 

überführt, mit 100 µl Chloroform vermischt und kräftig geschüttelt. Nach Zentrifugation bei 

20000 g in einer Tischzentrifuge für 5min wurde die in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefäß 

überführte obere Phase mit 2 Volumen Ethanol abs. versetzt und ü.N. bei –20° C gefällt. Nach 

einer Zentrifugation mit 20000 x g für 10min bei 4° C wurde das RNA-Pellet mit 400 µl 75% 

Ethanol gewaschen und schließlich in 25 µl 10 mM Tris/HCl pH 7,4 aufgenommen. Die 

Bestimmung der Konzentration erfolgt spektrophotometrisch.  

 

 

2.11.6 Konzentrationsbestimmungen von Nukleinsäuren 
 

Zur Bestimmung der Konzentration von Nukleinsäuren wurde der molare Extinktionskoeffizient 

E der Proben bei einer Wellenlänge von 260 nm in einem Spektralphotometer gemessen und in 

Abhängigkeit von der definierten Schichtdicke d die Nukleotidkonzentration bestimmt. Ein 

Adsorptionswert von E260 = 1 bei einer Schichtdicke von d = 1 cm entspricht einem Gehalt von 

50 µg/ml doppelsträngiger DNA oder 40 µg/ml einzelsträngiger RNA. Zusätzlich wurde die 

Extinktion bei einer Wellenlänge von 280 nm gemessen um den Proteingehalt der Probe zu 

bestimmen. Der Quotient aus E260/E280 stellt einen Wert für die Reinheit der Lösung dar und 

sollte zwischen 1,7 und 2,0 liegen. 

 

 

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

 

Für analytische Zwecke wurde eine nicht-radioaktive RNA daraufhin überprüft, ob diese frei 

von Degradation ist und/oder ob die Länge der RNA den Zielsetzungen entspricht. Dieses 

wurde dadurch erreicht, dass die RNA durch eine Polynukleotid-Kinase radioaktiv markiert und 

anschließend in einer denaturierenden Gelelektrophorese analysiert wurde. Dazu wurden 200 

fmol RNA in einem 10 µl Ansatzvolumen mit 2 µl [α32P]-ATP, 1 µl 10x T4-Polynukleotid-

Kinase-Puffer sowie 1 µl T4-Polynukleotid-Kinase versetzt und für 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 µl Ansatzvolumen 25 pmol 

Oligonukleotid, 6 µl [α32-P] ATP, 2 µl 10x-Polynukleotid-Kinase-Puffer sowie 1 µl T4-

Polynukleotid-Kinase für 1 h bei 37° C inkubiert, mit DEPC-H2O auf 50 µl aufgefüllt und über 

G25-spin columns nach Angaben des Herstellers gereinigt. Von 2 µl des gereinigten, markierten 

Oligonukleotids wurde anschließend die Markierung durch Bestimmung der Radioaktivität 

(„Cerenkov-Counts“) in einem Scintillations-Zähler bestimmt. 

 

 

2.11.8 Northern Blot als Nachweismethode für RNAs 
 

Der nachfolgend beschriebene Northern Blot wurde als Nachweismethode für tRNAs und 

rRNAs benutzt und eignet sich in dieser Form als Methode für den Nachweis von RNAs mit 

einer Länge von 30 bis etwa 500 Basenpaaren. Für diesen Northern Blot mit Oligonukleotid-

Hybridisierung wurden mindestens 5 µg RNA aus einem gesamt-RNA Extrakt aus HeLa Zellen 

benutzt, wobei sich dieses nach der nachzuweisenden RNA richtet – für ubiquitär und hoch 

exprimierte RNAs wie reife tRNAs oder rRNAs sind geringere Mengen ausreichend, jedoch 

stellt dieses für den Nachweis von tRNA Vorläuferstufen die Untergrenze dar. 

Die RNA Proben wurden mit 2 Vol RNA-Ladepuffer (siehe 2.6) versetzt und 10min bei 95° C 

denaturiert. Dieses wurde in einem 12% Polyacrylamid-, 7 M Harnstoff-Gel (siehe 2.11.4) bei 

600 V aufgetrennt, welches zuvor für 1 h bei 500 V vorlief. Bei dieser Konzentration des Gels 

diente das im Ladepuffer enthaltene Xylencyanol als Marker für eine RNA-Länge von ~40 nt 

und die Gele wurden so lange laufen gelassen, bis sich dieser Marker im unteren Drittel des 

Gels befand. Anschließend wurde das Gel entnommen und mit 2 Lagen Blottingpapier (14,2 x 

16,2 cm) und einem ebenso großem Stück Hybond-N+ Nylon-Transfer-Membran je 10min mit 

H20 und 0,5x TBE (siehe 2.6) äquilibriert 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 Färbung der RNA auf der Membran mit einer Methylenblau-

Lösung (siehe 2.6), wobei eine solche Färbung auf dieser Membran nicht sehr beständig war. 

Diese Färbung zeigte, ob die RNA erfolgreich auf die Membran transferiert wurde. Die 

Entfärbung erfolgte durch Spülen mit H2O. Zuletzt wurde die Membran getrocknet und gelagert 

oder direkt benutzt. 

Der Nachweis von RNAs auf der Membran erfolgte durch Hybridisierung mit radioaktiv-

markierten Oligonukleotiden (siehe 2.5.6 + 2.11.7). Dazu wurde die Membran zunächst mit 6 

ml ULTRAhyb™-Oligo-Hybridization-Buffer für 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 ü.N. hybridisierte. Schließlich wurde die 

Hybridisierungslösung entfernt, die Membran mit Waschpuffer (0,5% SDS, 2 x SSC) 2 x 30min 

bei 42° C gewaschen und mittels Phosphorimager ausgewertet (siehe 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 für 15min mit 0,5 % SDS (auf 95° C vorgeheizt) bei 95° C inkubiert 

und anschließend kurz mit H2O gewaschen. Eine erneute Vorhybridisierung war vor Zugabe 

einer neuen Sonde notwendig.  

Der Northern Blot wurde für den Nachweis von tRNAs in RNA-Interferenz behandelten Zellen 

benutzt, wobei HeLa Zellen mit hLa siRNAs und Luziferase siRNAs behandelt wurden. Im 

Phosphorimager wurden Signalintensitäten für die tRNAs in den behandelten Proben sowie für 

die ribosomale 5.8S rRNA bestimmt und durch Normalisierung quantifiziert, wozu folgende 

Formel benutzt wurde: 

 

 

 

Dabei gilt: Xv = verbleibender prozentualer Gehalt der untersuchten RNA „X“; Xa und Xb sind 

Werte a und b (bei Doppelwerten) der untersuchten RNA „X“ in den spezifisch RNAi 

behandelten Proben; Ba und Bb sind Werte a und b (bei Doppelwerten) der RNA „X“ in den 

unspezifisch RNAi behandelten Proben; Ka und Kb sind die Werte a und b (bei Doppelwerten) 

der Kontroll-RNA (5.8S rRNA) in allen jeweiligen Proben. Hierzu werden jeweils die Werte für 

RNA „X“ sowie für die Kontroll-RNA aus entsprechend gleichen Zeitpunkten gewählt. 

 
Xv-RNA-Gehalt (%) =                                  ÷                             ÷100 
 

 (Xa÷Ka)+(Xb÷Kb)        (Ba÷Ka)+(Bb÷Kb) 
 
               2                                    2 
  

 

 

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. Anschließend 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 gegenüber der ungebundenen RNA 

erhöhten 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 prä-Inkubation des Proteins mit einem Antikörper 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 α-hLa-Antikörpers an hLa bildeten sich RNA-

Protein-Antikörper Komplexe, welche aufgrund der hohen Masse kaum im Gel aufgetrennt 

wurden. Würden die Komplexe durch Kontaminationen verursacht, dann hätte ein α-hLa-

Antikörper nicht die Mobilität der RNA-Protein-Komplexe verändert.  

Nacheiner Auftrennung die sich bildenden Komplexe im elektrischen Feld wird das Gel 

getrocknet und es erfolgt schließlich die Exposition eines Röntgenfilms oder einer 

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

 

hLa 

hLa 

hLa 

Auftrennung im 
Polyacrylamidgel 

Auto-
radiogramm 

Multimere RNPs 

Monomere RNPs 

freie RNA

+Y 
Y X 

X hLa 

hLa 

hLa 

Inkubation der Proteinlösung mit der radioaktiv markierten RNA  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Abbildung 2.11.9-1: Schematische Darstellung der Reaktionsabfolge in einem
nativen EMSA. Für Erläuterungen siehe Text. RNPs = Ribonukleoproteinkomplexe.  

 

Die Standard-Reaktion wurde in einem Volumen von 40 µl 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 durchgeführt. Die RNA wurde zunächst für 10min bei 76° C 

denaturiert und durch langsames Abkühlen auf RT renaturiert, bevor diese für 10min mit dem 

Protein im EMSA-Bindungspuffer (siehe 2.6) inkubierte. Nach Zugabe von 5 µl EMSA-

Ladepuffer (siehe 2.6) erfolgte die Auftrennung der Proben in einem 18 x 18 cm großen, nativen 

8% Polyacrylamidgel für 3,5h mit 185 V. Das Gel hatte zuvor einen Vorlauf mit 240 V für 1h in 

1 x TBE-Puffer (siehe 2.6). 

Anschließend wurde das Gel 1,5h bei 80° C auf Whatman-Papier mit einem Geltrockner 

getrocknet. Die Auswertung der Signale erfolgte über die Exposition eines Röntgenfilms oder 

mittels eines FujiX-Bas 2000 Phosphorimager Systems (siehe 2.11.10 + 2.11.11). 
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Für Supershift-Analysen wurde das hLa Protein mit 5 µl des jeweiligen Antikörpers und 20 U 

RNasin in einem 20 µl Volumen in 10 mM Tris/HCl pH 7,4 für 1h bei 4° C vorinkubiert. 

Anschließend wurden die radioaktiv-markierte RNA sowie die restlichen Bestandteile des 

Reaktionsansatzes zugefügt und der EMSA wie oben durchgeführt. 

Für Untersuchungen zur Spezifität der hLa WT Bindung an HBV-RNA.B2 wurde das Protein 

für 5min mit den angegebenen Mengen nicht-radioaktiv markierter Kompetitor-RNAs inkubiert, 

bevor die radioaktiv markierte HBV RNA-B2 und die übrigen Puffersubstanzen zugegeben und 

der EMSA wie oben beschrieben durchgeführt wurde. 

 

 

2.11.10 Auswertung von EMSAs mittels Phosphorimager 
 

Die quantitative Auswertung von Signalstärken der radioaktiven Banden eines EMSAs erfolgte 

mittels eines Phosphorimagers. Dazu wurde das getrocknete Gel je nach erwarteter Signalstärke 

für 5min – 24 h bei RT mit einer Phosphorimager Bildplatte belegt. Diese wurde durch den 

Phosphorimager eingelesen und mit dem Programm TINA 2.09 ausgewertet. Je länger die 

Bildplatte dabei dem radioaktiven Gel ausgesetzt war, desto besser war eine Unterscheidung 

zwischen allgemeinen Hintergrundsignalen und den tatsächlichen radioaktiven Banden möglich. 

Für die Auswertung wurde die absolute Signalstärke (in Pixel pro mm2 einer ausgewählten 

Flächenregion) des Hintergrundes in jeder Bahn des Gels ermittelt und von der Signalstärke der 

jeweiligen RNA-Protein-Komplexe subtrahiert. 

Für Kompetitionsanalysen wurde die absolute Signalstärke in eine relative umgewandelt, indem 

die Signalstärke einer unkompetierten Probe auf demselben Gel als Wert für 100% gesetzt 

wurde und die Signalstärken der übrigen Banden in relative Verhältnisse zu der unkompetierten 

Probe gesetzt wurden. 

Für die Sättigungskinetik wurden die Intensitäten der monomeren RNA-La-Komplexe 

detektiert. Nach Subtrahieren der Hintergrund-Intensitäten wurden die Werte in relative 

Verhältnisse umgeformt (angegeben als Prozent der maximalen Werte) und einer nicht-linearen 

Regression unterzogen. 

 

 

2.11.11 Auswertung von EMSAs mittels Autoradiogramm 
 

Für eine autoradiographische Auswertung der getrockneten Gele eines EMSAs wurden die Gele 

mit einem Röntgenfilm belegt, der in einer Röntgenfilmkassette in Abhängigkeit von der zu 

erwartenden Signalstärke 5 – 24 h bei RT oder bei schwachen Signalen bei –80° C exponiert 

wurde. Anschließend wurde der Röntgenfilm in einem Entwicklergerät 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 vorübergehender 

Zustand der Kompetenz ausgelöst, wodurch die Zellen bei zusätzlicher Behandlung (siehe 

2.12.2) DNA aufnehmen können. Hierfür wurden E.coli Zellen der Stämme DH5α und BL21 

benutzt. 

Die Herstellung kompetenter Zellen erfolgte in Anlehnung an die Hanahan-Methode (83). Dazu 

wurden 100 µl einer 3 ml über-Nacht Vorkultur des entsprechenden E.coli Stammes in 100 ml 

steriles Standard-I-Medium gegeben und bei 37° C unter Schütteln inkubiert bis sich eine OD600 

= 0,5 eingestellt hatte. Alle anschließenden Arbeitsschritte erfolgten stets auf Eis und mit 

vorgekühlten, sterilen Lösungen (siehe 2.6). Nach Zentrifugation für 10min mit 300 rpm und 

Entfernung des Überstandes wurde das Pellet in 40 ml Hanahan-Lösung 1 resuspendiert und 

10min inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation für 8min bei 3000 rpm und Entfernung des 

Überstandes wurde das Pellet in 4 ml Hanahan-Lösung 2 resuspendiert, anschließend 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 dafür wurde hier die 

Hitzeschock-Methode benutzt. Als bakterielle Zellen dienten die E.coli Stämme DH5α zur 

Amplifizierung von Plasmiden sowie BL21 zur Expression von hLa Proteinen. Die Herstellung 

der Chemokompetenz der Zellen ist in vorigem Abschnitt beschrieben. 

Für die Transformation von Plasmiden in prokaryotische Zellen wurden 10 ng Plasmid 

verwendet. Zur Transformation wurden 100 µl kompetente Zellen mit dem Plasmid für 30min 

auf Eis (4° C) inkubiert, bevor durch einen Hitzeschock (5min 37° C) und anschließender 

Inkubation für 2min bei 4° C die Aufnahme der Plasmid-DNA in die Zellen bewirkt wurde. 

Nach einer Zugabe von 900 µl Standard-I-Nährmedium und einer 1 stündigen Inkubation bei 

37° C wurden die Zellen für 2min mit 5000 rpm sedimentiert, der Überstand bis auf einen Rest 

von 50 µl abgenommen und die Zellen in dem verbleibenden Medium resuspendiert. Schließlich 

wurden die transformierten Zellen auf selektiven LB-Agarplatten (siehe 2.4) ausplattiert und 

wuchsen über 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 

CO2-Gehalt von 5%. 

Zum Ablösen adherenter Zellen wurde das Medium mit einer sterilen Pasteurpipette abgesogen 

und es wurde das Trypsin-EDTA Gemisch (siehe 2.4) auf die Zellen gegeben (für eine 75cm2 

Kulturflasche 1 ml) und für 3min inkubiert. Anschließend wurde durch die Zugabe von Serum-

haltigem Medium das Trypsin inaktiviert und die Zellen wurden wie unter 2.13.2 beschrieben 

gezählt und neu ausplattiert. 

 

 

2.13.2 Zellzählung und DNA-Transfektion in eukaryotische Zellen 
  

Für die Transfektion von Plasmid-DNA wurden die Zellen wie folgt am Tag vor der 

Transfektion ausplattiert: für Experimente in 24-well Platten mit 4 x 104 Zellen ad 500 µl 

Medium, für Experimente in Schälchen mit 6 cm Durchmesser mit 1,5 x 106 Zellen ad 4 ml 

Medium (siehe 2.4). Dazu wurde das Medium aus der Zellkultur-Flasche mit einer sterilen 

Pasteurpipette abgesogen und die adhärenten Zellen mit 1 ml Trypsin-EDTA für 3min inkubiert. 

Die Zugabe des Trypsin bewirkt eine Ablösung der Zellen von der Oberfläche 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-

Röhrchen überführt, wo die Zellen durch mehrmaliges Aufziehen mit einer 10 ml Spritze 

(Durchmesser der Kanüle erst 0,9 dann 0,4 mm) vereinzelt wurden. Nachdem dadurch die 

Zellverbände aufgelöst waren, wurden wenige Tropfen der Suspension auf eine Neubauer-

Zählkammer gegeben und es wurden insgesamt 4 Großquadrate ausgezählt. Der 

Durchschnittswert dieser Ergebnisse wurde mit dem Faktor 10000 multipliziert, welcher sich 

aus der Art der Zählkammer ergab und lieferte die Anzahl an Zellen / ml. Daraufhin 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 µg DNA transfiziert, wobei FuGene-6 als 

Transfektions-Reagenz benutzt wurde. Es wurden pro 1 µg zu transfizierender DNA 100 µl 

serumfreies Medium und 3 µl FuGene-6 für 5min bei RT in einem Eppendorf-Reaktionsgefäß 

inkubiert, bevor 1 µg DNA hinzugefügt und für 15min RT erneut inkubiert wurde. Schließlich 
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wurde der gesamte Transfektions-Ansatz in die Zell-Suspension pipettiert, gleichmäßig verteilt 

und die Zellen wuchsen über 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 führen. Die Bestimmung darüber, welche RNA durch 

RNAi Behandlung reguliert wird, entsteht durch die Sequenz der jeweiligen siRNAs. Durch die 

Anlagerung der siRNAs an eine komplementäre mRNA Sequenz wird der Abbau dieser mRNA 

in der Zelle induziert. 

Die RNA-Interferenz wurde zunächst in C.elegans und später in Insekten, Fröschen, Mäusen 

und anderen Spezies entdeckt und existiert auch in humanen Zellen (59, 106, 149, 201). Die 

RNA-Interferenz stellt einen ähnlichen Mechanismus zum posttransktiptionellen gene-silencing 

in Pflanzen und Pilzen dar und ist in einigen Übersichtsartikeln intensiv behandelt (20, 184, 

185, 189). Die natürliche 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-strängige RNAs (dsRNAs) vermittelt, die den spezifischen 

Abbau von mRNAs mit homologen Sequenzen verursachen und ist auf das Cytoplasma 

beschränkt (230, 231). 

Bei den benutzten siRNAs handelte es sich einerseits um synthetische RNAs (hergestellt durch 

IBA GMBH Göttingen, eingesetzt mit 100 mM) oder um Synthesen, welche mithilfe des 

silencer-RNA-construction-kit durchgeführt 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 siehe 

2.5.7). 

Eukaryotische HeLa Zellen wurden für die siRNA Behandlung in 6-well-plates mit einer Dichte 

von 0,2 x 106 Zellen ausplattiert, um am Folgetag eine Konfluenz von 30 – 40% aufzuweisen. 

Zur Transfektion der siRNAs wurden in 2 Ansätzen 200 µl Opti-MEM mit 100 mmol des 

jeweiligen siRNA-Oligonukleotids, sowie 12 µl Oligofectamin mit 48 µl Opti-MEM 10min bei 

RT inkubiert, bevor diese vereinigt und 25min bei RT inkubiert wurden. Nach Zugabe von 

weiteren 140 µl Opti-MEM wurde der gesamte Ansatz in das Medium der Zellen pipettiert. Ein 

Wechsel des Mediums am Folgetag erfolgte nicht. Der Tag für die Lysis der Zellen richtete sich 

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

Um die subzelluläre Lokalisation des hLa Proteins und seiner Mutanten verfolgen zu können, 

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 anzufärben. Dafür mussten die Zellen auf einem 

Deckglas fixiert werden. Ferner mussten die Zellen permeabilisiert werden, damit anschließend 

Färbereagenzien zugegeben werden konnten, sowie primäre und sekundäre Antikörper, die 

gegen bestimmte zelluläre Proteine gerichtet waren. Schließlich wurden die Zellen mit dem 

Deckgläschen auf einem Objektträger fixiert und anschließend wurde die Lokalisation der 

jeweiligen Proteine und Strukturen im Mikroskop ausgewertet. 

Für Immunfluoreszenz-Färbungen transfizierter, eukaryotischer Zellen wurden die Zellen in 24-

well Platten wie oben beschrieben ausplattiert, wobei zuvor in das jeweilige well ein 

Deckgläschen eingelegt wurde. Zur späteren Detektion des hLa Proteins wurde das Protein 1 

Tag vor der Fixierung der Zellen als GFP-hLa-Fusionsprotein transient transfiziert (siehe 2.10.2 

+ 2.13.2). Die Fixierung der Zellen erfolgte nach der folgenden Methanol-Aceton-Methode (alle 

Volumina = 500 µl, alle Lösungen –20° C, sowie die Zellen gekühlt auf Eis): nach Absaugen 

des Mediums und zweimaligen Waschens der Zellen mit PBS-Puffer folgte eine Inkubation mit 

Methanol für 5min und mit Aceton für 30 sec. Nach Absaugen des Acetons wurden die 

Glasplättchen über Nacht im Dunkeln getrocknet. Bei allen Vorgängen verblieben die 

Glasplättchen in der Kulturschale. 

Die Zellen wurden zunächst durch Zugabe von PBS-Puffer (etwa 500 µl, RT (siehe 2.6)) für 

20min rehydriert. Nach Entfernung des PBS wurden die Zellen mit je 60 µl eines α-NOH61 

Antikörpers (1:100 in PBS verdünnt) inkubiert. Nach dreimaligen Waschens der Zellen mit 

PBS-Puffer erfolgte die Inkubation für 1 h mit einem Gemisch aus Hoechst-Farbstoff (4 ng/ml) 

in PBS und dem sekundären Antikörper Ziege-anti-Maus (2 mg / ml) 1 : 400 in PBS. 

Schließlich wurden die Zellen erneut 3 x mit PBS-Puffer gewaschen und das Glasplättchen 

letztlich mit 10 µl Moviol auf einem Objektträger fixiert und für mindestens 24 h bei 4° C 

getrocknet. Die Fluoreszenz-Aufnahmen wurden mit einem Zeiss Axiophot Mikroskop 

durchgeführt, 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 Mobilität von Fluoreszenz-

markierten Proteinen in lebenden Zellen mit einem konfokalen Mikroskop benutzt. Zu diesem 

Zweck wird das Fluoreszenz-Signal in einer ausgewählten Flächenregion durch einen 
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hochenergetischen Laserstrahl gelöscht. Durch Vergleich der Fluoreszenz vor dem Bleichen 

durch den Laser und der Aufzeichnung der Wiederherstellung der Fluoreszenz-Intensität durch 

Einstrom in Abhängigkeit von der Zeit kann die Mobilität des untersuchten Moleküls berechnet 

werden. Diese Arbeiten wurden in Kooperation mit M. Schweizer, Zentrum für molekulare 

Neurobiologie, Abt. f. Elektronenmikroskopie, UKE-Hamburg, durchgeführt. 

HeLa Zellen wurden mit einer Dichte von 4 x 104 Zellen in einem Lab-Tek Doppelkammer-

System ausplattiert und wie unter 2.13.2 beschrieben mit 1 µg 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 Wellenlänge 

von 488 nm und dem eingebauten Argon-Laser (65 mW nominelle Leistung) durchgeführt. Für 

die zeitliche Auflösung wurden Intervalle zu je 657 ms gewählt. Dazu wurden vor der 

Behandlung 5 Aufnahmen gemacht, gefolgt von einem dreifachen Laserimpuls bei 488 nm und 

nachfolgender Bildaufnahmen für 30 bis 55 s. 

Für die Quantifizierung der Fluoreszenz-Intensitäten in einer gewählten Flächenregion wurde 

diese Intensität gegen den Verlust an gesamter Intensität während des Bleichens und der 

Aufnahmen normalisiert. Dazu wurden die Intensitäten der Fluoreszenzen in der gesamten Zelle 

sowie in der ausgewählten Flächenregion zu gegebenen Zeitpunkten durch die Scion Image 

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

 

Irel = (T0 * It) / (Tt * I0) 

 

Dabei gilt: Irel = relative Fluoreszenz-Intensität; T0 = durchschnittliche Intensität in der 

gesamten Zelle vor dem Bleichen; I0 = durchschnittliche Intensität in der gewählten 

Flächenregion vor dem Bleichen; Tt = Intensität in der gesamten Zelle zu jedem Zeitpunkt t 

nach dem Bleichen; It = Intensität in der gewählten Flächenregion 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-Intensität Irel. 

 

 

2.13.6 Herstellung von Gesamt-Protein Extrakten aus eukaryotischen 
Zellen 

 

Für die Herstellung von gesamt Protein-Extrakten wurden die eukaryotischen Zellen zunächst 

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/HCl pH 7,4, 150 mM NaCl, 0,5% NP-40, 4% 

Protease-Inhibitor Complete™) resuspendiert. Diese Suspension wurde in Eppendorf-

Reaktionsgefäße überführt. Nach gründlichem Mischen (vortex), 2 x 15 sec Ultraschall-
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Behandlung, 10 minütiger Inkubation auf Eis und weiterem vortexen erfolgte die Kontrolle der 

effizienten Lysis. Hierzu wurde ein Aliquot auf einen Objektträger gegeben, mit einem 

Deckgläschen bedeckt und durch ein Lichtmikroskop betrachtet. Sofern keine Nuklei mehr 

sichtbar waren, wurden die Proben für 10min bei 4° C mit 20000 x g zentrifugiert. Anderenfalls 

wurde die Ultraschall-Behandlung wiederholt. Die Überstände der Zentrifugation wurden bei –

20° C gelagert. 

 

 

2.13.7 Extraktion von gesamt RNA aus eukaryotischen Zellen 
 

Für die Extraktion der gesamten RNA aus eukaryotischen Zellen wurde grundsätzlich das 

TriPure-Isolation-Reagent benutzt und nach den Angaben des Herstellers angewendet. Die 

gesamte Ausbeute an RNA betrug beispielsweise für HeLa-Zellen (dicht bewachsene 75 cm2 

Kulturflasche) bis zu 800 µg. 
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3 Ergebnisse 
 

3.1 Reinigung des rekombinanten, humanen La Proteins 
 

In dieser Arbeit sollte rekombinant hergestelltes hLa Protein für die Durchführung von RNA-

Bindungsstudien benutzt werden. Des weiteren sollten Vorversuche für eine Kristallisation des 

humanen La Proteins durchgeführt werden. Daher musste zunächst ein Protokoll zur Reinigung 

des Proteins erstellt werden, welches die Abtrennung von allen nachweisbaren Kontaminationen 

ermöglichte. Der Nachweis von möglichen 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 für den Nachweis von Kontaminationen sind anschließend 

dargestellt. 

 

 

3.1.1 Ni-NTA-Technologie und präparative 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 (siehe Sequenz im Anhang), 

welcher eine Aufreinigung des Proteins mittels Nickel-NTA-Technologie ermöglichte.  

Nach der unter 2.9.1 beschriebenen Expression des Proteins wurde aus den E.coli Zellen ein 

Lysat erstellt, welches alle löslichen und nicht sezernierten Proteine enthält. Da eine native 

Aufreinigung des Proteins für alle weiteren Analysen notwendig war, enthielten die für die 

Reinigung benutzten Lösungen keinen Harnstoff. Die intensive heterologe Expression 

rekombinanter Proteine kann in E.coli zur Bildung von Einschlusskörpern („inclusion bodies“) 

führen, welche große Mengen dieses Proteins enthalten. Da diese Kompartimente durch eine 

native Aufreinigung nicht aufgeschlossen werden und das Protein somit verloren gehen könnte, 

kann die Zugabe von Harnstoff unter Umständen die Ausbeute an Protein durch Aufschluss 

dieser Körperchen beträchtlich erhöhen. 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 E.coli nicht in Einschlusskörpern akkumuliert. Nach 

Applikation des Zell-Lysats auf eine Ni-NTA-Matrix wurde die Säule zur Entfernung 

unspezifisch gebundener Proteine gewaschen und anschließend eluiert (siehe 2.9.2). Um die im 

Elutionspuffer enthaltenen und aufgrund von erhöhter Absorption störenden Substanzen aus 

dem Elutionspuffer zu entfernen wurde das eluierte Protein gegen Puffer A dialysiert (siehe 
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2.6). Durch eine SDS-PAGE mit Coomassie-Färbung (siehe 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. 
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Abbildung 3.1.1-1: Reinigung des
HIS-markierten hLa über Ni-
NTA-Säulen. Es wurden je gleiche
Volumina der sich ergebenden
Fraktionen SM (Startmaterial,
=Lysat), D (Durchlauf), W (erste
Waschfraktion) und E (Eluat) in
einer 12,5% SDS-PAGE aufgetrennt
und anschließend mit Coomassie
gefärbt. Positionen der
Proteinmarker sind linksseitig in
kDa angegeben. Die im Eluat
enthaltene Hauptbande wurde in
einem Western Blot als hLa
identifiziert (nicht gezeigt). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zur Reinigung HIS-markierter Proteine mittels Ni-NTA-Säulen ist festzustellen, dass die 

Homogenität 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 präparative 

Gelfiltration durchgeführt, welche Proteine nach Größenunterschied bzw. nach dem Stokes-

Radius des Proteins auftrennt. Für diesen Zweck wurde eine Superdex-200-Matrix gewählt, 

welche im Hinblick auf das Molekulargewicht des hLa Proteins eine geeignete Auftrennung der 

Proteine und somit optimale Reinigung erreichen sollte. Zur Präparation größerer 

Proteinmengen und für eine optimale Auftrennung wurde hierfür eine sehr große Säule (600 

mm Länge, 320 ml Bettvolumen) gewählt. Um die Verluste bei dieser Säulendimension 

möglichst gering zu halten, mussten relativ große Mengen des hLa Proteins (mindestens 1 mg) 

aufgetragen werden. Zudem wurde das Auftragsvolumen so gering als möglich gehalten 

(maximal 2,5 ml), um eine möglichst konzentrierte Elution des jeweiligen Proteins zu 

gewährleisten. 

Zur Kalibrierung der Säule wurden zunächst in einzelnen Läufen mehrere Eichproteine über die 

Säule aufgetrennt (siehe 2.9.4) und deren Elutionsvolumina durch Aufzeichnung der OD280 

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 Größenbereich (50 – 150 kDa) abdeckten. 

Zudem wurde durch die Auftragung von Dextranblau (MW 2000000) das Leervolumen der 

Säule bestimmt. Über die Elutionsvolumina dieser einzelnen Läufe wurde anschließend wie 

unter 2.9.4 beschrieben der Elutionskoeffizient KAV berechnet und die nachfolgend dargestellte 

Eichkurve erstellt. 
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 Eichung der Gel Filtrationssäule
Superdex S200HR-pg 26/60
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Abb. 3.2
Abbildung 3.1.1-2: Eichung der präparativen Gelfiltrationssäule. Es wurden
die im Text angegeben Eichproteine auf die Säule aufgetragen, die
Elutionsvolumina bestimmt und der Elutionskoeffizient KAV berechnet. Das
Leervolumen V0 betrug 105 ml, das Bettvolumen Vt betrug 320 ml. Die
Elutionsvolumina waren: Alkohol Dehydrogenase 163 ml (KAV = 0,2698), Albumin
183 ml (KAV = 0,3698), Ovalbumin 196 ml (KAV = 0,4233), Kohlenstoff-Anhydrase
216 ml (KAV = 0,5163). Anhand dieser Werte wurde die Eichgerade erstellt, wobei
der KAV 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. 
 die Gelfiltrationssäule geeicht war und sichergestellt wurde, dass das humane La 

(MW 47500, bzw. 50200 Dalton mit HIS-tag) theoretisch im linearen Bereich der 

ung eluiert, wurden jene Proteinpräparationen auf die Säule aufgetragen, welche zuvor 

NTA aufgereinigt, dialysiert und konzentriert waren (siehe 2.9.2, 2.9.3 und 2.8.2). Wie 

uvor von Craig et al. (44) publiziert verfügt das humane La Protein über eine 

erungsdomäne, welche durch o.g. Arbeit auf den Bereich der Aminosäuren 298-348 

kt wurde. Dieses war Grund zur Annahme, dass das hLa Protein als Multimer eluieren 

h. für ein Dimer mit einer Masse von ~100 kDa, als Trimer mit einer Masse von ~150 

. Die Auftrennung von Ni-NTA-gereinigtem hLa ergab, dass das Protein bei den 

n Bedingungen hauptsächlich in einem Peak (P1) mit dem Elutionsvolumen Ve=161 ml 

Abb. 3.1.1-3), was anhand der Eichgeraden unter Berechnung des KAV auf eine Masse 

0 kDa und folglich eine trimere Konformation hindeutet. Weitere Analysen zum Grad 

imerisierung des Proteins erfolgen an anderer Stelle (siehe 3.3) und werden in diesem 

igung betreffenden Abschnitt nicht weiter beschrieben. Neben Peak 1 (150 kDa) fand 

weiterer Peak (P2) bei 200 – 210 ml (KAV ~ 0,465). Die darin befindlichen Proteine 

 immunbiologischen Nachweis durch Western Blot nicht durch den monoklonalen α-

ikörper 4B6, aber durch die Antikörper 3B9 und SW5 nachweisbar (siehe 2.8.6 und 

-2 zum Erkennungs-Motiv der Antikörper). 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 verfrühten Translations-Abbrüchen 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 können. Es handelt sich dabei vermutlich um Multiproteinkomplexe oder 

Aggregate, welche im Startmaterial enthalten waren und unmittelbar nach dem Leervolumen 

und mit einem Elutionsvolumen Ve=108-145 ml von der Säule eluierten. Darin befanden sich 

verschiedene Proteine mit unterschiedlichsten Massen, unter denen auch das hLa Protein 

nachgewiesen werden konnte. Es ist nicht auszuschließen, dass es sich um denaturierte Proteine 

handelt. Die Wahrscheinlichkeit dafür wurde jedoch reduziert, in dem die Proben vor der 

Applikation zentrifugiert wurden (siehe 2.9.4). 

Eine SDS-PAGE mit anschließender Coomassie-Färbung bzw. Western Blot zeigt die 

Homogenität 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 präparativer Gelfiltration. Es wurden 6 mg Ni-NTA gereinigtes hLa-WT
Protein auf die Säule geladen und wie unter 2.9.4 beschrieben eluiert. Gezeigt ist die
Aufzeichnung der OD280 (Y-Achse) in Abhängigkeit 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-Färbung und (C) Western Blot mit ausgewählten Eluatfraktionen der
Gelfiltration. Aufgetragen sind je 1 µg (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. Für den Western Blot erfolgte der Elektrotransfer
der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran und der Nachweis des hLa mit monoklonalem
α-hLa Antikörper 3B9 und sekundärem Ziege-α-Maus Antikörper. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zusammenfassend kann das rekombinante hLa Protein mit den zwei Reinigungsschritten der 

Ni-NTA-Chromatographie und der sich anschließenden Gelfiltration von jeglichen 

Kontaminationen abgetrennt werden, welche mit einer Coomassie-Färbung (mit zu 2,5 µg 

Probenmenge) nachgewiesen werden könnten. 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 spätere Versuche zur Kristallisation des Proteins wurde die 

Homogenität der Eluate der Gelfiltration weiter untersucht. Da für die Kristallisation des hLa 

hohe Proteinkonzentrationen erforderlich waren, wurde analysiert, ob das Protein bei höheren 

Konzentrationen löslich bleibt und ob sich aufgrund der hohen Konzentration und dem Fehlen 

von eventuell stabilisierenden Faktoren eine Thermosensitivität einstellt. Es ergab sich, dass das 

Protein bis zu der höchsten getesteten Konzentration von 12 mg/ml konzentriert werden konnte, 

ohne dass sich Präzipitate 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 

Homogenität der Fraktion des gereinigten Proteins erfolgte u.a. durch eine zweidimensionale 

Gelelektrophorese, welche im Rahmen einer Kooperation durch Herrn J. Heukeshoven 

(Heinrich-Pette-Institut) durchgeführt wurde (siehe 2.8.8).  

Wie aus Abb. 3.1.2-1 ersichtlich ist, ergibt die zweidimensionale Auftrennung einer über Ni-

NTA und Gelfiltration gereinigten hLa-WT Fraktion mit anschließender Silberfärbung 

ausschließlich Banden mit einem MW von ~50 kDa und einem isoelektrischen Punkt (pI) 

zwischen 6 und 7,5. In einem parallelen Ansatz wurde ein elektrophoretischer Transfer der 

Proteine auf eine Nitrozellulosemembran mit anschließendem immunbiologischen Nachweis 

durchgeführt (nicht gezeigt), welcher alle in der Silberfärbung erscheinenden Banden als hLa 



                                                                                                                                  - 71 - 

identifizierte. Aus diesem Versuch ergibt sich, dass die Homogenität der Präparation als sehr 

hoch einzustufen ist, da sich in einer zweidimensionalen Gelelektrophorese mit Silberfärbung 

keine Banden ergeben, die nicht als hLa identifiziert werden können. 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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Abbildung 3.1.2-1: 

2-D-Gelelektrophorese mit
Silberfärbung mit 9 µg
einer durch Ni-NTA und
Gel Filration aufgereinigten
hLa-WT Präparation. Die
isoelektrische Fokussierung
(IEF) der 1. Dimension
erfolgte in einem Bereich
zwischen pH 6-9, gefolgt von
einer Auftrennung anhand
des Molekulargewichts in
einem 11% Polyacryl-
amidgel. Molekulargewicht
in kDa links angegeben, pI
Werte resultierend aus der
IEF oberhalb des Gels. 

Aus dem zweidimensionalen Gel in Abb. 3.1.2-1 ergibt sich, dass das Protein einen pI zwischen 

6 und 7,5 aufweist. Es konnte nicht abschließend geklärt werden, woraus sich dieser vergrößerte 

Bereich ergibt, jedoch ist eine Phosphorylierung auszuschließen (siehe 3.1.3). Zudem fällt auf, 

dass das Protein in mindestens zwei Spezies bezüglich der Masse vorliegt, welche sich um 

maximal 2 kDa unterscheiden. Durch eine Analyse mittels MALDI-TOF (siehe 2.8.8), ebenfalls 

im Rahmen einer Kooperation durch Herrn J. Heukeshoven durchgeführt, konnte der 

Unterschied der Massen genauer geklärt werden. 

 
Abbildung 3.1.2-2: Massen-
spektrometrie einer Ni-NTA
und Gel Filrations gereinigten
hLa-Wildtyp Präparation.
Dargestellt ist das Ergebnis der
MALDI-TOF Analyse, welche
die in einer Protein-Suspension
befindlichen Proteine anhand
ihrer Masse auftrennt. Gezeigt
ist Masse / Ladung (Da, X-
Achse) gegen Signalintensität
(Y-Achse). Die Peaks
entsprechen Massen von 48438
und 50678 Da. 
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Wie aus der massenspektrometrischen Analyse (siehe Abb. 3.1.2-2) ersichtlich ist, liegt das hLa 

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 vollständige Synthese C- oder N-terminal 

verkürzt war. Da in einer Sequenzierung die N-terminale Histidin-Markierung nachgewiesen 

werden konnte (nicht gezeigt) handelt es sich bei diesem Phänomen vermutlich um eine C-

terminale Degradation. Es wurde jedoch festgestellt, dass sich dieses Ergebnis nur mit 

bestimmten Proben, welche für längere Zeit in geringeren Konzentrationen (0,1 mg/ml und 

niedriger) gelagert wurden, reproduzieren ließ. Dieses deutet gemäß der Masse des Peaks von 

48438 Dalton darauf hin, dass das Protein unter solchen Umständen C-terminal bis zur 

Aminosäure 386 oder 387 degradiert wird. Alle sonstigen Proben wiesen in der 

Massenspektrometrie lediglich Massen von 50500 Da auf und zeigten somit eine äußerst 

homogene Präparation des hLa-WT Proteins an, da durch diese Methode keine weiteren 

Proteine nachweisbar waren.  

