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i.1.i. Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Lokalisierung von mRNAs in definierte subzellulire Kompartimente wird in
Nervenzellen und in zahlreichen nicht-neuronalen Zellsystemen beobachtet. Der gerichtete
RNA-Transport, verbunden mit lokaler Translation der Transkripte, ermdglicht die
Ausbildung und den Erhalt der polaren Natur von Zellen. Er wird durch Sequenzen innerhalb
der transportierten RNA, sogenannte cCis-agierende Elemente, bestimmt. Diese treten in
Wechselwirkungen mit Proteinen, trans-agierenden Faktoren genannt, unter Ausbildung von
transportkompetenten Ribonukleoprotein-Komplexen.

Die mRNA fiir das Vasopressin (VP) Vorlduferprotein gehort zu einer Gruppe von
Transkripten, die in vivo, in magnozelluldren Neuronen des Hypothalamus der Ratte, in das
Axon und in die Dendriten transportiert werden. In dieser Arbeit wurde ein Protein
biochemisch gereinigt, identifiziert und charakterisiert, welches spezifisch an die dendritische
Lokalisierungssequenz der VP mRNA (VP-DLS), das cis-agierende Element, das den
dendritischen Transport in Neuronen vermittelt, bindet. Das Protein wurde als das
multifunktionelle Poly(A)-Bindungsprotein der Ratte (rPABP) identifiziert. Das in der
Evolution konservierte PABP beinhaltet N-terminal 4 RNA-Bindungsdominen (RRM, RNA
recognition motif) sowie einen C-Terminus, der an zahlreichen Protein/Protein-
Wechselwirkungen beteiligt ist. PABP bindet mit hoher Affinitit an den Poly(A)-Schwanz
eukaryotischer mRNAs und fordert durch seine Interaktion mit Initiationsfaktoren am 5'-Ende
des Transkriptes die Initiation der Translation. Zudem vermag es an nicht-Poly(A)-Sequenzen
zu binden. Diese Interaktionen resultieren in unterschiedlichen Funktionen wie positive und
negative Translationskontrolle sowie Stabilisierung/Destabilisierung definierter mRNAs. In
dieser Arbeit wurde gezeigt, dass rPABP {iber seine Domdnen RRMs 3+4 an die VP-DLS,
welche keine ldngeren Adenin-reichen Abschnitte aufweist, bindet. Fiir die spezifische
Protein/RNA-Interaktion ist jedoch das gesamte PABP erforderlich. Vermutlich wird seine
Bindungsspezifitit an die VP-DLS durch weitere Proteine moduliert, deren
Interaktionsabschnitte der Deletionsmutante RRM 3+4 fehlen. Fiir diese Annahme spricht
auch die Tatsache, dass gereinigtes rPABP nur ineffizient an die VP-DLS bindet.

In dieser Arbeit wurden zudem erste Experimente durchgefiihrt, um die Funktion des rPABP
im Metabolismus der VP mRNA zu analysieren. Die Expression des VP-Vorlduferproteins
bei gleichzeitiger Uberexpression des PABP in HEK 293-Zellen zeigte eine Reduktion der
Konzentrationen des Vorlduferproteins und der VP mRNA. Dies Ergebnis weist auf einen

moglichen Einfluss des PABP auf die Stabilitdt der VP mRNA hin.



1. Einleitung

1. Einleitung

Vasopressin (VP) gehort zu einer grofen Familie von Peptidhormonen, die sowohl in
Wirbellosen als auch in Wirbeltieren gefunden werden (Ubersicht: Mohr et al., 1990). Die
Synthese erfolgt in Form eines Polyprotein-Vorlduferproteins. Bei Sdugern besteht es aus
einem ko-translational abgespaltenen Signalpeptid, dem Hormonanteil, einem Trigerprotein
Neurophysin II sowie einem Glykopeptid, dessen Funktion unbekannt ist. Der VP-Vorlaufer
wird in neurosekretorischen Vesikeln an die Zellmembran transportiert. Wiahrend des
Transportes erfolgt eine posttranslationale Prozessierung, bei der der VP-Vorldufer

proteolytisch in seine Bestandteile gespalten wird (Abb. 1.) (Sofroniew, 1983, Richter, 1987).

ni{ SP [ vP | Neurophysinit | GP fcoon

-Abspaltung des Signalpeptides
-Posttranslationale Prozessierung

NH2 COOH NH2—| Neurophysin 11 |-CO0H NH, COOH

Abb. 1.: Schematische Darstellung des Vasopressin-Polyproteinvorliufers sowie dessen
posttranslationelle Prozessierung: Das VP-Pra-Prohormon setzt sich zusammen aus einem Signalpeptid
am N-Terminus gefolgt vom Peptidhormon Vasopressin (VP), sowie dem Tréigerprotein Neurophysin 11
im mittleren Bereich und einem Glykopeptid (GP) mit unbekannter Funktion am C-Terminus. Der VP-
Vorldufer wird in magnozelluldren Neuronen des Hypothalamus synthetisiert. Nach der Synthese wird
das Protein in neurosekretorische Vesikel verpackt und axonal zu den Nervenendigungen in der
Neurohypophyse transportiert. Wéhrend des Transportes erfolgt die proteolytische Spaltung an
spezifischen Aminosdureresten (rot gekennzeichnet). Das prozessierte VP wird von den
Nervenendigungen in den Korperkreislauf abgegeben. Zudem erfolgt eine Freisetzung aus den Dendriten

in das Zentrale Nervensystem (Morris et al., 1993)

Das VP-Gen wird im Zentralnervensystem (ZNS) exprimiert, hauptsdchlich in magno- und
parvozelluldren Neuronen der supraoptischen, paraventrikuldren und suprachiasmatischen