 
Abbildung 3.1.2-2:
Regularisierungs-Histogramm des
dynamischen Light-Scatterings
einer Ni-NTA und Gelfiltrations
gereinigten hLa-WT Präparation.
Es ist die Partikelgröße (nm, X-
Achse) gegen den Anteil an
Gesamtmasse (%Mass, Y-Achse)
aufgetragen für einen Bereich von 1
– 10 nm. Außerhalb des hier
dargestellten Bereiches wurden
keine Partikel detektiert. Es ergibt
sich ein Hauptpeak mit über 50%
der Masse bei 5,02 nm und ein Peak
mit erheblich geringerem Anteil an
gesamter Masse bei 4,2 nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Als Vorversuch für eine Kristallisation wurde zudem mit einer über Ni-NTA und Gelfiltration 

gereinigten Fraktion des hLa ein sogenanntes dynamisches Light-Scattering (DLS, siehe 2.8.8) 

durchgeführt. Die Methode des DLS stellt eine nichtinvasive, schnelle und einfache Methode 

da, welche spektrometrisch die Partikelgröße (und somit das ungefähre Molekulargewicht) von 

Makromolekülen in monodispersen Lösungen bestimmt (162). Diese Versuche wurden in 

Kooperation mit H.J. Hecht bei der Gesellschaft für Biotechnologische Forschung mbH (GBF), 

Abteilung für Strukturforschung, in Braunschweig durchgeführt. Als Material für das hier 

gezeigte DLS diente eine hLa-WT Präparation mit einer Konzentration von 2,5 mg/ml, wobei 

sich das erzielte Ergebnis in dieser Form auch bei höheren Proteinkonzentrationen 

reproduzieren ließ. Wie aus Abbildung 3.1.2-2 ersichtlich ist, ergab sich, dass neben einer kaum 
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messbaren Partikelgröße von 4,2 nm der Hauptteil des hLa-WT in Partikeln mit Größen von 

5,02 nm aufzufinden ist, welches gemäß der im Analyse-Programm implementierten Software 

in einer Massenberechnung von 145 kDa resultiert. Dieses spricht für eine trimere 

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

 

Aus den unter 3.2.1 und in diesem Abschnitt aufgeführten Ergebnissen lässt sich schlussfolgern, 

dass das rekombinante hLa Protein mit den gewählten Methoden in ausreichendem Maße 

exprimiert und durch die Ni-NTA-Reinigung und Gelfiltration von jeglichen Kontaminationen 

befreit wurde, welche durch 2-D-PAGE mit Silberfärbung, Massenspektrometrie durch 

MALDI-TOF oder Spektrometrie durch dynamisches Light-Scattering nachweisbar wären. 

Zudem ist gemäß den Ergebnissen davon auszugehen, dass das rekombinante Protein 

vornehmlich in trimerer Konformation vorliegt. Wie in späteren Versuchen weiter beschrieben 

wird und durch einzelne Experimente im Light-Scattering ansatzweise gezeigt werden konnte, 

scheint das Protein eine trimere Konformation bei Verfügbarkeit von RNA zugunsten einer 

dimeren und hauptsächlich 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 Aminosäuren Serin, Threonin und Tyrosin und es wird 

angenommen, dass diese z.T. regulierend sind für verschiedene Funktionen des Proteins. Da 

auch in der vorliegenden Arbeit Versuche mit (de-)phosphoryliertem hLa durchgeführt 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 pI zwischen 6 

und 7,5 auf. Als Ursache für diese breitere Streuung konnte eine Phosphorylierung zunächst 

nicht ausgeschlossen werden, da ein Phosphatrest den pI eines Proteins in Richtung des sauren 

Bereichs verschiebt. Um eine Phosphorylierung durch bakterielle Kinase zu überprüfen, wurde 

das Protein in langen Inkubationszeiten und mit großen 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 Aminosäuren 

spezifisch dephosphoryliert. Unabhängig von den gewählten Enzymen oder Bedingungen ergab 

sich, dass keine der benutzten Phosphatasen das Bandenmuster in der zweidimensionalen 
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Elektrophorese veränderte (nicht gezeigt). Folglich wird das rekombinante hLa Protein während 

seiner Expression in E.coli nicht phosphoryliert. 

Wie durch andere Arbeiten gezeigt, wird das humane La Protein an Serin366 durch Casein-

Kinase-II in vitro und in vivo phosphoryliert (19, 58). Daher wurde dieses Enzym für die 

Phosphorylierung des Proteins in dieser Arbeit gewählt. In einem Vorversuch wurde festgestellt, 

dass das Enzym unter Zugabe von [α32-P]-ATP eine radioaktive Markierung des hLa Proteins 

verursacht, welche durch Behandlung mit alkalischer Phosphatase zu 95% rückgängig gemacht 

werden konnte (nicht gezeigt). Zudem wurde parallel eine Autophosphorylierung 

ausgeschlossen, da das unbehandelte rekombinante hLa in Anwesenheit von [α-32P]-ATP ohne 

zugesetzte Kinasen auch nach längeren Inkubationszeiten (24 h) keine nachweisbare radioaktive 

Markierung aufwies (nicht gezeigt). Um die Masse und den pI 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. 
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 Abbildung 3.1.3-1:  

2D-Gelelektrophorese mit
Silberfärbung mit 9 µg einer
durch Ni-NTA und
Gelfiltration aufgereinigten
und anschließend mit Casein-
Kinase-II phosphorylierten
hLaWT Präparation. 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
links angegeben, pI Werte
resultierend aus der IEF
oberhalb des Gels. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bei einem Vergleich der unbehandelten Probe mit der phosphorylierten Probe (siehe Abb. 3.1.2-

1 und 3.1.3-1) ist offensichtlich, dass der pI 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 

erwartungsgemäß niedrigeren pI aufweist. Zudem ist davon auszugehen, dass das Protein in 

einer hyperphosphorylierten Form vorliegt, da die Änderung des pI in diesem Maße 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 



                                                                                                                                  - 75 - 

Masse um bis zu 2 kDa unterscheiden. Die Ursache dafür ist bereits an anderer Stelle erwähnt 

(siehe 3.1.2 und Abb. 3.1.2-2). 

Folglich ist gezeigt, dass das unbehandelte, rekombinante Protein eine vollständig 

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 Domänen des hLa im Hinblick auf mehrere Funktionen des humanen La Proteins, 

wie z.B. dessen Interaktion mit RNA und Multimerisierung sowie dessen subzelluläre 

Lokalisation. Zu diesem Zweck wurden eine Reihe verschiedener Mutationen in das Protein 

eingeführt, welche allesamt mittels PCR zunächst in dem prokaryotischen Expressionsvektor 

pET28b(+)-hLa-WT eingefügt 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 eingefügten Mutationen handelte es sich 

um interne Deletionen oder um Punktmutationen mit Aminosäureaustauschen. Die Mutationen 

umfassten verschiedene Domänen des Proteins. Nachfolgen sind das Schema zur Methodik der 

Mutationssynthese sowie die Domänen des hLa graphisch und tabellarisch dargestellt. 
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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 eingefügt,
wobei die Oligonukleotide (Pfeile) derart gewählt 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 DH5α mit anschließender DNA-
Präparation und Sequenzierung. Positive Klone wurden zur Expression des rekombinanten Proteins in
E.coli BL21 transformiert. Schließlich folgten Reinigung und Analyse des Proteins, bevor es für
weitere Funktionsanalysen eingesetzt werden konnte.
Bezeichnung 

der Mutation 

Art der Mutation Mutierte Region 

(Aminosäuren) 

Potentielle Funktion 

der mutierten Region 

hLa-∆1 Interne Deletion RRM1 (11 – 99) Interaktion mit RNA 

hLa-∆2 Interne Deletion RNP2 – RRM2 (113 – 118) Interaktion mit RNA 

hLa-F118A Punktmutation RNP2 – RRM2  

F-118 zu A 

Interaktion mit RNA 

hLa-∆3 Interne Deletion RNP2 – RRM2 (151 – 158) Interaktion mit RNA 

hLa-∆4 Interne Deletion RNP2 – RRM3 (235 – 242) Interaktion mit RNA 

hLa-∆5 Interne Deletion RNP1 – RRM3 (266 – 276) Interaktion mit RNA 

hLa-∆6.0 Interne Deletion Multimerisierungsdomäne 

(274 – 354) 

Multimerisierung 

hLa-∆6.2 Interne Deletion (291 – 354) - “ - 

hLa-∆6.3 Interne Deletion (323 – 354) - “ – (in Teilen) 

hLa-∆7 Interne Deletion (353 – 393) Enthält das NLS 

hLa-M18/19 Multiple 

Punktmutation 

aa 338-341 von 5´-GKGK-3´ 

zu 5´-ETET-3´ 

Region zur NTP-

Bindung /-Hydrolyse 

abelle 3.2: Übersicht über die in dieser Arbeit beschriebenen und benutzten Mutanten des 
umanen La Proteins. Dargestellt sind die Bezeichnung und die Art der jeweiligen Mutation, sowie die 
ntsprechende Position im Protein (ggf. Bezeichnung der Domänen sowie der Aminosäuren in Ein-
uchstaben-Kodierung) und, sofern aus der Literatur bekannt, die potentielle Funktion der mutierten 
egion. Eigene Ergebnisse sind nicht enthalten. Die Literaturverweise sind dem Text zu entnehmen. Die 
ombinationen der jeweiligen Oligonukleotide für die Synthese der Mutanten mittels PCR sind unter 
.10.1 beschrieben.  aa = Aminosäure; NLS = Nukleus-Lokalisations-Signal; RRM = RNA Erkennungs 
otiv; RNP = RNP Konsensus-Sequenz; NTP = Nukleotidtriphosphat 

ach Klonierung der entsprechend mutierten hLa-cDNAs wurden die jeweiligen Proteine 

ekombinant in E.coli exprimiert und wie unter 2.9.1, 2.9.2 (siehe auch 3.1.1) beschrieben 

ugereinigt. Schließlich wurden die verschiedenen Mutanten des hLa-Proteins durch SDS-

AGE mit anschließender Coomassie-Färbung und durch einen Western Blot mit 

mmunbiologischem Nachweis analysiert. Für letzteren Versuch wurden verschiedene 
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monoklonale Antikörper gewählt, welche unterschiedliche Epitope im hLa erkennen (siehe 

2.8.6). Daraus ergibt sich, dass einige der Mutationen des hLa  nur mit bestimmten Antikörpern 

nachgewiesen werden können, weil ihnen für bestimmte andere Antikörper aufgrund einer 

Mutation das Epitop fehlt. 
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    WT  ∆1  ∆2  ∆3   ∆4   ∆5  ∆6  ∆7A)  Abbildung 3.2.-2:  

Analyse verschiedener
Mutanten des humanen La-
Proteins mittels Western Blot.
Die mutierten, rekombinanten und
mittels Ni-NTA-Säulen
aufgereinigten La Proteine
wurden mit je 200 ng in einer
SDS-PAGE aufgetrennt und im
Western Blot analysiert. Die
oberhalb der jeweiligen Gele
angegebenen Bezeichnungen
entsprechen den  beschriebenen
Mutationen (siehe Text).
Linksseitig angegeben ist das
Molekulargewicht (kDa). Der
Nachweis erfolgte mit  den
primären monoklonalen Maus-α-
hLa Antikörpern  3B9 (A+C)
sowie 4B6 (B) und sekundären
HRPO-gekoppelten Ziege-α-
Maus Antikörpern, gefolgt von
einer Chemilumineszenz-
Entwicklung und Exposition eines
Röntgenfilms. hLa-∆6.0, -∆6.2
und -∆6.3 werden durch den
Antikörper 4B6 nicht erkannt,
weil den Proteinen aufgrund der
Deletion das Epitop fehlt; dieses
gilt ebenso für hLa-∆1 und den
Antikörper 3B9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Der in Abbildung 3.2-2 dargestellte immunbiologische Nachweis der rekombinanten hLa 

Mutanten zeigt die Identifizierung aller Proteine durch α-hLa spezifische, monoklonale 

Antikörper. Die im Vergleich zum Wildtyp veränderte Masse der Proteine ergibt sich aus den in 

dieser Deletion fehlenden Aminosäuren. Insbesondere bei Mutationen der RRMs -2 und -3 

(hLa-∆2, -∆3, -∆4, -∆5) sind vermehrt Degradationen oder verfrühte Tranlsationsabbrüche 

aufgetreten, da in diesen Präparationen stets N-terminale Fragmente der Proteine nachweisbar 

waren. Dieses geht aus Abbildung 3.2-2 hervor, welche Fragmente dieser Proteine mit N-

terminal bindenden Antikörpern nachweist, nicht aber mit C-terminal bindenden Antikörpern 

(vergleiche hLa-∆2,- ∆3, -∆4, -∆5 in Abb. 3.2-2A und B). 
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Neben der Identifizierung der hLa-Mutanten durch hLa spezifische monoklonale Antikörper 

wurde ebenso eine SDS-PAGE mit anschließender Coomassie-Färbung durchgeführt, welche 

das Ausmaß an eventuellen Kontaminationen nach Ni-NTA-Aufreinigung anzeigt. Diese 

Ergebnisse werden hier nicht aufgeführt, und entsprechen den für das Wildtyp-Protein 

dargestellten im Teil 3.1.1. Auffällig war jedoch, dass Mutationen im RRM2 oder RRM3 mit 

einer generell geringeren Expression des Proteins in prokaryotischen Kulturen einhergehen. Wie 

später beschrieben, wurden die entsprechenden Mutanten cDNAs z.T. in eukaryotische 

Expressionsvektoren umkloniert. Es zeigte sich in diesen Fällen, 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 präparativen Gelfiltration, welche wie oben beschrieben für die Reinigung des 

humanen La Proteins benutzt wurde, wurde durch Untersuchungen mit der analytischen 

Gelfiltrationssäule 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 beschäftigen. Hauptsächlich stammen diese Beschreibungen 

aus der Arbeit von Craig et al. (44), welche die Region zur Dimerisierung durch N- und C-

terminale Verkürzungen des Proteins auf die Aminosäuren 293 – 348 eingeschränkt 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 ausübt, wenn es die Dimerisierungs-Domäne enthält. Weitere Daten, welche auf 

die Existenz einer Multimerisierungsdomäne 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-abhängig sein könnten (57, 120). 

Die genaue Bestimmung der Multimerisierungsdomäne ist jedoch unstimmig, da in den 

Arbeiten von Ohndorf et al. (150) Multimere in RNA-Bindungsassays bereits mit Mutanten 

erscheinen, welche nur die Aminosäuren 11 – 300 enthalten.  Dieser Mutant schließt lediglich 7 

Aminosäuren der von Craig et al. (44) beschriebenen Domäne ein und es ist unwahrscheinlich, 

dass ein derart kurzes Element (die überlappenden Reste 293 – 300) die Multimerisierung 

vermittelt. 

Aufgrund dieser Diskrepanzen und der Tatsache, dass in dieser Studie interne Deletionen und 

keine N- oder C-terminale Verkürzungen (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 Säule benutzt, welche 

zunächst wie oben für die präparative Säule beschrieben geeicht wurde (siehe 3.1.1 und 2.9.5). 
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 Abbildung 3.3-1: Eichung der analytischen Gelfiltrationssäule. Es wurden die im
Text angegebenen Eichproteine auf die Säule aufgetragen, die Elutionsvolumina
bestimmt und der Elutionskoeffizient KAV berechnet. Das Leervolumen V0 betrug 7,8
ml, das Bettvolumen Vt betrug 24,0 ml. Die Elutionsvolumina waren: Alkohol
Dehydrogenase 12,6 ml (KAV = 0,296), Albumin 13,6 ml (KAV = 0,358), Ovalbumin
14,8 ml (KAV = 0,432), Kohlenstoff-Anhydrase 16,0 ml (KAV = 0,506). Anhand dieser
Werte wurde die Eichgerade erstellt, wobei der KAV 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 Säule wurde gewährleistet, dass das hLa Protein sowohl in monomerer-, 

als auch in di- oder trimerer Konformation innerhalb des linearen und geeichten Bereichs der 

Säule eluieren wird und der Elutionskoeffizient KAV des jeweiligen Peaks berechnet werden 

kann. Dem Puffer (Puffer A, siehe 2.6) wurde für die analytische Gelfiltration 10 mM EDTA 

zugesetzt, um eine unspezifische Kation-vermittelte Oligomerisierung des Proteins über die 

Histidin-Markierung zu unterbinden. Dieses führte dazu, dass es Unterschiede in dem 

Elutionsverhalten des Proteins gab. So eluierte das Wildtyp Protein ohne den EDTA Zusatz als 

ein trimeres Molekül mit einem Elutionsvolumen Ve = 12,6 ml, was einem KAV von 0,296 und 

einer Masse von 150 kDa entspricht (siehe auch Abb. 3.1.1-3A). Demgegenüber wurden nach 

Zusatz von 10 mM EDTA zwei Peaks detektiert mit einem Elutionsvolumen von Ve = 13,0 und 

14,6 ml, was einem KAV 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 größtenteils als Dimer und nur zu einem sehr 

geringen Anteil als Monomer. Die Identität des hLa Proteins in diesen Peaks wurde durch einen 

Western Blot mit Antikörper-Nachweis der entsprechenden Fraktionen bestätigt (nicht gezeigt). 

Dieses impliziert, dass der Aufbau von Trimeren im Gegensatz zu Dimeren zweiwertige Ionen 
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benötigt. Da jedoch an dieser Stelle nicht zu differenzieren ist, ob dieses unspezifisch durch die 

HIS-Markierung ausgeführt wird oder eine spezifische Funktion einer Region des hLa darstellt, 

wurden weitere Mutanten des hLa analysiert. Dazu zählt die Chromatographie der Mutation 

hLa-∆1, in welcher die Aminosäuren 11 – 99 deletiert sind. Die Auftrennung im Puffer A ohne 

Zusatz an EDTA ergab, dass dieses Protein bei einem Elutionsvolumen von Ve = 13,3 ml 

eluierte, was einem KAV 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 für ein 

dimeres hLa-∆1 entspricht folgerichtig der doppelten Masse eines monomeren hLa-∆1, welches 

in einer SDS-PAGE mit einem Molekulargewicht von ~40 kDa läuft (siehe Abb. 3.2-2B). Eine 

analytische Gelfiltration dieses Proteins in einem Puffer mit zugesetztem EDTA wurde nicht 

durchgeführt. Da diese Mutation die potentielle Multimerisierungsdomäne (aa 298 – 348) 

enthält bildet das Protein Dimere aus. Aufgrund der Tatsache, dass hLa-WT in Puffer A ohne 

Zusatz von EDTA als trimeres und hLa-∆1 als dimeres Molekül eluiert ist belegt, dass die für 

die in vitro Trimerisierung notwendige Domäne zwischen den Aminosäuren 11 und 99 liegt und 

zweiwertige Ionen benötigt. 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 Molekülen befindet sich
zwischen den Aminosäuren 11 und 99 und benötigt zweiwertige Ionen. Analytische Gelfiltration
mit 50 µg hLa-WT in Puffer A mit 10 mM EDTA (A) und 50 µg hLa-∆1 in Puffer A ohne
zugesetztes EDTA (B) gemäß dem unter 2.9.5 aufgeführten Protokoll. Die Graphik zeigt jeweils die
Aufzeichnung der OD280 (Y-Achse) in Abhängigkeit vom Elutionsvolumen in ml (X-Achse). Die
Positionen der Eichproteine (siehe Abb. 3.3-1) sind oberhalb mit Pfeilen angedeutet: 150 kDa, 66
kDa, 42,7 kDa, 29 kDa (v.l.n.r.). Die Elutionsvolumina Ve, Elutionskoeffizienten KAV und die
zugeordneten Massen sind im Text beschrieben. Dieses zeigt ein dimeres hLa-WT bei Zugabe von
EDTA und ein dimeres hLa-∆1 ohne zugesetztes EDTA. 
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Abbildung 3.3-2 zeigt die Elutionsprofile von hLa-WT und hLa-∆1 in der analytischen 

Gelfiltration. Dabei fällt auf, dass in variierender Intensität jeweils vor der Position des ersten 

Eichproteins und mit einem Elutionsvolumen von Ve = 7 – 12 ml eindeutige Peaks detektierbar 

sind. Dabei handelt es sich um die oben beschriebenen Multiproteinkomplexe, die hier nicht 

weiter analysiert wurden (siehe auch Abb. 3.1.1-3). 

Da durch die internen Deletionen hLa-∆6.0 (aa 274-354), hLa-∆6.2 (aa 291-354) und hLa-∆6.3 

(aa 323-354) die potentielle Multimerisierungsdomäne (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-∆6.0 

ausschließlich als monomeres Protein mit einem Elutionsvolumen von 14,3 ml, was einem KAV  

von 0,401 und gemäß der Eichgeraden einer Masse von 45 - 50 kDa entspricht. Diese Masse 

liegt etwas oberhalb des mittels SDS-PAGE bestimmten Molekulargewichts von ~40 kDa für 

hLa-∆6 (siehe Abb. 3.2-2A+C), jedoch ist keine der beiden Methoden zur exakten 

Massenbestimmung geeignet. Aus der analytischen Gelfiltration mit hLa-∆6.0 wird 

geschlussfolgert, dass die für die Multimerisierung notwendige Domäne in diesem Protein 

deletiert wurde. 

Die Mutanten hLa-∆6.2 und hLa-∆6.3 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 für die Multimerisierung notwendige Domäne 

auf den Bereich zwischen Aminosäure 274 und 291 eingegrenzt. Dieses steht im Gegensatz zu 

der von Craig et al. beschriebenen Domäne (aa 298 – 348), aber im Einklang mit den oben 

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

 

 Abbildung 3.3-2:  

Die Dimerisierungs-Domäne des hLa
befindet sich zwischen den Aminosäuren
274 und 291. Es wurden 50 hLa-∆6.0 in
Puffer A mit 10 mM EDTA auf die Säule
geladen und wie unter 2.9.5 eluiert. Die
Graphik zeigt jeweils die Aufzeichnung der
OD280 (Y-Achse) in Abhängigkeit vom
Elutionsvolumen in ml (X-Achse). Die
Positionen der Eichproteine sind oberhalb mit
Pfeilen angedeutet (siehe auch Abb. 3.3-1):
150 kDa, 66 kDa, 42,7 kDa, 29 kDa (v.l.n.r.).
Das Elutionsvolumen Ve sowie der
Elutionskoeffizienten KAV sind im Text
beschrieben und zeigen ein monomeres
Protein hLa-∆6.0. 
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Abbildung 3.3-3 zeigt die analytische Gelfiltration mit hLa-∆6.0, in der Multiproteinkomplexe 

mit einem Elutionsvolumen von Ve = 7 – 12 ml detektiert werden (siehe auch Abb. 3.3-2 und 

3.1.1-3). Das Protein hLa-∆6.0 war in einem immunbiologischen Nachweis nur in jenen 

Fraktionen und Peaks nachweisbar, welche der monomeren Masse des Proteins entsprechen 

(nicht gezeigt). 

Nachdem somit die Multimerisierungsdomäne bestimmt wurde, folgte die Prüfung, 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 Läufen in der 

analytischen Gelfiltration überprüft (nicht gezeigt). Dabei ergab sich, dass das Protein in vitro 

unabhängig von der Phosphorylierung als Multimer eluiert, so dass diese Modifikation des 

Proteins folglich keinen Einfluss auf die Multimerisierung ausübt. 

 

 

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 (siehe auch 1.2), welche im folgenden als 

HBV RNA-B2 bezeichnet wird. Die durch ein Computerprogramm berechnete Struktur befindet 

sich in allen viralen HBV RNAs und erfüllt 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 ergänzt werden. Hierzu sollte 

zunächst 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 für die 

Bindung an HBV RNA-B2 essentiellen Aminosäuren ist dabei von herausragender Bedeutung, 

da derartige Informationen die Grundlage für neuartige antivirale Therapien bilden könnten. 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 können, wurde in der vorliegenden Arbeit die 

Wechselwirkung zwischen dem Protein und der RNA detailliert untersucht. Dazu wurden die 

optimalen Bindungsbedingungen für das rekombinante hLa mit einer in vitro transkribierten, 

radioaktiv markierten HBV RNA-B2 in nativen EMSAs (siehe 2.11.9) bestimmt. Anschließend 

wurde bestimmt, welchen Einfluss die Phosphorylierung des Proteins auf die Wechselwirkung 

mit der RNA hat. Nachdem die Dissoziationskonstante durch Sättigungskinetiken sowie die 

Spezifität der Bindung durch Kompetitionsanalysen bestimmt waren, erfolgten Bindungsstudien 

mit den beschriebenen Mutanten des Proteins. In diesen Versuchen wird gezeigt, welche 

Domänen des hLa essentiell oder beitragend für 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 gewählt. 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 Umständen bilden. Bevor die sich anschließenden Versuche zur 

Affinität, Spezifität oder Domänen-vermittelten Analyse durchgeführt werden konnten, mussten 

daher zunächst 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. Zusätzlich 

wurde in diesem Versuch ein Supershift (siehe Abb. 3.4.1-1 und 2.11.9) durchgeführt, welcher 

bestimmt, ob die sich bildenden RNA-Protein-Komplexe durch das hLa Protein vermittelt 

werden. Dieser Versuch dient primär der Differenzierung zwischen spezifischer 

Komplexbildung durch das gereinigte Protein oder unspezifischer Komplexbildung durch 

restliche Kontaminationen. 

Als Standardpuffer für die Bindungsreaktion wurde die im Methodenteil unter 2.11.9 

beschriebene Zusammensetzung gewählt. Sofern nicht anders angegeben besteht diese aus 10 

mM Tris/HCl pH 7,4, 100 mM NaCl, 3 mM MgCl2, 0,5 mM EDTA, 0,5% NP-40 sowie 200 ng 

Ni-NTA gereinigtes Protein und 200000 CPM radioaktiver RNA. Unten aufgeführte Ergebnisse 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    1       2      3      4      5 

                   hLa WT 
  --      --   SW5  poly  pre 

Taschen 

RNPs, 
Supershift 

RNPs, 
hLa Multimer 

RNPs, 
hLa Monomer 

Freie RNA 

Abbildung 3.4.1-1: Rekombinantes
hLa WT Protein bildet distinkte
Komplexe mit HBV RNA-B2. 200 ng
Ni-NTA gereinigtes hLa-WT wurden
ohne (Spur 2) oder mit monoklonalem
α-hLa Antikörper 3B9 (Spur 3),
polyklonalem α-hLa Antikörper 1982
(Spur 4) oder Präimmunserum des
polyklonalen Antikörpers (Spur 5) mit
20 U RNasin 1 h bei 4° C in 10 mM
Tris-HCl pH 7,4 vorinkubiert, bevor
die  restlichen Bestandteile des
Standardreaktionsansatzes sowie die
32P-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 1 und 2). Dabei besteht 

jener mit der höchsten Mobilität aus monomeren hLa-WT, wohingegen jener mit verlangsamter 

Mobilität aus multimeren (vermutlich dimeren) hLa-WT / RNA Komplexen besteht. Der 

monomere Komplex ist dabei stets der dominierende in seiner Intensität, während multimere 

RNPs einer gewissen Varianz unterworfen sind. An späterer 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 Antikörpern 

(Spuren 3 und 4 in Abb. 3.4.1-1) konnten sich Antikörper-Protein Komplexe ausbilden, welche 

die Bindung der RNA durch das Protein nicht beeinflussten, aber die Masse dieses gesamten 

Komplexes sehr stark erhöhten. Folglich wurde dieser Komplex kaum im elektrischen Feld 

aufgetrennt. Eine Inkubation mit dem Präimmunserum des polyklonalen Antikörpers (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 Antikörper 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 Rückstände aus der Proteinreinigung. 

 

Zu den nachfolgenden Analysen zählte die Optimierung der Pufferbedingung in der 

Bindungsreaktion, welche einen entscheidenden Einfluss auf die Wechselwirkung ausüben 

kann. Da zweiwertige Ionen wie MgCl2 die Struktur von RNAs beeinflussen (209) und da 

EDTA im Gegenzug zweiwertige Ionen komplexiert, wurde in diesen Versuchen der Einfluss 

von MgCl2 und EDTA analysiert. Zudem wurde durch steigende Zugabe an NaCl überprüft, 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 Disulfidbrücken beeinträchtigt. Des weiteren wurden der Einfluss 

des pH Wertes und der Temperatur während der Inkubationszeit bestimmt.  
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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 32P-markierte HBV RNA-B2 inkubiert und elektrophoretisch aufgetrennt.
Reaktionen ohne Protein in Spuren 1, 6 und 11. Die Reaktionen in Spur 2 und 13 entsprechen
den Standardbedingungen. Positionen der freien RNA sowie der jeweiligen RNPs und der
Taschen sind linksseitig angegeben. 
ie aus Abbildung 3.4.1-2 hervorgeht, hat die Zugabe von bis zu 1 M NaCl zur 

ndungsreaktion einen nur geringen Einfluss auf die Wechselwirkung zwischen hLa und HBV 

A-B2. Dabei ist eine geringe Abschwächung der monomeren RNA-Protein-Komplexe zu 

obachten, wie auch eine leichte Veränderung der Mobilität (vergleiche Abb. 3.4.1-2, Spur 7 – 

). Letzteres ist möglicherweise durch die hohe Salzkonzentration in diesen Proben verursacht, 

lche die Auftrennung von RNA-Protein-Komplexen im Gel beeinflusst. Dieses Ergebnis für 

n Einfluss von NaCl ist vergleichbar zur methodisch anders bestimmten Interaktion zwischen 

a und der HBV RNA (85) und deutet darauf hin, dass nicht-elektrostatische 

echselwirkungen zu dieser Bindung beitragen.  

e Zugabe des reduzierenden Agens DTT bewirkte keine Änderung der monomeren RNA-

otein-Komplexe (vergleiche Abb. 3.4.1-2, Spur 2 – 5). Daher ist davon auszugehen, dass 

sulfidbrücken im hLa nicht an einer eventuell notwendigen Ausbildung von hLa-Multimeren 

er von RNA-Protein-Komplexen beteiligt sind. Eine Änderung des pH Wertes hatte eine 

chte Abweichung in den monomeren RNA-Protein Komplexen zur Folge, da bei pH 4,0 und 

 die intensive Bildung der monomeren Komplexe gegenüber pH 7,4 leicht eingeschränkt war 

ehe Abb. 3.4.1-2, Spur 12 – 14). 

 die Interaktion zwischen Proteinen und RNA von MgCl2 und EDTA moduliert werden kann 

, 209) wurde der Einfluss dieser Substanzen auf die hier untersuchte Bindung getestet. 

RNPs, 
hLa Monomer 

Freie RNA 

RNPs, 
hLa Multimer 

Taschen 

mM MgCl2          3     2,5    5    7,5   10     -      -      -       1    3      5    10   10 
mM EDTA         0,5     -      -      -       -      1     5    10    0,5  0,5    1     5    10 

 1       2      3     4      5     6     7      8      9    10    11   12   13 
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Abbildung 3.4.1-2: Bestimmung des Einflusses von MgCl2 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 MgCl2 oder EDTA wie oberhalb angegeben mit 200000
CPM 32P-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. 
us Abbildung 3.4.1-3, Spuren 2 – 5 ersichtlich ist, hat MgCl2 einen geringen, 

ntrations-abhängigen Einfluss auf die Bindung von hLa an HBV RNA-B2, da mit 

den Mengen MgCl2 eine leichte Reduktion der Bindung sichtbar ist. Die Bindung von 

n HBV RNA wurde in anderen Experimenten durch MgCl2 nicht beeinträchtigt (85). 

genüber hatte die Zugabe von EDTA bereits bei geringen Konzentrationen einen intensiv 

kenden Effekt auf die Bindung zwischen hLa und HBV RNA-B2 (vergleiche Spur 6 – 8 

– 5 in Abb. 3.4.1-3). Durch die Kombination der Agenzien wurden keine anderen 

isse als eben beschriebene Beobachtungen erzielt (siehe Abb. 3.4.1-3, Spuren 9 – 13). 

ratur (4° C, RT, 37° C) und Zeit (5 – 60 min) der Bindungsreaktion waren ohne Einfluss 

 Bildung der RNA-Protein Komplexe (nicht gezeigt). Zusammenfassend wurden daher 

ndardbedingungen wie unter 2.11.9 angegeben festgelegt. 

 wurde sichergestellt, dass das Verhältnis zwischen RNA und Protein in einem für die 

g optimalen Bereich ist (siehe dazu auch 3.4.2). Ferner ist gewährleistet, dass die 

bene Menge an Radioaktivität eine Signalintensität erzeugt, welche im linearen 

ionsbereich des Phosphorimagers liegt und quantitative Auswertungen zulässt. 

Humanes La Protein bindet hochaffin an HBV RNA-B2 

mane La Protein nimmt die postulierte Rolle eines stabilisierenden Faktors der HBV 

in, was eine Spezifität dieser Bindung impliziert. Daher wird angenommen, dass diese 

elwirkung einer Sättigungskinetik folgt und eine hohe Affinität aufweist, da vollkommen 

ifische Bindungen nicht sättigbar sind und andererseits eine hohe Spezifität oft mit hoher 

ät einhergeht. Dieser Sachverhalt wird nachfolgend durch eine Sättigungskinetik 

iert, in der steigende Konzentrationen an radioaktiv markierter RNA mit konstanten 

ntrationen an Protein inkubiert werden. Demzufolge sollte sich dabei eine Sättigung der 

g einstellen, wobei der halbmaximale Wert der Sättigung die Dissoziationskonstante KD 

mt. Diese erfasst quantitativ die Affinität zwischen Ligand und Bindungsstelle. Zu 

 Zweck wurde das hLa Protein in Vorversuchen mit verschiedenen HBV RNA-B2 

ntrationen inkubiert, um den ungefähren Bereich der Sättigung einzugrenzen (nicht 

t). Anschließend wurde für den eingeengten Bereich die Kinetik in kleinen 

ntrationsstufen im EMSA durchgeführt und mittels Phosphorimager quantitativ 
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ausgewertet. Für diese Versuchsreihe war eine genaue Bestimmung der Proteinkonzentration 

notwendig. Dazu wurde eine mittels Ni-NTA und präparativer Gelfiltration gereinigte hLa-WT 

Präparation benutzt, welche frei von nachweisbaren Kontaminationen war (siehe 3.1.1) und 

somit eine exakte Bestimmung der Proteinmenge erlaubte. Die Quantifizierung der in vitro 

transkribierten HBV RNA-B2 erfolgte über die Berechnung der Radioaktivität der RNA (siehe 

2.11.3). 
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Abbildung 3.4.2-1 Sättigungskinetik zur Bestimmung der Affinität 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 1. (B) Quantitative Auswertung der 
Sättigungskinetiken, wobei die prozentuale Sättigung gegen die molare HBV RNA-B2 
Konzentration aufgetragen ist. Es wurden jeweils die in monomeren Komplexen detektierbaren
Signale gemessen und nach Abzug der Hintergrundintensität in relative Werte umgeformt. Die
Daten wurden einer nicht-linearen Regression unterworfen und repräsentieren die Mittelwerte 
aus 5 unabhängigen Experimenten. 
ie aus Abbildung 3.4.2-1A ersichtlich ist, unterliegt die Bindung zwischen hLa-WT und der 

V RNA-B2 einer Sättigungskinetik. Dabei wird deutlich, dass die Sättigung der monomeren 

mplexe bei einer Konzentration von höchstens 1,5 nM erreicht wird (Abb. 3.4.2-1A, Spur 

). Zudem ist eine Konzentrations-abhängige 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 unabhängigen Experimenten ist 

in Abbildung 3.4.2-1B gezeigt. Daraus geht die Konzentration exakt hervor, bei welcher die 

Bindung im monomeren Komplex zu 50% gesättigt ist. Dieses wird als Dissoziationskonstante 

KD bezeichnet und nimmt wie aus der Quantifizierung ersichtlich einen Wert von KD ~ 0,8 nM 

ein. Schlussfolgernd lässt sich daher feststellen, dass die Bindung zwischen hLa-WT und HBV 

RNA-B2 hoch-affin ist. Dieses in der Affinität vergleichbar ist zu der mit KD ~ 1,4 nM 

ähnlichen 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 Affinität der Bindung bestätigt. 

 

 

3.4.3 Die Spezifität 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 Spezifität 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 können 

verschiedene Substanzen eingesetzt werden, wie DNA, RNA, Polynukleotide usw. Die 

Spezifität der Bindung zwischen dem Protein und der eingesetzten RNA ergibt sich aus dem 

molaren Überschuss des Kompetitors, bei dem die Wechselwirkung reduziert oder aufgehoben 

wird. Für die Analyse der Spezifität 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 

übrigen als unspezifisch anzusehen sind. Die RNAs der Kompetitoren wurden ebenfalls durch 

in vitro Transkription synthetisiert. Diese Synthese beinhaltete im Gegensatz zu jener für die 

HBV RNA-B2 keine radioaktive Markierung, und die Quantifizierung erfolgte photometrisch. 

Die Konzentrationen der Kompetitoren wurden in den Versuchen stufenweise erhöht und lagen 

bei einem bis zu 1000fachen molaren Überschuss gegenüber 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 über die Spezifität der Bindung gibt. Dazu 

werden konstante Konzentrationen verschiedener radioaktiv markierter RNAs eingesetzt, mit 

steigenden Konzentrationen des Proteins inkubiert und anschließend 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 für 

eine effiziente Bindung notwendig sind. In den nachfolgenden Experimenten wurden beide 

Arten der Bestimmung der Spezifität, nämlich Titration und Kompetition, durchgeführt. 
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 Abbildung 3.4.3-1: Bestimmung der Spezifität 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 zunächst monomere Komplexe, die bei steigenden 

Proteinmengen um Multimere ergänzt 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 erklärt sich aus dem Auftreten von multimeren RNPs. Es ist auffällig, dass 

die monomeren Komplexe mit HBV RNA-B2 noch bei wesentlich höheren 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 dafür ist bisher unklar, gibt jedoch Raum für die Annahme, dass hLa präferentiell als 

Monomer an HBV RNA-B2 bindet und hier unter Umständen die Spezifität der Bindung liegt. 

Die jeweiligen Signale in Abbildung 3.4.3-1A für die höchsten Proteinmengen erscheinen 

intensiver als die entsprechenden Intensitäten der freien RNA jeweils links im Bild. Dieses zeigt 

an, dass entweder RNA Fragmente oder freie, radioaktive UTPs zusätzlich gebunden wurden. 

Diese Ergebnisse zeigen an, dass es sich unter diesen Versuchsbedingungen um eine eher 

unspezifische Wechselwirkung handelt. Für eine spezifische Interaktion mit HBV RNA-B2, 

aber nicht mit GAPDH oder Aktin RNA wäre zu erwarten gewesen, dass diese RNAs erst mit 

sehr viel höheren Proteinmengen gebunden werden. 
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Abbildung 3.4.3-2: Bestimmung der Spezifität der hLa-WT HBV RNA-B2 Bindung durch
Kompetitionen. (A) Je 100 ng hLa-WT (Gel Filtrations gereinigt) wurden mit 0,5 nM 32P-
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 Überschuss der Kompetitoren war 0,
10, 50, 100, 250, 500, 750 und 1000fach. Reaktion ohne Protein auf Spur 1+10. Die quantitative
Auswertung dieser Versuche ist in (B) gezeigt, wo die insgesamt gebundene RNA prozentual
gegen den molaren Überschuss des Kompetitors aufgetragen ist. 
nem weiteren experimentellen Ansatz wurde die Spezifität der Bindung wie in Abbildung 

-2 gezeigt durch Kompetitionsanalysen untersucht. In diesen Versuchen wurden konstante 

zentrationen hLa-WT und radioaktiv markierter HBV RNA-B2 mit steigenden Mengen an 

petitoren inkubiert. Das Verhältnis zwischen der Konzentration an Protein und radioaktiver 

 RNA-B2 wurde dabei gemäß der Affinitätsbestimmung (3.4.2) auf eine 50%ige Sättigung 

estellt. Die spezifische Kompetition erfolgte durch unmarkierte HBV RNA-B2 (Abb. 3.4.3-

Spur 3 – 9), während Aktin RNA als unspezifischer Kompetitor eingesetzt wurde (Abb. 