Kerngebiete des Hypothalamus. Die parvozelluliren Neurone der paraventrikuldren
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Kerngebiete sind Bestandteil des hypothalamisch-adenohypophysiren-adrenalen Systems
(Alonso und Assenmacher, 1981), wihrend die magnozelluldiren Neurone der
paraventrikuldren und supraoptischen Kerngebiete das hypothalamisch-neurohypophysire
System bilden (Hatton, 1990). Nach bestimmten physiologischen Reizen wird VP an den
Axonendigungen in der Neurohypophyse in den Korperkreislauf sezerniert (Richter, 1987). In
peripheren Geweben entfaltet es seine verschiedenen endokrinen Funktionen. VP stimuliert
als antidiuretisches Hormon die Riickresorption von Wasser in den distalen Tubuli der Niere.
AuBerdem wirkt das Hormon stimulierend auf die Glykogenolyse in der Leber. Der
systemische Blutdruck kann durch Kontraktion der arteriellen GefaBmuskulatur, die durch das
VP ausgelost wird, erhoht werden (Mohr und Richter, 1994; Birnbaumer, 2000). Zudem wird
VP auch im Septum und im Hypothalamus des ZNS freigesetzt. Im Hypothalamus der Ratte
freigesetztes VP reguliert das hypothalamisch-neurohypophysidre System, welches das
Verhalten nach einem Strestimulus reguliert. Im Septum freigesetztes VP beeinflufit Angst-
bezogenes Verhalten sowie Lernen und Gedichtnis (Engelmann et al., 2000). VP wirkt im
ZNS als Neuromodulator/Neurotransmitter. In dieser parakrinen Funktion ist es an der
Ausbildung von Gehirnfunktionen wie Lernen und Gedéchtnis sowie Emotionalitdt beteiligt
(Engelmann et al., 1996; Wotjak et al., 1996). Aus den Dendriten magnozelluldrer Neurone
wird VP intrazerebral exozytiert (Morris et al., 1993). Das dendritisch exozytierte VP ist an
der pré- als auch an der postsynaptischen Regulation der Sekretionsrate von VP-Neuronen in
den supraoptischen und paraventrikuliren Kerngebieten des Hypothalamus beteiligt
(Ubersicht: Ludwig et al., 1998).

Die VP mRNA ist nicht auf den Zellkdrper beschrankt, sondern ist sowohl in den Axonen als
auch in den proximalen und distalen Abschnitten der Dendriten magnozelluldrer Neurone
lokalisiert (Mohr et al., 1995; Prakash et al., 1997). Die axonalen VP-Transkripte weisen im
Gegensatz zu den somatisch und dendritisch lokalisierten VP-Transkripten kiirzere Poly(A)-
Schwinze auf (Mohr et al., 1991; Mohr et al., 1995). Es ist gezeigt worden, dass die VP-
mRNA in Axonen nicht translatiert wird. Die Funktion der axonalen VP-Transkripte ist daher
unbekannt (Mohr et al., 1995). Die dendritischen VP-Transkripte wurden in solchen
Bereichen des Dendriten gefunden, die kleine Zisternen, &hnlich dem rauhen
endoplasmatischen Reticulum, sowie Polyribosomen und neurosekretorische Granula
enthalten (Yulis et al., 1984; Prakash et al., 1997). Die Dendriten magnozelluldrer Neurone
beinhalten alle Komponenten der Proteinbiosynthese-Maschinerie (Ma & Morris, 2002).
Daher wird vermutet, dass die VP-Transkripte nach ihrer Lokalisierung in die Dendriten lokal

translatiert werden (Mohr et al., 1995). Die Mechanismen, die zu einer Lokalisierung der VP-
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Transkripte fithren, sind bisher unbekannt, jedoch wird angenommen, dass fiir die axonale
und dendritische Lokalisierung zwei unterschiedliche Transportmechanismen existieren
(Mohr & Richter 2003).

Der gerichtete Transport von definierten mRNA-Spezies gehort generell zu den
Mechanismen, die es einer polarisierten Zelle ermoglichen Makromolekiile asymmetrisch zu
verteilen. Der Mechanismus der mRNA-Lokalisierung ist in Eukaryoten, von der Hefe bis
zum Siugetier, weit verbreitet (Ubersichtsartikel: Bashirulla et al.,1998; Mohr & Richter,
2001). Beim Ablauf entwicklungsbiologischer Vorginge bei verschiedenen Arten, wie z.B. in
Drosophila, Xenopus laevis, Brachydanio rerio, ascidia und Saccharomyces cerevisae ist die
mRNA-Lokalisierung fiir eine korrekte Entwicklung essentiell (Ubersicht: Bashirulla et
al.,1998; Beach et al., 1999; King et al., 1999; Lasko, 1999; Mowry & Cote, 1999). Die
asymmetrische Verteilung von mRNAs innerhalb der Oocyte von komplexen Organismen
bildet die Vorraussetzung fiir die Ausbildung von Entwicklungsmustern, die zur Festlegung
der Korperachsen des Embryos notwendig sind. Zum Beispiel wird wahrend der Drosophila-
Entwicklung durch das anteriore System die Anlage des Kopfes und des Thorax festgelegt.
Dieses Entwicklungsmuster entsteht durch den gerichteten Transport der bicoid-mRNA, die in
den Nihrzellen synthetisiert wird, zum anterioren Pol der Oocyte (St. Johnston & Niisslein-
Vollhard, 1992). Neben der bicoid-mRNA werden in der Drosophila-Oocyte andere
maternale mRNAs, wie z.B. nanos- und oskar-mRNA, zielgerichtet transportiert und lokal
translatiert. Diese beiden mRNAs spielen eine Rolle bei der Entwicklung des posterioren
Systems (Berleth et al., 1988; Ephrussi et al., 1991; Johnstone & Lasko, 2001). Die Vgl-
mRNA aus Xenopus laevis wird wihrend der Entwicklung der Oocyte zum vegetativen Pol
lokalisiert (Mowry & Cote, 1999). Das lokal translatierte Protein ist sowohl an der
Entwicklung des Entoderms als auch an der Induktion des Mesoderms beteiligt (Weeks &
Melton, 1987; Thomsen & Melton, 1993; Joseph & Melton 1998). Neben der mRNA-
Lokalisation wéhrend der Entwicklung zeigt sich seit kurzem, dass in ausdifferenzierten
somatischen Zellen, wie z.B. Epithelzellen, Fibroblasten, Oligodendrocyten und Neuronen,
ebenfalls zielgerichteter mRNA-Transport in einzelne Kompartimente der Zelle stattfindet
(Singer, 1996; Steward, 1997; Carson et al., 1998; Kuhl et al., 1998; Bassell et al., 1999;
Mohr, 1999). Zudem wurde der gerichtete Transport von nicht-kodierenden Transkripten, wie
z.B. der Xlsirt (Xenopus laevis short_interspersed repeat transcripts)-RNA aus Xenopus laevis
beobachtet. Es wird vermutet, dass XIsirt-RNA eine Rolle spielt bei der Verankerung von
lokalisierten mRNAs am Zielort innerhalb der Oocyte (Kloc et al., 1994). In Neuronen
werden ebenfalls nicht-kodierende Transkripte, wie z.B. die BC1-RNA aus der Ratte, oder die
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zu BC1-RNA homologe humane BC200-RNA, lokalisiert (Tiedge et al., 1993a; Tiedge et al.,
1993b). Die Funktion dieser RNAs ist bisher nicht hinreichend geklirt, jedoch wird eine
Beteiligung der BCI-RNA an der Regulation der Initiation der Translation dendritisch
lokalisierter mRNAs vermutet (Wang et al., 2002). Neurone besitzen eine ausgeprigte
Polaritdt. So bestehen ausdifferenzierte Neurone aus einem Zellkorper und zwei
verschiedenen Arten von Fortsdtzen, den Dendriten und den Axonen. Die Fortsidtze dienen zur
Signalaufnahme und —weiterleitung. Die Kontaktstellen zwischen Axonen und Dendriten
werden Synapsen genannt. Synapsen konnen durch die Einwirkung von Signalen
Strukturverinderungen unterliegen (synaptische Plastizitit). Es wird ein Zusammenhang
zwischen diesen Strukturverdnderungen und Lernvorgidngen bzw. dem Gedichtnis vermutet
(Steward & Worley, 2002). In Neuronen der Séugetiere werden spezifische mRNAs aus dem
Zellkern nicht nur ins Soma, sondern auch in die Dendriten oder seltener auch in die Axone
transportiert. Es wird der gerichtet Transport von etwa 400 verschiedenen mRNA-Spezies in
Neuronen von Sdugetieren vermutet (Eberwine et al., 2002). Die lokalisierten mRNAs
codieren fiir verschiedene Klassen von Proteinen wie z.B. membranintegrierte Rezeptoren,
Transkriptionsfaktoren, Neurotransmitter/Neuromodulatoren, Strukturproteine und Enzyme
(Ubersicht: Kiebler & DesGroseillers, 2000). Die erste mRNA, die in Neuriten detektiert
wurde, ist die mRNA fiir das Mikrotubulus-assozierte Protein 2 (MAP2). MAP2-mRNA ist in
Neuronen des Hippocampus und des Cortex der Ratte somatodendritisch lokalisiert (Garner et
al.1988, Tucker et al., 1989). Die Bindung von MAP2 an Mikrotubuli bewirkt deren
Stabilisierung (Shafit-Zagardo & Kalcheva 1998; van Rossum & Hanisch 1999). Die
Regulation der Interaktion der beiden Komponenten erfolgt iiber den Phosphorylierungsstatus
des MAP2 (Brugg & Matus, 1991; Illenberger et al., 1996; Itoh et al., 1997). Der
Phosphorylierungsstatus seinerseits ist von der Aktivitdit des NMDA (N-Methyl-D-Aspartat)-
Rezeptors abhédngig (Quinlan & Halpain, 1996). Die VP mRNA gehort ebenfalls mit zu den
Transkripten, die als eine der ersten in den Neuriten detektiert wurde. Wie oben bereits
erwahnt wurde, ist sie in magnozelluliren Neuronen des Hypothalamus dendritisch und
axonal lokalisiert (Mohr et al., 1991; Mohr et al., 1995). Das selbe Lokalisierungsmuster wie
die VP mRNA zeigt die strukturell verwandte Oxytocin mRNA in magnozelluldren Neuronen
(Mohr et al., 1991; Mohr et al., 1995). Das dendritisch lokalisierte Transkript arc/arg3.1.
kodiert fiir das unmittelbar frithe Gen (immeditate early gene) arc/arg3.1 (arc: activity-
regulated cytoskeleton-associated protein; arg 3.1: activity regulated gene 3.1). Die
Expression des Gens arc/arg3.1 wird durch synaptische Aktivitdt induziert (Lyford et al.,
1995; Link et al., 1995). Die arc/arg3.1-mRNA wird nach der synaptischen Aktivierung der