-2A, Spur 12 – 18). Diese wurden in einem entsprechend steigendem molaren Überschuss 

1000fach) gegenüber der radioaktiven HBV RNA-B2 zugegeben. Wie bei der Betrachtung 

EMSAs (Abb. 3.4.3-2A) offensichtlich wird, ist die kompetitive Wirkung beider RNAs 

leichbar und erzielt einen jeweils ähnlichen Effekt auf die monomeren und multimeren 

plexe. Die in Abb. 3.4.3-2B gezeigte quantitative Auswertung der jeweiligen 

alintensitäten durch einen Phosphorimager ergibt eine parallele Abnahme der Komplexe in 

en Versuchsreihen. Eine Quantifizierung der nur in monomeren gebundenen RNA und 

n Kompetition ergab vergleichbare Resultate. Auch durch die Verwendung anderer 

petitoren (Telomerase- und GAPDH RNA) ist keine höhere Spezifität der Bindung 

orgegangen (nicht gezeigt) und erzielte in etwa Werte wie die oben dargestellten.  

eine spezifische Bindung wäre zu erwarten, dass HBV RNA-B2 als Kompetitor bei 

enden Konzentrationen wesentlich stärker und eher zu einer Abnahme der Bindung führt 

ktin RNA oder eine der anderen RNAs. Da diese Werte jedoch einander entsprechen ist 

einer unter diesen Bedingungen eher unspezifischen Bindung von hLa-WT an HBV RNA-

uszugehen. Dieses steht im Gegensatz zu der hochspezifischen Bindung von mLa an HBV 

 (85, 87), wobei jedoch kein gereinigtes Protein sondern Nukleusextrakte benutzt wurden. 

r ist anzunehmen, dass weitere Faktoren (z.B. andere Proteine) die Spezifität der Bindung 

vo entsprechend beeinflussen. Zusätzliche Hinweise dafür stammen aus Daten, welche eine 

ulation der hLa-WT HBV RNA-B2 Interaktion durch Zugabe von Kernextrakten in 

As zeigen (I. Ehlers & T. Heise, unveröffentlichte Daten). Dieses impliziert einerseits, dass 

r lebenden Zelle die Spezifität durch weitere Faktoren beeinflusst wird und andererseits, 

 die Spezifität der Bindung von hLa-WT an HBV RNA-B2 lediglich in der monomeren 

plexbildung liegen könnte. 
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3.4.4 Die Phosphorylierung des humanen La Proteins beeinflusst nicht 
dessen Bindung an die HBV RNA-B2 

 

An anderer Stelle wurde bereits die Bedeutung der Phosphorylierung des humanen La Proteins 

detaillierter beschrieben (siehe 1.1, 1.3) und das Protein weist eine Vielzahl potentieller Stellen 

zur Phosphorylierung auf. Da eine große Anzahl von Funktionen und Prozessen einzelner 

Proteine oder ganzer Reaktionsverläufe durch geringe Modifikationen wie eine 

Phosphorylierung gesteuert werden können, wird der Einfluss der Phosphorylierung des 

Proteins auf die Interaktion mit HBV RNA.B2 überprüft. Zudem wurde durch Heise et al. (87) 

gezeigt, dass die Phosphorylierung des mLa ein Faktor sein kann, welcher die Bindung dieses 

Proteins an die HBV RNA moduliert. In jener Arbeit ist demonstriert, dass die Behandlung des 

eingesetzten Kernextrakts mit alkalischer Phosphatase zu einer stark reduzierten Bindung des 

mLa an die HBV RNA führt. Es ist jedoch nicht differenziert, ob die Dephosphorylierung des 

mLa oder eines anderen Faktors diese Modulation bewirkt. Zudem geht aus anderen Arbeiten 

hervor, dass die Phosphorylierung des humanen Proteins die Bindung an andere RNAs oder 

Polynukleotide beeinflussen kann (57, 58, 150). 

Aus diesem Grund wurde in nachfolgenden Experimenten analysiert, ob eine Phosphorylierung 

des hochgereinigten hLa die Bindung an HBV RNA-B2 verändert. Dazu wurden vergleichend 

in einander entsprechenden Mengen die phosphorylierte und die dephosphorylierte Form des 

Proteins (siehe 3.1.2 und 3.1.3) mit gleichen Mengen HBV RNA-B2 in einem EMSA analysiert. 

 

  1       2       3 
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Abbildung 3.4.4-1: Die
Phosphorylierung des humanen La
Proteins hat keinen Einfluss auf die
Bindung an HBV RNA-B2 im
nativen EMSA. 200000 CPM 32P-
markierter RNA wurden mit je 100 ng
dephosphoryliertem (Spur 2) oder
phosphoryliertem (Spur 3), Gel
Filtrations gereinigten hLa-WT
inkubiert und im nativen EMSA
elektrophoretisch aufgetrennt.
Reaktion ohne Protein auf Spur 1. Die
Positionen der freien RNA sowie der
RNPs sind linksseitig angegeben. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aus Abbildung 3.4.4-1 und der nicht gezeigten Quantifizierung der Signalintensitäten geht 

hervor, dass die Phosphorylierung des Proteins unter den gewählten Bedingungen keine 

Bedeutung hat für die Bindung an HBV RNA-B2. Dieses wurde in mehreren Versuchen 
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bestätigt, von denen in obiger Abbildung ein repräsentatives Ergebnis gezeigt ist. In einigen 

Experimenten schien die Phosphorylierung einen Einfluss zu haben auf das Verhältnis zwischen 

mono- und multimeren Komplexen. Dieses war jedoch nicht reproduzierbar und wird daher als 

nicht wesentlich angesehen. Zudem ist bereits vorher aufgeführt (siehe 3.3), dass die 

Phosphorylierung des Proteins nicht die Oligomerisierung verändert.  

Sofern die für die Interaktion zwischen mLa und HBV RNA gezeigten Ergebnisse auf die 

Bindung des humanen Proteins übertragen werden können ist anzunehmen, dass zusätzliche 

Faktoren notwendig sind, welche die Bindung der HBV RNA in Abhängigkeit von der 

Phosphorylierung des Proteins vermitteln. Dabei bleibt offen, ob ein anderer Faktor die (De-) 

Phosphorylierung des hLa erkennt und die Bindung an HBV RNA entsprechend moduliert, oder 

ob ein anderer Faktor selbst phosphoryliert wird und sich entsprechend auf die Bindung 

auswirkt.  

 

 

3.4.5 Bindungsstudien mit HBV RNA-B2 und den Mutanten des humanen 
La Proteins 

 

In oben genannten Versuchsreihen sind die Optimierung der Bindungsreaktionen und die 

allgemeine Charakterisierung der Wechselwirkung zwischen hLa WT und HBV RNA-B2 

gezeigt, wie auch die Analysen der Affinität, Spezifität und der Einfluss der Phosphorylierung. 

Dabei ist gezeigt, dass die Bindung von hLa-WT an HBV RNA-B2 hochaffin ist, aber unter den 

gewählten Versuchsbedingungen offensichtlich nur mit geringerer Spezifität erfolgt. In den sich 

anschließenden Experimenten wird analysiert, durch welche Domänen des hLa die Bindung an 

die HBV RNA-B2 vermittelt wird. Dabei sollte zudem zwischen essentiellen oder beitragenden 

Domänen unterschieden werden. In Anlehnung an die über die Bindung an tRNA bekannten 

Daten ist davon auszugehen, dass die einzelnen Domänen des hLa Proteins unterschiedliche 

Funktionen in der Erkennung von RNA haben (126, 221). Des weiteren haben diese 

Experimente das Ziel, Unterschiede in der Bindung des hLa an verschiedene RNAs 

aufzuzeigen. Dieses stellt einen entscheidenden Faktor in der Entwicklung antiviraler Strategien 

dar. 

Zu diesem Zweck wurden die unter 3.2 beschriebenen Mutanten des humanen La Proteins als 

rekombinante Form exprimiert, gereinigt und im nativen EMSA eingesetzt. Die eingefügten 

Mutationen umfassten dabei die RNA Erkennungs-Motive RRM1, RRM2 und RRM3, die 

Multimerisierungsdomäne, das WAM sowie verschiedene weitere, C-terminale Regionen, 

welche in Tabelle 3.2-1 beschrieben sind. Des weiteren sollte durch die Ergebnisse dargestellt 

werden, welche der im EMSA auftretenden Komplexe tatsächlich aus monomeren oder 

multimeren Formen des Proteins bestehen und warum sich monomere Komplexe ausbilden, 

während das Wildtyp Protein wie u.a. in der analytischen Gelfiltration gezeigt als Multimer 
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vorliegt (siehe 3.3). Hierfür ist insbesondere die Mutation hLa-∆6.0 von Bedeutung, da in dieser 

Mutation die Multimerisierungsdomäne deletiert ist und das Protein nur als monomere Form 

vorliegt. 
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Abbildung 3.4.5-1: Der C-terminale Bereich des Proteins trägt zu einer effizienten Bindung
der HBV RNA-B2 bei. (A) Je 200 ng Ni-NTA gereinigtes hLa-WT, hLa-∆6.2 und hLa-∆6.3 (in
Doppelwerten, Spuren 2 - 7, oberhalb des Gels angegeben) wurden mit 32P-markierter HBV
RNA-B2 inkubiert und im nativen EMSA elektrophoretisch aufgetrennt. Positionen der freien
RNA und der monomeren oder multimeren RNPs sind linksseitig angegeben. (B) Analyse der
Interaktion zwischen hLa-∆6.0 und hLa-∆7 im Vergleich zum hLa-WT wie für (A) beschrieben.
Reaktionen ohne Protein in Spur 1+8. (C) Schematische Darstellung des hLa-WT und der in (A)
und (B) benutzten Mutanten des Proteins. Die jeweils deletierten Aminosäuren sind angegeben. 

 

 

 

 

 

 

Aus Abbildung 3.4.5-1B ist ersichtlich, dass hLa-∆6.0 nur einen Komplex mit der HBV RNA-

B2 erzeugt, wohingegen das Wildtyp Protein wie zuvor gezeigt mehrere Komplexe ausbildet. 

Zudem zeigt die Lage des Komplexes aus HBV RNA-B2 und hLa-∆6.0 die Position des 

Monomers an, da dieses Protein gemäß der analytischen Gelfiltration nur als Monomer vorliegt 

(siehe 3.3). Dieses ist insbesondere für die allgemeine Bindungscharakterisierung von 

Bedeutung, da das Wildtyp Protein wie oben gezeigt (siehe 3.3) als Multimer vorliegt. Sobald 

jedoch wie im nativen EMSA RNA zum Protein zugegeben wird, zerfällt das Multimer in 
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monomere RNA-Protein Komplexe. Daraus resultiert ein Modell, nach dem die 

Multimerisierung des Proteins durch RNA beeinflusst wird, da das Wildtyp Protein in der 

analytischen Gelfiltration als Multimer vorliegt, im nativen EMSA jedoch präferentiell als 

Monomer an RNA bindet. 

Zudem ist festzustellen, dass die Bindung von hLa-∆6.0 an die HBV RNA-B2 einer gewissen 

Schwankung unterliegt, die aber in jedem Falle gegenüber dem hLa-WT eine stark reduzierte 

Interaktion anzeigt (Abb. 3.4.5-1B, vergleiche Spur 2,3 und 9 mit 10). In einigen Experimenten 

ist diese Bindung erheblich schwächer gewesen als in Abbildung 3.4.5-1B dargestellt. Ebenso 

wie in hLa-∆6.0 ist auch in hLa-∆6.2 eine starke Reduktion der Bindung an die HBV RNA zu 

beobachten (Abb. 3.4.5-1A, Spur 4+5). Die Bindungsaktivität des Proteins hLa-∆6.3 ist 

gegenüber der des hLa-WT nur geringfügig abgeschwächt (Abb. 3.4.5-1A, vergleiche Spur 2+3 

mit 6+7). Auffällig ist, dass bei hLa-∆6.3 keine multimeren Komplexe erscheinen, wobei die 

Bildung dieser Komplexe einer starken Varianz unterliegt und hier für hLa-∆6.3 nicht weiter 

analysiert wurde.  In der analytischen Gelfiltration eluierte dieses Protein als ein multimeres 

Molekül (siehe 3.3). 

Hieraus lässt sich schlussfolgern, dass insbesondere die Aminosäuren 274 bis 323 zu einer 

effizienten Bindung des humanen La Proteins an HBV RNA-B2 beitragend sind. Da mit hLa-

∆6.0 noch eine Bindung gemessen werden kann, vermittelt die Funktion der Multimerisierung 

nicht die Bindung an diese RNA. Eindeutig ist jedoch, dass die Aminosäuren in diesem Bereich 

zu einer stabilen Bindung beitragend sind. 

Um den weiter C-terminalen Bereich des Proteins auf seine Bindungsaktivität zu überprüfen 

wurde die Mutation hLa-∆7 benutzt. Diese Mutation reduzierte die Bindung an HBV RNA-B2 

im Vergleich zum Wildtyp erheblich, was eine Beteiligung dieser Aminosäuren an einer 

effizienten Bindung der RNA anzeigt. Andererseits könnten eventuelle strukturelle Änderungen 

durch die eingefügte Deletion eine negative Auswirkung auf die Interaktion mit der RNA haben 

und das Ergebnis verfälschen. Prinzipiell könnte dieses ebenso für die zuvor genannten 

Deletionen gelten. Zusammenfassend lässt sich aus diesem Experiment schlussfolgern, dass das 

hLa Protein präferentiell als Monomer an die HBV RNA-B2 bindet und dass das multimere 

Protein in ein monomeres zerfällt unter dem Einfluss von RNA. Die Funktion der 

Multimerisierung ist für die Bindung von HBV RNA-B2 nicht notwendig. Zudem ist die 

Notwendigkeit insbesondere der Aminosäuren 274 – 323 für eine effiziente Bindung dieser 

RNA dargestellt. 

Wie eingangs beschrieben enthält das humane La Protein drei RNA-Erkennungs-Motive 

(RRMs), welche wie in Teilen für tRNA oder Polynukleotide gezeigt die Bindung an RNA 

vermitteln können (32, 126, 150). Diese Motive wurden in dieser Arbeit durch interne 

Deletionen oder Punktmutationen verändert (siehe 3.2). Durch die Mutation hLa-∆1 ist ein N-

terminaler Teil des Proteins deletiert (aa 11 – 99), welcher unter anderem das gesamte RRM1 
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beinhaltet. Für die RRMs 2 und 3 wurden wesentlich kleinere Deletionen eingefügt in Größen 

von 6 bis 11 Aminosäuren. Dabei wurden jeweils die RNP Motive im RRM2 und -3 deletiert, 

welche konservierte Sequenzen darstellen und als essentielle Motive in der RNA Bindung 

beschrieben sind (32). Im Falle des RNP-2 im RRM2 mit der Sequenz 113-VYIKGF-118 passen 

die Aminosäuren Valin (V) und Isoleucin (I) dieses Motivs in die von Birney et al. (25) 

vorgeschlagene Konsensussequenz (siehe Abb. 3.4.5-2C), jedoch nicht das Phenylalanin an 

Position 118. Aus diesem Grund und weil insbesondere aromatische Seitengruppen an der 

Bindung von RNAs beteiligt sein können (32) wurde eine Punktmutation im RNP-2 des RRM2 

eingefügt. Dabei wird das Phenylalanin-118 zu Alanin mutiert und im folgenden als hLa-F118A 

bezeichnet. Die rekombinanten, gereinigten Proteine wurden in nativen EMSAs eingesetzt, um 

die Beteiligung oder Notwendigkeit der jeweiligen Motive an der HBV RNA-B2 Bindung zu 

analysieren. 

                       RNP-2             RNP-1 
 
hLa RRM2           113-VYIKGF-118   151-KGSIFVVF-158 
Konsensus-Sequenz      UxUxxL           xxxUxVxF 
 
hLa RRM3           235-KFSGDL-240   268-AKEGIILF-275 
Konsensus-Sequenz      UxUxxL           xxxUxVxF 

C) 

RRM1    RRM2    RRM3       NoLS 
                                    Dimer.        NLS

hLa-WT 
 

hLa-∆1 (∆aa 11-99) 
 

hLa-∆2 (∆aa 113-118) 
 

hLa-∆3 (∆aa 151-158) 
hLa-∆4 (∆aa 235-242) 
hLa-∆5 (∆aa 266-276) 

   1       2      3         4     5    6     7          8      9     10        11  12  13  14 

  --   WT   ∆1     -- WT ∆2 ∆3       --  WT F118A -- WT ∆4 ∆5 

Taschen 

RNPs, hLa 
multimer 

RNPs, hLa 
monomer 

Freie RNA 

A) 

B) 
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 Abbildung 3.4.5-1: Daie RNP-2 Sequenzen im RRM2 und RRM3 sind essentiell für die
Bindung von HBV RNA-B2. (A) Je 200 ng Ni-NTA gereinigtes hLa-WT (Spuren 2, 5, 9, 12),
hLa-∆1 (Spur3), hLa-∆2 und hLa-∆3 (Spuren 6+7), hLa-F118A (Spur 10) sowie hLa-∆4 und
hLa-∆5 (Spuren 13+14) wurden mit 32P-markierter HBV RNA-B2 inkubiert und im nativen
EMSA elektrophoretisch aufgetrennt. Positionen der freien RNA und der monomeren oder
multimeren RNPs sind linksseitig angegeben. Reaktionen ohne Protein auf Spuren 1, 4, 8, 11.
(B) Schematische Darstellung des hLa-WT und der in (A) benutzten Mutanten des Proteins.
Die jeweils deletierten Aminosäuren sind angegeben. hLa-F118A ist darin nicht gezeigt und
befindet sich in der in hLa-∆2 deletierten Region. (C) Vergleich der RNP-1 und RNP-2
Sequenzen des RRM2 und RRM3 mit den jeweiligen Konsensus-Sequenzen, die von Birney et
al. identifiziert wurden. x = beliebige Aminosäure; U = ungeladene Aminosäure (L, I, V, A, G,
F, W, Y, C, M). Dimer = Multimerisierungsdomäne 

 

 

 

 

 

 

 

 

Durch die in Abbildung 3.4.5-2A dargestellten Analysen der Mutanten des humanen La 

Proteins in Bezug auf ihre HBV RNA-B2 Bindungsaktivität zeigen sich deutliche Unterschiede 

zwischen den Proteinen im Vergleich zu hLa-WT. In der Deletion hLa-∆1 wurden die 

Aminosäuren 11-99 deletiert, welche das RRM1 beinhalten. Dieses Motiv des La Proteins ist 

unter den verschiedenen Spezies hoch konserviert und ihm wurde eine essentielle Rolle in der 

Erkennung und Bindung von prä-tRNAs zugeschrieben (siehe Reviews (126, 221)). Durch die 

oben gezeigten Versuche ist belegt, dass das RRM1 nicht notwendig ist für eine Bindung an 

HBV RNA-B2. Dieses Ergebnis ließ sich in einer Vielzahl verschiedener, unabhängiger 

Experimente bestätigen, bei denen mehrere Proteinpräparationen eingesetzt wurden. Im 

Vergleich zur Bindung des hLa-WT ist auffällig, dass die Wechselwirkung des hLa-∆1 mit 

HBV RNA-B2 wie auch die Bildung der verschiedenen Komplexe intensiver ist. Dieses ist 

umso überraschender, als dieses Motiv die Erkennung des poly-(U) 3´-Terminus von prä-tRNAs 

vermittelt (siehe 1.3). Da die HBV RNA-B2 weder am 5´- noch 3´-Terminus ein  poly-(U) 

enthält, scheint das RRM1 insbesondere für die Erkennung einer spezifischen Gruppe von 

RNAs notwendig zu sein oder an einer internen Region der HBV RNA-B2 zu binden. Dieses 

Motiv hat offensichtlich keine essentielle Bedeutung für die generelle RNA Bindung des 

Proteins. Für die Bindung von HBV RNA-B2 ist dieses Motiv nicht notwendig, wobei die 

unspezifischen Bedingungen des hier benutzten EMSAs keine sehr geringen Unterschiede in der 

Bindung anzeigen. 

Die Analyse von hLa-∆2, in dem das RNP-2 Motiv des RRM2 deletiert ist, zeigt die absolute 

Notwendigkeit der Aminosäuren 113VYIKGF118, da ein Fehlen dieser Sequenz zu einem 

vollständigen Verlust der RNA-Bindungsaktivität führt (siehe Abb. 3.4.5-2A, vergleiche Spur 5 

+ 6). Dieses Ergebnis konnte mit mehreren Proteinpräparationen verifiziert werden, und auch 

hohe Mengen dieses Proteins im EMSA (800 ng) zeigten keinerlei Bindung der RNA. Da dieses 

Motiv folglich essentiell ist für die RNA Bindung, sollte möglichst ausgeschlossen werden, dass 

strukturelle Änderungen aufgrund der Mutation zu einer veränderten RNA Bindung führen. 

Daher wurde in diesem Motiv eine Punktmutation eingeführt, welche das Phenylalanin an 

Position 118 zu Alanin mutiert, da diese Aminosäure im Gegensatz zu den anderen Resten nicht 

in die von Birney et al. identifizierte Konsensus-Sequenz passte (siehe Abb. 3.4.5-2C) und da 
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aromatische Reste den Kontakt zu RNAs vermitteln können (32). Das Protein hLa-F118A hat 

gegenüber dem Wildtyp eine um 50% verminderte Bindungsaktivität (Abb. 3.4.5-2A, Spur 

9+10). Dieses Ergebnis zeigt einerseits die Bedeutung des aromatischen Seitenrests F118 sowie 

andererseits die Notwendigkeit des RNP-2 im RRM2 für die generelle Bindung von HBV RNA-

B2. 

Die RNP-1 Sequenz 151KGSIFVVF158 im RRM2 zeigt eine große Homologie zur beschriebenen 

Konsensus-Sequenz (siehe Abb. 3.4.5-2C). Die Deletion dieses Bereiches in hLa-∆3 führt zu 

einer Reduktion aber nicht zu einem Ausbleiben der Bindungsaktivität (Abb. 3.4.5-2A, 

vergleiche Spuren 5+7). Daher lässt sich schlussfolgern, dass das RNP-2 im RRM2 essentiell ist 

für die RNA Bindung, wohingegen das RNP-1 teilweise notwendig ist. Im Gegensatz zum 

RRM1 ist das RRM2 demnach unentbehrlich für die RNA Bindung. 

Die Untersuchung des RRM3 zeigt die Notwendigkeit des RNP-2 Motivs 235KFSGDLDD242 für 

die Bindung an HBV RNA-B2 (siehe Abb. 3.4.5-2A, vergleiche Spuren 12+13), welches in der 

Mutation hLa-∆4 deletiert wurde. Hierbei ist wie in der Deletion hLa-∆2 keine Bindung 

detektierbar (Abb. 3.4.5-2A, Spuren 6+13). Dieses ist auffallend, da dieses Motiv keine große 

Homologie aufweist zur beschriebenen Konsensus-Sequenz (siehe Abb. 3.4.5-2C). Im 

Gegensatz dazu passt das RNP-1 Motiv des RRM3 wesentlich besser zur Konsensus-Sequenz 

und eine Deletion dieser Region in hLa-∆5 266RGAKEGIILFK276 führt zu einer stark 

verminderten Bindungsaktivität (Abb. 3.4.5-2A, vergleiche Spuren 12+14). Dabei ist zu 

beachten, dass zusätzlich zur jeweiligen RNP minimal-Sequenz in hLa-∆4 und in hLa-∆5 zwei 

bis drei weitere Reste deletiert sind (siehe 2.5.1). 

Des weiteren ist zu beachten, dass eine Reduktion der Bindung wie insbesondere in hLa-∆2 und 

hLa-∆4 nicht auf eine zu hohe Stringenz der Bindungsreaktion zurückzuführen ist, da in zuvor 

genannten Experimenten eine allgemein niedrige Spezifität der Bindung gezeigt wurde (siehe 

3.4.3). Dadurch können geringe Unterschiede in den Bindungseigenschaften verschiedener 

Proteine nur schwer detektiert werden, aber demgegenüber erlaubt diese Methode die 

Identifizierung von Proteinen mit absoluten Bindungsdefekten. 

Zusammenfassend lässt sich schlussfolgern, dass das RRM1 nicht an der Bindung der HBV 

RNA-B2 beteiligt ist, wohingegen die RNP-2 Motive der RRMs2 und –3 essentiell sind. Die 

RNP-1 Regionen dieser Domänen sind teilweise notwendig. Daher wird ein Zusammenwirken 

des RRM2 und RRM3 bei der Bindung der HBV RNA-B2 abgeleitet. Ferner sind die 

Aminosäuren 274 – 323 zur effizienten Bindung entscheidend. 
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3.5 Wechselwirkungen des humanen La Proteins mit tRNA 
 

Durch oben beschriebene Analysen (siehe 3.4.5) wurde dargestellt, welche Domänen des hLa 

Proteins zur Bindung der HBV RNA-B2 in vitro  beitragen. Für die Entwicklung einer am hLa 

Protein ansetzenden antiviralen Strategie gegen eine HBV Infektion ist eine Analyse zellulärer 

Funktionen des hLa notwendig. Das La Protein ist u.a. insbesondere an der molekularen 

Prozessierung von tRNA Vorläufern beteiligt (siehe 1.3). Unterschiede zur Wechselwirkung mit 

HBV RNA bestehen dabei sowohl auf Ebene der RNA als auch auf der des Proteins. Die HBV 

RNA ist ein RNA Polymerase II Produkt, während prä-tRNAs ein Polymerase III Produkt sind. 

Letzteren ist ein (UUU-OH)-3`-Terminus gemeinsam und dieses gilt als Erkennungsmotiv für 

das La Protein (126, 127, 221, 222). Seitens des Proteins ist für die Interaktion mit prä-tRNA 

hauptsächlich das RRM1 sowie das WAM beschrieben, während die Bedeutung des RRMs 2 

und 3 sowie einiger weiterer C-terminaler Regionen noch vollkommen ungeklärt ist ((126, 127, 

221, 222) und Referenzen in 1.3). 

In den folgenden Experimenten wird die Wechselwirkung zwischen dem humanen La Protein 

und der tRNA im nativen EMSA beschrieben. Dazu wurde das oben dargestellte rekombinante 

Protein und eine mittels in vitro Transkription synthetisierte tRNAVal benutzt, welche als prä-

tRNA, als reife tRNA oder als Zwischenstufe mit 5´-leader oder 3´-trailer vorlag (siehe unten, 

Abb. 3.5.3-1). Zunächst wurde der Einfluss der Phosphorylierung des Proteins auf die tRNA 

Bindung untersucht. Anschließend wurde wie für die HBV RNA-B2 bestimmt, welche 

Domänen des Proteins zur Bindung der tRNA beitragend oder essentiell sind. Schließlich wurde 

durch RNA-Interferenz (siehe 2.13.3) die Notwendigkeit des endogenen La Proteins für die 

tRNA Expression in lebenden Zellen gezeigt.  

 

 

3.5.1 Spezifität der Bindung zwischen humanem La Protein und tRNAVal 
im nativen EMSA 

 

Wie aus den in Teil 1.3 dargestellten Zusammenhängen und der in Abb. 1.3-1 gezeigten 

schematischen Reaktionsabfolge der tRNA Prozessierung hervorgeht bindet das La Protein an 

prä-tRNA Moleküle. Gemäß dem in der Literatur gängigen Modell (siehe Übersichtsartikel 

(126, 221)) bindet das Protein mit dem RRM1 den 3´-Terminus des Vorläufer Moleküls mit 

poly(U) Ende und mit dem Walker-A-Motiv und / oder der basischen, C-terminalen Region den 

5´-Terminus der prä-tRNA. Das RRM2 und RRM3 sollen an den Stamm des prä-tRNA 

Moleküls binden, wobei dieses bisher nicht untersucht ist. Dabei sind insbesondere die 

genannten trailer und leader Sequenzen der prä-tRNAs von Bedeutung, da das Protein an diese 

Bereiche bindet. 
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Aus diesen Gründen ist anzunehmen, dass das La Protein im nativen EMSA nicht oder 

wesentlich schwächer an reife tRNA bindet als an prä-tRNA. In späteren Analysen folgte die 

Prüfung, welche Domänen des Proteins an der tRNA Bindung beteiligt oder dafür essentiell 

sind. Zu diesem Zweck muss ausgeschlossen werden, dass ein eventuell auftretendes 

Ausbleiben der RNA Bindung z.B. aufgrund von Mutationen auf die Stringenz der Reaktionen 

zurückzuführen ist. Wie im Falle der HBV RNA-B2 erfolgte daher zunächst die Analyse der 

Spezifität der Bindung des rekombinanten hLa an die in vitro synthetisierte tRNAVal. Dafür 

wurde die Bindung des hLa-WT in vitro an prä-tRNAVal und reife tRNAVal analysiert und 

verglichen. Zu diesem Zweck wurde die Spezifität der Bindung durch Kompetitions-Versuche 

dokumentiert. Erläuterungen zum Prinzip dieser Versuche sind im Teil 3.4.3 gegeben. 

Anschließend wurden für die weiteren Experimente unspezifische Bedingungen gewählt um 

Mutanten mit eindeutigen tRNA Bindungsdefekten zu identifizieren, was u.a. Ziel dieser Studie 

war. 

 

1   2   3    4   5    6   7    8   9  10

poly(C) poly(C) 

  prä-tRNAVal            reife tRNAVal 
Taschen 

RNPs,  
hLa multimer 

RNPs,  
hLa monomer 

Freie RNA 

Abbildung 3.5.1-0: hLa-WT
bindet spezifisch an prä-tRNAVal.
Es wurden 100 ng Ni-NTA
gereinigtes hLa-WT Protein mit je
300000 CPM 32P-markierter prä-
tRNAVal (Spuren 2-5) oder reifer
tRNAVal (Spuren 7-10) und  mit
steigenden Mengen unspezifischen
Kompetitor poly(rC) (2, 4, 6, 8 µg)
inkubiert und im nativen EMSA
analysiert. Reaktionen ohne Protein
und mit 2 µg poly(rC) auf Spuren
1+6. Die Positionen der freien
RNA, der RNPs sowie der Taschen
sind linksseitig angegeben. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aus Abbildung 3.5.1-1 geht hervor, dass das hLa Protein im nativen EMSA verschiedene 

Komplexe mit tRNAVal eingeht. In Anlehnung an die mit HBV RNA-B2 erzielten Ergebnisse ist 

davon auszugehen, dass der Komplex mit der höchsten Mobilität aus monomeren RNA-Protein-

Komplexen besteht, während in jenen mit höheren Mobilitäten Multimere vorliegen. Folglich 

zerfällt das multimere hLa-WT nach Zugabe von tRNA ebenso wie durch HBV RNA-B2 in 

eine monomere Form. Dabei bindet das Protein, welches in diesem Versuch im Gegensatz zu 

den Standardbedingungen nur mit 100 ng eingesetzt wurde, erwartungsgemäß wesentlich 

stärker an prä- als an reife tRNAVal. Mit letzterer sind unter diesen Bedingungen nur Signale 

erkennbar, welche kaum intensiver erscheinen als der Hintergrund. Dieses zeigt eine hohe 
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Spezifität des Proteins für prä-tRNAVal an. Durch Zugabe von steigenden Mengen 

unspezifischen Kompetitors poly(rC) wurde die Spezifität der Bindung weiter belegt. Dabei 

hatte der höchste dargestellte Wert von 8 µg Kompetitor keinerlei Einfluss auf die Bindung des 

Proteins an prä-tRNAVal. Es ist anzumerken, dass diese Menge an Kompetitor einem ca. 

5000fachen molaren Überschuss gleichkommt, was als weiterer Beleg für die hohe Spezifität 

dieser Bindung gilt. Der Einfluss des Kompetitors auf die Bindung an reife tRNAVal war 

aufgrund der allgemeinen Schwäche dieses Signals kaum detektierbar. 

Um aus oben genannten Gründen in den folgenden Versuchen unspezifische Bedingungen zu 

wählen, wurde dem Bindungsansatz nur 2 µg Kompetitor poly(rC) zugefügt und das Protein 

wurde mit der doppelten Menge (200 ng) je Reaktion eingesetzt. Unter diesen Bedingungen 

wird auch reife tRNAVal gebunden (siehe unten), was vermutlich nicht die reale Situation 

wiedergibt und u.a. der Identifikation von RNA-Bindungs-defekten Mutanten dient. 

Demgegenüber können geringe Unterschiede in der Bindungsaktivität unter diesen 

Bedingungen kaum detektiert werden. 

 

 

3.5.2 Die Phosphorylierung des humanen La Proteins beeinflusst nicht 
dessen Bindung an tRNAVal 

 

An anderer Stelle ist detaillierter aufgeführt wie die Phosphorylierung des hLa Proteins unter 

Umständen einige der Funktionen des Proteins beeinflussen kann (siehe 1.1, 1.3, 3.4.4). Dazu 

wurden insbesondere Funktionen im Hinblick auf die Bindung oder Prozessierung von tRNA 

untersucht. Neben der Aktivität der RNA Polymerase III kann ggf. auch die Bindung von tRNA 

wie auch deren Prozessierung durch eine Phosphorylierung des hLa modifiziert werden ((57, 

99, 120, 150) sowie Referenzen in 1.3, 3.4.4). Daher wurde auch in der vorliegenden Arbeit der 

Einfluss der Phosphorylierung des hLa auf die Bindung an tRNA untersucht. Zudem wird durch 

dieses Experiment dargestellt, dass Unterschiede in der Bindungsaktivität einiger Mutanten des 

Proteins nicht durch eine (De-) Phosphorylierung verursacht werden. 

Für die Verwendung der (de-)phosphorylierten Form des hLa-WT wurden die unter 3.1.3 

beschriebenen Proteine benutzt. Sowohl mit der vollständig dephosphorylierten Form des 

Proteins als auch mit der hyperphosphorylierten Form bilden sich die zuvor beschriebenen 

RNA-Protein-Komplexe aus, welche die Bindung des Proteins an die RNA anzeigen (Abb. 

3.5.2-1). In beiden Fällen werden monomere und multimere Formen der Komplexe detektiert. 

Eine Quantifizierung der insgesamt oder in einzelnen Komplexen gebundenen RNA zeigt 

keinen Unterschied bei den zwei benutzten Formen des Proteins. Folglich hat die 

Phosphorylierung keinen Einfluss auf die unter diesen Bedingungen analysierte Bindung von 

hLa-WT an tRNAVal. 
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   1     2     3      4     5     6 

                                               prä-tRNAVal    reife tRNAVal 

hLa-WT, dephosphoryliert      --      X     --     --     X    -- 
hLa-WT, phosphoryliert          --      --     X     --     --    X 
Taschen 

RNPs,  
hLa multimer 

RNPs,  
hLa monomer

Freie RNA 

Abbildung 3.5.2-0: Die
Phosphorylierung des hLa-
WT ist ohne Einfluss auf die
Bindung an tRNAVal im
nativen EMSA. 200000 CPM
32P-markierter prä-tRNAVal

(Spur 1-3) oder reifer tRNAVal

(Spur 4-6) wurden mit je 200 ng
dephosphoryliertem (Spur 2+5)
oder phosphoryliertem (Spur
3+6),Gel Filtrations gereinigten
hLa-WT inkubiert und im
nativen EMSA
elektrophoretisch aufgtrennt.
Reaktionen ohne Protein auf
Spuren 1+4. Die Positionen der
freien RNA sowie der RNPs
sind linksseitig angegeben. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Der in Abbildung 3.5.2-1 gezeigte EMSA stellt ein repräsentatives Ergebnis dar, welches in 

dieser Form in mehreren Versuchen und mit verschiedenen Protein Präparationen 

reproduzierbar war. Durch einen Western Blot wurde gewährleistet, dass je gleiche 

Proteinmengen in den Reaktionen eingesetzt wurden. Die Bindung an reife tRNA zeigt 

unspezifische Bindungsbedingungen an, welche geringe Unterschiede in der Bindungsaktivität 

nicht sichtbar machen. Unter stringenteren Bedingungen (100 ng Protein, 2 µg unspezifischer 

Kompetitor) war ebenso keine durch die Phosphorylierung veränderte Bindungsaktivität 

sichtbar (nicht gezeigt). 

 

 

3.5.3 Die Funktionen der Domänen des humanen La Proteins in der 
Wechselwirkung mit tRNAVal im nativen EMSA 

 

Durch die zuvor beschriebenen Versuche wurde die Spezifität der Bindung von hLa-WT an prä-

tRNA belegt und es ist aufgeführt, warum in den nachstehenden Versuchen unspezifische 

Bedingungen gewählt wurden. Zudem ist gezeigt, dass die Phosphorylierung des Proteins unter 

den Reaktionsbedingungen keinen Einfluss auf die Bindung hat. Daher wird in den folgenden 

Versuchen analysiert, welche Domänen des hLa Proteins essentiell oder beteiligt sind an der 

Bindung von tRNAVal. Unter Betrachtung der für die Interaktion mit HBV RNA-B2 bestimmten 

Funktionalitäten einzelner Regionen des Proteins (siehe 3.4.5) ist zu erwarten, dass ebenso im 

Falle der tRNA Bindung einzelne Domänen stärker oder schwächer zu einer effizienten 

Bindung der prä-tRNAVAL beitragen (siehe auch Referenzen in 1.3). 



                                                                                                                                  - 103 - 

Zu diesem Zweck wurden im nativen EMSA die unter 3.2 beschriebenen Mutanten des 

rekombinanten humanen La Proteins benutzt. Als RNA Substrate in der Bindungsreaktion 

wurde in vitro transkribierte tRNAVal eingesetzt. Die Transkripte wurden dabei derart 

hergestellt, dass jeweils die beschriebene prä-tRNAVal und reife tRNAVal eingesetzt werden 

konnten. Zudem wurden zwei weitere Transkripte dieser tRNA benutzt, welche potentielle 

Zwischenstufen der tRNA-Prozessierung darstellen und entweder den 5´-leader oder den 3´-

trailer aufweisen. Diese tRNAs wurden eingesetzt, um möglichst zu identifizieren an welche 

Regionen der prä-tRNAVAL die entsprechenden Regionen des Proteins binden. Dieses ist nur für 

das RRM1 sowie für eine C-terminale Region bekannt gewesen (siehe 1.3), insbesondere aber 

nicht für das RRM2 und RRM3. 
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Abbildung 3.5.3-1: Schematische Darstellung der in den nachfolgenden EMSAs benutzten,
durch in vitro Transkription synthetisierten tRNAVal Transkripte. Dargestellt sind die prä-
tRNA, die reife tRNA sowie die Prozessierungsstufen entweder mit 5´-leader oder mit 3´-trailer
(wie unterhalb angegeben). Die 5´- und 3´- Bereiche sind abgesetzt. Der Bereich des Anticodon-
Akzeptors ist schraffiert dargestellt. Die Struktur ist an die allgemeine Kleeblatt-Struktur von
tRNAs angepasst, welche die Gliederung in einen Akzeptor-Arm (unten), einen D-Arm (links),
einen TΨC-Arm und V-Schleife (rechts) angibt. 
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D) 
RRM1    RRM2    RRM3       NoLS 
                                    Dimer.        NLS

hLa-WT 
 

hLa-∆1 (∆aa 11-99) 
 

hLa-∆2 (∆aa 113-118) 
 

hLa-∆3 (∆aa 151-158) 
hLa-∆4 (∆aa 235-242) 
hLa-∆5 (∆aa 266-276) 

  1     2      3     4      5      6     7      8 

  1    2    3    4     5     6    7      8     9   10   11   12  13   14 

  1    2    3    4     5    6    7           8    9   10  11  12   13  14 

C) 

RNA / 
Protein 
Komplexe 

Freie RNA 

Taschen 

      prä-tRNAVal      reife tRNAVal 
   --    WT   ∆2  F118A  --  WT   ∆2 F118A 

B) 

RNA / 
Protein 
Komplexe 

Freie RNA 

Taschen 

          (tRNAVal) +5´                     (tRNAVal) +3´ 
   --   WT  ∆1   ∆2  ∆3   ∆4  ∆5    --  WT  ∆1   ∆2  ∆3   ∆4  ∆5 

A) 

RNA / 
Protein 
Komplexe 

Freie RNA 

Taschen 

           prä-tRNAVal                      reife tRNAVal 
     --  WT  ∆1  ∆2  ∆3  ∆4  ∆5        --   WT ∆1  ∆2  ∆3  ∆4  ∆5 
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Abbildung 3.5.3-2: Analyse der tRNAVal Bindungsaktivitäten im nativen EMSA nach Mutation
der verschiedenen RRMs im hLa Protein.  Je 200 ng Ni-NTA gereinigtes hLa-WT, hLa-∆1, hLa-∆2,
hLa-∆3, hLa-∆4 und hLa-∆5 wurden mit 32P-markierter prä-tRNAVal und reifer tRNAVal (A) sowie mit
tRNAVal +5´-leader und tRNAVal +3´-trailer (B) inkubiert und im nativen EMSA elektrophoretisch
aufgetrennt. RNAs und Proteine oberhalb angegeben, Positionen der freien RNA, der RNPs und der
Taschen linksseitig. Reaktionen ohne Protein je auf Spuren 1+8. In (C) wurden hLa-WT, hLa-∆2 und
hLa-F118A wie in (A) mit prä- und reifer tRNAVal inkubiert. Reaktionen ohne Protein auf Spuren 1+5.
Die Schemazeichnung in (D) zeigt die benutzten Varianten des hLa Proteins. Die jeweils deletierten
Aminosäuren sind angegeben. hLa-F118A ist darin nicht gezeigt und befindet sich in der in hLa-∆2
deletierten Region. Dimer = Multimerisierungsdomäne 
Abbildung 3.5.3-2A+B wurden verschiedene hLa Mutanten sowie das Wildtyp Protein auf 

e Bindung zu verschiedenen Prozessierungsstufen der tRNAVal unter unspezifischen 

dingungen analysiert, bei denen hLa-WT neben der völlig unprozessierten tRNA auch die 

fe tRNA sowie die 2 Zwischenstufen bindet. Unter spezifischen Bedingungen wäre ein 

deres Ergebnis zu erwarten, da das La Protein insbesondere an die 5´-leader und 3´-trailer 

quenzen bindet (siehe auch (57)). Bei allen tRNAs außer der prä-tRNA sind schwache 

mplexbildungen mit hLa-WT zu beobachten (vergleiche je Spuren 2+9 in Abb. 3.5.3-2A+B). 