10
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NMDA-Rezeptoren ins Soma und in die Dendriten der Neurone des Gyrus Dentatus im
Hippocampus lokalisiert. Das im Soma und in den Dendriten exprimierte Protein ist
wahrscheinlich mit dem neuronalen Zytoskelett assoziert. Es wird vermutet, dass das Protein
durch Interaktion und durch Modifizierung der Funktion anderer Proteine Einflu nimmt auf
die Aktivitats-abhdngige Antwort (Link et al., 1995; Lyford et al., 1995). Die mRNA der a-
Isoform der Ca®/ Calmodulin-abhingigen Proteinkinase II (o-CaMKII) wird in distale
Bereiche der Dendriten der Neurone des Hippocampus und des Cortex lokalisiert (Burgin et
al., 1990). a-CaMKII ist in der postsynaptischen Dichte, die sehr reich an Proteinen ist und
sich unterhalb der postsynaptischen Membran befindet, angereichert. Das Protein ist an
Mechanismen der Signaltransduktion beteiligt. Seine Funktion steht im Zusammenhang mit
durch Strukturverdnderungen an Synapsen hervorgerufenen Lernvorgingen (Mayford et al.,
1995; Lisman et al., 1997). Neben der mRNA fiir Proteine, die an Mechanismen der
Signaltransduktion beteiligt sind, wie a-CaMKII, werden auch mRNAs in unterschiedlichen
Neuronentypen lokalisiert, die fiir Rezeptoren kodieren. So wird die mRNA des Inositol-
1,4,5-Triphosphat-Rezeptor Typ 1 (InsP3r 1) in proximale und distale Bereiche der Dendriten
der Neurone des Cerebellums lokalisiert (Furuichi et al., 1993). Ebenso werden Transkripte,
die fiir verschiedene Untereinheiten von Glutamatrezeptoren kodieren, in Neuronen des
Hippocampus dendritisch lokalisiert (Miyashiro et al., 1994). Fiir die mRNA des
Wachstumsfaktors BDNF (brain-derived neurotrophic factor) wurde eine Aktivitats-
abhingige Lokalisation in proximale Bereiche der Dendriten von Neuronen des Hippocampus
festgestellt (Dugich-Djordjevic et al., 1992, Tongiorgi et al., 1997). Die Funktion einiger
Proteine, deren Transkripte dendritisch lokalisiert werden, ist bisher unbekannt. Zu diesen
Proteinen zéhlt das Dendrin, dessen mRNA im Hippocampus, im Gyrus Dentatus und im
cerebralen Cortex detektiert werden kann (Herb et al., 1997). Ebenso ist die Funktion von L7
unbekannt, dessen mRNA in Fortsdtzen von Purkinje Zellen lokalisiert ist (Bian et al., 1996).
Das Beispiel der mRNA der a-Untereinheit des Glycin-Rezeptors (a-GlyR) zeigt, dass die
Lokalisierung von mRNAs auflerhalb des Somas nicht auf Neurone des ZNS beschrinkt ist.
o-GlyR-mRNA zeigt in Neuronen des Riickenmarks der Ratte ein somatodendritisches
Verteilungsmuster (Racca et al., 1997).

Obwohl die hier vorgestellten lokalisierten mRNAs fiir Proteine aus unterschiedlichen
Klassen codieren, sind viele ihrer Translationsprodukte an der Ausbildung der synaptischen
Plastizitdt beteiligt. Daher ist die mRNA-Lokalisierung, verbunden mit lokaler
Proteinbiosynthese in den Dendriten von Neuronen, vermutlich ein wichtiger Mechanismus,

der zur Ausbildung von Gehirnfunktionen wie Lernen und Gedéchtnis beitragt.
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1. Einleitung

Der Mechanismus des RNA-Transportes ist in Drosophila gut untersucht (Ubersicht:
Bashirullah et al., 1998; Lasko, 1999; Johnstone & Lasko, 2001; Lasko, 2003). So sind etwa
20-30 verschiedene Transkripte bekannt, die in der Entwicklungsphase der Oocyte oder des
Embryos an die unterschiedlichen Pole lokalisiert werden. Der Mechanismus der
Lokalisierung der oskar-mRNA vom anterioren Pol zum posterioren Pol der Oocyte ist sehr
komplex. Es wurde gezeigt, dass die oskar-mRNA-Lokalisierung abhidngig ist von einer
Zytoskelettkomponente, den Mikrotubuli (Clark et al., 1994). Mutationen in verschiedenen
Genen, wie Cappucino, Spire, Chickadee, Staufen, Bicaudal-D, Mago nashi und
Tropomyosin-1 fiihren zur Delokalisation der oskar-mRNA an den posterioren Pol, was auf
eine Beteiligung zahlreicher Proteine am Lokalisierungmechanismus hinweist (Ubersicht:
Lasko et al., 1999). Generell sind fir die Lokalisierung von mRNAs Sequenzabschnitte
innerhalb der mRNAs, sogenannte Cis-agierende Elemente, essentiell fiir die Bindung an
Proteine, die die Lokalisierung der mRNAs vermitteln. Diese cis-agierenden Elemente sind
meist sehr komplex aufgebaut (Ubersicht: Zhou & King, 2004). Innerhalb der 3'-
untranslatierten Region (3'-UTR) der oskar-mRNA wurden mehrere cis-agierende Elemente
gefunden, die die Lokalisierung der mRNA wéhrend der verschiedenen Stadien der
Entwicklung vermitteln. So ist ein Element zustindig fiir die Akkumulation der oskar-mRNA
in der frithen Oocyte, wihrend zwei kleinere Elemente fiir die Freisetzung der mRNA vom
anterioren Pol zustindig sind. Ein weiteres cis-agierendes Element ist fiir die Lokalisierung
der oskar-mRNA zum posterioren Pol essentiell (Kim-Ha et al., 1993). Zudem wurde seit
kurzem gezeigt, dass fiir die Lokalisierung der oskar-mRNA das vorherige Spleilen im Kern
essentiell ist. Am Spleilvorgang sind Proteine wie Y 14/Tsunagi und Mago nashi beteiligt
(Hachet & Ephrussi; 2004). An die cis-agierenden Elemente konnen ein oder mehrere
Proteine binden, sogenannte trans-agierende Faktoren, die zum einen als Adapter fungieren
zwischen der mRNA und dem Zytoskelett, an dem entlang die Lokalisierung erfolgt bzw. an
dem sie am Zielort verankert wird. So ist das RNA-Bindungsprotein Staufen essentiell fiir die
Lokalisierung sowie fiir die Aktivierung der Translation der oskar-mRNA am Zielort
(Ephrussi et al., 1991; Kim-Ha et al., 1991; Micklem et al., 2000). Fiir die bicoid-mRNA
wurde zudem gezeigt, dass Staufen an der Verankerung der mRNA am anterioren Pol
verantwortlich ist (St. Johnston et al., 1989). Fiir die rdumliche und zeitliche Kontrolle der
Translation wéhrend der Lokalisierung sind ebenfalls trans-agierende Faktoren essentiell. So
wird die Translation der oskar-mRNA durch die Bindung des Proteins Bruno an ein
Sequenzmotiv mit dem Namen Bruno-response element (BRE), welches in der 3'-UTR der
mRNA lokalisiert ist, reprimiert (Kim-Ha et al., 1995; Gunkel et al., 1998).
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Durch die Untersuchung von Drosophila-Mutanten sind die Mechanismen der mRNA-
Lokalisierung zwar nicht hinreichend geklirt, jedoch sind einige Komponenten bekannt. Im
Gegensatz dazu sind in Neuronen die Mechanismen des gerichteten mRNA-Transportes
vergleichsweise viel weniger gut untersucht. Es wird jedoch vermutet, das die Mechanismen
bei Drosophila und in Neuronen von Vertebraten sehr dhnlich sind. So beginnt die
Lokalisierung von spezifischen mRNAs (Abb. 1.2.) méoglicherweise im Kern (Ubersicht:
Schnapp et al., 1999). Nach dem Export ins Cytoplasma assoziieren die mRNAs iiber die in
ihrer Sequenz enthaltenen cis-agierenden Elemente an trans-agierende Faktoren, die die
Rekrutierung zum Cytoskelett und den Transport entlang von Mikrotubuli zum Zielort, den
Dendriten oder in seltenen Féllen den Axonen, vermitteln. Es wird vermutet, dass die
Lokalisierung von mRNAs entlang des Zytoskeletts in groen Ribonukleoprotein (RNP)-
Komplexen erfolgt, die als granulire Strukturen in der Zelle sichtbar sind (Ubersicht: Kiebler
& DesGroseillers, 2000). Zudem wird angenommen, dass die Translation dendritischer
mRNAs in Abhéngigkeit von synaptischer Aktivitit reguliert werden kann (Kuhl & Skehel,
1998; Crino & Eberwine, 1996; Ubersicht: Steward & Schuman, 2001).
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mMRNA
Axon (cis-agierendes Element)

' RNA-Bindungsproteine
(trans-agierende Faktoren)

O Motorprotein
Soma

Mikrotubuli
/ﬁu k%
w"/ o Synaptische Vesikel

’ ‘ & Ribosomen

Dendrit

Abb. 1.2.: Schematische Darstellung moglicher Mechanismen der dendritischen mRNA-
Lokalisierung in Neuronen (modifiziert nach Mohr, 1999): RNA-Bindungsproteine (trans-
agierende Faktoren) des Nukleus binden an ein spezifisches cis-agierendes Element innerhalb der
mRNA und vermitteln den Kernexport der spezifischen mRNA. AuBlerhalb des Nukleus binden
zytoplasmatische trans-agierende Faktoren an dasselbe oder an andere cis-agierende Elemente

innerhalb der mRNA. Diese RNA-Bindungsproteine koénnen die Lokalisierung des
Ribonukleoprotein-Komplex mit Hilfe von Motorproteinen entlang von Mikrotubuli in die Dendriten
sowie die Translationsregulation der mRNA wihrend der Lokalisierung vermitteln. Die lokalisierte

mRNA kann abhingig von synaptischer Aktivitit an Ribosomen translatiert werden.

Die Mechanismen, die zu einer Translationskontrolle fithren, sind bisher weitestgehend
unbekannt. Jedoch wurde gezeigt, dass in der 3'-UTR einiger dendritisch lokalisierter
mRNAs, wie der o-CaMKII-mRNA, sich ein sogenanntes cytoplasmatisches
Polyadenylierungs-Element (cytoplasmic polyadenylation element (CPE)) befindet, welches
die Translation der mRNAs in Abhéngigkeit von synaptischer Aktivitidt durch Verldngerung
des Poly(A)-Schwanzes der mRNA fordert (Ubersicht: Huang et al., 2003). An das CPE
bindet das CPE-Bindungsprotein (CPEB). Die Polyadenylierung der mRNA erfolgt nach der
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Phosphorylierung des CPEB durch das Protein Aurora. Die Interaktion des CPEB mit dem
CPE in der mRNA fordert die dendritische Lokalisierung derselben (Huang et al., 2003). Das
Protein Maskin interagiert nach der Polyadenylierung der mRNA mit CPEB und dem
eukaryotischen Initiationsfaktor (eIF)4E, dem CAP-Bindungsprotein, und stimuliert so die
Translation.

In den RNAs, die in Neuronen lokalisiert werden, sind bisher erst wenige cis-agierende
Elemente und deren trans-agierende Faktoren bekannt. In Zellkulturexperimenten mit
mikroinjizierten, primérkultivierten Neuronen aus den oberen Zervikalganglien der Ratte
wurde in der VP mRNA ein cis-agierendes Element identifiziert, welches als chimires
Transkript in der Lage ist, ein normalerweise nicht lokalisiertes o-Tubulin-Transkript
dendritisch zu lokalisieren. Die sogenannte dendritische Lokalisierungssequenz (VP-DLS)
umfaBit die letzten 395 Nukleotide der mRNA, bestehend aus Bereichen der codierenden
Region und der 3'UTR (Prakash et al., 1997). In der 3’-UTR der somatodendritisch
lokalisierten MAP2-mRNA wurde ein 640 Nukleotide umfassendes dendritisches
Lokalisierungselement (DTE: dendritic targeting element) identifiziert.
Zellkulturexperimente, in denen primidrkultivierte Neurone des Hippocampus mit einem
chimédren Konstrukt aus der Sequenz fiir das fluoreszierende Protein EGFP (enhanced green
fluorescent protein), dessen mRNA nicht lokalisiert ist, und der Sequenz des DTE transfiziert
wurden, zeigen, dass das DTE ausreicht, um das chimire Transkript dendritisch zu
lokalisieren (Blichenberg et al., 1999). Anhand von Experimenten mit primérkultivierten
Neuronen des Hippocampus wurde in der 3'UTR der a-CaMKII-mRNA ein 1200 Nukleotide
umfassendes dendritisches Lokalisierungselement identifiziert (Blichenberg et al., 2001).
Anhand von in situ-Hybridisierungen von Gehirnschnitten einer transgenen Maus, in der die
3’-UTR der a-CaMKII-mRNA ersetzt wurde durch die 3'-UTR der nicht dendritisch
lokalisierten mRNA fiir das Rinderwachstumshormon, wurde gezeigt, dass nach einer
Entfernung der 3’-UTR der a-CaMKII-mRNA keine dendritische Lokalisierung der mRNA
stattfindet (Miller et al., 2002). In der 5’-Region der nicht-kodierenden BC1-RNA wurde ein
62 Nukleotide umfassendes cis-agierendes Element identifiziert, welches fiir die dendritische
Lokalisierung der RNA in Neuronen essentiell ist (Muslimov et al., 1997). Ein kurzes
Sequenzmotiv von 54 Nukleotiden in der 3’-UTR der [B-Actin-mRNA reicht aus, um das
Transkript zu lokalisieren (Zhang et al., 2001; Tiruchinapalli et al., 2003). Dieses Cis-
agierende Element wird auch zipcode genannt. Die bisher identifizierten cis-agierenden
Elemente innerhalb lokalisierter mRNAs in Neuronen weisen keine Ahnlichkeit in der