 Falle der Deletion hLa-∆1, welcher das N-terminale RRM1 fehlt, sind im Vergleich zum 

ildtyp nur geringe Änderungen sichtbar. Die Bindung von hLa-∆1 an prä-tRNAVal ist mit der 

s hLa-WT vergleichbar und mit reifer tRNAVal nur unwesentlich abgeschwächt (Abb. 3.5.3-

, Spuren 2+3 und 9+10). Eine im Vergleich zu hLa-WT geringere Bindungsaktivität dieses 

oteins an tRNAVal +5´-leader und tRNAVal +3´-trailer geht aus Abbildung 3.5.3-2B, Spuren 

10 hervor. Eine veränderte Position der Komplexe aus tRNA und hLa-WT bzw. hLa-∆1 

ultiert aus der durch die Mutation reduzierten Größe des mutierten Proteins. Es sind 

abhängig von der zugegebenen tRNA im Vergleich zum Wildtyp nur leicht abgeschwächte 

nale detektierbar, die unter diesen Bedingungen nicht auf eine intensive Störung der Bindung 

deuten. Es ist jedoch erneut zu bemerken, dass die gewählten unspezifischen 

ndungsbedingungen keine geringen Unterschiede in der Bindungsaktivität erkennen lassen. 

her kann das RRM1 beispielsweise die Spezifität der Bindung vermitteln, was hier nicht 

tektiert werden würde. Zusammenfassend jedoch ist das RRM1 für eine Bindung der 

NAVAL möglicherweise beitragend aber keinesfalls essentiell.  

 Falle der Deletionen hLa-∆2, -∆3 und -∆4 ist ein eindeutiger Unterschied zur 

ndungsaktivität des hLa-WT erkennbar, da diese Mutanten keine der eingesetzten tRNAs 

den (Abb. 3.5.3.-2A+B). Demnach sind diese Motive essentiell für eine Bindung der 

NAVal. Um die Bedeutung des aromatischen Seitenrests Phe-118 im RNP-2 / RRM2 Motiv zu 

alysieren und um die Notwendigkeit dieser Region für eine effiziente tRNA Bindung durch 

niger invasive Mutationen zu zeigen wurde der Mutant hLa-F118A im nativen EMSA 

gesetzt. Dabei zeigt sich nach Quantifizierung der Signale eine um 50% verringerte 

ndungsaktivität gegenüber dem Wildtyp Protein (Abb. 3.5.3-2C, vergleiche Spuren 2+4 und 
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6+8). Dieses Ergebnis belegt, dass die aromatische Seitenkette F-118 an der Bindung der 

tRNAVal grundlegend beteiligt ist. 

Die Deletion des RNP-1 im RRM3 in hLa-∆5 führt ebenfalls zu einer gegenüber hLa-WT 

veränderten Bindungsaktivität. Während die Bindung von prä-tRNAVal für beide Proteine 

insgesamt noch ähnlich intensiv ist, wird reife tRNAVal durch dieses Protein kaum gebunden 

(Abb. 3.5.3-2A, vergleiche Spuren 2+7 und 9+14). Die Bindung von hLa-∆5 an die tRNAVal 

+3´-trailer ist in dem überwiegenden Teil der Experimente stärker reduziert gewesen, als es 

zunächst aus der Abbildung 3.5.3-2B, Spur 14 hervorgeht und zumeist wurde diese tRNA 

Zwischenstufe nur sehr schwache gebunden. Die Bindung von hLa-∆5 an tRNAVal +5´-leader ist 

erheblich reduziert gegenüber hLa-WT (Abb. 3.5.3-2B, Spuren 2+7). 

 

Aufgrund der Ergebnisse wird die Schlussfolgerung gezogen, dass die RNP-2 Sequenzen 

sowohl im RRM2 als auch im RRM3 für eine Bindung der prä-tRNAVal unerlässlich sind. Ein 

Fehlen dieser Regionen oder die Punktmutation des Phenylalanin-118 im RNP-2 des RRM2 

führen auch unter unspezifischen Bedingungen zu einer stark reduzierten oder vollständig 

unterbundenen Bindung der tRNA. Für die Bindung von prä-tRNAVal ist ferner das RNP-1 im 

RRM2 essentiell, während das RNP-1 im RRM3 nur eingeschränkt zur effizienten Bindung der 

prä-tRNAVal beiträgt. Da die Ergebnisse insbesondere für das RNP-2 im RRM2 und RRM3 mit 

jenen für HBV RNA-B2 Bindung übereinstimmen (siehe Abb. 3.4.5-2A) sind diese Motive 

folglich von allgemeiner und essentieller Bedeutung für die Bindung von hLa an RNA. 

 

In einer zweiten Versuchsreihe wurde der Einfluss der C-terminalen Region des Proteins auf die 

Interaktion mit tRNAVal bestimmt. Dazu wurden die unter 3.2 beschriebenen Mutanten hLa-

∆6.0, hLa-∆6.2 und hLa-∆6.3 benutzt und im nativen EMSA eingesetzt.  

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 3.5.3-3: Analyse der tRNAVal Bindungsaktivitäten im nativen EMSA nach
Deletion C-terminaler Regionen im hLa Protein.  Je 200 ng Ni-NTA gereinigtes hLa-WT, hLa-
∆6.0, hLa-∆6.2 und hLa-∆6.3 wurden mit 32P-markierter prä-tRNAVal und reifer tRNAVal (A) sowie
mit tRNAVal +5´-leader und tRNAVal +3´-trailer (B) inkubiert und im nativen EMSA
elektrophoretisch aufgetrennt. RNAs und Proteine oberhalb angegeben, Positionen der freien RNA,
der RNPs und der Taschen linksseitig. Reaktionen ohne Protein je auf Spuren 1+6. (C)
Schemazeichnung der benutzten Varianten des hLa Proteins. Die jeweils deletierten Aminosäuren
sind angegeben. Dimer = Multimerisierungsdomäne 
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Freie RNA 

  1     2      3     4     5     6     7     8     9    10 

RNA / 
Protein 
Komplexe 

Taschen 

       (tRNAVal) +5´         (tRNAVal) +3´ 
  --    WT ∆6.0 ∆6.2 ∆6.3 --  WT  ∆6.0 ∆6.2 ∆6.3 

A) 

RRM1    RRM2    RRM3       NoLS 
                                    Dimer.        NLS

hLa-WT 
 
hLa-∆6.0 (∆aa 274-354)
 

hLa-∆6.2 (∆aa 291-354)
 

hLa-∆6.3 (∆aa 323-354)
 

  1     2      3     4     5     6     7     8     9    10 

C) 

B) 

RNA / 
Protein 
Komplexe 

Freie RNA 

Taschen 

         prä-tRNAVal         reife tRNAVal 
    --    WT ∆6.0 ∆6.2 ∆6.3 -- WT  ∆6.0 ∆6.2 ∆6.3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Durch die Mutationen hLa-∆6.0 und hLa-∆6.2 wird die Bindung der Proteine an tRNAVal 

erheblich reduziert. Es zeigt sich im Vergleich zu hLa-WT in beiden Fällen eine sehr schwache 

Bindung an prä-tRNAVal und ein vollständiger Verlust der Bindung an reife tRNAVal (Abb. 

3.5.3-3A, vergleiche Spuren 3+4 mit 2 und 8+9 mit 7). Ebenso ist die Bindung dieser Mutanten 

an tRNAVal +3´-trailer vollständig herabgesetzt, während die Bindung der tRNAVal +5´-trailer 

erheblich reduziert ist (Abb. 3.5.3-3B, vergleiche Spuren 3+4 mit 2 und 8+9 mit 7). Im 

Gegensatz dazu ist die Bindungsaktivität mit hLa-∆6.3 mit der des hLa-WT vergleichbar, wobei 

die Bindung an tRNAVal +3´-trailer verringert ist (Abb. 3.5.3-3A+B). 

Schlussfolgernd lässt sich feststellen, dass insbesondere die deletierten Aminosäuren in hLa-

∆6.0 und hLa-∆6.2-, nicht aber die in hLa-∆6.3  essentiell sind für eine effiziente Bindung der 

tRNAVal. Diese Ergebnisse beschrieben erstmalig die Bedeutung der Aminosäuren 291 bis 323 

im hLa für die Bindung von prä-tRNA, welches somit eine bisher nicht identifizierte Domäne in 



                                                                                                                                  - 108 - 

der tRNA Bindung darstellt. Sofern dieses nicht auf strukturellen Änderungen des Proteins 

aufgrund der internen Deletionen beruht, sind die Aminosäuren 291 – 323 erforderlich für eine 

effiziente Bindung der tRNAVal. Hingegen ist die in hLa-∆6.3 (∆aa 323 – 354) deletierte 

Arginin-Lysin-reiche Region wie auch das Walker-A-Motiv nicht notwendig für die Interaktion 

des hLa Proteins mit tRNA.  

Möglicherweise lassen sich mit den gewählten Versuchsbedingungen geringe Unterschiede in 

der RNA-Bindungsaktivität der Aminosäuren 11 – 99 und 323 – 354 nicht nachweisen. Beide 

Regionen sind für die Bindung an den 5´-leader bzw. 3´-trailer von prä-tRNAs beschrieben 

(126, 127, 221). 

 

 

3.5.4 Modell über die Hierarchie der RNA-Bindungsstellen des humanen 
La Proteins 

 

Durch die Bindungsstudien mit den Mutanten des humanen La Proteins an prä-tRNAVal und die 

verschiedenen Prozessierungsstufen der tRNAVal (siehe Versuche und Abbildungen in 3.5.3) ist 

dargestellt, welche Regionen des Proteins an welche Regionen in der tRNA binden. Dieses ist 

für das RRM1 und für eine C-terminale Region bereits publiziert (siehe Referenzen in 1.3), 

jedoch wurden dort mit N- und C-terminalen Verkürzungen andersartige und wesentlich größere 

Mutationen in das hLa Protein eingefügt. Zudem war der Sachverhalt z.B. für das RRM2 und 

RRM3 unklar und nicht ausreichend beschrieben. Aufgrund der Tatsache, dass Deletionen im 

RNP-2 des RRM2 und RRM3 sowie zwischen den Aminosäuren 291-323 jeweils zu einem 

vollständigen oder erheblichen Verlust der Bindungsaktivität gegenüber allen tRNA-Stufen 

führen lassen sich unter anderem folgende Schlussfolgerungen ziehen: 

- Die bisher publizierten und die eigenen Ergebnisse zusammenfassend gibt es 

vermutlich mindestens drei Stellen der Wechselwirkung: RRM1 am 3´-trailer, 

RRM2+RRM3 zwischen leader und trailer (wobei diese ggf. mit dem Stamm 

gemeinsam gebunden werden) und aa291-323 am 5´-leader.  

- Deletionen im RRM2 können nie durch andere Bindungsstellen kompensiert werden 

und führen generell zu einem Verlust der RNA Bindung. 

- Gleiches gilt für das RRM3, wobei das RNP-1 einen geringeren Anteil hat an einer 

effizienten Bindung der prä-tRNAVal als das RNP-2. 

- Im Umkehrschluss können das RRM2 und RRM3 (auch gemeinsam) nicht 

kompensieren, wenn die beiden potentiellen anderen Stellen der Bindung (RRM1 am 

3´-trailer und aa291-323 am 5´-leader) ausfallen. Folglich tragen diese RRMs nicht 

allein zu einer effizienten-, wohl aber zur grundsätzlichen Bindung der RNA bei. 
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- Das Ergebnis mit hLa-∆6.0 und hLa-∆6.2 mit prä-tRNAVal zeigt, dass eine Störung der 

RNA Bindung an dieser Stelle (aa291-323) nur gemeinsam durch alle drei RRMs 

ausgeglichen werden kann. Zudem muss mindestens das RRM2 und/oder das RRM3 

and den 5´-leader und 3´-trailer gleichzeitig binden. 

- Das RRM1 ist nicht entscheidend für die generelle Bindung von RNA; die Funktionen 

dieses Motivs liegen eventuell in anderen Bereichen, wie z.B. der Spezifität. 

 

Ein Modell über diese Bindungsstellen und deren Interaktion mit der tRNA wird an anderer 

Stelle diskutiert (siehe 4.3). Wie erwähnt wurden unspezifische Bindungsbedingungen für diese 

Experimente gewählt, da die Identifizierung von essentiellen Domänen u.a. Zielsetzung dieser 

Versuchreihe gewesen ist. Zur genaueren Analyse, welche der jeweiligen Domänen des hLa zur 

effizienten Bindung beitragend sind, könnte eine Analyse der Bindungen unter stringenteren 

Bedingungen, durch Kompetitionen oder Titrationen durchgeführt werden. Dieses könnte 

Hinweise geben auf  Unterschiede darin, welche Regionen des Proteins in welcher Form zur 

Bindung der prä-tRNA beitragen.  

 

 

3.5.5 Temporärer knockout des endogenen La Proteins in humanen 
Zellen und die Unterbrechung der tRNA Synthese 

 

Wie zu Beginn dieses Abschnitts beschrieben (siehe 1.3) liegt die Funktion des La Proteins u.a. 

in der Bindung von prä-tRNA und deren Schutz vor unspezifischen nukleolytischen Aktivitäten 

während der Prozessierung. Diese Funktion nimmt das Protein unter Umständen gemeinsam mit 

den sogenannten Lsm-Proteinen ein, wobei das exakte Zusammenspiel ungeklärt ist ((109) 

sowie Referenzen in 1.3). Zwar wurde für mehrere Spezies gezeigt, dass ein Fehlen des La 

Proteins (oder dessen Homolog) durch alternative Systeme ausgeglichen werden kann (56, 117, 

210), jedoch war dieses für humane Zellen vollkommen unbekannt. 

Daher sollte analysiert werden, wie sich ein Fehlen des La Proteins in humanen Zellen auf die 

tRNA-Prozessierung auswirkt und an welchen Stellen der Reifung der tRNA Moleküle Defekte 

auftreten. Zu diesem Zweck war es notwendig, das endogene La Protein in lebenden, humanen 

Zellen selektiv zu inaktivieren. Dieses wurde bisher für humane Zellen noch nicht beschrieben 

und stellte somit eine besondere Schwierigkeit dar. Da eine genetische Lösung durch eine La-

knockout Zell-Linie nicht existierte, mussten biochemische bzw. zellbiologische Verfahren zur 

selektiven Regulierung des endogenen La Proteins angewendet werden. Eine zu diesem Zweck 

benutzte Methode ist die RNA-Interferenz (RNAi), welche unter 2.13.3 beschrieben ist.  

Durch die Transfektion von 23nt langen dsRNA Oligonukleotiden (siRNAs) mit einer 

passenden, spezifischen Sequenz der hLa mRNA in eukaryotische Zellen (siehe Anhang für 

Sequenzen) sollte die Expression des endogenen La Proteins herunterreguliert werden, da diese 
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mRNA theoretisch nicht mehr translatiert werden sollte. Es wird angenommen, dass die 

Effektivität der RNAi auf die Ziel-mRNA einen Wert von bis zu 90% Reduktion annimmt und 

vermutlich 80% der Zellen trifft (33, 53, 231). Die Methode wurde in der Arbeitsgruppe 

größtenteils durch J. Dittmann etabliert. Ebenso erfolgte durch J. Dittmann eine Erstellung der 

Zeitkinetik, welche die temporäre Reduktion der La Expression dokumentierte. 

Zur Dokumentation des siRNA Effekts wurden nach Transfektion der siRNAs in eukaryotische 

Zellen zu entsprechenden Zeitpunkten (Tag 2 und 3 nach Transfektion) jeweils Protein- und 

RNA-Extrakte erstellt. Die Dokumentation der Expression des endogenen hLa Proteins erfolgte 

durch einen Western Blot.  Für die Analyse des Effekts der siRNA Behandlung auf die 

Expression und Prozessierung der tRNAs wurde ein Northern Blot durchgeführt. In einem 

parallelen Ansatz wurden Zellen mit einer siRNA transfiziert, welche sich gegen die in 

humanen Zelle nicht vorkommende Luziferase-mRNA richtet. Dieses Experiment stellt die 

Kontrolle von generellen Effekten einer RNAi Behandlung dar. Des weiteren wurden die 

entsprechenden Extrakte ebenso von unbehandelten Zellen zu gleichen Zeitpunkten erstellt und 

analysiert. 

 

    1       2         3       4        5        6        7         8 

                       α-hLa-RNAi         α-Luciferase-RNAi 
kDa d2 d3 d2 d3
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Abbildung 3.5.5-1: Die Behandlung mit α-hLa siRNAs bewirkt eine
effiziente Reduktion des endogenen La Proteins. HeLa Zellen wurden in
Doppelwerten mit je 100 nM α-hLa (Spur 1-4) oder α-Luciferase (Spur 5-8)
siRNAs behandelt. Nach Herstellung der Zellextrakte am Tag 2 (d2) oder
Tag 3 (d3) nach Transfektion erfolgte der Nachweis des endogenen La
Proteins im Western Blot mit Maus-α-hLa spezifischem, monoklonalen
Antikörper 4B6 und HRPO-gekoppeltem sekundären Ziege-α-Maus
Antikörper. Es wurden je Spur 25 µg Zellextrakt aufgetragen.  

 

 

 

 

 

 

Der Western Blot mit den Zellextrakten der siRNA behandelten Zellen zeigt eindeutig, dass die 

Expression des endogenen hLa Proteins durch diese Methode herunterreguliert werden kann 

(Abb. 3.5.5-1, vergleiche Spur 1-4 und 5-8). Obwohl 25 µg Zellextrakt im Western Blot 

eingesetzt wurden, konnte in den α-hLa-siRNA behandelten Zellen kein endogenes La Protein 

nachgewiesen werden. Sehr lange Expositionen von Röntgenfilmen zeigten ebenfalls keine 

Detektion von endogenem hLa am Tag 2, jedoch sehr schwache Signale am Tag 3. Dieses 

deutet darauf hin, dass der Effekt der RNA Interferenz unter diesen Umständen am Tag 3 leicht 

reduziert ist. Durch eine Färbung mit Ponceau-S (siehe 2.8.6) wurde gewährleistet, dass gleiche 

Mengen Zellextrakt in allen Spuren aufgetragen und auf die Nitrozellulosemembran transferiert 
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wurden (nicht gezeigt). Die Detektion des endogenen hLa in der Kontroll-Reaktion (α-

Luciferase-siRNA, Abb. 3.5.5-1, Spur 5-8) zeigt keine veränderte hLa Expression. Dieses steht 

zudem in vergleichbaren Mengen zu der in unbehandelten Zellen dokumentierten Menge an 

endogenem hLa Protein (nicht gezeigt). Folglich wird durch die α-hLa-siRNA Behandlung 

spezifisch das endogene La Protein in humanen Zellkulturen in seiner Expression bis unterhalb 

der Nachweisgrenze (40 ng im Western Blot mit diesem Antikörper) reduziert. Dieses zeigt 

erstmals die spezifische Reduktion des endogenen La Proteins in humanen Zellen. 

Anschließend wurden die RNAs in den jeweiligen Proben im Northern Blot analysiert, um den 

Effekt der siRNA-Behandlung auf die tRNAs zu analysieren. 

 

5S rRNA 

                       α-hLa-RNAi         α-Luciferase-RNAi 
d2 d3 d2 d3

reife tRNAVal 

prä-tRNAVal 

Gespleißte 
und reife 
tRNATyr 

prä-tRNATyr 

5.8S rRNA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 3.5.5-2: Die α-hLa siRNA-Behandlung führt zu einem deutlich negativen Effekt
auf den Gehalt an endogenen tRNAs. HeLa Zellen wurden in Doppelwerten mit je 100 nM α-
hLa (links) oder α-Luciferase-siRNAs (rechts)  behandelt. Nach Herstellung der RNA-Extrakte
am Tag 2 (d2) oder Tag 3 (d3) nach Transfektion wurden die entsprechenden RNAs im Northern
Blot detektiert. Dazu wurden je Probe 25 µg total-RNA aufgetragen. Die Detektion erfolgte mit
jeweils spezifischen Sonden. Linksseitig ist schematisch die entsprechende RNA wiedergegeben
(schraffierte Boxen symbolisieren Exons, dünne Linien zeigen Introns oder flankierenden
Sequenzen) sowie die Position der jeweiligen Sonde (dicke Linien darunter). Als Kontrolle des
Versuchs wurden ribosomale 5S und 5.8S rRNA nachgewiesen. Zudem erfolgte die Bestimmung
der unprozessierten, teil-prozessierten und/oder reifen Moleküle für die tRNAVal sowie die zu
spleißende tRNATyr (rechts angegeben). 
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In dem in Abbildung 3.5.5-2 gezeigten Northern Blot der siRNA behandelten HeLa-Zellen 

wurde eine hohe Menge (25 µg) RNA aufgetragen, damit die Detektion der entsprechenden 

RNAs und insbesondere der prä-tRNAs nicht unterhalb der Nachweisgrenze liegt. Der 

Nachweis erfolgte wie unter 2.11.8 beschrieben durch Hybridisierung mit radioaktiv markierten 

Oligonukleotiden, welche komplementär zu entsprechenden Sequenzen der nachzuweisenden 

RNA sind. Für die prä-tRNAs wurden dazu Sequenzen gewählt, welche entweder im Bereich 

des 5´-leaders oder des Introns liegen (siehe Abb. 3.5.5-2, links) und folglich in der reifen tRNA 

nicht vorkommen. 

Als Kontrollen wurden 5S rRNA und 5.8S rRNA nachgewiesen, wobei letztere im Gegensatz 

zur 5S rRNA und zu tRNAs kein RNA Polymerase III Produkt ist. Der Vergleich zwischen den 

spezifisch α-hLa siRNA behandelten Zellen und den unspezifisch α-Luziferase siRNA 

behandelten Zellen zeigt, dass bei keiner der aufgeführten ribosomalen RNAs Unterschiede 

sichtbar sind (Abb. 3.5.5-2, oben). Folglich haben die spezifische und die unspezifische RNA-

Interferenz keinen generellen Effekt auf die Aktivität der RNA Polymerasen I und III. Die 

Signale sind bei den genannten RNAs untereinander und miteinander bei den verschiedenen 

Zeitpunkten vergleichbar. Die 5.8S rRNA wurde als Ladekontrolle für die Normalisierung zur 

Quantifizierung eingesetzt (siehe unten).  

Im Falle der prä-tRNATyr ist deutlich zu erkennen, dass der Gehalt dieses tRNA Vorläufers 

durch die α-hLa-, nicht aber durch die α-Luziferase siRNA-Behandlung reduziert wird (Abb. 

3.5.5-2, mitte). Als nachfolgender Schritt in der molekularen Reifung wird diese prä-tRNA 

gespleißt, bevor die Prozessierung der 5´- und 3´-Termini erfolgt (211, 212). Daher erkennt die 

für die reife tRNATyr eingesetzte Sonde, welche den gespleißten Bereich detektiert, neben dem 

reifen Molekül auch die gespleißten aber nicht End-prozessierten Zwischenstufen (Abb. 3.5.5-2, 

mitte). Auch hier ist eine erhebliche Reduktion der teilprozessierten Zwischenstufen sowie der 

reifen tRNATyr erkennbar, wobei bei letzterer der Effekt der Reduktion offensichtlich am Tag 3 

intensiver ist als am Tag 2. Im Falle der tRNAVal ist nur eine geringe Reduktion des Vorläufer-

Moleküls zu erkennen, während die reife tRNAVal kaum beeinflusst ist (Abb. 3.5.5-2, unten). 

Bei dieser tRNA, welche kein Intron enthält und folglich keinen Spleiß-abhängigen 

Prozessierungsweg einschlägt, wurden keine Zwischenstufen der Reifung nachgewiesen. 

Für die quantitative Auswertung wurden die Mittelwerte der Intensitäten der entsprechenden 

tRNAs zunächst auf das Signal der 5.8S rRNA normalisiert. Anschließend wurden die 

Intensitäten der tRNAs in den α-hLa-siRNA behandelten Zellen als relativer Wert auf die 

Kontrollen (α-Luziferase-siRNA) bezogen (siehe 2.11.8). 
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Abbildung 3.5.5-3: Die quantitative Auswertung des Effekts der α-hLa-siRNA in
HeLa Zellen zeigt eine massive Reduktion endogener tRNAs. Die in Abbildung
3.5.5-2 gezeigten Northern Blots wurden wie im Methodenteil beschrieben für tRNATyr

(A) und tRNAVal (B) quantitativ ausgewertet. Dargestellt ist der prozentual verbleibende
Anteil der jeweiligen tRNA Spezies. Als Bezug („Kontrolle“) wurde der Wert  zum
Zeitpunkt der Transfektion als 100% eingesetzt. Die Standardabweichung zeigt die
Variabilität der Doppelwerte. 
einen Vergleich der endogenen tRNA Spiegel in α-Luziferase-siRNA behandelten Zellen 

ollständig unbehandelten Zellen wurde gewährleistet, dass diese Methode keinen 

llen Effekt auf die Expression oder Prozessierung von tRNAs ausübt, da hier 

chbare Werte erzielt wurden (nicht gezeigt). In allen Experimenten wurde durch den 

eis und die Quantifizierung der 5S rRNA zudem sichergestellt, dass kein genereller 

auf die Aktivität der RNA Polymerase III durch die α-hLa RNA-Interferenz verursacht 

bb. 3.5.5-2). Die Quantifizierung der oben dargestellten Northern Blots (Abb. 3.5.5-2) in 

ung 3.5.5-3 zeigt den Effekt der α-hLa-siRNA Behandlung auf die endogenen Spiegel an 

. Dazu wurden in verschiedenen Prozessierungsstufen die tRNAVal sowie tRNATyr 

ert. Die Tyrosin-tRNA wird im Gegensatz zur Valin-tRNA im Verlaufe der molekularen 

g gespleißt, was folglich unterschiedliche Wege der tRNA Prozessierung darstellt. 
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Im Falle der tRNATyr erfolgt die Entfernung des Introns vor dem Abbau der flankierenden 

Sequenzen (211, 212), was im Northern Blot nachgewiesen werden kann. Folglich weist die 

Sonde für prä-tRNATyr nur die vollständig unprozessierte tRNA nach, während die Sonde für 

die reife tRNATyr neben dem reifen Molekül auch die gespleißte, aber nicht End-prozessierte 

tRNATyr dokumentiert, da diese Sonde den gespleißten Bereich detektiert (siehe auch Abb. 

3.5.5-2, Mitte). Es ist nicht bekannt und auch nicht eindeutig abzuleiten, welche der zwei 

gespleißten aber unreifen tRNATyr Spezies in Abbildung 3.5.5-2 den 5´-leader und/oder 3´-

trailer enthalten. 

Die Quantifizierung der tRNATyr Signalintensitäten zeigt, dass die Runterregulierung des 

endogenen hLa Proteins durch RNA-Interferenz einen intensiv negativen Einfluss hat auf den 

Gehalt dieser tRNA. Der Spiegel an prä-tRNATyr fällt bereits am Tag 2 nach Behandlung auf 

unter 60% und zeigt somit sehr deutlich einen Effekt des fehlenden hLa Proteins (Abb. 3.5.5-

3A). Die gespleißten Zwischenstufen sind dabei ähnlich stark vermindert. Während bei diesen 

unreifen tRNATyr die Wirkung auch bereits am Tag 2 belegbar ist, zeigt die Quantifizierung der 

reifen tRNATyr einen verzögerten Effekt an. So ist am Tag 2 noch 90% dieser tRNA 

nachweisbar und ein Absinken auf unter 50% des Ursprungswertes erscheint erst am Tag 3 

(Abb. 3.5.5-3A). Ein durch das Fehlen des endogenen hLa Proteins verursachter, deutlicher 

Effekt auf die unreife tRNATyr ist damit belegt. Dieses setzt sich erst mit Verzögerung bis zur 

reifen tRNATyr durch, da zunächst eine Vielzahl reifer tRNATyr Moleküle in der Zelle vorliegen, 

welche durch ein Fehlen des hLa Proteins offensichtlich nicht mehr beeinflusst werden. Erst die 

fehlende Versorgung mit neuen, gereiften tRNAs zeigt die Wirkung der RNA-Interferenz auf 

der Ebene reifer tRNATyr Moleküle an. 

Unter der Annahme, dass die Expression des endogenen La Proteins durch die siRNA-

Behandlung effizient ausgeschaltet ist und keine alternativen Reifungswege für tRNAs 

existieren, könnte eine Bestimmung der endogenen tRNA Halbwertszeit erfolgen. Ein 

Rückschluss auf die Halbwertszeit der tRNAs in diesem Experiment ist jedoch nur schwer 

möglich, da für eine solche Quantifizierung ausschließlich siRNA-behandelte Zellen 

berücksichtigt werden sollten. Da hier ein Gesamt-Extrakt erstellt und nicht quantifiziert wurde, 

wie viel Zellen prozentual durch die siRNA-Behandlung getroffen wurden, kann diese 

Bestimmung nicht erfolgen. Zudem ist nicht zu bestimmen, ob in allen von der RNA-Interferenz 

getroffenen Zellen ein vollständiges Ausschalten des endogenen hLa Proteins bewirkt wird. 

Bisher ist nichts über die Halbwertszeit endogener tRNAs in humanen Zellen bekannt. Den in 

Abbildung 3.5.5-3 gezeigten Ergebnissen zufolge scheint es sich dabei jedoch um etwa 2 Tage 

zu handeln, wobei dieses aus genannten Gründen hier nicht exakt bestimmt werden kann. 

Die Wirkung α-hLa RNA-Interferenz auf die tRNAVal, welche nicht gespleißt wird (12), 

unterscheidet sich deutlich von eben beschriebenem Sachverhalt für die tRNATyr. Unreife 

tRNAVal lässt sich am Tag 3 noch mit fast 80% des Ursprungswertes nachweisen und es zeigt 

sich auch ein nur geringer Effekt auf das reife, vollständig prozessierte  Molekül (Abb. 3.5.5-
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3B). Dieses impliziert zunächst, dass die Bedeutung des hLa Proteins für die Prozessierung von 

tRNAs insbesondere in Vorgängen liegt, welche ein Spleißen des Moleküls einschließen. 

Dieses wurde in einem zusätzlichen Experiment analysiert. In einem weiteren, von J. Dittmann 

(AG T. Heise) durchgeführten Versuch wurden Huh7 Zellen mit je 50 nM oben genannter 

siRNAs behandelt, wobei am Tag 2,3 und 4 nach Transfektion Protein- und RNA-Extrakte 

erstellt wurden. Auch in diesem Experiment wurde eine spezifische Reduktion des endogenen 

La Proteins dokumentiert, welche dem in Abbildung 3.5.5-1 gezeigten Ergebnis gleicht (J. 

Dittmann, unveröffentlichte Daten). Jeweils 20 µg der entsprechenden RNA-Extrakte wurden 

für die hier gezeigten Analysen zur Verfügung gestellt und wie oben beschrieben analysiert 

(nicht gezeigt). Der Gehalt an 5S rRNA war auch dabei nicht beeinflusst durch die 

Runterregulierung des endogenen La Proteins. Die Quantifizierung der endogenen Spiegel an 

prä-tRNATyr sowie der gespleißten Zwischenstufen zeigte am Tag 2 und 3 eine Reduktion von 

über 50%. Der Gehalt an reifer tRNATyr war am Tag 3 wie in obigem Experiment auf unter 50% 

verringert (vgl. Abb. 3.5.5-3A). Im Gegensatz zu obigen Ergebnissen wurde jedoch ebenfalls 

eine 50%ige Reduktion der endogenen reifen und prä-tRNAVal am Tag 2 bzw. 3 aufgezeichnet. 

Es bleibt daher offen, ob sich die Bedeutung des hLa Proteins in der tRNA Prozessierung nur 

auf gespleißte Moleküle beschränkt. 

Eine weitere Beobachtung der α-hLa spezifischen siRNA Behandlung war, dass die Zellen ein 

deutlich verlangsamtes Wachstum aufwiesen. Es bleibt dabei ungeklärt, ob sich das Fehlen des 

Proteins an anderen Stoffwechselwegen oder an der Zellzyklusregulation auswirkt. Da die 

Aktivität der RNA Polymerase III aber nicht generell eingeschränkt wurde, wie die Kontrolle 

der 5S rRNA belegt, hat die Inaktivierung des endogenen La Proteins keinen generellen Effekt 

auf die Transkription durch die RNA Polymerase III. Daher liegt die Bedeutung des La Proteins 

bei der Prozessierung von tRNAs vermutlich auf einer post-transkriptionellen Ebene. 

 

Zusammenfassend erlaubt diese Versuchsreihe die Schlussfolgerung, dass in humanen Zellen 

keine alternativen Stoffwechselwege existieren, welche ein Fehlen des La Proteins ausgleichen 

können. Dieser Sachverhalt wurde zuvor nur für andere Spezies beschrieben. Folglich ist das La 

Protein essentiell ist für die Prozessierung von prä-tRNAs in humanen Zellen. Ein Effekt auf die 

generelle Transkription durch die RNA Polymerase III war nicht feststellbar. Die 

Runterregulierung des endogenen La Proteins führte bei der spleiß-abhängigen Prozessierung 

der tRNATyr zu einer 50%igen Reduktion des Gehalts an dieser tRNA. Demgegenüber ist der 

Effekt auf die nicht zu spleißende tRNAVal nicht eindeutig geklärt. Es bleibt offen, ob sich die 

Notwendigkeit des Proteins auf Spleiß-abhängige Reifungsvorgänge von tRNAs beschränkt. 

Die Halbwertszeit endogener tRNAs in humanen Zellen kann nicht eindeutig bestimmt werden, 

beträgt aber vermutlich 2 Tage. 
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3.6 Subzelluläre in vivo Lokalisation des humanen La Proteins 
 

In den vorausgegangenen Kapiteln wurden die Reinigung, Multimerisierung und 

Wechselwirkungen des hLa Proteins mit einer zellulären und viralen RNA beschrieben. Die 

dabei gewonnenen Ergebnisse werfen unter anderem die Frage auf, wie sich die jeweilige 

Änderung der Funktion in vitro auf die Situation in Zellkulturen in vivo auswirkt. Das hLa 

Protein befindet sich beschriebener Maßen hauptsächlich im Nukleus, aber mit merklichen 

Anteilen in Cytoplasma und Nukleolus (47, 48, 91). Die subzelluläre Lokalisation des Proteins 

wird durch verschiedene Stimuli wie virale Infektionen oder Apoptose verändert (14, 17, 175, 

187). Die Funktion des Proteins liegt unter anderem in der Stabilisierung verschiedener RNA 

Vorläufer, während diese zum reifen Molekül prozessiert werden (1.3, 1.4, 3.5). Die prä-RNAs 

werden dabei an verschiedenen Stellen in der Zelle modifiziert. So z.B. werden prä-tRNAs 

sowohl im Nukleoplasma, als auch an der Kernmembran und dem Nukleolus prozessiert ((222), 

siehe 1.3), während die Reifung der snRNAs und snoRNAs im Nukleolus, Cajal-Körper sowie 

teilweise im Cytoplasma erfolgt (113, 145, 151, 214). Da das hLa Protein zumindest partiell 

während dieser Vorgänge an die jeweilige RNA bindet, deutet dies auf eine Funktions-

gesteuerte und wechselnde Lokalisation des Proteins im Zellkern hin. 

Mit den oben dargestellten Mutanten des hLa (3.2) lagen Varianten des Proteins vor, welche in 

verschiedenen Funktionen eingeschränkt waren. Aus diesem Grund lag es nahe, dass diese 

Proteine aufgrund gestörter Funktionen eine unterschiedliche Lokalisation in der Zelle 

einnehmen könnten. Um dieses zu analysieren wurden die Mutanten in einen eukaryotischen 

Expressionsvektor umkloniert, welcher das jeweilige Protein mit einem grün-fluoreszierenden 

Protein (GFP) fusioniert und somit die Lokalisation des entsprechenden Proteins in lebenden 

humanen Zellen sichtbar macht. Das methodische Vorgehen zur Umklonierung ist im 

Methodenteil beschrieben (2.10.2) und in der folgenden Abbildung schematisch dargestellt. 
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 Abbildung 3.5.5-1: Schematische Darstellung der Umklonierung des hLa Proteins aus einem
prokaryotischen Expressionsplasmid in einen eukaryotischen GFP-Vektor.  Die Sequenz des
hLa wurde aus dem prokaryotischen Plasmid pET28-hLa mittels PCR heraus amplifiziert, wobei die
Oligonukleotide (Pfeile) Restriktionsschnittstellen aufwiesen, welche zu solchen im GFP-Vektor
passten (Blitze).  Nach entsprechendem Restriktionsverdau des neues Vektors und des Amplifikats
wurden diese ligiert und in E.coli DH5α transformiert. Abschließend wurde das Plasmid, welches
hLa als GFP Fusionsprotein exprimiert, sequenziert. Schließlich erfolgte die Transfektion in
eukaryotische Zellen, um die Lokalisation des Proteins in lebenden Zellen durch Mikroskopie oder
durch Immunfluoreszenzen an fixierten Zellen zu dokumentieren. 

 

 

 

 

 

 

3.6.1 Vergleich zwischen endogenem hLa und transfiziertem GFP-hLa 
 

Bevor die Lokalisation der Mutanten des humanen La Proteins analysiert werden konnte musste 

gewährleistet werden, dass die Fusion des hLa mit dem GFP Protein nicht zu einer veränderten 

subzellulären Verteilung führt. Zwar konnten dem GFP bisher in humanen Zellen keine 

Funktionen nachgewiesen werden, jedoch bleibt die Möglichkeit, dass das neue GFP-hLa-WT 

bestimmte Funktionen z.B. durch strukturelle Änderungen nicht mehr wahrnehmen kann und 

somit in seiner möglicherweise Funktions-bestimmten Lokalisation verändert ist. Zu diesem 

Zweck wurde die subzelluläre Verteilung des hLa in unbehandelten Zellen mit solchen 

verglichen, bei denen ein GFP-hLa-WT Plasmid transfiziert wurde. Dieses wurde für Huh7 und 

HeLa Zellen durchgeführt, was zu gleichen Resultaten führte. 
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 Abbildung 3.6.1-1: Die Lokalisation des transfizierten GFP-hLa-WT gleicht der des endogenen
La Proteins. (A) Huh7 Zellen wurden wie im Methodenteil beschrieben fixiert. Die Detektion des
endogenen La Proteins (eLa) erfolgte durch den monoklonalen α-hLa-Antikörper SW5 mit
Rhodamin-gekoppeltem sekundären Antikörper und die Nukleus-spezifische Färbung der DNA mit
Hoechst-Farbstoff. PK = Phasenkontrast. (B) Huh7 Zellen wurden mit 1 µg GFP-hLa-WT transfiziert
und am Folgetag wie im Methodenteil beschrieben fixiert. Die Nukleolus-spezifische Färbung
erfolgte mit einem primären α-NOH61-Antikörper und  einem sekundären Rhodamin-gekoppelten
Antikörper. „Kombination“ zeigt eine Überlagerung der Signale für GFP-hLa-WT, NOH61 sowie
eine nicht einzeln aufgeführte Hoechst-DNA-Färbung. (C) Schemazeichnung des GFP-hLa-WT. 

 

 

 

 

 

 

Die durch indirekte Immunfluoreszenz dargestellte Lokalisation des endogenen La Proteins in 

humanen Zellen zeigt eine diffuse Färbung, welche durch eine parallele Färbung der DNA auf 

den Zellkern beschränkt werden kann (Abb. 3.6.1-1A). Eine Anreicherung des Proteins in 

bestimmten Regionen stellt nicht den Regelfall dar, jedoch wurde zuweilen mit dem endogenen 

und dem transfizierten Protein eine granulär erscheinende Verteilung beobachtet. Ebenso waren 

nur schwache Färbungen des Cytoplasmas festzustellen. Folglich zeigt das endogene La Protein 

eine überwiegend diffus-nukleäre Lokalisation. Nach Transfektion des GFP-hLa-WT 

exprimierenden Plasmids in Huh7 Zellen mit anschließender Analyse der Immunfluoreszenz ist 

sichtbar, dass dieses Fusionsprotein ebenso eine diffuse Färbung des Nukleus aufweist, was aus 

der parallelen Hoechst-Färbung der DNA abgeleitet werden kann (Abb. 3.6.1-1B). Zudem ist 

die Färbung und Lokalisation des NOH61 Proteins gezeigt, welches eine Nukleolus-spezifische 

Färbung bewirkt, da dieses Protein ausschließlich in diesem Kompartiment vorkommt (232). 