Primérsequenz auf.
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Anhand biochemischer in vitro Experimente wurden einige trans-agierende Faktoren
identifiziert, die mit cis-agierenden Elementen von in Neuronen lokalisierten Transkripten
interagieren. So bindet ein Protein aus dem Gehirn der Ratte in spezifischer Weise an die VP-
DLS und bildet mit Teilen der mRNA-Sequenz einen 85 kDa Komplex aus. Das Protein wird
Vasopressin-mRNA-Bindungsprotein (VP-RBP) genannt (Mohr et al., 2001). Aus dem
Gehirn der Ratte wurden ebenfalls zwei Proteine isoliert, die an MAP2-mRNA binden, als
MARTA1 und MARTA2 (MAP2-RNA trans-acting proteins) bezeichnet (Rehbein et al.,
2000). MARTAL zeigt in Neuronen der Ratte ein iiberwiegend nukleédres Verteilungsmuster
mit geringer Konzentration im Zytoplasma (Rehbein et al., 2002), wahrend iiber MARTA2
bisher nichts bekannt ist. MARTAI1 konnte als Ortholog des humanen KSRP (human K
homology-type splicing regulatory protein) identifiziert werden (Rehbein et al., 2002). Das
Protein besitzt vier KH (hnRNP K-homology)-Doménen. Die Funktion von MARTAL ist
bisher noch unbekannt. Das zu KSRP orthologe zipcode-Bindungsprotein 2 (ZBP2) aus dem
Huhn bindet an das cis-agierende Element (zipcode) der in jungen Neuronen lokalisierten [3-
Aktin-mRNA. ZBP2 ist ebenso wie MARTAI1 vorwiegend im Kern lokalisiert. Es wird
vermutet, dass ZBP2 den nukledren Export der B-Aktin-mRNA ins Cytoplasma vermittelt (Gu
et al., 2002). In Xenopus existiert ebenfalls ein Ortholog zum KSRP, das VgRBP71 (Vgl-
mRNA-Bindungsprotein 71). VgRBP71 ist ein trans-agierender Faktor der in Oocyten
lokalisierten Vgl mRNA (Kroll et al., 2002). Es wird vermutet, dass es die Prozessierung der
Vgl mRNA in der Nidhe des Polyadenylierungssignals stimuliert, wodurch ein
Repressorelement der Translation entfernt wird (Kolev & Huber, 2003). Ein weiterer trans-
agierender Faktor der B-Aktin-mRNA aus dem Huhn ist das Zipcode-Bindungsprotein 1
(ZBP1) (Ross et al., 1997). ZBP1 wird auch in Neuronen exprimiert und zusammen mit der
B-Aktin-mRNA in RNP-Komplexen zu den Wachstumskegeln in den Neuriten Aktivitéts-
abhédngig transportiert (Zhang et al., 2001; Tiruchinapalli et al., 2003). Zudem wird eine Rolle
des ZBP1 bei der Regulation der Dendritenmorphologie und dem Synapsenwachstum
vermutet, da eine Uberexpression des ZBP1 einen Anstieg der Dichte von dendritischen
Filopodien bewirkt (Eom et al., 2003).

Da die Funktion vieler Proteine, die als trans-agierende Faktoren identifiziert wurden,
unbekannt ist, war es ein Ziel dieser Arbeit, den trans-agierenden Faktor der VP mRNA, das
VP-RBP, biochemisch zu reinigen. Die biochemische Reinigung und Identifizierung bildet
die Vorraussetzung fiir funktionelle Analysen.

Es wurde gezeigt, dass zumindest bestimmte Formen synaptischer Plastizitit die lokale