Die in Abbildung 3.6.1-1 dargestellte Verteilung des GFP-hLa-WT konnte in dieser Form auch 

in lebenden Zellen dokumentiert werden (siehe 3.73.7). Folglich weist das transfizierte GFP-

hLa-WT die gleiche subzelluläre Lokalisation auf wie das endogene Protein und wird darin 

durch die Fusion mit GFP nicht verändert.  

 

 

3.6.2 Lokalisation der Mutanten des humanen La Proteins 
 

Die subzelluläre Lokalisation von Proteinen wird entweder durch spezifische Signalsequenzen 

oder durch eine Wechselwirkung mit anderen Proteinen, RNAs oder DNA-Sequenzen gesteuert. 

Sofern die Verteilung des Proteins durch die direkte Interaktion mit anderen Molekülen 

vermittelt wird, sind die Dauer und Art der Bindung entscheidend für ihren Einfluss. Es ist 

gezeigt, dass die Reifung der prä-tRNAs teilweise im Nukleolus erfolgt (24, 222). Eine 

Beteiligung des La Proteins an diesem Vorgang impliziert folglich eine zumindest transiente 

Lokalisation des Proteins in diesem Kompartiment. 

Aus den Versuchen zu oben beschriebenen Mutanten (Tabelle 3.2) geht hervor, dass einige der 

Proteine in ihren Funktionen gegenüber dem Wildtyp eingeschränkt sind. So führt die Deletion 

hLa-∆6.0 u.a. zu einem Verlust der Multimerisierungsdomäne (siehe Abb. 3.3-3) und einer 

reduzierten RNA-Bindung (Abb. 3.4.5-1B, 3.5.3-3A+B). Demgegenüber führen die Mutationen 
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im RRM2 und RRM3 in hLa-∆2, hLa-∆3, hLa-∆4 und hLa-∆5 zu einer stark oder vollständig 

reduzierten Bindung an HBV RNA-B2 und tRNA (siehe Abb. 3.4.5-2, 3.5.3-2). Im folgenden 

wurden die subzellulären Verteilungen dieser Proteine durch Immunfluoreszenzen analysiert, 

um eine Abhängigkeit zwischen Funktion und Lokalisation abzuleiten. 

Zu diesem Zweck wurden die Mutanten mit Deletionen im C-Terminus des hLa als GFP-

Fusionsproteine hergestellt. Nach Transfektion des entsprechenden Plasmids GFP-hLa-∆6.0, 

GFP-hLa-∆6.2, GFP-hLa-∆6.3 und GFP-hLa-∆7 in Huh7 Zellen erfolgten die Fixierung der 

Zellen und die spezifische Färbung des Nukleolus und der DNA wie oben beschrieben. 

 

Aus der in Abbildung 3.6.2-2 dargestellten indirekten Immunfluoreszenz der transfizierten 

GFP-Plasmide für o.g. Mutanten des humanen La Proteins geht hervor, dass der C-Terminus 

offenbar mehrere Lokalisations-Signale enthält. Während GFP-hLa-WT eine diffuse 

Lokalisation im Nukleus aufwies (siehe Abb. 3.6.1-1B), wurde dieses durch die Mutation GFP-

hLa-∆7 entscheidend verändert. Mit diesem Protein wurde eine ausschließlich cytoplasmatische 

Lokalisation beobachtet (Abb. 3.6.2-1A). Folglich enthält der in dieser Mutation deletierte 

Bereich des Proteins ein aktives, funktionelles Nukleus Lokalisations-Signal. Dieses ist in 

Übereinstimmung mit den von Simons et al. beschriebenen Daten (191), welche ebenfalls ein 

NLS in dieser Region identifizierten. Zwar ist in dieser Deletion die hauptsächlich beschriebene 

Phosphorylierungs-Stelle Serin-366 deletiert, doch die Phosphorylierung des hLa beeinflusst 

nicht die subzelluläre Verteilung (30) und verursacht somit nicht die geänderte Lokalisation des 

GFP-hLa-∆7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Abbildung 3.6.2-1: Die C-terminale Region des La Proteins enthält verschiedene Lokalisations-
Signale. Huh7 Zellen wurden mit je 1 µg GFP-hLa-∆7 (A), GFP-hLa-∆6.0 (B), GFP-hLa-∆6.2 (C)
oder GFP-hLa-∆6.3 (D) transfiziert, am Folgetag fixiert und mit primärem monoklonalen α-NOH61
und sekundärem, Rhodamin-gekoppelten Antikörper sowie mit Hoechst-Färbereagenz wie im
Methodenteil beschrieben inkubiert. Die Reihen für die GFP-Signale (links) sowie die NOH61-Signale
(mittig) sind oberhalb angegeben. „Kombination“ (rechts) zeigt die Überlagerung der Signale für GFP,
NOH61 sowie die nicht einzeln aufgeführte Hoechst-Färbung. (E) Schemazeichnung der benutzten
Mutanten im Vergleich zum Wildtyp; die deletierten Aminosäuren sind angegeben. 
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Im Falle der Mutanten GFP-hLa-∆6.0, GFP-hLa-∆6.2 und GFP-hLa-∆6.3 zeigt sich eine 

entscheidend veränderte Lokalisation gegenüber dem Wildtyp und auch gegenüber der Mutation 

GFP-hLa-∆7. Wie aus den entsprechenden GFP-Signalen ersichtlich ist, zeigen diese Mutanten 

keine Lokalisation im Cytoplasma und ausschließlich eine diffuse Färbung des Nukleoplasmas 

an. Andererseits sind bestimmte Regionen im Kern ausgespart, in denen keines der mutierten 

Proteine detektierbar war (Abb. 3.6.1-1B-D). Durch die Co-Lokalisation mit dem Nukleolus-

spezifischen Protein NOH61 (232) konnten diese Regionen als Nukleolus identifiziert werden. 

Demnach ist in der insgesamt deletierten Region aa 274 – 354, welche den Mutanten GFP-hLa-

∆6.0, GFP-hLa-∆6.2 und GFP-hLa-∆6.3 gemein ist, ein potentielles NoLS enthalten, welches 

den Eintritt oder den Transport in den Nukleolus ermöglicht. Ein solches Nukleolus 

Lokalisations-Signal (NoLS) wurde bisher für das humane La Protein nicht beschrieben und 

stellt damit eine neue Erkenntnis in der Domänen-Organisation des hLa dar. Aufgrund der 

Tatsache, dass auch die kürzeste dieser Deletionen in GFP-hLa-∆6.3 zu diesem Phänotyp führt, 

kann die Position des potentiellen NoLS auf den Bereich der in diesem Mutanten deletierten 

Aminosäuren 323 – 354 eingegrenzt werden. Diese Region enthält das WAM und stellt zudem 

eine Arginin/Lysin-reiche Sequenz dar. 

Wie an anderer Stelle gezeigt (siehe Abb. 3.3-3) führt die Mutation hLa-∆6.0 zu einem Verlust 

der Multimerisierungsdomäne und zu einer monomeren Konformation des Proteins. Da die 

Mutanten hLa-∆6.2 und hLa-∆6.3 wie das Wildtyp-Protein Multimere ausbilden, wurde diese 

funktionelle Domäne auf die in hLa-∆6.0 deletierten Aminosäuren 274 – 291 eingegrenzt. 

Aufgrund der Tatsache, dass GFP-hLa-∆6.0 in den Nukleus transportiert wird kann die 

Funktion der Multimerisierung für den Transport in den Kern ausgeschlossen werden. Gleiches 

gilt für den Eintritt in den Nukleolus, so dass die Funktion der Multimerisierung ohne 

offensichtlichen Einfluss ist auf die Lokalisation des Proteins. Des weiteren kann die Bindung 

an RNA über diesen C-terminalen Bereich als Signal für den Transport in den Nukleus oder 

Nukleolus ausgeschlossen werden. Diese drei Proteine zeigen den gleichen Phänotyp, jedoch 

wurde für die Mutationen hLa-∆6.0 und hLa-∆6.2 eine erheblich reduzierte RNA-

Bindungsaktivität nachgewiesen, wohingegen die Mutation hLa-∆6.3 gegenüber dem Wildtyp 

nur zu einer geringen Reduktion dieser Funktion führte (siehe Abb. 3.4.5-1A+B und Abb. 3.5.3-

3A+B). 

Daran anschließend wurde überprüft, ob andere Regionen und/oder die Funktion der RNA-

Bindung über andere Motive des hLa zur subnukleären Lokalisation des Proteins beitragen. Zu 

diesem Zweck wurden die Mutationen der verschiedenen RRMs als GFP-Fusionsproteine in 

humane Huh7 Zellen transfiziert und ihre Lokalisation wie oben beschrieben analysiert. 
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Abbildung 3.6.2-2: Das RRM1 trägt nicht zur subzellulären Lokalisation des hLa Proteins bei.
Huh7 Zellen wurden mit 1 µg GFP-hLa-∆1 (A) transfiziert, am Folgetag fixiert und mit primärem
monoklonalen α-NOH61 und sekundärem, Rhodamin-gekoppelten Antikörper sowie mit Hoechst-
Färbereagenz wie im Methodenteil beschrieben inkubiert. Die Positionen für das GFP-Signal (links)
sowie das NOH61-Signal (mittig) sind oberhalb angegeben. „Kombination“ (rechts) zeigt die
Überlagerung der Signale für GFP, NOH61 sowie die nicht einzeln aufgeführte Hoechst-Färbung. (B)
Schemazeichnung des benutzten Mutanten im Vergleich zum Wildtyp; die deletierten Aminosäuren
sind angegeben. 
n der indirekten Immunfluoreszenz mit der Mutation GFP-hLa-∆1 zeigt sich eine diffuse 

okalisation des Proteins im Nukleus, welche mit der des GFP-hLa-WT vergleichbar ist 

vergleiche Abb. 3.6.2-2 mit 3.6.1-1B). Obwohl ein zuweilen granuläres Erscheinungsbild wie 

uch mit GFP-hLa-WT auffiel, war eine Akkumulation oder ein Fehlen in bestimmten Regionen 

icht zu beobachten. Für GFP-hLa-∆1 wurde keine cytoplasmatische Lokalisation festgestellt. 

olglich trägt das RRM1 nicht zur Lokalisation des hLa bei. Da unter den gewählten 

ersuchsbedingungen keine reduzierte RNA-Bindungsaktivität gegenüber dem hLa-WT 

estzustellen war (siehe Abb. 3.4.5-2 und 3.5.3-2), ist die durch diese Region vermittelte RNA-

indungsaktivität nicht von Bedeutung für die subzelluläre Verteilung des Proteins. 
Abbildung 3.6.2-3: Das RRM2 ist von entscheidender Bedeutung für die Lokalisation des hLa.
Huh7 Zellen wurden mit je 1 µg GFP-hLa-∆2 (A), GFP-hLa-F118A (B) oder GFP-hLa-∆3 (C)
transfiziert, am Folgetag fixiert und mit primärem monoklonalen α-NOH61 und sekundärem,
Rhodamin-gekoppelten Antikörper sowie mit Hoechst-Färbereagenz wie im Methodenteil beschrieben
inkubiert. Die Reihen für die GFP-Signale (links) sowie die NOH61-Signale (mittig) sind oberhalb
angegeben. „Kombination“ (rechts) zeigt die Überlagerung der Signale für GFP, NOH61 sowie die
nicht einzeln aufgeführte Hoechst-Färbung. (D) Schemazeichnung der benutzten Mutanten im
Vergleich zum Wildtyp; die deletierten bzw. mutierten Aminosäuren sind angegeben. Für GFP-hLa-
F118A ist lediglich die Sequenz des RNP-2 im RRM2 gezeigt und die vom GFP-hLa-WT
unterscheidbare Bereich (rot) angedeutet. 
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D) 

C) 

 

Die in Abbildung 3.6.2-3 dargestellte indirekte Immunfluoreszenz der Mutanten GFP-hLa-∆2, 

GFP-hLa-F118A und GFP-hLa-∆3 zeigt, dass das RRM2 oder dessen Funktion entscheidend 

für die Lokalisation des Proteins ist. Eine Mutation in diesem Motiv führt zu einer starken 

Akkumulation der jeweiligen Proteine in bestimmten Arealen im Nukleus (Abb. 3.6.2-3A-C). 

Durch die Co-Lokalisation mit NOH61 ist belegt, dass es sich bei diesen Strukturen um die 

Nukleoli handelt. Diese Anhäufung der Proteine mit Mutationen im RRM2 wurde auch bei 

lebenden Zellen dokumentiert (siehe 3.73.7). Folglich führen Mutationen im RRM2 dazu, dass 

das Protein den Nukleolus nicht oder zumindest gegenüber dem Wildtyp erheblich verlangsamt 

verlässt. Eine veränderte subnukleäre Verteilung aufgrund potentieller Strukturänderungen 
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durch die Mutationen kann nahezu ausgeschlossen werden, da die Punktmutation GFP-hLa-

F118A ebenso wie die internen Deletionen GFP-hLa-∆2 und GFP-hLa-∆3 den gleichen 

Phänotyp aufweist. 

Da diesen Mutanten des hLa Proteins in obigen Versuchsreihen eine erheblich reduzierte bzw. 

nicht mehr messbare RNA-Bindungsaktivität nachgewiesen wurde (siehe Abb. 3.4.5-2A-C und 

3.5.3-2A), kann geschlussfolgert werden, dass die Wechselwirkung mit RNAs oder anderen 

Molekülen über das RRM2 für das Verlassen des Nukleolus notwendig ist. 

Ein toxischer Effekt der exogen exprimierten Mutanten, welcher die veränderte Lokalisation 

bewirken könnte, wurde nicht festgestellt. Jedoch waren Transfektionen dieser mutierten 

Proteine stets von geringen Expressionsraten begleitet. Zudem wurde bei den Mutationen GFP-

hLa-∆2 und GFP-hLa-F118A teilweise eine schwache cytoplasmatische Färbung  festgestellt 

(siehe Abb. 3.6.2-3A+B), was möglicherweise auf einen partiell beeinflussten Import in den 

Zellkern hindeuten kann. Dieses impliziert eine Beteiligung des RRM2 am Kernimport durch 

die Bindung von RNAs oder anderen Molekülen.  
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Abbildung 3.6.2-4: Das RRM3 ist von geringerer Bedeutung für die subzelluläre Lokalisation
des hLa. Huh7 Zellen wurden mit 1 µg GFP-hLa-∆4 (A) transfiziert, am Folgetag fixiert und mit
primärem monoklonalen α-NOH61 und sekundärem, Rhodamin-gekoppelten Antikörper sowie mit
Hoechst-Färbereagenz wie im Methodenteil beschrieben inkubiert. Die Reihe für das GFP-Signal
(links) sowie das NOH61-Signal (mittig) sind oberhalb angegeben. „Kombination“ (rechts) zeigt die
Überlagerung der Signale für GFP, NOH61 sowie die nicht einzeln aufgeführte Hoechst-Färbung.
(B) Huh7 Zellen wurden mit 1 µg GFP-hLa-∆5 transfiziert. Gezeigt sind die Aufnahmen an
lebenden Zellen am Folgetag, denen zuvor Hoechst-Färbereagenz zur Visualisierung der Nuklei
(bzw. DNA) ins Medium zugesetzt wurde. PK = Phasenkontrast. (C) Schemazeichnung der
benutzten Mutanten im Vergleich zum Wildtyp; die deletierten bzw. mutierten Aminosäuren sind
angegeben.  
ei einer internen Deletion des RNP-2 im RRM3 in der Mutation GFP-hLa-∆4 war keine 

ytoplasmatische Färbung feststellbar (Abb. 3.6.2-4A). Die Verteilung innerhalb des Nukleus 

eigt ein nicht immer einheitliches Bild. So ist in einigen Fällen eine Akkumulation des Proteins 

n Nukleoli zu beobachten., welche in etwa der oben für das RRM2 beschriebenen Daten 

ntspricht (Abb. 3.6.2-3A). Demgegenüber zeigte sich teilweise eine diffuse Verteilung im 

ukleus, welche mit den für GFP-hLa-WT genannten Ergebnissen übereinstimmt (Abb. 3.6.1-

B). Folglich kann nicht genau bestimmt werden, ob das RNP-2 im RRM3 oder dessen 

unktion einen Einfluss auf die subnukleäre Verteilung des hLa Proteins hat. Andererseits ist 

icht auszuschließen, dass bestimmte Stimuli die Verteilung des Proteins beeinflussen, welche 

hrerseits durch Funktionen dieses Motivs gesteuert werden können. 

ie Lokalisation des GFP-hLa-∆5 mit der internen Deletion im RNP-1 des RRM3 ist in 

bbildung 3.6.2-4B an lebenden Zellen gezeigt. Da die subzelluläre Verteilung dieses Proteins 

er des GFP-hLa-WT entsprach, wurden keine chemischen Fixierungen der Zellen 

orgenommen. Zudem war das Bild einheitlicher als mit eben beschriebener Mutation GFP-

La-∆4 im RNP-2 dieses Motivs. Folglich ist die RNP-1 Sequenz im RRM3 oder ihre Funktion 

icht beitragend zur Lokalisation des Proteins im Nukleus. 

s kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass das hLa Protein eine diffuse Verteilung im 

ukleus aufweist. Das RRM1 ist von keiner und das RRM3 von minderer Bedeutung für die 

ubnukleäre Lokalisation des hLa, wohingegen das RRM2 entscheidend zur Verteilung beiträgt. 

utationen im diesem Motiv führen zu einer Akkumulation des Proteins im Nukleolus. Die 

orrelation der Immunfluoreszenz in vivo mit den RNA-Bindungsstudien in vitro impliziert, 

ass die Bindung von RNA (oder anderen Molekülen) über das RRM2 essentiell ist für das 

erlassen des Nukleolus. Im Gegensatz dazu hat die Multimerisierung keinen Einfluss auf die 

ubzelluläre Verteilung. Zusätzlich ist gezeigt, dass die Aminosäuren 323 – 354 ein potentielles 

oLS darstellen, da ein Fehlen dieser Sequenz zu einem Ausschluss aus dem Nukleolus führt. 

iese Domäne des hLa wurde bisher nicht entdeckt und ist in dieser Arbeit erstmalig 

eschrieben. 
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3.6.3 Die in vivo Funktionalität des hLa-NoLS: Fusion des Signals mit 
PTB-GFP 

 

Eine Deletion der Aminosäuren 323 – 354 in GFP-hLa-∆6.3 führt zu einem Ausschluss des 

Proteins aus dem Nukleolus (Abb. 3.6.2-1C), was die Funktion eines potentiellen NoLS dieser 

Region impliziert. Um auszuschließen, dass dieser Effekt durch eine Änderung der Struktur des 

Proteins aufgrund der Mutation ausgelöst wird und um zu analysieren, ob dieses Signal in einem 

heterologen Kontext seine Funktion behält, wurde diese Sequenz mit einem anderen Protein 

fusioniert. Dazu wurde das Polypyrimidin-tract-binding-protein (PTB) benutzt, welches ein im 

Nukleoplasma aber nicht in Nukleoli nachweisbares Protein ist (134) und in der Arbeitsgruppe 

bereits als ein GFP Fusionsprotein vorlag. Für diesen Zweck wurden die Aminosäuren 323 – 

354 mittels PCR aus einem Plasmid mit hLa-WT Sequenz amplifiziert und nach 

entsprechendem Restriktionsverdau in einem ebenfalls mittels Restriktionsverdau linearisierten 

PTB-GFP-Vektor einkloniert (siehe 2.10.3). Das Klonierungsschema entspricht dabei in 

Anlehnung dem in Abbildung 3.6-1 gezeigten Vorgehen. Nach entsprechender Klonierung, 

Präparation und Sequenzierung wurden die jeweiligen Plasmide in HeLa Zellen transfiziert und 

wie oben beschrieben analysiert. Die Proteine werden dabei entsprechend als PTB-GFP und 

hLa-NoLS-PTB-GFP bezeichnet. 

Die indirekte Immunfluoreszenz mit PTB-GFP belegt eine diffuse Lokalisation des PTB 

Proteins im Nukleoplasma (Abb.3.6.3-1A). Zudem sind Regionen sichtbar, welche kein GFP-

Signal aufweisen und folglich anzeigen, dass das Protein nicht in diese Areale transportiert 

wird. Durch die Co-Lokalisation mit NOH61 wurden diese Regionen als Nukleoli identifiziert. 

Diese Ergebnisse sind im Einklang mit zuvor publizierten Daten für das PTB Protein (134). 

Durch oben beschriebene Klonierungsstrategie wurde das potentielle NoLS des hLa N-terminal 

mit dem PTB-GFP fusioniert. Wie aus Abbildung 3.6.3-1B hervorgeht, wird dieses 

Fusionsprotein erfolgreich in den Nukleolus transportiert und akkumuliert dort. Dieses Ergebnis 

belegt, dass es sich bei den Aminosäuren 323 – 354 des hLa um ein funktionelles NoLS handelt, 

und bestätigt die für GFP-hLa-∆6.3 beschriebenen Ergebnisse, wo ein Fehlen des NoLS zum 

Ausschluss aus dem Nukleolus führte (siehe Abb. 3.6.2-1C). Zudem wirkt diese Sequenz auch 

in einem heterologen Kontext als NoLS, da durch dieses Signal ein anderes Protein in den 

Nukleolus transportiert wird, welches normalerweise nicht in diesem Kompartiment vorkommt. 
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hLa,323-354  --QESLNKWKSKGRRFKGKGKGNKAAQPGSGKGK-- 
hTERT,108-143 GSVAAPEEEDTDPRRLVQLLRQHSSPWQVYGFVRAC 
hWERNER,31-66 IGLPILFLRGSNSQRLADQYRRHSLFGTGKDQTESW 
hS7,98-118  ---RRILPKPTRKSRTKNKQKRPR------------ 
p14ARF,80-90 ------------PRRGAQLRRPR------------- 
p14ARF,1-13  -----------MVRRFLVTLRIRR------------ 
hNOLP,342-371 --RKRIRTYLKSCRRMKRSGFEMSRPIPSHLT---- 
hING-1,174-194 ---MTPKEKKAKTSKKK---KRSKAKA--------- 
hING-1,142-159 -------MDKPNSKRSR-RQRNNENR---------- 
hMDM2,466-473 -------------KKLK---KRNK------------ 
Konsensus            ....R..  .... 

D) 
hLa-NoLS PTB GFP 

PTB GFP C) 

Kombination NOH61 hLa-NoLS-PTB-GFP

PTB-GFP NOH61 Kombination 
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Abbildung 3.6.3-1: Die Aminosäuren 323 – 354 des hLa repräsentieren ein funktionelles NoLS.
HeLa Zellen wurden mit 1 µg PTB-GFP (A) oder hLa-NoLS-PTB-GFP (B) transfiziert, am Folgetag
fixiert und mit primärem monoklonalen α-NOH61 und sekundärem, Rhodamin-gekoppelten
Antikörper sowie mit Hoechst-Färbereagenz wie im Methodenteil beschrieben inkubiert. Die Reihe
für das GFP-Signal (links) sowie das NOH61-Signal (mittig) sind oberhalb angegeben.
„Kombination“ (rechts) zeigt die Überlagerung der Signale für GFP, NOH61 sowie die nicht einzeln
aufgeführte Hoechst-Färbung. (C) Schemazeichnung der in (A) und (B) benutzten Proteine. Dabei
stehen die Längen der einzelnen (Teil-)Proteine nicht in Relation zur ihrem realen Verhältnis. (D) Die
Sequenzen verschiedener NoLS wurden in einem Sequenzvergleich einander gegenübergestellt.
Neben dem hLa-NoLS wurden folgende Proteine benutzt: katalytische Untereinheit der humanen
Telomerase (hTERT), Werner-Syndrom Protein (hWERNER), ribosomales Protein S7 (hS7),
p14ARF, NOLP, ING-1 und MDM-2 (siehe Text für Referenzen). Für hTERT und hWERNER
wurden die jeweils kompletten Sequenzen des NoLS für das alignment benutzt, aber nur relevante
Regionen sind gezeigt. Das alignment und die Erstellung der Konsensus-Sequenz erfolgten mittels
ClustalW-alignment, eingebettet in die MacVector-7.0 Software. Aminosäuren sind im Ein-
Buchstaben-Code wiedergegeben; Nummerierungen zeigen die Aminosäureposition der Proteine;
Punkte in der Konsensus-Sequenz bezeichnen Aminosäuren mit ähnlichen Eigenschaften. 
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Die Akkumulation des hLa-NoLS-PTB-GFP in Nukleoli war in lebenden Zellen nicht in allen 

Fällen derart intensiv, wie dieses aus obiger Abbildung hervorgeht. Jedoch wurde immer ein 

eindeutiger Transport dieses Fusionsproteins in den Nukleolus beobachtet. In einem parallelen 

Versuch wurde das hLa-NoLS zwischen die Sequenz des PTBs und GFPs kloniert (=PTB-hLa-

NoLS-GFP). In diesem Konstrukt konnte ebenfalls ein Transport des Fusionsproteins in die 

Nukleoli beobachtet werden, wenn auch mit einer weniger intensiven Akkumulation (nicht 

gezeigt). 

Im Gegensatz zu einer Reihe anderer Signale, welche den Einstrom in membranumschlossene 

Kompartimente wie das endoplamatische Reticulum oder den Nukleus bewirken (147, 190), ist 

für das NoLS keine Konsensus-Sequenz bekannt, welche die Lokalisation eines Proteins in den 

nicht-membranumschlossenen Nukleolus vermittelt. Um einen Hinweis auf mögliche 

Gemeinsamkeiten verschiedener NoLS zu bekommen, wurde eine Gegenüberstellung 

verschiedener NoLS-Sequenzen als Sequenzvergleich („alignment“) durchgeführt (Abb. 3.6.3-

1D). Dazu wurden verschiedene NoLS Sequenzen humaner Proteine benutzt, wie jene aus der 

katalytischen Untereinheit der Telomerase, aus dem Werner-Syndrom Protein, aus dem 

ribosomalen Protein S7, sowie aus p14ARF, NOLP, ING-1 und MDM-2 (11, 55, 119, 172, 182, 

208, 215). Wie in der Abbildung dargestellt ist, kann keine eindeutige Konsensus-Sequenz 

erstellt werden. Folglich liefert der gezeigte Vergleich der NoLS-Sequenzen verschiedener 

humaner Proteine keine Übereinstimmung in der Primärstruktur dieser Signale. Als einzige 

Gemeinsamkeit wurde gefunden, dass alle gezeigten NoLS-Regionen Aminosäuren mit 

ähnlichen Eigenschaften aufweisen. Dabei handelt es sich überwiegend um polare und basische 

Aminosäuren, welche bezüglich ihrer räumlichen Position stark zu einer externen oder 

ambivalenten Orientierung neigen. Schlussendlich kann hier für ein humanes NoLS keine 

Konsensus-Sequenz aufgestellt werden, wobei dem Signal jedoch Aminosäuren mit basischen 

und extern orientierten Resten zugeordnet werden können. 

 

 

3.7 Untersuchungen zur in vivo Mobilität des hLa Proteins durch FRAP-
Experimente 
 

In oben beschriebenen Abschnitten ist dargestellt, welche Domänen des hLa Proteins zur 

Multimerisierung und zur RNA Bindung beitragen, wie sich diese Regionen und ihre 

Funktionen auf die subzelluläre Verteilung des Proteins auswirken und wo sich das neu 

identifizierte NoLS befindet. Da sich die Lokalisation von Proteinen unter anderem aus der Art 

und Dauer der Wechselwirkung mit anderen Molekülen ergibt, besteht die Möglichkeit, dass 

einige der Mutationen die Mobilität des hLa in der Zelle beeinflussen. Der Aufbau der 

Strukturen im Nukleus, wie auch die Bewegung einer Vielzahl von analysierten Proteinen 
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einschließlich des GFPs, erfolgt im Zellkern mittels freier Diffusion (116, 138, 161). Gleiches 

gilt vermutlich auch zumindest partiell für das Cytoplasma (137). Demgegenüber konnte 

gezeigt werden, dass die Mobilität von Proteinen im Nukleoplasma veränderbar ist und sich 

durch die Wechselwirkung mit anderen Molekülen ergibt (95). Eine veränderte Mobilität des 

hLa im Nukleus ist daher aufgrund einer gestörten RNA-Bindung oder Multimerisierung in den 

jeweiligen Mutationen möglich. Andererseits könnte sich die veränderte Lokalisation einiger 

Mutanten (siehe 3.6.2) aus einer unterschiedlichen Mobilität der jeweiligen Proteine ergeben. 

Um zu prüfen, wie die Mobilität des GFP-hLa-WT im Nukleus ist und ob diese durch die 

Mutationen verändert wird, wurden FRAP- (fluorescence recovery after photobleaching-) 

Experimente durchgeführt. 

Für diese Technik wurden die verschiedenen hLa Proteine mit einer GFP-Fluoreszenz-

Markierung  in Zellen exprimiert. Für die Analyse an lebenden Zellen mit einem konfokalen 

Mikroskop wird die Fluoreszenz-Intensität in einer ausgewählten Zelle zunächst aufgezeichnet, 

bevor in einer bestimmten Flächenregion wie z.B. in einem Teilgebiet des Nukleoplasmas das 

Fluoreszenz-Signal durch einen hochenergetischen Laserstrahl zerstört wird. Anschließend wird 

die Fluoreszenz in dieser Region über einen bestimmten Zeitraum weiter aufgezeichnet und 

darüber bestimmt, mit welcher Geschwindigkeit neues Fluoreszenz-Signal in diese Region 

einströmt. Daraus lässt sich schließlich die Mobilität des untersuchten Proteins bestimmen 

(siehe auch (96)). Dabei ist anzumerken, dass lediglich das Fluoreszenz-Signal des betroffenen 

Proteins zerstört wird, nicht aber das Protein selbst oder dessen Funktion bzw. Lokalisation 

(96). 

Für die FRAP-assays wurden die Proteine GFP-hLa-WT, GFP-hLa-∆2, GFP-hLa-F118A und 

GFP-hLa-∆6.3 gewählt. Dabei dient das Wildtyp Protein als Bezug zur Standard-Situation, 

während die Mutationen ∆2 und F118A zu einer Akkumulation im Nukleolus führen und der 

Mutation ∆6.3 das NoLS fehlt (Abb. 3.6.1-1, 3.6.2-1D, 3.6.2-3A+B). Nach Transfektion dieser 

Plasmide in HeLa Zellen erfolgte die Bestimmung der Mobilität in vivo am Folgetag. 

 

 

 

 

 
Abbildung 3.6.3-1: FRAP-assays mit GFP-hLa-WT zeigen eine Diffusions-gesteuerte Mobilität
des Proteins. HeLa Zellen wurden mit 1 µg GFP-hLa-WT transfiziert und am Folgetag auf die
Mobilität des Proteins im FRAP-Experiment analysiert. Dazu wurden mit einer zeitlichen Auflösung
von 657 ms Aufnahmen vor und nach dem Bleichen durch den Laserstrahl gemacht. Gezeigt ist die
Zelle vor dem Bleichen (A), unmittelbar danach (B) sowie am Ende der Aufzeichnung (C). Die
gebleichte Flächenregion ist durch ein gestricheltes Kästchen angedeutet. Maßstabsbalken = 10 µm.
Teil (D) zeigt die Quantifizierung der Signale, welche als relative Fluoreszenz-Intensität Irel (Y-Achse)
gegen die Zeit in Sekunden (X-Achse) aufgetragen ist. Dieses ergibt die Geschwindigkeit der
Wiederherstellung der Fluoreszenz-Intensität, anhand derer die Mobilität des Proteins berechnet wird
(siehe 2.13.5 für detaillierte Angaben zur Auswertung). 
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In Abbildung 3.7-1 ist die Analyse der Mobilität des GFP-hLa-WT in lebenden Zellen durch 

FRAP-Experimente dargestellt. Wie in den Immunfluoreszenzen an chemisch fixierten Zellen 

zeigt das Protein in lebenden Zellen eine diffuse Lokalisation im Nukleus (vergleiche Abb. 

3.6.1-1B und 3.7-1A). Durch einen Laserimpuls in einer ausgewählten Flächenregion im 

Nukleoplasma wurde das GFP-Signal an dieser Stelle zerstört (siehe 3.7-1B) und der 

Wiedereinstrom neuen GFP-hLa-WT Fluoreszenz-Signals in Abhängigkeit von der Zeit 

aufgezeichnet. Hierfür wurden Aufnahmen der Zelle vor und nach dem Bleichen durch den 

Laserimpuls mit einer zeitlichen Auflösung von 657 ms durchgeführt. Bei einem Vergleich der 

Signal-Intensitäten des GFP während der Aufnahmen ist ein Verlust an Gesamt-Intensität 

feststellbar (vergleiche Abb. 3.7-1A mit –B und –C). Dieses begründet sich in einem Verlust an 

fluoreszierenden Molekülen aufgrund des Bleichens und aufgrund der Beleuchtung der Zellen 

während der Aufnahmen. Dieser Verlust ist in der Berechnung der relativen Fluoreszenz-

Intensität einbezogen (siehe 2.13.5). Anhand der unbehandelten Zelle (je rechts in Abb. 3.7-1A-

C) zeigt sich die unveränderte Verteilung des GFP-hLa-WT. 

Eine Quantifizierung der Signal-Intensitäten vor und nach dem Bleichen in der gesamten Zelle 

und in der gewählten Flächenregion ist in Abbildung 3.7-1D gezeigt. Dabei nimmt die relative 

Fluoreszenz-Intensität Irel vor dem Bleichen einen Wert von ~1,0 ein und fällt nach dem 

Bleichen auf einen Wert von ~0,5. Nach dem Bleichen wurde die Intensität für einen Zeitraum 

von 50 Sekunden aufgezeichnet, aber in Abbildung 3.7-1D nur bis 20 s dargestellt, da sich ein 

stabiles Plateau bereits nach dieser Zeit einstellte. Aus der Quantifizierung geht hervor, dass 

50% der ursprünglichen Signal-Intensität nach 3 – 4 Sekunden wiederhergestellt war und dass 
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sich ein Plateau nach 10 – 15 Sekunden einstellte. In Anlehnung an die bisher publizierten 

Daten (siehe oben) kann aus dieser halbmaximalen Geschwindigkeit eine Diffusions-gesteuerte 

Mobilität des GFP-hLa-WT im Nukleoplasma geschlussfolgert werden. Dieses impliziert einen 

Energie-unabhängigen Transport im Nukleus. Um diese Folgerung weiterhin zu unterstützen 

wurden die analysierten Zellen in einem parallelen Versuch auf Raumtemperatur abgekühlt. Die 

dabei bestimmte Mobilität des Proteins unterschied sich nicht von der oben beschriebenen 

(nicht gezeigt), und belegt folglich einen Energie-unabhängigen Transport des Proteins. 

Um festzustellen, ob die eingefügten Mutationen im hLa Protein die Mobilität des Proteins 

verändern, wurden FRAP-Experimente mit ausgewählten Mutanten des hLa Proteins 

durchgeführt. 
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Abbildung 3.6.3-2: FRAP-Experimente mit GFP-hLa-∆6.3 zeigen eine Diffusions-gesteuerte 
Mobilität des Proteins. HeLa Zellen wurden mit 1 µg GFP-hLa-∆6.3 transfiziert und am Folgetag 
auf die Mobilität des Proteins im FRAP-assay analysiert. Dazu wurden mit einer zeitlichen Auflösung
von 657 ms Aufnahmen vor und nach dem Bleichen durch den Laserstrahl gemacht. Gezeigt ist die
Zelle vor dem Bleichen (A), unmittelbar danach (B) sowie am Ende der Aufzeichnung (C). Die 
gebleichte Flächenregion ist durch ein gestricheltes Kästchen angedeutet. Maßstabsbalken = 10 µm.
Teil (D) zeigt die Quantifizierung der Signale, welche als relative Fluoreszenz-Intensität Irel (Y-Achse) 
gegen die Zeit in Sekunden (X-Achse) aufgetragen ist. Dieses ergibt die Geschwindigkeit der 
Wiederherstellung der Fluoreszenz-Intensität, anhand derer die Mobilität des Proteins berechnet wird
(siehe 2.13.5 für detaillierte Angaben zur Auswertung). 

 

 

 

 

 

 

 

Das Protein GFP-hLa-∆6.3 zeigt in lebenden Zellen eine diffuse Verteilung im Nukleoplasma, 

wobei distinkte Bereiche ausgespart sind. Aufgrund der Tatsache, dass dieser Mutation 

nachweislich das NoLS fehlt (siehe Abb. 3.6.2-1C und 3.6.3-1) können die Bereiche ohne GFP-

Signal als Nukleoli eingeordnet werden. Dieses wurde durch Phasenkontrast Mikroskopie 
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bestätigt (nicht gezeigt). Folglich kann auch in lebenden Zellen die Bedeutung der Aminosäuren 

323 – 354 als NoLS belegt werden, was oben beschriebene Ergebnisse für die chemisch 

fixierten Zellen bestätigt.  

Die Durchführung der FRAP Analysen entspricht der oben beschriebenen für GFP-hLa-WT. 

Für das Bleichen wurde das GFP-Signal in einem Bereich im Nukleoplasma gewählt, welcher 

z.T. Nukleoli enthält (siehe Abb. 3.7-2A). Durch die Bestrahlung mit dem Laser wurde der 

größte Anteil des GFP-Signals in der gewählten Flächenregion zerstört (Abb. 3.7-2B). In 

Abhängigkeit von der Zeit wurde ein effektiver Einstrom neuen Fluoreszenz-Signals in diesen 

Bereich detektiert, welcher nach kurzer Zeit den gesamten, zuvor gebleichten Bereich ausfüllt 

(Abb. 3.7-2C). Dabei ist anzumerken, dass zu keinem Zeitpunkt des Wiedereinstroms des GFP-

hLa-∆6.3 ein Signal innerhalb der Nukleoli feststellbar war. Dieses belegt, dass das Protein 

auch nicht vorübergehend in dieses Kompartiment transportiert wird, sondern gänzlich 

außerhalb dieser Region verbleibt. 

Die in Abbildung 3.7-2D dargestellte Quantifizierung des Versuchs zeigt, dass die relative 

Fluoreszenz-Intensität Irel von einem Wert 1,0 vor dem Bleichen auf ~0,4 danach absinkt. 

Anschließend ist eine sehr schnelle Steigerung der Intensität in diesem Bereich zu beobachten, 

welche einen Wert von 3 – 4 Sekunden für eine 50%ige Wiederherstellung benötigt. Folglich 

weist dieses Protein ebenso wie GFP-hLa-WT eine Diffusions-gesteuerte Mobilität im 

Nukleoplasma auf. Dementsprechend ist die in dieser Mutation eingefügte interne Deletion 

ohne Einfluss auf die generelle Mobilität des Proteins. 

Wie im Falle der FRAP-Experimente für GFP-hLa-WT ist auch in dieser Versuchsreihe 

festzustellen, dass die Gesamt-Intensität der Fluoreszenz innerhalb der Zelle abnimmt aufgrund 

der Bestrahlung der Zellen. Dadurch kann die Wiederherstellung der Intensität keinen Wert von 

1,0 erreichen, was in der Berechnung der Mobilität einbezogen ist. Jeweils unten in Abb. 3.7-

2A-C ist die gleichbleibende Verteilung des Proteins in einer unbehandelten Zelle sichtbar. 

 

 

 

 

 Abbildung 3.6.3-3: FRAP-assays mit GFP-hLa-∆2 und GFP-hLa-F118A zeigen eine Diffusions-
gesteuerte Mobilität dieser Proteine. HeLa Zellen wurden mit 1 µg GFP-hLa-∆2 transfiziert und 
am Folgetag auf die Mobilität des Proteins im FRAP-assay analysiert. Dazu wurden mit einer 
zeitlichen Auflösung von 657 ms Aufnahmen vor und nach dem Bleichen durch den Laserstrahl
gemacht. Gezeigt ist die Zelle vor dem Bleichen (A), unmittelbar danach (B) sowie am Ende der 
Aufzeichnung (C). Die gebleichte Flächenregion ist durch ein gestricheltes Kästchen angedeutet.
Maßstabsbalken = 10 µm. Teil (D) zeigt die Quantifizierung der Signale, welche als relative
Fluoreszenz-Intensität Irel (Y-Achse) gegen die Zeit in Sekunden (X-Achse) aufgetragen ist. Dieses 
ergibt die Geschwindigkeit der Wiederherstellung der Fluoreszenz-Intensität, anhand derer die 
Mobilität des Proteins berechnet wird (siehe 2.13.5 für detaillierte Angaben zur Auswertung). Die
Versuchsreihe für GFP-hLa-F118A ist darunter gezeigt, wobei (E) die Zelle vor dem Bleichen 
darstellt. (F) zeigt die Zelle unmittelbar danach und (G) am Ende der Dokumentation. Die 
Quantifizierung für GFP-hLa-F118A wurde wie in (D) durchgeführt und ist in (H) dargestellt. 
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Anschließend wurde die Mobilität der Proteine GFP-hLa-∆2 und GFP-hLa-F118A untersucht, 

welche nicht bzw. erheblich reduziert RNA banden (Abb. 3.4.5-2A, 3.5.3-2A-C) und in 

Nukleoli akkumulierten (Abb. 3.6.2-3A+B). Wie aus Abbildung 3.7-3A+E hervorgeht, ist die 

Lokalisation der Proteine GFP-hLa-∆2 und GFP-hLa-F118A diffus im Nukleoplasma mit 
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deutlicher Akkumulation in den Nukleoli und entspricht damit den für chemisch fixierte Zellen 

dargestellten Ergebnissen (Abb. 3.6.2-3A+B). Durch Phasenkontrast Mikroskopie wurde belegt, 

dass es sich bei diesen Strukturen um Nukleoli handelt (nicht gezeigt). Dieses unterstreicht die 

in vivo Relevanz des RNP-2 im RRM2 für das Verlassen des Nukleolus. 

Die FRAP Versuche wurden für diese Mutationen in der gleichen Art durchgeführt wie oben für 

GFP-hLa-WT beschrieben. Als zu bleichende Flächenregion wurde jeweils ein Areal im 

Nukleoplasma gewählt, welches einen Nukleolus enthält. Das GFP-Signal wurde durch die 

Bleichung mit dem Laserimpuls in beiden Fällen sowohl im Nukleoplasma als auch im 

Nukleolus größtenteils zerstört (Abb. 3.7-3B+F). In Abhängigkeit von der Zeit war in beiden 

Fällen eine sehr schnelle Steigerung der Fluoreszenz-Intensität in den zuvor gebleichten Arealen 

zu beobachten (Abb. 3.7-3C+G), welche wie bei oben beschriebenen Analysen 3 – 4 Sekunden 

für eine 50%ige Wiederherstellung benötigte. Die Quantifizierung der Signale ist in Abb. 3.7-

3D für GFP-hLa-∆2 und Abb. 3.7-3H für GFP-hLa-F118A dargestellt. Für diese Auswertung 

wurde jeweils der gesamte Bereich berücksichtigt und in die Berechnung einbezogen, welcher 

zuvor gebleicht wurde. Die nicht gezeigte Quantifizierung ausschließlich für den Bereich des 

Nukleolus ergab die gleiche Wiederherstellungs-Rate, so dass die Proteine mit gleichen 

Geschwindigkeiten in das Nukleoplasma wie auch in den Nukleolus einströmen. 

 

Generell könnte in FRAP-Experimenten eine fälschlich Diffusions-gesteuerte Mobilität 

geschlussfolgert werden, wenn durch eine artifizielle Überexpression die Interaktionspartner 

oder –stellen übersättigt sind. Um dieses zu unterbinden, wurden für die hier gezeigten 

Analysen ausschließlich Zellen benutzt, welche eine vergleichsweise geringe Expression des 

GFP-markierten Proteins aufwiesen. 

Folglich bewegen sich hLa-WT und die analysierten Mutanten mit einer Geschwindigkeit, 

welche einer freien Diffusion nahe kommt. Dementsprechend ändert eine Mutation im RRM2 

zwar sehr deutlich die Lokalisation des Proteins im Nukleus, beeinflusst aber nicht die 

Mobilität. Gleiches gilt für die Mutation GFP-hLa-∆6.3, welche eindeutig die subnukleäre 

Verteilung, jedoch nicht die Mobilität des Proteins beeinflusst. Schlussendlich wird die 

Diffusions-ähnliche Geschwindigkeit des hLa Proteins im Nukleoplasma nicht durch 

Wechselwirkungen beeinflusst, welche über das RRM2 oder das NoLS vermittelt werden. 
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4 Diskussion 
 

Das humane Hepatitis B Virus (HBV) besitzt ein partiell doppelsträngiges DNA Genom, 

welches mit einer Länge von 3,2 kBp äußerst kompakt ist und für 7 verschiedene Proteine 

kodiert. Die Infektion mit HBV stellt eines der großen Weltgesundheitsprobleme dar. Dies gilt 

insbesondere für die Lebererkrankungen der weltweit etwa 350 chronischen HBV Träger und 

des damit verbundenen etwa 200fach erhöhten Risikos primäre Leberzellkarzinome zu 

entwickeln und daran zu versterben (21, 28, 31, 153, 183). Obwohl ein präventiver und 

effektiver Impfstoff existiert, haben die Neuinfektionen mit HBV in den letzten Jahren nur 

wenig abgenommen. An einem therapeutischen Impfstoff für chronische Träger wird zwar 

intensiv gearbeitet, ein Erfolg ist jedoch noch nicht in Sicht. Die Therapiemöglichkeiten bei 

einer bestehenden chronischen Infektion sind sehr eingeschränkt und wenig erfolgreich. 

Mit dem Ziel die Immunreaktion gegen virale Antigene in vivo studieren zu können wurde vor 

einigen Jahren ein HBV transgenes Mausmodell entwickelt und hiermit gelang es zu zeigen, 

dass die Injektion von HBV-Oberflächenprotein spezifischen cytotoxischen T-Zellen in HBV-

transgene Mäuse zu einer Unterdrückung der Expression aller viraler Produkte auf einem nicht 

cytotoxischen Weg führt (10, 40, 41, 76, 78, 79). Dieser bisher nicht vollständig geklärte 

Vorgang wurde durch die Cytokine Interferon-γ und Tumornekrosefaktor-α vermittelt, welche 

u.a. zu einer post-transkriptionellen Degradation der HBV RNA führten. Die Untersuchungen 

des molekularen Mechanismus, welcher den Abbau der viralen RNA auslöst, führte zur 

Identifizierung des Maus La Proteins (mLa) als potentielles HBV RNA stabilisierendes Protein 

(85, 87).  Ferner wurde dabei die genaue Region der HBV RNA bestimmt, welche durch das 

mLa Protein gebunden wird. 

Da es bisher keine HBV-infizierbaren Zellkulturen gibt, ist eine Erforschung der viralen 

Prozesse der Virusinfektion und Eliminierung in vitro sehr erschwert. Dies ist mit ein Grund 

dafür, dass bisher nicht erforscht wurde, ob das humane La Protein mit der HBV RNA 

wechselwirkt, ähnlich wie es für das Maus La Protein beschrieben wurde. Geht man von einer 

ähnlichen Wechselwirkung aus, so wäre darauf aufbauend theoretisch die Entwicklung 

neuartiger, antiviraler Strategien möglich, wenn es gelänge, mithilfe von Substanzen diese 

Wechselwirkung zwischen humanem La (hLa) und der HBV RNA selektiv zu zerstören, ohne 

die Zelle dadurch zu schädigen. Notwendige Voraussetzung hierfür sind eine detaillierte 

Kenntnis über die Struktur und Funktion des humanen La Proteins, über seine zellulären und 

viralen Wechselwirkungspartner und die molekulare Detailinformation über diese Interaktionen. 

Im Rahmen dieser Dissertationsarbeit wurden intensive Studien hierzu betrieben. Um die 

Wechselwirkung des humanen La Proteins mit HBV RNA von der mit zellulären RNAs 

abzugrenzen zu können, wurde dies am Beispiel der hLa tRNA Bindung untersucht. Die tRNA 

wird während ihrer molekularen Reifung durch das La Protein stabilisiert wird (siehe 1.3). 

Hierfür wurden unter anderem die für die jeweilige RNA Bindung essentiellen Domänen im 
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humanen La Protein identifiziert und miteinander verglichen. Zudem wurden die 

Multimerisierung des hLa in vitro und die subzelluläre Lokalisation und in vivo Mobilität des 

Proteins analysiert und korreliert. 

Um die unterschiedlichen Domänen des hLa und deren Funktionen untersuchen zu können 

wurden diverse Mutationen in das Protein eingefügt. Für das Ziel der Bestimmung der atomaren 

3D-Struktur des Proteins durch Proteinkristallisation und Röntgenstrukturanalyse gelang es, ein 

Protokoll für eine effiziente Reinigung von großen Mengen des rekombinanten Proteins bis zur 

Homogenität zu etablieren. Des weiteren gelang es, die La-Domänen zu kartieren, welche für 

Multimerisierung des hLa Proteins, für die Bindung an die HBV RNA als auch für die Bindung 

an tRNA notwendig sind. Ferner wurde eine Vielfalt von neuen Informationen über Sequenz-

Motive erhalten, die für die subzelluläre Verteilung des La-Proteins verantwortlich sind und 

hierbei wurden zudem erste Daten über die in vivo Mobilität des hLa erarbeitet. 

Letztlich wurde durch eine in vivo Versuchsreihe gezeigt, dass eine antivirale Strategie gegen 

HBV spezifisch die Wechselwirkung zwischen hLa und der HBV RNA unterbinden muss und 

nicht durch eine komplette Inaktivierung des endogenen hLa erfolgen kann, da dieses für 

zumindest einen bestimmten zellulären Syntheseweg essentiell ist und ein Fehlen des Proteins 

in humanen Zellen nicht ausgeglichen werden kann. 

 

 

4.1 Reinigung und Analyse des rekombinanten humanen La Proteins 
 

Wie an anderer Stelle detaillierter ausgeführt ist das La Protein an einer Vielzahl zellulärer 

Prozesse beteiligt und nimmt bei verschiedenen viralen Infektionen eine bedeutende Rolle im 

RNA-Metabolismus des Virus ein (siehe 1.1, 1.2, 1.3). Im Falle der Wechselwirkung des La 

Proteins mit der viralen HBV RNA stammen die grundlegenden Untersuchungen aus einem 

transgenen Mausmodell und beschreiben verschiedene Charakteristika des mLa (85, 87). In der 

vorliegenden Arbeit werden diese Kenntnisse um Charakteristika des humanen La Proteins 

erweitert, wie die Bindung verschiedener RNAs, die Multimerisierung und andere. Daher war 

eine Reinigung des humanen La Proteins erforderlich, um es für RNA-Bindungsexperimente 

sowie für Kristallisationen einzusetzen. 

  

Zu diesem Zweck wurde rekombinantes, humanes La Protein benutzt, welches bakteriell 

exprimiert und anschließend aufgereinigt wurde. Die in Abbildung 3.1.1-1 dargestellte 

Dokumentation der nativen Aufreinigung des HIS-markierten hLa belegt, dass das 

rekombinante Protein durch diesen ersten Schritt der Aufreinigung mittels Ni-NTA-Säulen von 

dem überwiegenden Teil der kontaminierenden bakteriellen Proteine abgetrennt wurde. Eine 

affine und unter verschiedenen chemischen Bedingungen stabile Bindung des HIS-markierten 
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Proteins an die Matrix erlaubte die effiziente Entfernung unspezifisch adsorbierter Proteine 

durch stringente Waschbedingungen. Bei einem Vergleich zwischen nativer und 

denaturierender Aufreinigung wurden keine unterschiedlichen Ausbeuten festgestellt (siehe 

3.1), so dass hLa offensichtlich in E.coli löslich bleibt und nicht zur Bildung von 

Einschlusskörpern („inclusion bodies“) führt. 

 

Für Angaben über die Konformation eines Proteins und dessen Domänen-Struktur ist kaum eine 

Analyse so gehaltvoll wie die atomare Auflösung der 3D-Proteinstruktur durch Kristallographie 

und Röntgenstrukturanalyse. Für eine erfolgreiche und homogene Kristallisation ist es jedoch 

notwendig, dass das Protein von jeglichen Kontaminationen befreit wird und zudem in 

möglichst hohen Konzentrationen vorliegt. Zu diesem Zweck wurde die Reinigung des 

humanen La Proteins im Großmaßstab etabliert und optimiert, und es wurden verschiedene 

Methoden zur Dokumentation der Reinheit der Präparationen eingesetzt. 

Als Fortsetzung der Proteinreinigung wurde eine präparative Gelfiltration gewählt, da viele der 

kontaminierenden Proteine aus der initialen Ni-NTA-Reinigung deutliche Unterschiede in ihrer 

Masse (≥ 5–10 kDa) gegenüber dem hLa aufwiesen. Dabei eluierte das rekombinante hLa als 

trimeres Molekül mit einer Masse von 150 kDa (Abb. 3.1.1-3). Zudem erscheint hLa u.a. 

assoziiert mit verschiedenen anderen Proteinen in Multiproteinkomplexen (≥ 250 kDa), welche 

nicht weiter analysiert wurden. Es ist unklar, aus welchen Proteinen verschiedenster Massen 

diese Komplexe zusammengesetzt sind und ob es sich dabei um ribosomale Untereinheiten 

handeln könnte, mit denen das hLa in Eukaryonten assoziiert ist (157). Für diese Möglichkeit 

spricht, dass das rekombinante hLa wie oben genannt in E.coli löslich im Plasma vorliegt nicht 

in Einschlusskörpern aggregiert. Es ist jedoch auszuschließen, dass diese Komplexbildung 

durch die Trimerisierung des hLa verursacht wird, da Multiproteinkomplexe auch bei der 

Analyse von mutierten hLa Proteinen auftreten, welche als Dimer oder Monomer vorlagen 

(siehe unten und Abb. 3.3-2B, 3.3-3).  

Eine Analyse des Peaks bei 150 kDa in einer ein- und zweidimensionalen SDS-PAGE zeigte 

keine Proteine außer dem hLa (Abb. 3.1.1-3B+C, 3.1.2-1). Dieses belegt die Homogenität der 

Präparation im Rahmen der Sensitivität dieser Methoden. Die verschiedenen Massen und 

isoelektrischen Punkte des hLa in der 2-D-PAGE werden an anderer Stelle diskutiert (siehe 

unten). Die massenspektrometrische Analyse per MALDI-TOF (Abb. 3.1.2-2) wies keine 

Kontaminationen nach und bestimmte das hLa mit Massen von 48438 und 50678 Dalton. 

Letztere Masse kommt der gemäß der Sequenz (einschließlich der HIS-Markierung) 

vorhersagbaren Masse von 50739 Dalton sehr nahe und entspricht wahrscheinlich dem Protein 

mit voller Länge. Die hLa Isoform mit geringerer Masse entsteht vermutlich aufgrund einer 

unspezifischen C-terminalen Degradation oder durch eine bakterielle Carboxypeptidase-

Aktivität. Letztere enzymatische Aktivität ist wahrscheinlicher, da dieses Enzym Proteine C-

terminal bis zu einer spezifischen Erkennungs-Sequenz verkürzt und der Peak bei 48438 Dalton 
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auch über längere Zeit und bei mehreren Messungen konstante Massen aufwies. Bei einer 

unspezifischen Degradation würde sich diese Masse vermutlich kontinuierlich verkleinern. 

Das Ergebnis aus dem dynamischen Light-Scattering (Abb. 3.1.2-3) deutet aufgrund der fast 

homogenen Massenverteilung der detektierten Partikel ebenfalls auf die Homogenität der 

Proteinpräparation hin. Die gemessene Größe der jeweiligen Partikel wurde als eine trimere 

Konformation des rekombinanten hLa interpretiert, und die Masse im Verhältnis zur 

Partikelgröße wurde durch die implementierte Software als 145 kDa angegeben. Dieses kann 

jedoch mit der Methode nicht eindeutig bestimmt werden, da die Größe von Partikeln gemessen 

wird, welche je nach räumlicher Konformation des Proteins erheblich variieren kann.  

Die hier etablierte Reinigungsmethode kann als sehr effizient angesehen werden, da das 

rekombinante hLa Protein durch lediglich zwei Reinigungsschritte von jeglichen bakteriellen 

Kontaminationen abgetrennt wurde, welche durch 2-D-PAGE mit Silberfärbung, MALDI-TOF 

oder dynamisches Light-Scattering nachweisbar sind. Da für eine Kristallisation oftmals hohe 

Proteinkonzentration benötigt werden, wurde getestet bis wie weit sich das hLa Protein 

konzentrieren ließ. Bis zu der maximal getesteten Konzentration von 12 mg/ml wurde dabei 

keine Präzipitation des hLa beobachtet. Somit wurden zwei essentielle Voraussetzungen für 

eine Kristallisation erfüllt, nämlich eine Präparation des Proteins in sehr reiner, homogener und 

hoch-konzentrierter Form. 

 

Die Multimerisierung des hLa ist in vivo bisher nicht belegt. Als Funktion der Dimerisierung 

wurde ein verstärkender Effekt auf die Translation bestimmter viraler RNAs in vitro gezeigt 

(44). Um die Mechanismen der in vitro Multimerisierung des hLa aufzuklären und mit 

bestimmten Funktionen zu korrelieren, erfolgte der Vergleich einiger der in Tabelle 3.2 

aufgeführten Mutationen des hLa mit hLa-WT in der analytischen Gelfiltration. Zusätzlich 

wurden die Pufferbedingungen variiert, indem teilweise EDTA zugesetzt wurde, welches 

zweiwertige Ionen komplexiert und somit Aufschluss gibt ob diese Ionen die Multimerisierung 

des Proteins beeinflussen. In Anwesenheit zweiwertiger Ionen eluierte hLa-WT hauptsächlich 

als trimeres- und ohne zweiwertige Ionen als dimeres Molekül, was die Notwendigkeit dieser 

Ionen für die Ausbildung von Trimeren demonstriert (vergleiche Abb. 3.1.1-3A und 3.3-2A). 

Zugleich erzeugt dieses Ergebnis jedoch Unklarheit darüber, in welcher Konformation hLa-WT 

denn vorliegt und durch welche Domänen oder Mechanismen dieses organisiert wird. 

Um dieses aufzuklären wurden einige der Mutanten des hLa hinsichtlich ihrer Fähigkeit zur 

Multimerisierung analysiert. Da die Deletion hLa-∆1 (∆aa11-99) auch mit zweiwertigen Ionen 

als Dimer vorlag, ist gezeigt, dass die für die Trimerisierung notwendige Domäne in diesem N-

terminalen Teil des Proteins liegt (Abb. 3.3-2B). Demgegenüber eluierte das Protein hLa-∆6.0 

(∆aa274-354) als Monomer und zeigt folglich die Lokalisation der zur Ausbildung von Dimeren 

notwendigen Region (Abb. 3.3-3). Des weiteren zeigt dieses Ergebnis, dass vermutlich erst eine 

Dimerisierung über den C-Terminus erfolgen muss, bevor eine Trimerisierung über den N-
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Terminus erfolgen kann. Eine Versuch zur Eingrenzung der C-terminalen Region zeigte, dass 

sich die Deletionsmutante hLa-∆6.2 (∆aa291-354) wie der Wildtyp verhielt so dass die 

Dimerisierungs-Domäne demgemäss auf den Bereich der Aminosäuren 274 – 291 eingeschränkt 

wurde. Diese Befunde erklären, warum hLa-WT in Abhängigkeit von den Pufferbedingungen 

als dimeres oder trimeres Molekül vorliegt. Ferner wird eine unspezifische Multimerisierung 

über zweiwertige Ionen durch die HIS-Markierung ausgeschlossen, da diese ebenso in den 

Mutanten hLa-∆1 und hLa-∆6.0 vorhanden ist. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass 

rekombinantes hLa über die Aminosäuren 274 – 291 dimerisierte, und dass das Dimer über die 

Aminosäuren 11 – 99 abhängig von zweiwertigen Ionen auf ein trimeres Molekül erweitert 

werden kann. Tetramere wurden nicht beobachtet, so dass die Multimerisierung aus nicht 

bekannten Gründen scheinbar mit der Ausbildung eines Trimers endet. 
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Abbildung 4.1-1: Modell über die Wechselwirkung verschiedener Domänen im
hLa-WT, welche die Multimerisierung vermitteln. Gemäß den Ergebnissen der
analytischen Gelfiltration wird ein Modell aufgestellt, demzufolge die Ausbildung
von Dimeren über die C-terminale Region der Aminosäuren 274 – 291 erfolgt
(gefüllte Boxen). Der Aufbau von Trimeren wird über zweiwertige Ionen durch die
N-terminalen Reste 11 – 99 vermittelt (schraffierte Boxen).
en Analysen bleibt zu zeigen, ob die einzelne Mutation der Aminosäuren 274 – 291 zu 

erlust der Dimerisierung führt. Durch Craig et al. (44) wurde bei Verwendung einer 

hen Gelfiltration gefunden, dass hLa-WT als dimeres Molekül vorliegt. In dem dabei 

 Puffer sind keinerlei zweiwertige Ionen und eine geringe Menge EDTA enthalten, 

iskrepanz zum trimeren hLa-WT gemäß obiger Daten erklären könnte. Ferner wird in 

nnten Studie die Dimerisierungs-Domäne auf die Aminosäuren 293 – 348 festgelegt, 

diese Funktion hier den Aminosäuren 274 – 291 zugeordnet wird. Da mit C-terminalen 

ngen und internen Deletionen gänzlich unterschiedliche Arten von Mutationen hier 

er o.g. Arbeit benutzt wurden, führt dieses möglicherweise zu unterschiedlichen 

sen. Daher müsste durch alternative Methoden, wie z.B. einem mammalian-two-hybrid 

ie exakte Lokalisation der Dimerisierungs-Domäne bestimmt werden.  

ere Hinweise auf die Existenz und Position der Dimerisierungs-Domäne zu erhalten 

ein Vergleich mit einer Internet-Datenbank (Proscan Release 3.0, http://npsa-

http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/pattern_prosite.pl
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pbil.ibcp.fr/cgi-bin/pattern_prosite.pl  (43)), welcher für die Aminosäuren 278 – 293 im hLa-

WT eine 57%ige Übereinstimmung zu einer „Helix-Loop-Helix“ Dimerisierungs-Domäne 

identifiziert. Diese Domäne wird als Myc-Typ beschrieben, da die Beschreibungen insbesondere 

aus DNA-bindenden Myc-Onkoproteinen (c-myc, N-myc, L-myc, B-myc) herrührt (104). Diese 

Domäne von bis zu 40 – 50 Aminosäuren bildet eine Helix-loop-Helix Struktur aus und wird 

zusätzlich durch eine 15 Reste lange basische Region ergänzt, welche bei den myc-Proteinen 

den Kontakt mit DNA herstellt. Die durch die Datenbank vorhergesagte Dimerisierungs-

Domäne zischen Aminosäuren 278 – 293 stimmt gut mit der hier identifizierten Dimerisierungs-

Domäne 274 – 291 überein. Gemäß der MacVector-7.0-Software nehmen diese Reste 

überwiegend strukturell externe oder ambivalente Positionen ein, und sind größtenteils als α-

Helix-fomierend einzustufen. Dieser Befund unterstützt die hier erzielten Ergebnisse, so dass es 

sich bei diesen Resten im hLa sehr wahrscheinlich um die Dimerisierungs-Domäne handelt. 

Es ist unklar, ob die in vitro beobachtete homo-Multimerisierung des La Proteins ebenso für die 

Situation in vivo gilt. So ist für PCBP-1 und –2 gezeigt, dass dieses RNA bindende Protein in 

Lösung als homo-Dimer vorliegt, welches sich nach RNA-Bindung zu einem hetereo-Dimer 

ändert (64). Wie an späterer Stelle aufgeführt wird ändert sich ebenfalls die Konformation des 

rekombinanten hLa, welches in Anwesenheit von RNA die multimere Struktur zu einer 

monomeren Form auflöst (s.u.). 

 

Für mehrere Funktionen des La Proteins wird eine Regulation durch Phosphorylierung 

diskutiert. Dieses gilt sowohl für die Kontrolle in der Transkription durch RNA Polymerase III 

als auch für die Beteiligung an der Prozessierung zellulärer tRNAs (57, 99). Des weiteren gilt 

dies vermutlich auch für die Funktion des La Proteins im Rahmen einer HBV Infektion (87) und 

ist an anderer Stelle in dieser Arbeit beschrieben (siehe 1.2, 1.3). Um Kenntnisse über die Rolle 

der Phosphorylierung für die Funktionen des hLa zu erhalten, wurde in der vorliegenden Arbeit 

zunächst ein Protokoll zur (De-)Phosphorylierung etabliert. Anschließend wurde untersucht, ob 

diese Modifikation verschiedene Funktionen des hLa-WT moduliert. 

Die Analyse des (de-)phosphorylierten Proteins erfolgte mittels 2-D-PAGE (Abb.3.1.2-1, 3.1.3-

1) und zeigte, dass hLa-WT durch die gewählten Enzyme (de-)phosphoryliert wird. Auffällig ist 

jedoch, dass das Protein in mehreren Isoformen bezüglich der Masse und des pI vorlag. Der 

durch ExPASy (www.expasy.ch, Swiss-Prot Zugangsnummer P05455 für hLa) vorhergesagte pI 

für hLa ist 6,68, wobei die hier gefundenen Spezies einen Wert zwischen 6 und 7,5 einnahmen 

(Abb. 3.1.2-1). Nach einer Phosphorylierung durch Casein Kinase-II könnten die Isoformen 

durch eine verschiedene Anzahl an Phosphatresten erklärt werden, welche sowohl den pI 

verändern als auch die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen. Dieses ist auch für das La 

Protein durch andere Gruppen belegt (30, 58, 99, 120). 

Durch Behandlung mit verschiedenen Phosphatasen, welche gemäß eigener Vorversuche auch 

die durch die Casein Kinase-II angefügten Phosphat-Reste wieder entfernten, zeigte sich jedoch 

http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/pattern_prosite.pl
http://www.expasy.ch/
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keine Veränderung des Bandenmusters. Somit unterscheiden sich die verschiedenen Isoformen 

wahrscheinlich nicht in ihrer Phosphorylierung und das rekombinante La Protein wird während 

seiner Expression nicht durch bakterielle Kinasen phosphoryliert. Es ist unklar und durch keine 

der aufgeführten Methoden endgültig festgestellt, welche Modifikationen die verschiedenen 

Isoformen entstehen lassen. Übereinstimmend zu hier gefundenen Daten existiert das zelluläre 

hLa Protein in verschiedenen isoelektrischen Formen (pI von 6,0 – 7,5), und es wurden mehrere 

Stellen zur Phosphorylierung bestimmt (61, 160, 163). Zudem wurde gezeigt, dass auch im 

rekombinanten Protein nicht alle der verschiedenen Isoformen durch Phosphorylierung 

entstehen (30), wobei die Natur dieser Modifikation unklar bleibt. Die geringen 

Massenunterschiede der einzelnen Spezies von maximal 2 kDa in der 2-D-PAGE passen zu den 

Ergebnissen der MALDI-TOF Analysen, in denen ebenfalls Differenzen von ca. 2 kDa 

bestimmt wurden (siehe oben und Abb. 3.1.2-2). Vermutlich unterliegt das rekombinante hLa 

wie oben diskutiert einer Carboxypeptidase-Aktivität, oder das Protein existiert in Isoformen 

mit verschiedenen Ladungen oder Strukturen, welche nicht durch die Denaturierung in einer 

zweidimensionalen Gelelektrophorese aufgelöst werden. 

 

Für das hLa Protein wurde durch Topfer et al. ein potentielles ATP-Bindungsmotiv 5´-

GxxxxGK-3´ für die Aminosäuren 333 – 339 identifiziert (206), und eine ATPase- und 

Helikase-Aktivität konnte gezeigt werden (18, 19, 97). Um diese Aktivität auch für das 

rekombinante Protein zu untersuchen, wurde in mehreren experimentellen Ansätzen (siehe 

2.9.6) überprüft, ob ATP durch rekombinantes hLa gebunden und/oder zu ADP+P umgesetzt 

wird. Dabei wurde in An- oder Abwesenheit von potentiellen Substraten weder eine spezifische 

Bindung noch die Hydrolyse von ATP dokumentiert. Demgemäss hat rekombinantes hLa keine 

ATPase Aktivität, oder es fehlen entscheidende Modifikationen am prokaryotischen Protein. 

Die ATPase Aktivität des hLa wurde in Anwesenheit von RNA-DNA-Hybriden oder von 

dsRNAs mit einem 3´-Überhang beschrieben (18, 97), welche durch das hLa Protein entwunden 

werden. Somit erscheint die ATPase Aktivität des hLa auf diese Substrate beschränkt und 

bezieht sich nicht auf die hier untersuchten dsRNAs oder Polynukleotide.  

 

Durch die dargestellten Analysen wurden optimale Grundlagen für laufende Versuche zur La-

Proteinkristallisation geschaffen und wichtige Anhaltspunkte für die Interpretation der 

anschließenden Röntgenstrukturanalyse gegeben. Die Reinigung bis zur Homogenität des 

Proteins ermöglicht zudem durch analytische Gelfiltrationen die Aufstellung eines Modells, 

demgemäss hLa über die Aminosäuren 274 – 291 Dimere ausbildet, welche über die 

Aminosäuren 11 – 99 mit zweiwertigen Ionen zu Trimeren erweitert werden. Ferner wird 

gezeigt, dass das rekombinante hLa nicht phosphoryliert ist, wobei weitere Modifikationen des 

Proteins vorliegen könnten, welche den pI und die elektrophoretische Auftrennung modulieren. 

Eine ATPase Aktivität konnte nicht nachgewiesen werden. 
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4.2 Die Wechselwirkung des humanen La Proteins mit HBV RNA-B2 
 

Das humane La Protein gehört zur RNA-bindenden Familie der Proteine mit RNA-Erkennungs-

Motiven (RRMs) (34, 36, 105), und bindet neben einer Vielzahl zellulärer RNAs an 

verschiedene virale RNAs, wie die des Hepatitis B Virus (siehe 1.2 und Referenzen darin). 

Grundlegende Arbeiten dazu stammen aus einem transgenen Mausmodell, in der die 

Wechselwirkung des mLa mit einem Teilbereich der HBV RNA beschrieben wurde (85, 87). 

Dieser in allen HBV RNAs enthaltene Teilbereich wird als HBV RNA-B2 bezeichnet und 

nimmt gemäß Computer-Vorhersagen die Struktur einer Haarnadelschleife ein (siehe 1.2 und 

Abb. 4.2-1). Es ist belegt, dass die Auflösung der Haarnadelstruktur durch Mutationen in vivo 

zu einer reduzierten Halbwertszeit der pregenomischen HBV RNA führt, was die Bedeutung 

dieser Region für die Stabilität der RNA und die These der stabilisierenden Wirkung des La 

Proteins unterstützt (I. Ehlers & T. Heise, unveröffentlichte Daten). Ferner liegt die durch 

Bindung des La Proteins geschützte nukleolytische Spaltstelle der HBV RNA in unmittelbarer 

Nähe zur La Bindungsstelle (86), so dass das Protein die RNA durch seine Bindung vermutlich 

vor Endoribonukleasen schützen könnte. Zur Entwicklung neuartiger antiviraler Strategien, 

welche an der Wechselwirkung zwischen hLa und der HBV RNA ansetzen, sind detailliertere 

Kenntnisse über diese Bindung erforderlich. Da die Bindung des humanen La Proteins an die 

HBV RNA-B2 bisher nicht nachgewiesen wurde, dieser Nachweis aber für die Einschätzung der 

Relevanz des Mausmodells von entscheidender Bedeutung ist, war ein Ziel der vorliegenden 

Arbeit die Charakterisierung dieser Wechselwirkung sowie die Identifizierung der hLa 

Domänen, die hierfür und für andere Funktionen des Proteins essentiell sind. 

 

Das rekombinante hLa Protein band in nativen EMSAs an in vitro transkribierte HBV RNA-B2 

und bildete mehrere Komplexe aus (Abb. 3.4.1-1). Durch Supershift-Analysen wurde belegt, 

dass diese Bindung nicht durch Kontaminationen in der Proteinpräparation verursacht wurden 

(Abb. 3.4.1-1). 

Die Charakterisierung unter verschiedenen Bindungsbedingungen (Abb. 3.4.1-2) belegt eine 

optimale Bindung bei neutralem pH Wert (7,4) im Gegensatz zu leicht abgeschwächten 

Signalen im sauren oder alkalischen Bereich. Ein Beitrag nicht-elektrostatischer und vielleicht 

hydrophober Bindungen wird durch einen geringen Einfluss auf die Bindung durch NaCl 

nahegelegt, wobei die Natur dieser Bindung nicht genauer bestimmt wurde. Ferner kann die 

Notwendigkeit von internen Disulfidbrücken im Protein für die RNA-Bindung ausgeschlossen 

werden, da das reduzierende Agens DTT die Bindung nicht beeinflusste und das Protein im 

EMSA noch als Multimer erschien. Ebenso kann dadurch ausgeschlossen werden, dass eine 

kovalente Bindung zwischen hLa und der HBV RNA-B2 aufgebaut wird, wie für andere RNAs 

beschrieben (205). 
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Auffallend ist das Ergebnis, dass MgCl2, welches die Struktur von RNAs stabilisieren kann 

(209), bei höheren Konzentrationen zu einer reduzierten Bindung führte (Abb. 3.4.1-3). 

Demgegenüber hatte EDTA, welches zweiwertige Ionen komplexiert, einen intensivierenden 

Effekt auf diese Bindung (Abb. 3.4.1-3). Dieses zeigt einerseits, dass die Struktur der HBV 

RNA-B2 durch Mg2+ nicht oder nur bei geringen Konzentrationen stabilisiert werden könnte. 

Eine Störung der Struktur der RNA durch falsche Mg2+ Konzentrationen würde folglich eine 

verminderte Bindung des hLa-WT bewirken. Andererseits suggeriert das Ergebnis mit EDTA, 

dass das einzig zugesetzte zweiwertige Ion Mg2+ die RNA-Struktur insgesamt stört, so dass 

durch die gänzliche Komplexierung dieser Ionen durch EDTA eine verstärkte Bindung des hLa-

WT ermöglicht wird. Der Sachverhalt für die Struktur der HBV RNA-B2 und der daraus 

resultierenden Bindung durch hLa-WT kann mit dieser Methode nicht exakt aufgelöst werden, 

deutet aber darauf hin, dass die Struktur der HBV RNA-B2 in vitro vermutlich von 

zweiwertigen Ionen unabhängig ist. 

Die hier bestimmten optimalen Bindungsbedingungen ähneln teilweise den für die mLa HBV 

RNA Wechselwirkung beschriebenen Ergebnissen (85), wobei jedoch in jener Arbeit UV-

Quervernetzungs-Experimente und Kernextrakte benutzt wurden. Dieses lässt vermuten, dass 

mutmaßliche post-translationale Modifikationen des La Proteins in Eukaryonten nicht die 

Bindung an HBV RNA-B2 modulieren. Andererseits bleibt offen, welche Rolle andere Proteine 

als Interaktionspartner spielen könnten (siehe unten). 

 

Nach der Optimierung der Bindungsbedingungen wurde die Affinität der Bindung von hLa an 

HBV RNA-B2 bestimmt, welche für die Dissoziationskonstante KD einen Wert von 0,8 nM 

einnimmt (Abb. 3.4.2-1). Folglich handelt es sich hierbei um eine hochaffine Wechselwirkung, 

welche mit der Affinität der Bindung zwischen mLa und HBV RNA mit 1,4 nM gut 

übereinstimmt (87). Des weiteren passt diese KD zu mehreren anderen RNA-Bindungen durch 

das La Protein, welche überwiegend hohe Affinitäten aufweisen: 

 

Protein RNA Herkunft der RNA KD (nM) 

La hY-4 natürliches RNA Polymerase III Produkt 5 

La HY-1 -„- 6 

La prä-tRNAArg -„- 3 – 19 

La 5´UTR Fragment der Poliovirus 5´UTR RNA (nt559-624) 4 

La TAR1 Transactivator response element, HIV-1 leaderRNA 17 

La U1 snRNA Spliceosom 23 

Tabelle 4.2-1: Affinitäten des humanen La Proteins zu verschiedenen RNAs. Aufgeführt sind die 
Affinitäten (KD in nM) des humanen La Proteins zu verschiedenen RNA Substraten, deren Herkunft 
angegeben ist. Die Werte für die Arginin-prä-tRNA variieren mit der Länge des 3´trailers. UTR = 
untranslatierte Region; snRNA = small nuclear RNA; Referenzen (37, 67, 133, 146) 
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Neben der Affinität ist insbesondere auch die Spezifität für die Bindung eines Proteins an eine 

RNA entscheidend, da eine hohe Affinität nicht mit einer hohen Spezifität einhergehen muss. 

Eine hohe Spezifität eines Liganden für eine Bindungsstelle bedeutet, dass dieser nur eine 

geringe Affinität zu anderen Bindungsstellen aufweist und, dass deren Anzahl möglichst klein 

ist. Obwohl eine hohe Spezifität wiederum oft mit hoher Affinität einhergeht, besagt diese 

nichts über die Funktion oder die biologische Wirkung. 

In verschiedenen experimentellen Ansätzen zeigte die Wechselwirkung des rekombinanten hLa-

WT mit der HBV RNA-B2 im nativen EMSA unter den gewählten Bedingungen eine geringe 

Spezifität (Abb. 3.4.3-1, 3.4.3-2). Diese Schlussfolgerung resultiert daraus, dass in einer 

Titration des hLa bereits bei geringen Proteinmengen vergleichbar intensive monomere 

Komplexe mit der HBV RNA-B2 wie auch mit anderen RNAs ausgebildet wurden (Abb. 3.4.3-

1). Für eine spezifische Wechselwirkung wäre zu erwarten, dass wesentlich mehr Protein für die 

Bindung an unspezifische Kontroll-RNAs notwendig wäre, als für HBV RNA-B2. 

Demgegenüber entstanden multimere Komplexe aus Protein und RNA insgesamt erst in 

zunehmendem Maß bei steigenden Proteinmengen. Dieses zeigt an, dass die multimeren 

Komplexe als eher unspezifisch anzusehen sind, so dass die Spezifität der Bindung von hLa an 

HBV RNA-B2 vermutlich in den monomeren Komplexen liegt. Hierfür sprechen Daten aus der 

Literatur, welche ebenfalls eine Bildung multimerer Komplexe erst bei hohen Proteinmengen 

anzeigen, wenn monomere Komplexe bereits vollständig ausgebildet sind (57). Ein weiteres 

Argument ist, dass monomere- zugunsten multimerer Komplexe bei steigenden Proteinmengen 

aufgelöst werden, da das Verhältnis zwischen Protein und RNA im Sinne der Spezifität 

ungünstiger wird.  

In den in Abbildung 3.4.3-2 gezeigten Versuchen zur Kompetition der Bindung zwischen hLa-

WT und HBV RNA-B2 wurde diese Wechselwirkung vergleichbar schnell kompetiert wie die 

Bindung an eine unspezifische RNA. Folglich zeigt auch dieser Ansatz, dass es sich bei den 

gewählten Versuchsbedingungen nicht um eine sehr spezifische Interaktion zwischen hLa-WT 

und der HBV RNA-B2 handelte. 

Im Gegensatz dazu wurde für die Bindung des mLa an HBV RNA eine hohe Spezifität 

nachgewiesen (85, 87), wobei in jenen Untersuchungen ein Kernextrakt und kein gereinigtes 

Protein benutzt wurde. Dieses zeigt, dass die Spezifität der Bindung von La an HBV RNA-B2 

durch andere Faktoren im Nukleus moduliert wird und somit vermutlich entscheidend für die 

Ausbildung dieser Wechselwirkung ist. Unterstützt wird dieses durch den Befund, dass das 

Hinzufügen von Kernextrakten in obigen Bindungsversuchen zu einer Verstärkung der Bindung 

von hLa-WT an HBV RNA-B2 führte (52). Ferner haben diese Analysen ergeben, dass hLa-WT 

bei der Bindung an HBV RNA-B Multimere ausbildet, welche durch die Zugabe von 

Kernextrakt aus humanen Zellen ausschließlich in monomere Komplexe umgeformt werden 

(52). Diese Befunde untermauern, dass wahrscheinlich einzig die monomeren Komplexe als 

spezifische Interaktion anzusehen sind und dass Interaktionspartner des hLa in Kernextrakten 
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die Spezifität der HBV RNA-B2 Bindung erhöhen. So ist z.B. für das U2B´´ Protein gezeigt, 

dass dessen Spezifität in der RNA-Bindung durch das U2A´ Protein erhöht wird (179, 180). 