Translation dendritisch lokalisierter mRNAs erfordern (Kang & Schuman 1996; Casadio et
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al., 1999). In Dendriten sind die fiir eine Proteinbiosynthese notwendigen Komponenten, wie
z.B. Polyribosomen (Peters et al., 1970; Steward & Levy, 1982), sowie tRNAs und
Elongationsfaktoren (Tiedge & Brosius, 1996; Steward et al, 1996; Ma & Morris, 2002),
enthalten. Ebenso konnte das fiir die Synthese von integralen Proteinen notwendige rauhe
endoplasmatische Reticulum sowie der Golgi-dhnliche Strukturen in den Dendriten detektiert
werden (Tiedge & Brosius, 1996; Torre & Steward, 1996; Gardiol et al., 1999; Pierce et al.,
2000; Ma & Morris, 2002). In den Dendriten wurde eine lokale Synthese definierter Proteine
bisher nur in wenigen Fillen nachgewiesen. So wurde in kultivierten Neuronen nach
Aktivierung durch den Wachstumsfaktor BDNF die Translation eines chimdren Transkriptes,
welches fiir die Sequenz des GFP (green fluorescent protein)-Protein, flankiert von der 5'-
und 3’-UTR der a-CaMKII-mRNA, kodiert, in lokalen Bereichen der Dendriten gezeigt
(Aakalu et al., 2001). Fiir den VP-Vorldufer wurde ebenfalls in kultivierten Neuronen gezeigt,
dass das Protein nur in den Abschnitten der Dendriten synthetisiert wird, in denen die VP-
mRNA zugegen ist. Fiir diese Experimente wurde ein mutiertes VP-Vorldufer-Konstrukt
verwendet, aus dessen Transkription und Translation ein Protein resultiert, welches aufgrund
seiner mutierten Aminosduresequenz im C-Terminus den Ort seiner Synthese, das rauhe
endoplasmatische Reticulum, nicht verlassen kann (Mohr & Richter, 2003). Das
Vorhandensein der fiir eine Proteinsynthese essentiellen Komponenten in den Axonen
terminal differenzierter Neurone von Sdugern wird kontrovers diskutiert (Lasek & Brady,
1981; Ubersicht: Steward et al., 1995; Litman et al., 1993; Mohr & Richter, 2000). Fiir die
Axone von unreifen Neuronen in Sdugern wurde hingegen gezeigt, dass die chemotaktische
Leitung der Wachstumskegel lokale Proteinbiosynthese erfordert, jedoch ist nichts bekannt
iiber die Synthese definierter Proteine (Ubersicht: Mc Allister, 2002; Ubersicht: Eberwine,
2001; Ming et al., 2002). Fiir die in magnozelluldren Neuronen axonal lokalisierte VP mRNA
wurde zudem gezeigt, dass sie nicht mit Ribosomen oder Polysomen assoziiert ist (Mohr et
al., 1995). Die Funktion der axonal lokalisierten VP-Transkripte bleibt daher unklar.

Zusammengefalit 148t sich sagen, dass die mRNA-Lokalisierung generell ein komplexer
Vorgang ist, der sich aus verschiedenen Einzelkomponenten zusammensetzt wie der
Lokalisierung selbst, der Verankerung der mRNA am Zielort sowie der Translationskontrolle.
In Neuronen sind erst wenige Komponenten der mRNA-Lokalisierungsmaschinerie bekannt.
Zudem sind die komplexen Funktionen der an der Lokalisierung beteiligten Proteine nicht
hinreichend untersucht. Aus diesem Grund war es ein weiteres Ziel dieser Arbeit, nach der

Identifikation des VP-RBP seine Funktion im VP mRNA-Metabolismus zu charakterisieren.
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2. Materialien

2.1. Langenstandards

Léangenstandard

DNA: ®X174 RF-DNA/Haelll-Fragment
DNA-Lingenstandard 11
(A-DNA, HindIII/EcoRI geschnitten)
100 bp DNA-Leiter

RNA: RNA Millenium™ Size Markers

Protein: Full Range Rainbow
Molecular Weight Marker
Protein ladder

2.2. Enzyme

Enzym

DNA-Polymerasen: Pfu DNA-Polymerase
Deep Vent-Polymerase

N-Glykosidase F*, recombinant

Restriktionsendonukleasen: BamHI
EcoRI
Notl
Sall
Xhol
Xbal

Ribonuklease A (RNase A)

Ribonuklease-Inhibitor (RNase-Inhibitor)

RNA-Polymerasen: SP6 RNA-Polymerase
T3 RNA-Polymerase
T7 RNA-Polymerase

T4 DNA-Ligase

Hersteller

MBI Fermentas
MBI Fermentas

MBI Fermentas
Ambion

Amersham Biosciences

Gibco BRL

Hersteller

Promega
New England Biolabs

Roche

Gibco BRL
Gibco BRL
Gibco BRL
Gibco BRL
Gibco BRL
Gibco BRL

Boehringer Mannheim
Gibco BRL
Gibco BRL
Gibco BRL
Gibco BRL

Gibco BRL

Die entsprechenden Reaktionspuffer fiir die Enzyme wurden von denselben Herstellern

bezogen und nach deren Angaben eingesetzt.
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2.3. Bakterienstaimme

Stamm Referenz
DH5a.™ kompetente Zellen Gibco BRL
(Genotyp: F ¢ 80dlacZAM15 A(lacZY A-argF)U169 deoR recAl endAl
hsdR17(r, my") phoA supE44 A thi-1 gyrA96 relA1)
SURE® 2 kompetente Zellen Stratagene
(Genotyp: el4'(McrA") A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 endAl supE44 thi-1
gyrA96 relAl lac recB rec] sbcC umuC::Tn5 (Kan') uvrC [F" proAB
lacl’ZAM15 Tn10 (Tet") Amy Cam']*
TOP 10 F* kompetente Zellen Invitrogen
(Genotyp: F'{proAb lacl? lacZAM15 Tnl0 (tet’)} mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) ¢80AlacZAM15 AlacX74 deoR recAl araD139 A(ara,leu) 7697
ga/U ga/K\- rpsL(streptomycin’) endA1 nupG)
2.4. Eukaryotische Zelllinien und Gewebe
Zelllinie Zelltyp Referenz
HEK?293 Humane embryonale Nierenzellen Graham et al. (1977)
PC-12 Ratten pheocytochromale Greene et al. (1976); Levi et al.
Nebennierenzellen (1985)
NIH-3T3 Embryonale Mauszellen Jainchill (1969); Aaronsen and
Todaro (1968); Copeland et al.
(1979)
Ratl Ratten Fibroblastenzellen Topp (1981)
HEK 293-Tet on Humane embryonale Nierenzellen; Clontech
Stabil transfiziert mit dem Vektor
pTet-On

Die in dieser Arbeit verwendeten Gewebe stammen ausschlieSlich von Wistar Ratten, die in
der Tierhaltung des Universitéitsklinikums Hamburg Eppendorf gezilichtet werden.
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2.5. Genbank Accession-Nummern

Die Accession-Nummern der verwendeten Nukleotidsequenzen wurden der GenBank-
Datenbank unter folgender Internetaddresse entnommen: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

(Benson et al., 1999)

Sequenz (Abkiirzung) Nummer
Rattus norvegicus Poly(A)-Bindungsprotein (rPABP) AJ298278
Saccharomyces cerevisae Poly(A)-Bindungsprotein (sPABP) M12780
Homo sapiens Poly(A)-Bindungsprotein (hPABP) P11940
Mus musculus Poly(A)-Bindungsprotein (mPABP) NMO008774
Rattus norvegicus Protein Phosphatasel alpha (rPP1a.) S78215
Homo sapiens Neuroglycan C AF059274

2.6. Kompetitor cRNA

In der nachfolgenden Auflistung sind die fir UV-Quervernetzungsanalysen verwendeten

Kompetitor cRNAs aufgefiihrt.