Folglich ist die Identifizierung von Interaktionspartnern des hLa Proteins erforderlich, da diese 

offenbar die Bindung an die HBV RNA ausschlaggebend beeinflussen. 

 

In Abbildung 3.4.4-1 ist dargestellt, dass eine Phosphorylierung des hLa-WT nicht entscheidend 

ist für die Bindung an HBV RNA-B2. Da wie oben aufgeführt die Bindung unter den gewählten 

Bedingungen nicht spezifisch ist, kann eine geringe Modulation jedoch nicht ausgeschlossen 

werden. Dieses wäre vielleicht für die Wechselwirkung in vivo entscheidend, wird hier aber 

aufgrund der Versuchsanordnung in vitro nicht detektiert. Dieses Ergebnis zeigt dessen 

ungeachtet, dass die hier aufgezeichnete Wechselwirkung mit HBV RNA-B2 unabhängig von 

der (De-)Phosphorylierung des rekombinanten hLa ist. 

In Untersuchungen zur Wechselwirkung zwischen mLa und HBV RNA wurde eine Reduktion 

der Bindung durch Dephosphorylierung nachgewiesen (87). In diesem Versuch wurde jedoch 

ein Kernextrakt insgesamt dephosphoryliert und anschließend im Hinblick auf die Bindung 

analysiert. Durch diesen Versuchansatz kann keinesfalls differenziert werden, ob die 

Dephosphorylierung von mLa oder eines anderen Faktors zur Reduktion der Bindung führte. Da 

die Bindung von rekombinantem hLa-WT an HBV RNA-B2 hingegen nicht durch eine (De-) 

Phosphorylierung beeinflusst wurde, ist anzunehmen, dass bisher unbekannte hLa 

Interaktionspartner die Bindung an HBV RNA regulieren. 

 

Für die Entwicklung antiviraler Therapien ist nicht nur die Kenntnis darüber entscheidend, wie 

potentielle Interaktionspartner die Bindung zwischen hLa und der HBV RNA beeinflussen und 

welche Charakteristika diese Bindung auszeichnen, sondern auch welche Domänen des Proteins 

dafür essentiell sind. Dieses ist insbesondere deshalb von Bedeutung, da das hLa Protein mit 

einer Vielzahl verschiedener RNAs in der Zelle interagiert und somit Unterschiede in den 

einzelnen Bindungen von herausragender Bedeutung sein könnten. Zu diesem Zweck wurden 

verschiedene Mutationen (Tabelle 3.2) in das Protein eingefügt und im nativen EMSA auf ihre 

Bindung zur HBV RNA-B2 analysiert. 

Das Ergebnis dieser Untersuchungen zeigt zunächst, dass das N-terminale RRM1 (hLa-∆1, aa 

11 – 99) wie auch die Aminosäuren 323 – 354 (hLa-∆6.3) nicht von entscheidender Bedeutung 

für eine effiziente Bindung der HBV RNA-B2 sind (Abb. 3.4.5-1A, 3.4.5-2A). Da die 

Bindungsbedingungen wie aufgeführt eher unspezifisch sind, ist es möglich, dass diese 

Regionen über die Spezifität der Bindung in vivo entscheiden. Dieses kann von besonderer 

Bedeutung sein, da diesen Regionen des hLa auch in der Erkennung von tRNAs eine große 

Bedeutung zugeschrieben wird ((127, 221) sowie Referenzen in 1.3). An späterer Stelle wird 

aufgeführt, dass diese Regionen für die Bindung von tRNAVal in hier durchgeführten EMSAs 

nicht ausschlaggebend sind (siehe unten). Demnach sind diese Bereiche des Proteins für die 
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Wechselwirkung mit HBV RNA-B2 wie auch tRNAVal in vitro nicht essentiell, vermitteln aber 

vermutlich die Spezifität der RNA-Bindung allgemein. 

Diese Möglichkeit wird durch Befunde unterstützt, wonach bei mehreren RRMs innerhalb eines 

Proteins einige RRMs die Spezifität der RNA-Bindung vermitteln können (123) und dadurch, 

dass für die RNA-Bindung die Beteiligung der RRMs je nach Substrat variieren kann (193). 

Ferner kann die spezifische RNA-Bindung insbesondere durch Aminosäuren außerhalb des 

RRMs bzw. der β-Strukturen der RNPs reguliert werden (69). Da im hLa Protein das RRM1 mit 

den direkt umliegenden Sequenzen hochkonserviert ist (127), könnte dies auf die Regulierung 

der Spezifität durch das RRM1 hindeuten. Dieses muss in zukünftigen Experimenten unter 

stringenten Versuchsbedingungen und mit Bestimmungen der Affinität und Spezifität der 

Mutanten analysiert werden. 

 

Die Deletion der Multimerisierungsdomäne in hLa-∆6.0 (aa 274 – 354) führte zu einer 

Reduktion der Bindung an HBV RNA-B2 (Abb. 3.4.5-1B) und das Ergebnis dieses EMSAs 

erlaubt folgende Schlussfolgerungen: einerseits ist dargelegt, dass die Multimerisierung über 

diese Domäne nicht zur Wechselwirkung beiträgt, da dieses Protein mit der HBV RNA-B2 

interagierte und nur als Monomer vorlag (siehe oben). Demgegenüber zeigt dieses Ergebnis, 

dass die hier deletierten Aminosäuren zur effizienten Bindung beitragen und sich ihr Fehlen in 

einer deutlichen Reduktion der Bindung niederschlägt. Durch Craig et al. (44) wurde gezeigt, 

dass lediglich die N-terminalen Aminosäuren 1 – 194 zur RNA-Bindung benötigt würden. 

Dieser Sequenz fehlt nicht nur die hier beschriebene Region aus hLa-∆6.0, sondern auch das 

RRM3, welches wie später aufgeführt unter anderem entscheidend ist für die Bindung von RNA 

(siehe unten). In den von Craig et al. beschriebenen Experimenten wurde nicht nur eine andere 

RNA (nt 1 – 111 der HIV TAR RNA) benutzt, sondern es wurden auch UV-

Quervernetzungsversuche durchgeführt. Durch letztere Methode könnte unter Umständen auch 

eine sehr kurzlebige und schwache Interaktion detektiert werden, welche mit den hier benutzten 

nativen EMSAs nicht festzustellen war.  

Um den in hLa-∆6.0 deletierten Bereich weiter einzugrenzen wurden die Deletionen hLa-∆6.2 

(aa 291 – 354) und hLa-∆6.3 (aa 323 – 354) eingefügt und auf ihre Bindung zur HBV RNA-B2 

untersucht. Die Mutation hLa-∆6.3 führte kaum zur Reduktion der Bindung, wohingegen diese 

durch die Mutation hLa-∆6.2 erheblich vermindert war (Abb. 3.4.5-1A). Somit wird die hier 

entscheidende Domäne auf die Aminosäuren 274 – 323 festgelegt, wobei durch das Fehlen der 

Reste 291 – 323 die intensivste Reduktion der HBV RNA-B2 Bindung verursacht wird. Diese 

Region ist bisher nicht im Zusammenhang mit der RNA-Bindung beschrieben. Da den Resten 

309 – 329 eine α-Helix als Struktur zugeordnet wird (100) und da α-Helices als RNA-bindend 

beschrieben sind (202), könnte diese Struktur mit der HBV RNA-B2 interagieren. Dieses würde 
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auf einen bisher unbeschriebenen, alternativen RNA-Bindungsmechanismus zu den RRMs im 

hLa hindeuten. 

Da dieses auch unter den wenig spezifischen Bedingungen der Bindungsreaktion zu einer sehr 

deutlichen Reduktion der Wechselwirkung mit HBV RNA-B2 führt, ist die Bedeutung dieser 

Region als besonders hoch einzustufen. Diese Schlussfolgerung beruht auf der Korrelation 

dreier nur teilweise überlappender Mutationen, so dass die Bedeutung dieser Region in weiteren 

Versuchen belegt werden muss. Ferner können strukturelle Veränderungen aufgrund der 

Mutationen nicht ausgeschlossen werden.  

Durch die Position des Komplexes aus HBV RNA-B2 und hLa-∆6.0 wird die Lage des 

monomeren RNPs im EMSA gezeigt. Ferner gibt diese Information die Grundlage für ein 

Modell, demzufolge multimeres hLa bei Verfügbarkeit von RNA zu einem monomeren RNA-

Protein-Komplex zerfällt. Das im EMSA eingesetzte hLa-WT liegt nachweislich als multimeres 

Molekül vor, bindet aber RNA präferentiell als Monomer. Es ist jedoch unklar, ob dieses 

genauso für die Situation in der Zelle gilt, da bisher eine in vivo Multimerisierung des hLa nicht 

gezeigt wurde. 

 

Die Deletion der Aminosäuren 353 – 393 in hLa-∆7 führten zu einer erheblichen Reduktion der 

Bindung an HBV RNA-B2 (Abb. 3.4.5-1B). Demzufolge trägt der hier deletierte C-terminale 

Bereich zur effizienten Bindung dieser RNA bei. Dieser Region ist bisher keine Funktion in der 

Bindung von RNA zugeschrieben. Allerdings ist durch diese Mutation die konserviert basische, 

potentielle Phosphatbindungsstelle (aa 348 – 366 (92)) größtenteils deletiert, welche somit zur 

Bindung an HBV RNA-B2 beitragen könnte. Sofern strukturelle Störungen des Proteins 

aufgrund der Deletion ausgeschlossen werden können, würde dieses ebenfalls auf einen zu den 

RRMs alternativen Bindungsmechanismus im hLa Protein hindeuten. 

 

Das humane La Protein enthält neben oben genanntem RRM1 zwei weitere RRMs (siehe 1.1). 

Um die Beteiligung der Domänen RRM2 und RRM3 an der HBV RNA-B2 Bindung zu 

untersuchen, wurden die RNP-Konsensussequenzen durch interne Deletionen mit Größen von 6 

– 11 Aminosäuren entfernt (Abb. 3.4.5-2C). Diese RNP-Sequenzen stellen das charakteristische 

Kennzeichen von RRMs dar und vermitteln den direkten Kontakt zur gebundenen RNA (siehe 

unten sowie (2, 32, 105)). Von entscheidendem Vorteil ist hierbei, dass es sich um sehr kleine 

Deletionen handelt, welche selektiv bestimmte Unterregionen in den RRMs ausschalten. 

 

Die Bindungsstudien mit diesem Mutanten zeigen eindeutig, dass Deletionen im RNP-2 des 

RRM2 und RRM3 (hLa-∆2 bzw. hLa-∆4) zum vollständigen Verlust der Bindung von HBV 

RNA-B2 führen (Abb. 3.4.5-2A). Die Deletionen in den jeweiligen RNP-1 Sequenzen (hLa-∆3 

bzw. hLa-∆5) führen ebenso zu einer erheblichen Verminderung der RNA-Bindung, wobei noch 
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schwache Signale erkennbar sind. Die uneingeschränkte Notwendigkeit der RNP-2 Domänen 

im RRM2 und –3 ist hierdurch belegt, da auch unter den eher unspezifischen Bedingungen 

keine Bindung der RNA nach Deletion dieser Motive erfolgt. 

Dieses Ergebnis führt zu einem Modell, demzufolge das RRM2 und RRM3 in einem 

kooperativen Mechanismus gemeinsam die Bindung der HBV RNA-B2 vermitteln. Für mehrere 

Proteine ist die gemeinsame Bindung einer RNA durch zwei RRMs beschrieben (49, 84) und 

die hier gewonnenen Ergebnisse implizieren diese Möglichkeit im Falle des RRM2 und –3 im 

hLa Protein. Unter diesen Umständen sollte eine Störung der Struktur in diesen RRMs zu einer 

erheblich reduzierten Bindung führen. Obiges Resultat zeigt, dass für die Wechselwirkung mit 

HBV RNA-B2 ein Fehlen dieser Regionen durch keine andere Region im Protein ausgeglichen 

werden kann und unterstützt dieses Modell. Obwohl die RNP-2 Motive im RRM2 und RRM3 

wenig Homologie zu der von Birney et al. (25) ermittelten Konsensussequenz für RNPs 

aufweisen (Abb. 3.4.5-2C), belegt das Resultat die Notwendigkeit dieser Domänen für die 

Bindung von HBV RNA-B2. 

Dieses Ergebnis beschreibt nicht nur erstmalig detailliert die Bedeutung der RRMs 2 und 3 im 

hLa für die Bindung von HBV RNA-B2, sondern führt auch zur Identifizierung von neuen, 

essentiellen Domänen in der RNA-Bindung durch das humane La Protein. 

 

In der β1α1β2β3α2β4-Struktur des RRMs (siehe 1.1 + Abb. 1.1-2) liegen sich die RNP-

Sequenzen in den β1- und β3-Faltblättern in einer Ebene gegenüber, wobei extern orientierte 

aromatische Reste in diesen Sequenzen die RNA-Bindung vermitteln (93, 144, 220). 

Demgegenüber sind aromatische Reste außerhalb der β-Faltblätter für die richtige 

Positionierung der RNA und des RRMs verantwortlich (32, 69). Neben Tyrosin-114 (Y114) 

liegt Phenylalanin-118 (F118) als aromatische Gruppe im RNP-2 Motiv des RRM2, wobei 

letzteres im Gegensatz zum Tyrosin nicht in die RNP-Konsensussequenz passt ((25), siehe auch 

Abb. 3.4.5-2C). Um eine Beteiligung des F118 an der Bindung von RNA zu untersuchen und 

um die strukturelle Integrität des RNPs möglichst aufrecht zu erhalten, wurde die Punktmutation 

F118A eingefügt. Diese bewirkte eine um 50% reduzierte Bindung der HBV RNA-B2 

(Abb.3.4.5-2A). Strukturelle Modifikationen des Proteins hLa-F118A im Vergleich zum 

Wildtyp sind aufgrund dieser geringen Mutation nahezu auszuschließen. Dieses Resultat zeigt 

die wichtige Funktion des Phenylalanin-118 in der Bindung der HBV RNA-B2 durch hLa, 

unterstützt die oben aufgeführten Ergebnisse für die Deletion im RNP-2 und entspricht in jeder 

Hinsicht oben erläuterten Funktionen aromatischer Seitengruppen in RNP-Sequenzen. 

Die durch die Mutationen des hLa gewonnenen Bindungsdaten der verschiedenen Domänen des 

Proteins an die HBV RNA-B2 werden zu folgendem hypothetischen Modell der Bindung 

zusammengefasst: 
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Im Hinblick auf die Entwicklung von Therapie-Ansätzen bei einer bestehenden Hepatitis B 

Infektion ist die Wechselwirkung zwischen der viralen RNA und dem La Protein ein optimaler 

Angriffspunkt für die Destabilisierung der HBV RNA. In der vorliegenden Arbeit sind Motive 

im humanen La Protein identifiziert, welche zur in vitro Bindung der HBV RNA beitragend 

und/oder absolut notwendig sind. 

Als Ansatzpunkte eignen sich im hLa eventuell die Regionen der Aminosäuren 11 – 99 (RRM1) 

und/oder 323 – 354, da diese nicht essentiell für die Bindung sind, aber unter Umständen die 

Spezifität modulieren. Die Funktion der C-terminalen Reste 353 – 393 ist unklar und wurde hier 

nicht vergleichend für zelluläre tRNAs untersucht. Diese Ergebnisse könnten dazu beitragen, 

Moleküle zu finden oder zu synthetisieren, welche beispielsweise die Bindungsstellen der HBV 

RNA im La Protein besetzen, wie die RNP-2 Sequenzen im RRM2 und –3. Andererseits könnte 

im Umkehrschluss die Bindungsstelle des hLa Proteins auf der HBV RNA durch Peptide besetzt 

werden, welche der Struktur und/oder Sequenz der RNP-2 Motive der RRMs –2 und –3 des hLa 

angepasst sind. Beiderseits könnte die Unterbindung dieser Wechselwirkung zu einer 

verminderten oder vollständig reduzierten Stabilisierung der HBV RNA durch das La Protein 

führen und somit die Replikation des Virus ausschalten. Dabei ist zu gewährleisten, dass die 

zellulären Funktionen des hLa nicht beeinträchtigt werden. Dieses scheint erschwert, da die für 

die HBV RNA-B2 Bindung identifizierten, essentiellen Domänen auch für die Bindung von 

tRNAs entscheidend sind, wie nachfolgend diskutiert wird. 

 

 

4.3 Die Funktion des humanen La in der Bindung und Synthese von tRNA 
 

4.3.1 Die in vitro Bindung von tRNAVal durch das humane La Protein  
 

Um die Bindungscharakteristika des hLa für HBV RNA-B2 mit der Bindung an zelluläre RNAs 

zu vergleichen erfolgte die Untersuchung der in vitro Bindung des hLa an tRNA. Diese RNAs 

werden in vivo durch das La Protein gebunden, wobei das Protein  u.a. an vermutlich alle 

Vorläufer-Moleküle von RNA Polymerase III Transkripten (u.a.) bindet (124, 126, 221, 222). 

Die Bedeutung dieser Wechselwirkung liegt insbesondere in der Stabilisierung von prä-tRNAs, 

während diese im Laufe ihrer molekularen Reifung zur reifen tRNA prozessiert werden (siehe 

1.3). Um eventuelle Abweichungen in der Bindung des Proteins an tRNA von der an HBV 

RNA-B2 unterscheiden zu können wurden mit oben beschriebenen Mutanten des hLa (Tabelle 

3.2) ebenfalls native EMSAs durchgeführt. Als RNA Substrat wurde eine mittels in vitro 

Transkription synthetisierte tRNAVal eingesetzt, welche als prä-tRNA, als reife tRNA oder als 

Prozessierungs-Zwischenstufe vorlag (Abb. 3.5.3-1). 
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Durch das in Abbildung 3.5.1-1 dargestellte Ergebnis wird die Spezifität der Bindung von hLa-

WT an prä-tRNAVal gegenüber dem reifen Molekül dokumentiert. Die Bindung an prä-tRNAVal 

war dabei nicht nur wesentlich intensiver, sondern konnte auch durch hohe Mengen Kompetitor 

nicht reduziert werden. Demgegenüber band das Protein die reife tRNAVal fast überhaupt nicht 

und zeigte daher einen kaum messbaren Einfluss des Kompetitors. Das Ergebnis folgt den 

bisher publizierten Daten und stimmt mit dem Modell überein, wonach das La Protein an prä-

tRNAs bindet und im Laufe der Prozessierung der prä-tRNA zur reifen tRNA durch andere 

Faktoren ersetzt wird ((57, 124, 126, 146, 171, 197, 222, 227) sowie auch 1.3). Die Ausbildung 

von multimeren Komplexen war zudem vermindert, was ein weiterer Hinweis auf die 

spezifischen Bedingungen ist, da diese Komplexe als unspezifisch eingestuft sind (siehe oben).  

 

Für die Identifizierung von essentiellen Domänen seitens des Proteins muss gewährleistet sein, 

dass ein Ausbleiben der Bindung nicht durch stringente Bedingungen verursacht wird. Dieses 

könnte ansonsten zu falschen Schlussfolgerungen führen, so dass für die nachfolgenden 

Analysen unspezifische Bindungsbedingungen gewählt wurden. Dabei gilt ebenso wie für die 

Bindung an HBV RNA-B2, dass ein Ausbleiben der Wechselwirkung unter diesen Bedingungen 

als besonders bedeutungsvoll einzustufen ist. 

 

Für die Funktion des hLa in der Prozessierung von tRNAs sowie in der Kontrolle der RNA 

Polymerase III Aktivität und dem Recycling dieses Transkriptions-Komplexes wurde eine 

Regulation des hLa durch Phosphorylierung an Serin-366 gezeigt ((57, 99, 120, 150) siehe auch 

1.3). Daher war ebenso wie für die HBV RNA-B2 sicherzustellen, dass eventuelle Defekte in 

der in vitro RNA-Bindung nicht durch eine fehlende Phosphorylierung des rekombinanten hLa 

verursacht werden. Die in vitro Phosphorylierung des rekombinanten hLa-WT mit Casein 

Kinase-II wurde oben beschrieben (Abb. 3.1.2-1 und 3.1.3-1) und zeigte keinen Effekt auf die 

Bindung an reife- oder prä-tRNAVal durch das Protein (Abb. 3.5.2-1). Somit sind in den 

nachstehend diskutierten EMSAs Defekte in der Bindung von tRNAVal bei den Mutationen des 

hLa nicht auf diese Modifikation (oder ihr Fehlen) zurückzuführen. Die Bindung der reifen 

tRNAVal sowie die Bildung multimerer Komplexe zeigt die geringe Spezifität der Bedingungen.  

Endogenes La Protein existiert in humanen Zellen in phosphorylierten und dephosphorylierten 

Subfraktionen, welche beide gleichermaßen hY1-RNA banden (58). Auch für das Hefe-

Homolog Lhp1p wurde keine Funktion aufgezeichnet, welche durch eine Phosphorylierung 

moduliert wird (120). Da jedoch die Phosphorylierung die Erkennung der poly-(U) Sequenz in 

Polymerase-III Transkripten vermitteln kann (150), trägt diese Modifikation vermutlich zur 

spezifischen Unterscheidung und Bindung des RNA Substrats bei. Dieses wird durch die hier 

benutzten unspezifischen Versuchsbedingungen nicht detektiert und führt zu einer 

Phosphorylierungs-unabhängigen Bindung der tRNAVal. 
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Durch Bindungsstudien mit den Mutanten des hLa wurde analysiert, welche Domänen des 

rekombinanten hLa an der Bindung von tRNAVal beteiligt sind und sich gegebenenfalls von der 

Bindung an HBV RNA-B2 unterscheiden. Durch die Deletionen hLa-∆2 und hLa-∆4 wurden 

die RNP2-Konsensussequenzen im RRM2 und –3 deletiert, welche zusammen mit dem RNP-1 

die charakteristischen Kennzeichen eines RRMs ausmachen (2, 32, 105). Dadurch wurde ein 

vollständiger Verlust der Bindungsaktivität verursacht (Abb.3.5.3-2A+B), wobei dieses 

unabhängig vom eingesetzten tRNAVal-Substrat geschah. Deletionen im RNP-1 führten im Falle 

des RRM2 (hLa-∆3) zum gleichen Ergebnis, wobei das RNP-1 im RRM3 (hLa-∆5) nur 

teilweise zur Bindung beitrug und somit anzeigt, dass dieses Motiv für die Bindung von tRNA 

vermutlich weniger entscheidend ist. Hingegen belegen die Ergebnisse für das RNP-1 und –2 

im RRM2 sowie das RNP-2 im RRM3 eine absolute Notwendigkeit dieser Regionen für die 

Bindung von tRNAVal. 

Wie oben für die Wechselwirkung mit HBV RNA-B2 gezeigt, führte die Punktmutation hLa-

F118A zu einer um 50% verminderten Bindung an tRNAVal (Abb. 3.5.3-2C). Folglich vermittelt 

diese Aminosäure wie bei HBV RNA-B2 (Abb. 3.4.5-2A) auch die Bindung an tRNAVal und 

zeigt die wichtige Funktion dieser aromatischen Aminosäure für die Interaktion mit RNA. 

Dieses Ergebnis impliziert nicht nur, dass das RRM2 und –3 als generelle Motive in der RNA-

Bindung gelten, sondern auch, dass über diese Regionen grundsätzlich über das Bilden oder 

Ausbleiben einer RNA-Bindung entschieden wird. Daher beschreibt diese Arbeit erstmalig die 

generelle Bedeutung und grundlegende Notwendigkeit dieser Motive im humanen La Protein 

für die Bindung von RNA. 

 

Die Bedeutung des RRM1 ist unter den gewählten Versuchsbedingungen nur gering, da die 

Deletion dieses Motivs in hLa-∆1 (∆aa11-99) zu einem nur geringen Unterschied in der 

Bindung von tRNAVal im Vergleich zum Wildtyp führte (Abb. 3.5.3-2A+B). Dieses geschah 

unabhängig vom tRNAVal Substrat und impliziert, dass dieses Motiv für die tRNA Bindung 

nicht essentiell ist. Diese Region des La Proteins ist unter den verschiedenen Spezies 

konserviert und bindet an den poly-(U) 3´-Terminus von Polymerase III Transkripten (36, 127, 

150, 197, 221). Wie oben bereits für die Wechselwirkung dieses Motivs mit HBV RNA-B2 

erläutert, wird eine Regulation der Spezifität der RNA-Bindung des hLa über das RRM1 

geschlussfolgert, so dass unter unspezifischen Bindungsbedingungen keine Änderung der 

Bindungsaktivität des Proteins bewirkt wird. Durch Arbeiten von Ohndorf et al. ist gezeigt, dass 

Sequenzen (und RRMs) C-terminal vom RRM1 die Bindung von hLa an poly-Uridin 

modulieren (150). Ferner hat eine Studie ergeben, dass die Funktion des hLa in der internen 

Translations-Initiation des HCV IRES-Elements (internal ribosome entry site) auch ohne den 

N-Terminus erfolgt (168). 
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Eine Deletion der Aminosäuren 323 – 354, welche neben einer Arginin-Lysin-reichen Sequenz 

das WAM enthält, führte wie die Deletion des RRM1 (s.o.) nicht zu einer Reduktion der 

tRNAVal Bindung durch hLa (Abb.3.5.3-3A+B). Es wird vermutet, dass das WAM (aa 333 – 

339 (206)) an das 5´-Triphosphat von prä-tRNAs bindet (57), wobei die direkte Interaktion noch 

nicht gezeigt wurde. Die hier gewonnenen Resultate deuten darauf hin, dass diese Region 

entweder nicht an der Bindung von prä-tRNAVal beteiligt ist, oder dass hierüber die Spezifität 

der Bindung beeinflusst wird. Letzteres würde aufgrund der Versuchsanordnung nicht detektiert 

werden. Da das hLa Protein mit einer Vielzahl verschiedener RNAs interagiert (siehe 1.1) ist 

eine Regulation der Spezifität erforderlich. Des weiteren könnten für eine spezifische Bindung 

die dafür benötigten Domänen im hLa in Abhängigkeit vom RNA-Substrat unterschiedlich sein. 

Durch einen Vergleich der Bindungsspezifität für hY4 RNA und HIV TAR RNA wurde eine 

unterschiedliche Sensitivität gegenüber verschiedenen Kompetitoren gezeigt, was einen 

unterschiedlichen Bindungsmodus für diese RNAs anzeigt (37). Ferner ist vergleichend zur prä-

tRNA dargestellt, dass die Wechselwirkung des hLa mit dem IRES-Element der HCV RNA nur 

die C-terminale Region des Proteins erfordert (6). 

 

Wie aufgeführt reduziert die Deletion der Aminosäuren 323 – 354 nicht die tRNAVal Bindung, 

wohingegen das Fehlen der Reste 274 – 354 bzw. der Minimal-Sequenz 291 – 323 zu einer 

erheblichen Reduktion der Bindung von tRNAVal führte (Abb. 3.5.3-3A+B). Dieses Ergebnis 

belegt die Bedeutung dieser Region für die Bindung der tRNAVal und zeigt erstmalig die 

Notwendigkeit dieses neu identifizierten Motivs für eine effiziente Wechselwirkung mit tRNA. 

Wie im Falle der Bindung an HBV RNA-B2 (siehe oben und Abb. 3.4.5-1A) ist diese Region 

beitragend zur effizienten Interaktion mit tRNA. Folglich könnte wie bei HBV RNA-B2 auch 

mit tRNA die Interaktion zusätzlich zum RRM über diese α-helikale Region (100) aufgebaut 

werden. 

Da dieses Ergebnis aus der Korrelation dreier Mutationen entsteht, sollte die Bedeutung der 

Region für die tRNA Bindung durch eine einzelne Deletion der Reste 291 – 323 verifiziert 

werden. Zudem würde diese Untersuchung die Bedeutung der Aminosäuren 274 – 291 

überprüfen, welche möglicherweise ebenfalls an dieser Interaktion beteiligt sind. 

Zusammenfassend kann auch hier ein hypothetisches Modell aufgestellt werden, welche 

Regionen des humanen La Proteins an welche Regionen in der tRNA binden: 
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Abbildung 4.3-1: Hypothetisches
Modell über die Bindung von hLa
an prä-tRNATyr. Die RRMs des
hLa sind schematisch als Tonne
(blau) dargestellt. Modell für die
potentielle Bindung des hLa
Proteins an prä-tRNATyr, wie es sich
aus den eigenen Bindungsdaten und
den Angaben in der Literatur
ergeben könnte. RRM1 bindet den
poly-(U) 3´-Terminus, RRM2 und –
3 binden an den T-Arm des
Moleküls und die C-terminale
Region bindet den 5´-Terminus der
prä-tRNATyr. Hierbei bindet das
WAM (rot) an das 5´-Triphosphat,
die Reste 291-323 (grün) binden den
5´-leader. Die Struktur der tRNA ist
in Anlehnung an die Kleeblatt-
Struktur gezeichnet. Zur Übersicht
sind die verbindenden Reste
zwischen den Proteindomänen
ausgelassen. Weitere Erläuterungen
im Text.  Die Größenverhältnisse
stimmen vermutlich nicht mit der
Realität überein. 
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Abbildung 4.3-1 zeigt ein hypothetisches Modell für die Bindung von hLa an prä-tRNATyr, wie 

es sich aus eigenen Bindungsdaten (siehe oben und 3.5) und den Angaben aus der Literatur 

ergeben könnte. Gemäß einer Vielzahl an Untersuchungen bindet das RRM1 an den poly-(U) 

3´-Terminus der prä-tRNA (siehe Übersichtsartikel (124, 126, 127, 221, 222)). In den hier 

aufgeführten Untersuchungen wurde das RRM1 als nicht essentiell eingestuft und vermittelt 

möglicherweise die Spezifität der prä-tRNA Bindung. Das RRM2 und –3 binden wie oben 

beschrieben kooperativ an eine Struktur der tRNA und bilden die Hauptbindungsmotive im hLa, 

welche in diesem Modell an den TΨC -Arm der tRNA binden. Diese Region ist eine unter den 

verschiedenen Spezies am höchsten konservierten Sequenzen in tRNAs (129, 176). Der TΨC-

Arm (Base 54 – 60 in reifen tRNAs) weist bei Eukaryonten und Bakterien stets ein T als Base-

55 auf, welches zu einem Pseudo-Uridin (Ψ) modifiziert ist, und besitzt eine fast immer zu m5U 

modifizierte Base-54 (129). Über das Motiv des TΨC-Arms werden reife tRNAs im Nukleus 

durch den Exportfaktor Xpo-t gebunden (13), so dass eine Bindung des hLa an diese Sequenz 

den verfrühten Nukleus-Export unreifer tRNAs verhindern könnte. Das WAM bindet an das 5´-

Triphosphat der prä-tRNA (in Anlehnung an (57)), so dass die Reste 291 – 323 mit α-helikaler 

Struktur an den 5´-leader der prä-tRNA binden könnten. In Abbildung 4.3-1 sind die 

Aminosäuren, welche nicht den genannten Motiven zugeordnet werden, aus Gründen der 

Übersicht nicht gezeigt, und in der räumlichen Anordnung liegen die gemäß dem Modell 

potentiell gebundenen tRNA-Sequenzen in unmittelbarer Nähe zueinander ((129) und 

Referenzen darin). 
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In Abschnitt 3.5.4 sind die Ergebnisse der in vitro Bindungsstudien mit tRNAVal zu einem 

Modell über die Hierarchie der an der RNA Bindung beteiligten Regionen zusammengefasst. 

Dieses Modell leitet sich aus den jeweiligen Effekten der Deletionen ab. Durch die Verwendung 

verschiedener RNA Substrate wurde analysiert, welche Regionen im Protein an welche 

Regionen in der tRNA binden. Eine Schlussfolgerung ist für diese Untersuchungen jedoch nur 

eingeschränkt möglich, da die Deletion bei mehreren Domänen des Proteins zu einem 

vollständigen Verlust der Bindung führte. Dessen ungeachtet kann jedoch aus der Kombination 

aller Bindungsdaten eine Hierarchie der RNA-Erkennungs-Motive aufgestellt werden, welche 

die Regionen danach ordnet, wie entscheidend sie für die Bindung der RNA sind oder auch ob 

ihr Fehlen durch andere Regionen ausgeglichen werden kann. Zudem wird in dieses Modell 

einbezogen, dass bestimmte Regionen des hLa Proteins hier zwar nicht essentiell für eine 

Bindung waren, aber durch mehrere Publikationen anderer Gruppen als beitragend beschrieben 

wurden (siehe oben und 1.3). Demnach ergibt sich folgendes Resultat für die Wechselwirkung 

zwischen hLa-WT und tRNAVal: 

- Essentiell für die Bindung sind das RNP-1 und RNP-2 im RRM2 sowie RNP-2 im 

RRM3. Störungen in der Wechselwirkung über diese Motive können durch keine 

andere Region kompensiert werden. 

- Beteiligt an der Bindung und erforderlich im Sinne einer effizienten Interaktion sind das 

RNP-1 im RRM3 sowie die Aminosäuren 291 – 323. Störungen in diesen Regionen 

können bedingt durch andere Regionen ausgeglichen werden.  

- Nicht generell entbehrlich für die Bindung, aber vermutlich regulativ für die Spezifität 

sind das RRM1 und die Reste 323 – 354 (und/oder noch weiter C-terminal). Dieses 

Annahme soll in zukünftigen Analysen untersucht werden. 

 

Folglich kann aufgrund dieser Ergebnisse klar differenziert werden, dass es Regionen im hLa 

Protein gibt, welche grundsätzlich für eine Bindung von RNA erforderlich sind. Dabei wird 

nicht nach dem RNA Substrat unterschieden. Demgegenüber stehen Domänen, welche nicht 

darüber entscheiden, ob eine RNA gebunden wird oder nicht, sondern vermutlich darüber, wie 

spezifisch diese Wechselwirkung erfolgt. Das Zusammenwirken aller Regionen führt zu einer 

effizienten Bindung des RNA Substrats mit hoher Affinität und hoher Spezifität. Nur diese 

komplexe Regulierung der Bindungsaktivität diverser RNA Bindungsstellen des hLa Proteins 

erlaubt die Wechselwirkung mit einer Vielzahl verschiedener RNAs. 

 

 

4.3.2 Die in vivo Funktion des hLa Proteins in der tRNA Synthese 
 

In einem neuen experimentellen Ansatz wurde untersucht, wie sich ein Fehlen des endogenen 

La Proteins in humanen Zellen in vivo auf die tRNA Synthese und Prozessierung auswirkt. 
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Ferner wurde untersucht ob ein Fehlen des endogenen La Proteins in humanen Zellen wie in 

anderen Spezies durch alternative Stoffwechselwege ausgeglichen werden kann (56, 117, 210). 

Durch RNA-Interferenz in humanen Zellen wurde das mit etwa 2 x 107 Molekülen (57) 

vorliegende endogene hLa Protein bis unter die Nachweisgrenze im immunologischen 

Nachweis runterreguliert (Abb. 3.5.5-1). Durch einen Vergleich mit einerseits unspezifisch 

behandelten und andererseits völlig unbehandelten Zellen wurde die Spezifität der Methode 

dargestellt. Dieses zeigt die effiziente und selektive Runterregulierung des endogenen La 

Proteins in humanen Zellen durch die RNA-Interferenz. 

 

Die in Abbildung 3.5.5-2 dargestellten Analysen verschiedener RNAs in den siRNA 

behandelten Zellen zeigten teilweise erhebliche Unterschiede in den Signalintensitäten. Das hLa 

Protein nimmt eine regulative Funktion bezüglich der Aktivität der RNA Polymerase III ein (67, 

68, 71, 72, 125, 128, 157, 217, 227), so dass ein Ausschalten des endogenen Proteins zu einer 

Beeinflussung dieser Aktivität führen kann. Um dieses zu untersuchen wurde die Synthese der 

ribosomalen 5S rRNA dokumentiert, welche ein RNA Polymerase III Produkt ist. Da die Menge 

dieser RNA durch die α-hLa siRNA Behandlung nicht reduziert war, erscheint ein genereller 

Effekt auf die Aktivität der RNA Polymerase III unwahrscheinlich und das Fehlen des hLa kann 

hinsichtlich der Transkription durch einen anderen Faktor in vivo kompensiert werden. Da sich 

die Promotoren wie auch die Transkriptions-Komplexe der RNA Polymerase III für die drei 

Klassen ihrer Produkte 5S rRNA, tRNA und snRNA unterscheiden (154), kann dieses jedoch 

nicht vollständig belegt werden. Hierzu müssten die Synthese-Raten bei den Promotoren der 

einzelnen Klassen unterschieden werden. Schlussendlich ist gezeigt, dass die generelle Aktivität 

dieser Polymerase in humanen Zellen nicht durch das Fehlen des endogenen hLa Proteins 

beeinflusst wird. Zudem wird dargestellt, dass das humane La Protein, welches die Vorläufer-

Moleküle der 5S rRNA bindet (23, 75, 171, 186), nicht essentiell ist für die Prozessierung dieser 

RNA. 

Die Mengen des RNA Polymerase I Produkts 5.8S rRNA waren unvermindert gegenüber den 

Kontrollen (Abb. 3.5.5-2), so dass die Aktivität dieser RNA Polymerase ebenso wenig durch 

das Fehlen des endogenen hLa Proteins verändert wurde. 

 

Ein Fehlen des endogenen hLa reduzierte die Mengen an nicht- oder nicht vollständig 

prozessierter tRNATyr um über 50%, wobei keine Akkumulation unreifer tRNA Moleküle 

erfolgte (Abb. 3.5.5-2, 3.5.5-3A). Das Resultat impliziert einerseits eine erhebliche Reduktion 

der Synthese dieser tRNAs, was eine Funktion des hLa in der Transkription andeuten kann. 

Andererseits könnte durch das fehlende hLa die Stabilisierung und Halbwertszeit der prä-tRNAs 

während der Prozessierung gestört sein, so dass diese Transkripte nicht prozessiert und 

unspezifisch exo- oder endonukleolytisch abgebaut würden. Da die Reduktion der Mengen an 

prä-tRNA zu jenem Zeitpunkt am stärksten war (Abb. 3.5.5-3A), als die Menge des endogenem 
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hLa bereits wieder gering zunahm, liegt die Funktion des Proteins vermutlich eher im Schutz als 

in der Synthese der prä-tRNA Transkripte. Die Mengen an prä-tRNA nehmen verzögert ab, da 

diese vermutlich unspezifisch und unreguliert abgebaut werden. Eine Reduktion der Mengen an 

reifer tRNATyr ist erst später (Tag 3) festzustellen (Abb.3.5.5-3A). Dieses erklärt sich daraus, 

dass erst das Ausbleiben des Nachschubs an prozessierten tRNAs den verzögert reduzierten 

Effekt auf Ebene der reifen tRNATyr bewirkt. 

In Spezies wie S.cerevisiae und X.laevis liegen alternative Wege der prä-tRNA-Stabilisierung 

vor, welche ein Fehlen des La Proteins ausgleichen können (109, 117, 227). Demgegenüber 

zeigt das hier erzielte Ergebnis in humanen Zellen eine nicht durch andere Faktoren 

ausgleichbare Destabilisierung von prä-tRNAs bei fehlendem hLa. Es kann jedoch nicht 

endgültig differenziert werden, ob der Effekt auf transkriptioneller und/oder post-

transkriptioneller Ebene einsetzt. Hierzu wäre es notwendig, die Synthese einer unspezifischen 

RNA mit RNA Polymerase III Promotor (Klasse II für tRNAs) zu dokumentieren, wobei die 

Stabilität dieses Transkripts nicht post-transkriptionell durch hLa reguliert sein dürfte. Bei 

einem Vergleich der Synthese-Rate in Anwesenheit oder Abwesenheit des endogenen hLa 

würde dieses den Einfluss auf die Transkription unabhängig von post-transkriptionellen 

Schritten darstellen. Ferner würde dies zeigen, ob die Funktion des hLa in der RNA Polymerase 

III Aktivität nur auf eine bestimmte Unterklasse von Promotoren beschränkt ist. 

 

Ein Vergleich der Mengen an reifer und unprozessierter tRNATyr mit tRNAVal zeigte erhebliche 

Unterschiede. Im Gegensatz zu tRNATyr enthält tRNAVal kein Intron und wird folglich in einem 

Spleiß-unabhängigen Weg prozessiert (12, 211, 212). Diese war im Gegensatz zu tRNATyr 

durch ein Fehlen des endogenen hLa Proteins nur gering in ihrer Menge reduziert (Abb. 3.5.5-

3A+B) und impliziert, dass die Funktion des hLa Proteins in vivo  insbesondere im Schutz von 

Intron-haltigen tRNAs liegt. In einem weiteren Experiment, welches allerdings mit einer 

anderen Zell-Linie und anderer siRNA-Konzentration durchgeführt wurde, waren beide tRNAs 

gleichermaßen reduziert. Folglich bleibt offen, ob die Funktion des hLa Proteins im Schutz der 

prä-tRNAs auf den Spleiß-abhängigen oder Spleiß-unabhängigen Prozessierungsweg beschränkt 

werden kann oder ob dieses allgemein gültig ist. Der zeitliche Ablauf sowie die exakte 

Reihenfolge und subzelluläre Lokalisation der einzelnen Schritte der tRNA Prozessierung sind 

insbesondere für humane Zellen noch teilweise unklar und aus anderen Organismen wie der 

Hefe übertragen (siehe Übersichtsartikel (1, 103, 142, 222)), und eine Begrenzung der Funktion 

des hLa auf einen der Prozessierungswege ist bisher nicht erfolgt. 

 

Diese Experimente eröffnen eine Fülle an neuen Ansatzpunkten und sind die Grundlage für 

zukünftige Untersuchungen, welche die oben gewonnenen Erkenntnisse aus in vitro Analysen 

um eine Vielzahl an Informationen aus der Zelle in vivo erweitern. Mit diesem System kann 

verifiziert werden, welche der verschiedenen Domänen im hLa Protein für die Prozessierung 
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von tRNAs (oder anderen, siehe 1.1) essentiell sind und welche Domänen die Stabilität der 

HBV RNA in vivo regulieren. Dieses könnte erreicht werden, indem das endogene hLa Protein 

durch RNA-Interferenz inaktiviert wird und zugleich obige Mutanten des Proteins transfiziert 

werden. Diese Mutanten wären ihrerseits resistent gegen die hLa-siRNAs, wenn die Sequenz 

der hLa-mRNA der Mutanten in der siRNA Hybridisierungsstelle mutiert wäre. Anschließend 

ließe sich dokumentieren, ob die analysierte Funktion des endogenen hLa durch die mutierte 

Form des Proteins ausgeglichen werden kann. Dieses gäbe Aufschluss über die in vivo Funktion 

der einzelnen Domänen des Proteins und könnte Unterschiede wie z.B. zwischen der HBV RNA 

und tRNA in ihrer Wechselwirkung mit hLa oder anderen daran involvierten Faktoren in der 

lebenden Zelle aufklären.  

 

 

4.4 „Quo vadis, La?“: RNA als Sprache zwischen La und Nukleolus? 
 

In oben aufgeführten in vitro Analysen wurden detaillierte und neuartige Einblicke über die 

Interaktion des hLa Proteins mit viraler HBV RNA und zellulärer tRNA gewonnen, sowie 

Kenntnisse über die Multimerisierung des Proteins. Diese Ergebnisse wurden ferner um in vivo 

Daten erweitert, welche die Relevanz des endogenen Proteins in der lebenden Zelle darlegten. 

Um die insgesamt erhaltenen Informationen über die verschiedenen Domänen des Proteins mit 

Funktionen in der Zelle zu vergleichen wurde die subzelluläre Verteilung der mutierten Proteine 

in Gegenüberstellung zum Wildtyp in humanen Zellen analysiert. Zu diesem Zweck wurden die 

hLa Proteine als GFP-Fusionsprotein in humane Zellen transfiziert und die Lokalisation der 

Proteine bestimmt. Das hLa Protein ist als ein überwiegend nukleär-lokalisiertes Protein 

beschrieben (47, 48, 91). Da die Funktion des Proteins in der Stabilisierung verschiedener 

RNA-Vorläufer liegt und deren Prozessierung in verschiedenen subnukleären Strukturen 

ausgeführt werden (siehe 1.1, 1.3), impliziert dies eine funktionsabhängige Lokalisation des 

Proteins. 

 

Zunächst wurde gewährleistet, dass die Lokalisation des hLa in humanen Zellen nicht durch die 

Fusion mit GFP verändert wird, in dem die subzelluläre Verteilung eines transfizierten GFP-

hLa-WT mit der des endogenen hLa Proteins verglichen wurde (Abb. 3.6.1-1). Da GFP diffus in 

der gesamten Zelle lokalisiert (siehe z.B. (14, 51)) und da GFP-hLa-WT die gleiche subzelluläre 

Verteilung mit überwiegend nukleärer Lokalisation einnimmt wie das endogene Protein, wird 

die Lokalisation des hLa nicht durch die Fusion mit GFP beeinflusst. Zuweilen wurde für das 

endogene und transfizierte hLa in einigen Fällen eine granulär-erscheinende Anhäufung des 

Proteins im Nukleus dokumentiert (Abb. 3.6.1-1A+B), was jedoch in lebenden Zellen nur sehr 

selten beobachtet wurde und somit vermutlich einen Artefakt der Zell-Fixierung darstellt.  
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Die Analyse der subzellulären Verteilung der Mutanten des hLa Proteins gibt Aufschluss über 

die an der Lokalisation beteiligten Domänen und korreliert deren zuvor bestimmte Funktion in 

der RNA-Bindung oder Multimerisierung mit der Verteilung in der Zelle. Dieses setzt voraus, 

dass die Fusion mit GFP weder die Multimerisierung noch RNA-Bindung beeinflusst. 

So wurde gezeigt, dass die Deletion GFP-hLa-∆7 (∆aa353-393) zu einer ausschließlich 

cytoplasmatischen Lokalisation des Proteins führt und in der hier deletierten Region folglich das 

aktive, funktionelle NLS des hLa entfernt wurde (Abb. 3.6.2-1A). Dieses Ergebnis steht in 

Übereinstimmung mit der von Simons et al. beschriebenen Charakterisierung der Lokalisations-

Signale im hLa (191), welche ein NLS für die Aminosäuren 383 – 400 beschrieb. In anderen 

Arbeiten (98) wird auf die Existenz eines zusätzlichen NLS innerhalb der Region aa316-332 

geschlussfolgert, welches in dem hier benutzten System jedoch als nicht existierend oder 

zumindest als nicht funktionell eingestuft wird. 

 

Die Analyse der Lokalisation der Mutanten GFP-hLa-∆6.0 (∆aa274-354), GFP-hLa-∆6.2 

(∆aa291-354) und GFP-hLa-∆6.3 (∆aa323-354) in Abbildung 3.6.2-1 ergab mehrere 

Ergebnisse: zunächst zeigt die Mutation GFP-hLa-∆6.0, welcher die Dimerisierungs-Domäne 

fehlt, dass die Funktion der Multimerisierung nicht notwendig für den Eintritt in den Nukleus 

ist, da dieses zumindest in vitro monomere Protein (s.o. und Abb. 3.3-3) effizient ins 

Nukleoplasma transportiert wird (Abb. 3.6.2-1B). In dieser Deletion wurde ein potentielles NRE 

(nuclear retention element) zwischen Aminosäuren 167 – 335 (191) oder 316 – 332 (98) 

deletiert, welches eine Translokation des hLa aus dem Nukleus in das Cytoplasma verhindern 

soll. Da mit GFP-hLa-∆6.0 keine verstärkten cytoplasmatischen Signale detektiert wurden liegt 

in dieser Region folglich kein NRE, oder es gibt weitere unabhängige NRE Sequenzen im hLa, 

welche die Lokalisation vermitteln. 

Ferner werden all diese Mutanten nicht in den Nukleolus transportiert (Abb. 3.6.2-1B-D), so 

dass ein NoLS für die Minimal-Sequenz aa323-354 geschlussfolgert wurde. Dieses stellt ein 

bisher nicht beschriebenes Lokalisations-Element im hLa Protein da. 

Um die Funktion der Aminosäuren 323 – 354 als NoLS in einem heterologen System zu 

überprüfen, und um auszuschließen, dass eine strukturelle Störung aufgrund der Mutation die 

veränderte Lokalisation des Proteins bewirkt, wurden diese Aminosäuren mit einem anderen 

Protein fusioniert. Abbildung 3.6.3-1A zeigt, dass das zur Fusion benutzte, GFP-markierte 

Protein PTB im Nukleoplasma und nicht in Nukleoli detektiert werden kann (siehe auch (134)). 

Folglich besitzt dieses Protein kein NoLS oder geht keine Interaktion mit einem anderen Faktor 

ein, welcher eine Translokation in den Nukleolus bewirkt. Demgegenüber wird das PTB-GFP 

durch die N- oder C-terminale Fusion mit dem hLa-NoLS effizient in dieses Kompartiment 

transportiert (Abb. 3.6.3-1B), was zusätzlich zu oben genannten Immunfluoreszenzen die 

Funktionalität dieses Signals belegt. 
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Der Sequenzvergleich der Aminosäuren 323 – 354 im hLa mit anderen NoLS-Sequenzen aus 

humanen Proteinen (Abb. 3.6.3-1D, Referenzen im Text dazu) zeigt, dass keine 

Konsensussequenz für die Primärstruktur des NoLS aufgestellt werden kann. Ferner erfolgte 

durch Andersen et al. die Analyse einer Großzahl der nukleolären Proteine und führte ebenso 

wenig zur Identifizierung von generellen NoLS-Konsensussequenzen (9). In verschiedenen 

Arbeiten wurde in einem Sequenzvergleich mehrerer humaner NoLS Sequenzen die 

Aminosäure-Abfolge R-R-Q-R-R als potentielle Konsensussequenz eingestuft (46, 182). Diese 

Sequenz ist im NoLS des hLa nicht enthalten, aber die Anhäufung von basischen Aminosäuren 

(Arginin (R), Lysin (K), Histidin (H)) ist auch im hLa in diesem Bereich besonders ausgeprägt 

(siehe Anhang) und konserviert (127, 221).  

 

Die Mutation der RNP-Konsensussequenzen im RRM2 in hLa-∆2 (∆aa113-118), hLa-F118A 

und hLa-∆3 (∆aa151-158) führte zum vollständigen Verlust oder einer erheblichen Reduktion 

der RNA-Bindungsaktivität des hLa (siehe oben sowie Abb. 3.4.5-2A, 3.5.3.-2A-C) und 

bewirkte in der subzellulären Verteilung des Proteins eine starke Akkumulation im Nukleolus 

(Abb. 3.6.2-3A-C). Daraus wird geschlussfolgert, dass eine Interaktion mit anderen Faktoren 

über das RRM2 im hLa für das Verlassen des Nukleolus notwendig ist. Hierbei handelt es sich 

vermutlich um einen Kontakt mit RNA, da auch die Punktmutation F118A diesen Phänotyp 

aufzeigte und gezeigt wurde, dass eine aromatische Aminosäure den direkten Kontakt mit RNA 

bewirken kann (siehe oben für F118 sowie (93, 144, 220) für andere Beispiele). Dieses kann mit 

den bisherigen Daten jedoch nicht eindeutig auf RNA beschränkt werden. So führte z.B. im 

Falle des PTB-assoziierten Spleiß-Faktors PSF eine Deletion des RRMs zu einer ebenfalls 

eindeutig veränderten Lokalisation des Proteins im Nukleus, doch dafür wurde eine Protein-

Protein-Wechselwirkung über das RRM als entscheidend identifiziert (51). Auch das hier 

beschriebene Ergebnis deutet an, dass die Identifizierung von Interaktionspartnern des hLa 

entscheidende Vorteile bringen wird für die detaillierte Aufklärung verschiedener Funktionen 

des humanen La Proteins. 

Ein leichter Anstieg der cytoplasmatischen Signale war bei Mutationen im RNP-2 des RRM2 zu 

verzeichnen (Abb. 3.6.2-3A+B), was auf einen veränderten Kernimport des hLa aufgrund dieser 

Mutation hindeuten könnte. Da das hLa Protein am Kern-Import von RNAs beteiligt sein kann 

(73), würde eine gestörte RNA-Bindung zu einer cytoplasmatischen Anreicherung des Proteins 

führen können. Dies wurde jedoch nicht weiter analysiert. 

 

Neben anderen Regionen tragen auch die Aminosäuren 291 – 323 zur RNA-Bindung bei (siehe 

oben). Bei den hier benutzten Mutationen, welche diese Region enthalten, ist jedoch zusätzlich 

das NoLS entfernt, so dass nicht untersucht werden kann, ob das Fehlen dieser RNA-bindenden 

Domäne ebenso zu einer nukleolären Akkumulation führen würde. Hierfür sind neue 

Mutationen notwendig, welche in zukünftigen Arbeiten erstellt und analysiert werden sollen. 
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Die Mutation im N-Terminus des hLa (hLa-∆1, ∆aa11-99), welche eine Deletion des RRM1 

bewirkt, führte nicht zu einer im Vergleich zum Wildtyp veränderten Lokalisation des Proteins 

(Abb. 3.6.2-2A). Das Ergebnis zeigt, dass diese Sequenz keine Signale zur subnukleären 

Lokalisation des Proteins enthält und dass jegliche über dieses Motiv vermittelten Interaktionen 

für die Lokalisation nicht entscheidend sind. Die subnukleäre Verteilung des Proteins wird 

folglich nicht durch die Bindung an die 3´-Termini von RNA Polymerase III Transkripten 

bestimmt. Diese Bindung ist durch verschiedene Arbeiten gezeigt (124, 127, 221), wurde in 

dieser Arbeit jedoch als Spezifitäts-vermittelnd und für eine generelle RNA-Bindung nicht 

essentiell eingestuft (s.o.). Wie im Beispiel des PSF Proteins (51), trägt auch im hLa Protein 

nicht jedes der RRMs zur subzellulären Verteilung bei und dieser Effekt scheint hier auf das 

RRM2 begrenzt zu sein. 

 

Um eine Beteiligung des RRM3 an der RRM-vermittelten Lokalisation des hLa zu untersuchen, 

wurden die Mutanten GFP-hLa-∆4 (∆aa235-242) und GFP-hLa-∆5 (∆aa266-276) untersucht 

und es zeigte sich gegenüber dem Wildtyp keine eindeutig veränderte Lokalisation (Abb. 3.6.2-

4A+B). Während die Deletion der RNP-2 Konsensussequenz im RRM3 in hLa-∆4 teilweise zu 

einer Akkumulation in Nukleoli führte, war das RNP-1 Motiv dieses RRMs für die Verteilung 

im Zellkern unbedeutend. Daher hat das RRM3 nur einen geringen und hier nicht eindeutig zu 

bestimmenden Effekt auf die Lokalisation des hLa im Nukleus humaner Zellen. Obwohl 

Deletionen dieser RNPs zu einer massiven Reduktion der RNA-Bindung in vitro führten (Abb. 

3.4.5-2A, 3.5.3-2A+B), ist die über dieses RRM vermittelte Interaktion mit anderen Molekülen 

nicht entscheidend für die Lokalisation. Da eine RRM3 vermittelte Akkumulation in Nukleoli 

nur durch die Deletion eines der zwei RNPs vermittelt wurde und da im RRM die Bindung einer 

RNA über beide RNPs aufgebaut wird (2, 32, 105), bleibt offen, ob eine RNA-Bindung über 

dieses Motiv in vivo über die Lokalisation entscheidet.  

 

In den hier beschriebenen Untersuchungen wurde gezeigt, dass das diffus nukleär lokalisierte 

hLa-WT Protein ein bisher nicht identifiziertes NoLS enthält, welches den Eintritt in den 

Nukleolus vermittelt und welches auch im heterologen System funktionell ist. Ferner ist 

dargestellt, dass das Verlassen des Nukleolus über das RRM2 vermittelt wird und, dass eine 

Wechselwirkung des Motivs mit anderen Faktoren wie z.B. RNA dieses funktionell bestimmt. 

Demgegenüber wurde abgegrenzt, dass das RRM1, vermutlich das RRM3 sowie eine 

Multimerisierung weder den Eintritt in den Nukleus noch die subnukleäre Lokalisation 

beeinflussen. 

Die subzelluläre Lokalisation eines Proteins ergibt sich entweder aus dem Vorhandensein von 

spezifischen Signalsequenzen oder aus der Art und Dauer der Interaktion mit anderen 

Molekülen. Letzteres bestimmt zudem nicht nur die Lokalisation, sondern auch die 

Geschwindigkeit der Proteinbewegung in der Zelle. So wurde gezeigt, dass die Mobilität des 
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endonukleolytischen DNA-Reparaturenzyms ERCC1/XPF durch seine Interaktion mit DNA 

bestimmt wird und nach Schädigung der Nukleinsäure erheblich verlangsamt ist (95). Bei 

ungeschädigter DNA bewegt sich dieses Protein wie viele andere im Nukleoplasma mittels 

freier Diffusion (siehe Übersichtsartikel (96, 116, 138)). 

Da in einigen der hier benutzten Mutanten die Bindung an RNA oder die homo-Dimerisierung 

ausgeschaltet war (s.o.), könnte sich eine veränderte Lokalisation aus einer umgewandelten 

Mobilität des Proteins ergeben. Um dieses zu bestimmen, wurden FRAP Experimente 

durchgeführt (siehe 2.13.5) und die Ergebnisse beschreiben erstmalig die Mobilität des hLa. Die 

Untersuchung des GFP-hLa-WT ergab, dass nach dem Bleichen eines Areals im Nukleoplasma 

bereits innerhalb von 3 – 4 Sekunden 50% des GFP-Signals in dem gebleichten Bereich wieder 

hergestellt wurde (Abb. 3.7-1). Dieses gibt Aufschluss über die Geschwindigkeit, mit welcher 

das GFP-hLa-WT aus nicht-gebleichten Bereichen einströmt. Daraus kann auf die Mobilität des 

Proteins im Nukleoplasma geschlossen werden und es ergibt sich eine Diffusions-ähnliche 

Geschwindigkeit, wie für andere Proteine mit gleichen Wiederherstellungsraten beschrieben 

(138, 161). Ferner zeigt es eine zeitlich gleichmäßige Wechselwirkung des Proteins in den 

verschiedenen Arealen des Nukleus an und ist in Übereinstimmung mit verschiedenen anderen 

Kernproteinen (95, 161). Da eine derartige Mobilität auch für physiologisch aktive Proteine 

gezeigt wurde (155, 161), kann eine physiologische Inaktivität des GFP-hLa-WT 

ausgeschlossen werden. 

Die Mutationen hLa-∆2 und hLa-F118A führten zu einer inhibierten bzw. reduzierten 

Wechselwirkung mit RNA und einer Akkumulation in Nukleoli (s.o.). Um sicherzustellen, dass 

eine Anhäufung des Proteins im Nukleolus nicht durch eine Verlangsamung der Interaktion mit 

anderen Faktoren ausgelöst wird, wurden diese Proteine ebenfalls in FRAP Experimenten 

eingesetzt. Auch hierbei ergab sich eine Diffusions-ähnliche Mobilität (Abb. 3.7-3). Folglich 

bestimmt die Interaktion des hLa mit anderen Faktoren über das RRM2 nicht die 

Geschwindigkeit der Bewegung. Dieses zeigt, dass sich die Akkumulation dieser Proteine im 

Nukleolus nicht durch eine verlängerte Interaktion mit anderen Molekülen, sondern aus dem 

Fehlen eines Signals in Form einer Wechselwirkung ergibt. 

In Anlehnung an diese Ergebnisse wurde gleichermaßen für die Mutation GFP-hLa-∆6.3 eine 

Mobilität mittels freier Diffusion bestimmt (Abb. 3.7-2), so dass die Geschwindigkeit ebenso 

wenig durch das fehlende NoLS bestimmt wird. 

Folglich bewegt sich das humane La Protein im Nukleoplasma mit einer hohen 

Geschwindigkeit und wird darin weder durch das NoLS noch das RRM2 und der damit 

assoziierten Funktionen beeinflusst. Da eine Erniedrigung der Temperatur von 37° C auf 

Raumtemperatur keine Änderung der Mobilität verursachte, erfolgt der Transport im Nukleus 

Energie-unabhängig.  

 



                                                                                                                                  - 163 - 

Nachdem somit eine Vielzahl an Informationen aus in vitro und in vivo Analysen gewonnen 

wurden, welche die Multimerisierung, RNA-Bindung, subzelluläre Lokalisation und Mobilität 

umfassten, wurden diese Daten korreliert und zu folgendem Modell zusammengefasst.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 4.4-1: Schematische Darstellung des zellulären Transports des humanen La Proteins
in Anlehnung an einen Teil der in dieser Arbeit gewonnenen Daten. Siehe Text für Erläuterungen
oder Referenzen. X, Y = unbekannte Faktoren 

 

 

 

Das Modell für den zellulären Transport beginnt mit der cytoplasmatischen Synthese des hLa, 

obwohl jüngsten Ergebnissen zufolge die Translation von Proteinen nicht in allen Fällen oder 

unter allen Umständen auf das Cytoplasma beschränkt ist (siehe Übersichtsartikel (45)). 

Anschließend wird das La Protein über die NLS-Sequenz in einem Karyopherin-abhängigen 

Transport in den Nukleus transportiert (173, 174). Dort nimmt das Protein die hauptsächlich 

beschriebenen Funktionen in der Stabilisierung von RNA Vorläufer-Molekülen oder viralen 

RNAs ein (siehe oben sowie 1.1, 1.2, 1.3). 

Prä-tRNAs werden im Nukleoplasma synthetisiert (165) und weisen als ersten 

Interaktionspartner das La Protein auf (124, 222), so dass die Bindung vermutlich im 

Nukleoplasma erfolgt. Hierbei wird insbesondere das poly-(U) 3´-Ende der prä-tRNAs durch 

das La-spezifische RRM1 erkannt (124, 222), wobei andere Regionen, wie das RRM2/3 sowie 

die Aminosäuren 291 – 323 ebenfalls entscheidend zur Bindung beitragen (siehe oben). Ferner 
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wird vermutet, dass andere Faktoren die Spezifität dieser Bindung modulieren und 

dementsprechend ebenfalls an diesen Komplex gebunden sein könnten. 

Als einer der ersten Schritte der prä-tRNA Reifung erfolgt die Entfernung des 5´-Terminus, was 

durch RNase P im Nukleolus erfolgt (103). Folglich ist eine Translokation des hLa / prä-tRNA 

Komplexes in dieses Kompartiment erforderlich, und in der vorliegenden Arbeit konnte das 

NoLS zwischen den Aminosäuren 323 – 354 als notwendige Region identifiziert werden. Es ist 

unklar, ob diese Region eigenständig den Import in den Nukleolus vermittelt, oder ob dazu die 

Interaktion mit einem anderen Faktor („X“ in Abb. 4.4-1) notwendig ist. Sofern das La Protein 

die teilweise prozessierte tRNA mit gereiftem 5´-Terminus nicht mehr bindet, wird der 

Komplex im Nukleolus aufgelöst und die tRNA wird durch andere Proteine gebunden und 

weiterhin stabilisiert. Da das La Protein jedoch noch die 3´-Region von prä-tRNAs bindet und 

deren Prozessierung stimulieren kann (146, 150) und da alle weiteren Schritte der Prozessierung 

im Nukleoplasma oder Cytoplasma erfolgen (siehe 1.3), verlässt La den Nukleolus vermutlich 

nach wie vor assoziiert mit tRNA. Hierbei ist offenbar eine Interaktion über das RRM2 

entscheidend, da ein Fehlen dieser Region zur Akkumulation in Nukleoli führte. Eine Mutation 

an dieser Stelle bewirkte ebenfalls eine reduzierte oder vollkommen verminderte Bindung von 

RNAs, so dass die Bindung des RNA Substrats über diese Region erfolgen und das Signal für 

das Verlassen des Nukleolus darstellen könnte. Für den Eintritt in dieses Kompartiment war 

diese Wechselwirkung nicht erforderlich. 

Es bleibt offen, ob der Nukleolus als ein Lager für das La Protein zu verstehen ist, wie es für 

verschiedene Proteine diskutiert wurde (96). Nach dem Transport in das Nukleoplasma wird das 

tRNA Substrat schließlich prozessiert und das La Protein wird durch andere Faktoren („Y“ in 

Abb. 4.4-1) ersetzt, welche die reife tRNA in das Cytoplasma transportieren. Das La Protein 

seinerseits kann im Nukleoplasma offensichtlich mehrere Funktionen einnehmen, wie 

beispielsweise in der Prozessierung der U3 snoRNA (214) oder in der initialen Bindung von 

prä-tRNAs. 

Für die Multimerisierung des La Proteins konnte keine eindeutige Funktion in der Zelle 

korreliert werden, so dass dieses für die in vivo Situation ungeklärt bleibt. Zukünftige 

Untersuchungen müssen zeigen, ob das Protein in der Zelle Multimere ausbildet und ob dieses 

auf bestimmte Areale beschränkt ist. 

Die Bindung von RNAs und die Interaktion mit anderen Molekülen über verschiedene 

Domänen des hLa stellen eine empfindliche Regulation der Funktionen des Proteins dar. Diese 

wirken sich nicht nur auf die Wechselwirkung mit anderen Faktoren aus, sondern beeinflussen 

auch in entscheidender Weise die subzelluläre Verteilung und den Transport des Proteins, nicht 

aber dessen Mobilität. 
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4.5 Zusammenfassung 
 

Im Zentrum der vorliegenden Arbeit steht das humane La Phosphoprotein, dem vielfältige 

Funktionen zugeschrieben werden. Nur wenige der Funktionen des La Proteins wurden auf 

molekularer Ebene im Detail analysiert. Dies gilt u.a. für die postulierte Funktion des La 

Proteins der Maus als Stabilisator der Transkripte des Hepatitis B Virus (HBV) in einem 

transgenen Mausmodell. Diese interessanten, aber unverstandenen Beobachtungen als auch die 

nicht bestimmten La Protein/RNA Wechselwirkungen waren wesentliche Gründe für die hier 

durchgeführten Studien zur Struktur, Funktion, intrazellulären Lokalisation und Mobilität des 

La Proteins, einschließlich der Bestimmung der hierfür verantwortlichen Domänen und Signale. 

Ein Schwerpunkt der Arbeit bestand aus der molekularen Analyse der Wechselwirkung des 

humanen La Proteins mit hepadnaviraler RNA im Vergleich zu zellulärer tRNA. Mittel- und 

langfristiges Ziel der Arbeit war und ist die Bestimmung der 3D-Struktur des La Proteins durch 

Röntgenstrukturanalyse von Kristallen, sowie die detaillierte Kenntnis seiner 

Wechselwirkungen mit zellulären und viralen Komponenten. Die Etablierung von Grundlagen 

für eine antivirale Therapie mit Medikamenten, die mit einer für Viren essentiellen La-

Wechselwirkung interferieren ohne die Zellen zu schädigen, ist eines der Ziele bei diesem 

Forschungsprojekt. 

Es gelang, hLa in rekombinanter Form sehr effizient zu exprimieren, durch 2 Schritte bis zur 

Homogenität und in großer Menge aufzureinigen sowie bis auf 12 mg/ml zu konzentrieren. 

Damit erfüllt es die wichtigsten Kriterien für die Herstellung von Kristallen. Die Homogenität 

des rekombinanten hLa wurde durch 1D- und 2D-Gelelektrophorese, MALDI-TOF und Light-

Scattering kontrolliert. Das Light-Scattering lieferte auch Hinweise für die Existenz von La-

Homotrimeren unter bestimmten Bedingungen. Durch analytische Gelfiltrationen konnte 

gezeigt werden, dass das Protein über eine C-terminale Region dimere Moleküle bildet und 

diese abhängig von 2-wertigen Ionen und einer N-terminalen Region zu trimeren Molekülen 

erweitert werden können. Durch Experimente zur (De-)Phosphorylierung wurde festgestellt, 

dass das rekombinante La Protein nicht phosphoryliert ist. Mit einem neu etablierten Protokoll 

konnte das La Protein in vitro phosphoryliert werden, was keinen Einfluss auf die 

aufgezeichneten in vitro Funktionen des Proteins hatte. Zugabe von RNA zu rekombinantem La 

Protein führte zur Dissoziation des Dimers in monomere Moleküle. Insgesamt bilden diese 

Studien optimale Voraussetzungen für die geplante 3D-Analyse durch Röntgenstruktur-

Bestimmungen von La-Kristallen.  

Sowohl für die Analyse der RNA-Protein und Protein-Protein Wechselwirkungen als auch für 

die Studien zur subzellulären Lokalisation wurden eine Vielzahl von neuen Mutationen des La 

Proteins in E.coli und in eukaryotischen Zellen mithilfe geeigneter Vektoren exprimiert und 

analysiert. Für die Bestimmung der funktionellen Domänen wurden interne Deletionen und 

Punktmutationen in die verschiedenen La Domänen eingeführt.  
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Mit dem Wildtyp Protein und den Mutanten des La Proteins wurden deren Wechselwirkung mit 

einer kurzen HBV RNA-Sequenz getestet, für die bisher nur eine spezifische Bindung für das 

Maus-La-Protein gezeigt wurde. Vergleichend wurden Analysen mit einer zellulären tRNA 

durchgeführt. Dabei ergab sich, dass eines der 3 vorhandenen La RNA-Erkennungs-Motive 

vermutlich die Spezifität der Bindungen vermittelt, wohingegen die 2 anderen für die Bindung 

essentiell oder von großer Bedeutung sind. Weitere neu identifizierte C-terminale Regionen  

trugen zur effizienten RNA-Bindung bei. Da die hLa Proteindomänen für die Bindung von 

HBV RNA und tRNA ähnlich oder identisch sind, wird die Spezifität der Bindung vermutlich 

durch die Sequenz oder Struktur der gebundenen RNA reguliert sowie durch bestimmte 

Regionen im humanen La Protein. 

Erkenntnisse über die biologische Bedeutung der in vivo Wechselwirkung des humanem La 

Protein mit zellulären tRNAs in höheren Eukaryonten wurden erstmalig durch RNA-

Interferenz-Experimente erhalten. Die sehr effiziente Reduktion der endogenen La Expression 

offenbarte eine um 50% reduzierte Menge an zellulärer tRNA. Diese Untersuchungen zeigten 

die Notwendigkeit des La Proteins für die molekulare Reifung von prä-tRNAs, nicht aber für 

die der 5S rRNA.  

Durch eine Analyse der subzellulären Lokalisation des La Proteins durch Einsatz verschiedener 

GFP-La-Fusionsproteine gelang es, ein bisher unbekanntes Nukleolus-Lokalisations-Signal im 

C-Terminus des La Proteins zu identifizieren, welches für den Transport des La Proteins in die 

Nukleoli und vermutlich für den RNA-Metabolismus bedeutsam ist. Ohne das RNA-

Erkennungs-Motiv 2 akkumulierte das La Protein im Nukleolus, entweder weil das Motiv ein 

nukleoläres Exportsignal enthält, weil dessen Deletion ein anderes inaktiviert, oder durch eine 

Störung der Interaktion mit einem entsprechenden Exportfaktor wie z.B. RNA. Andere 

Regionen hatten keinen signifikanten Einfluss auf die subzelluläre Verteilung. Eine Energie-

unabhängige und Diffusions-ähnliche Mobilität des Proteins im Zellkern, welche durch keine 

der analysierten Mutationen verändert wurde, wurde in FRAP-Experimenten bestimmt. Dieses 

schließt Mutations-bedingte Änderungen der Mobilität der Proteine als Ursache für die 

beobachteten subzellulären Lokalisationen aus. 

Zusammenfassend ist es gelungen, eine Vielzahl neuer Erkenntnisse über Struktur, Funktion, 

Lokalisation und Mobilität des humanen La Proteins zu gewinnen. Die Identifizierung neuer 

funktioneller Domänen sowie die detaillierte Analyse der La Interaktion mit viralen und 

zellulären RNAs und der verschiedenen in vivo Funktionen des humanen La Proteins sind ein 

wesentlicher Beitrag für ein besseres Verständnis der Biologie dieses Proteins und kann bei 

weiteren detaillierteren Analysen langfristig zur Entwicklung neuartiger antiviraler Therapien 

führen. 
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4.6 Aussicht und weiterführende Experimente 
 

Eine noch immer ungeklärte und interessante Frage ist, ob das humane La Protein auch in vivo 

in der Zelle Multimere ausbildet. Dabei wäre nicht nur bedeutsam, ob das Protein mit sich selbst 

oder mit anderen Proteinen multimerisiert, sondern auch worin die Funktion dieses Vorgangs 

liegt. Ferner wäre es möglich, dass dieser Vorgang nur auf bestimmte Zellzyklusphasen oder 

Kompartimente beschränkt ist. Eine Multimerisierung ließe sich neben einem mammalian-two-

hybrid durch sogenannte FRET (fluorescence recovery after energy transfer) Untersuchungen 

klären. Bei letzterem würde das Protein mit zwei verschiedenen Fluoreszenz-Markierungen in 

zwei Populationen in eine Zelle transfiziert werden und die Analyse der Multimerisierung 

würde mikroskopisch erfolgen. 

 

Zukünftige Analysen der Spezifität der RNA-Bindung des hLa haben besondere Dringlichkeit 

und es wäre unbedingt sicherzustellen, ob das RRM1 und/oder andere C-terminale Regionen die 

Spezifität der RNA-Bindung modulieren und somit vielleicht entscheiden, welches Substrat 

gebunden wird. Dieses wäre von ausgesprochen großer Bedeutung für das Verständnis der 

Biologie des humanen La Proteins wie insbesondere für die Entwicklung antiviraler Therapien, 

welche selektiv und spezifisch die für ein Virus notwendige RNA-Protein-Wechselwirkung 

unterbinden, ohne dabei die Zelle zu schädigen. Neben HBV gilt dieses gleichermaßen für 

mehrere andere Virus-Erkrankungen, in denen das hLa Protein mit der viralen RNA interagiert. 

In vitro wäre dieses zu erforschen über die hier benutzten EMSAs, welche bei einer erhöhten 

Stringenz und Spezifität geringe Bindungsunterschiede aufzeigen könnten.  

 

Es ist oben bereits aufgeführt und dargelegt, dass die Funktionen verschiedener Domänen oder 

Signale (z.B. Phosphorylierungen) durch die RNA-Interferenz in vivo dargestellt werden 

können. Durch Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe sowie durch die hier dargestellten Ergebnisse 

wurden die Grundlagen für diese wichtigen Experimente gelegt, welche nicht nur Aufschluss 

geben über verschiedene Funktionen des hLa Proteins, sondern auch über die Notwendigkeit 

des Proteins für zelluläre wie auch virale Prozesse. Dadurch könnte die Bedeutung des hLa 

Proteins in diversen Vorgängen in vivo analysiert und verglichen werden. Über diese Ergebnisse 

könnte somit eine Vorauswahl getroffen werden über mögliche Nebenwirkungen für zelluläre 

Prozesse, wenn Funktionen des hLa in viralen Prozessen unterbunden werden. Eine selektive 

Inaktivierung des endogenen hLa Proteins durch RNA-Interferenz ist hier gezeigt, und könnte 

mit der Transfektion von hLa Mutanten gekoppelt werden, welche ihrerseits resistent sind gegen 

die Interferenz. Die Resistenz ist zu erreichen, indem an bestimmten Stellen die Nukleotid-

Sequenz der mRNA geändert wird ohne die Aminosäure-Sequenz zu variieren. Diese Technik 

wird in der Arbeitsgruppe bereits angewandt. Die Methodik der RNA-Interferenz stellt 
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sicherlich eine wichtige und aufschlussreiche Technik da, welche einen überaus großen Ansatz 

von Fragestellungen direkt in vivo beantworten kann. 

 

Eine Information von überaus großer Wichtigkeit wäre die Kenntnis von Interaktionspartnern 

des hLa Proteins. Durch die hier gezeigten Ergebnisse ist dargelegt, dass Interaktionspartner des 

hLa Proteins vermutlich die Spezifität der RNA-Bindung des hLa regulieren. Für die 

Entwicklung einer spezifischen und selektiven antiviralen Therapie sind diese Kenntnisse von 

besonderer Bedeutung. Ferner könnten grundlegende Fragestellungen untersucht werden, wie 

z.B. der Eintritt und das Verlassen des Nukleolus – eine Funktion des hLa, welche vermutlich 

ebenfalls in Wechselwirkung mit anderen Molekülen erfolgt. 

Für das Auffinden direkter Interaktionspartner eignen sich mehrere Methoden, wie ein yeast-

tow-hybrid-system, Co-Immunpräzipitation und Co-Reinigungen. Um aufzuklären, welche 

Proteinkomplexe an welchen RNAs gebunden sind wäre es möglich die RNA in der Zelle mit 

einer bestimmten, angefügten Sequenz zu versehen, welche später die Reinigung des an die 

RNA gebundenen Komplexes z.B. über Streptavidin-Säulen erlaubt (196). Diese Technik 

erscheint für die genannten Zwecke sehr hilfreich. 

 

Die größte Herausforderung und zugleich bedeutendste Information wäre die Kristallstruktur 

des humanen La Proteins. Daraus ließen sich eine Fülle von Informationen gewinnen und es 

könnten experimentelle Untersuchungen direkt auf dieses Befund abgestimmt werden. Ein Co-

Kristallisation mit verschiedenen, gebundenen RNA-Substraten wäre hierbei sicherlich 

ausgesprochen aufschlussreich und würde zugleich die Grundlagen-Forschung am hLa Protein 

beschleunigen, wie auch Möglichkeiten für antivirale Therapien aufzeigen. Daher ist dieser 

Ansatz von methodisch, wissenschaftlich und auch medizinisch großer Bedeutung. Die 

unentbehrlichen und wichtigen Grundlagen für ein solches Vorhaben wurden in der 

vorliegenden Studie erarbeitet. 
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Anhang - Sequenzen der hauptsächlich benutzten RNAs und 
des humanen La Proteins 
 

Sequenz der HBV RNA B2 
5´-GGAACCUUUU CGGCUCCUCU GCCGAUCCAU ACUGCGGAAC UCCUAGCCGC 

UUGUUUUGCU CGCAGCAGGU CUGGAGCAAA CAUUAUCGGG ACUGAUAACU CUGUUG-3´ 

Der unterstrichene Bereich bezeichnet die HBV RNA-B und steht für die Nukleotide 1243-1333 

im HBV Genom. 

 

Sequenz der prä-tRNAVal 
5´-GUUGGUUUCC GUAGUGUAGU GGUUAUCACG UUCGCCUAAC ACGCGAAAGG 

UCCCCGGUUC GAAACCGGGC GGAAACAAAG AGAGUCGCUU U-3´ 

5´ und 3´ Bereiche der prä-tRNA sind unterstrichen. 

 

Sequenz der prä-tRNATyr 
5´-ACGUCCCUUC GAUAGCUCAG CUGGUAGAGC GGAGGACUGU AGCUACUUCC 

UCAGCAGGAG ACAUCCUUAG GUCGCUGGUU CGAUUCCGGC UCGAAGGAGA 

CAAGUGCGGU UU-3´ 

Dabei bezeichnet die kursive Region das Intron, die Fett-hervorgehobenen Bereiche die Exons; 

5´ und 3´ Bereiche der prä-tRNA sind unterstrichen. 

 

Aminosäure-Sequenz des humanen La Proteins 
MGSSHHHHHH SSGLVPRGSH MASMSGGQQM GRGSKFP 
1MAENGDNEKM 11AALEAKICHQ 21IEYYFGDFNL 31PRDKFLKEQI 41KLDEGWVPLE 
51IMIKFNRLNR 61LTTDFNVIVE 71ALSKSKAELM 81EISEDKTKIR 91RSPSKPLPEV 
101TDEYKNDVKN 111RSVYIKGFPT 121DATLDDIKEW 131LEDKGQVLNI 141QMRRTLHKAF 
151KGSIFVVFDS 161IESAKKFVET 171PGQKYKETDL 181LILFKDDYFA 191KKNEERKQNK 
201VEAKLRAKQE 211QEAKQKLEED 221AEMKSLEEKI 231GCLLKFSGDL 241DDQTCREDLH 
251ILFSNHGEIK 261WIDFVRGAKE 271GIILFKEKAK 281EALGKAKDAN 291NGNLQLRNKE 
301VTWEVLEGEV 311EKEALKKIIE 321DQQESLNKWK 331SKGRRFKGKG 341KGNKAAQPGS 
351GKGKVQFQGK 361KTKFASDDEH 371DEHDENGATG 381PVKRAREETD 391KEEPASKQQK 
401TENGAGDQ 

 

Der unterstrichene Bereich kennzeichnet die in pET28b(+) angefügte 
Aminosäuresequenz mit enthaltener Histidin-Markierung. Die Nummerierung bezieht 
sich auf die Aminosäuren des hLa. 
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