Kompetitor cRNA Referenz/Accession-Nummer
Vasopressin (Ratte) M25646

o-Tubulin (Ratte) V01227

MAP2-a (Ratte) X51842 (Nukleotide 5383-5552)
MAP2-b (Ratte) X51842 (Nukleotide 3994-5552)
SSTR3-a (Ratte) X63574 (Nukleotide 451-1650)
SSTR3-b (Ratte) X63574 (Nukleotide 3010-3855)
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2.7.  Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden im Servicelabor des Instituts fiir
Zellbiochemie und klinische Neurobiologie des Universitdtsklinikums Hamburg-Eppendorf
hergestellt. Sie sind in der folgenden Auflistung dargestellt. Die eingefiigten
Restriktionsschnittstellen sind in der Sequenz unterstrichen. Folgende Abkiirzungen wurden

verwendet: T = Annealing Temperatur; rPABP = Poly(A)-Bindungsprotein der Ratte.

Bezeichnung Sequenz (5’ —>3") Tao Bemerkung
und Linge °c

319 GCATGGATCCAACCCCAGCGCCCCCAGCTAC 60  Vorwirts-Primer,
(31-mer) rPABP (203-223) BamHI-Schnittstelle

321 CTGGCGCTCTTCTTTTGCTTCTCGTTCCTTCCGAG 60 Riickwirts-Primer,
(35-mer) rPABP (1324-1310+742-723) tiberlappend

322 CGGAAGGAACGAGAAAAAGAAGAGCGCCAGGCTCAC 60  Vorwirts-Primer,
(36-mer) rPABP (725-739+1310-1330) iiberlappend

323 GCATCTCGAGGACAGTTGGAACACCAGTGG 60  Riickwirts-Primer,
(30-mer) rPABP (2107-2088) Xhol-Schnittstelle

324 GCATGGATCCGTACGCATCATGTGGTCTAGC 60  Vorwirts-Primer,
(31-mer) rPABP (443-464) BamHI-Schnittstelle

325 GCATCTCGAGAAGTTCCGTCTGCCGTTCCAC 60 Riickwirts-Primer,
(31-mer) rPABP (1027-1007) Xhol-Schnittstelle

326 CTCGCGCTCTTCTTTAAGTTCCGTCTGCCGTTCCAC 60 Riickwirts-Primer,
(36-mer) rPABP (1324-1310+1024-1007) iiberlappend

327 AAGTGGAACGGCAGACGGAAAAAGAAGAGCGCCAGG 60  Vorwirts-Primer,
(41-mer) CTCAC iiberlappend

rPABP (1005-1024+1310-1330)

328 GCATGGATCCCGAGAAGCAGAACTTGGAGC 60  Vorwirts-Primer,
(30- mer) rPABP (734-753) BamHI-Schnittstelle

329 GCATCTCGAGGCGCTGAGCTAAAGCTACATAG 60 Riickwirts-Primer,
(32-mer) rPABP (1309-1288) Xhol-Schnittstelle

331 GCGCATGTCGACGAACCCCAGCGCCCCCAGCTAC 62  Vorwirts-Primer,
(34-mer) rPABP (202-223) Sall-Schnittstelle

332 GCGCATGCGGCCGCCGGTGAAGCACGAGTTTCTGTTC 62  Riickwirts-Primer,
(38-mer) G Notl-Schnittstelle

rPABP (2149-2126)
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Bezeichnung

und Lénge

320
(30-mer)

354
(34-mer)

356
(42-mer)

357
(36-mer)

358
(33-mer)

359
(36-mer)

360
(44-mer)

361
(33-mer)

362
(36-mer)

SP6
(18-mer)

T7
(20-mer)

T3
(20-mer)

M13 Reverse
(18-mer)

Sequenz (5'—=3")

GCATCTCGAGTGCTTCTCGTTCCTTCCGAG
rPABP (742-723)

GCATCGATCCGAACTTAAGCGCAAATTTGAGC
AG
rPABP (1022-1045)

GCATGCTCTAGAGCCACCATGAACCCCAGCGC
CCCCAGCTAC
rPABP (200-223)

GCATGCGGATCCTTAGGTGAACTCCTTTGCCCT
TGC
rPABP (772-752)

GCATGCTCTAGAGCCACCATGGTACGCATCAT
G
rPABP (443-461)

GCATGCGGATCCTTAAAGTTCCGTCTGCCGTTC
CAC
rPABP (1027-1007)

GCATGCTCTAGAGCCACCATGGAACGAGAAGC

AGAACTTGGAGC
rPABP (731-753)

GCATGCGGATCCTTAGCGCTGAGCTAAAGCTA
C

rPABP (1309-1292)
GCATGCGGATCCTTAGACAGTTGGAACACCAG
TGGC

rPABP (2110-2087)

ATTTAGGTGACACTATAG

TAATACGACTCACTATAGGG

ATTAACCCTCACTAAAGGGA

CAGGAAACAGCTATGACC

A

60

58

58

58

53

53

55

55

58

50

50

50

50

Bemerkung

Riickwarts-Primer,
Xhol-Schnittstelle

Vorwarts-Primer,
BamHI-Schnittstelle

Vorwarts-Primer,
Xbal-Schnittstelle,
Kozak-Sequenz (GCCACC)

Riickwarts-Primer,
BamHI-Schnittstelle,
Stopp-Codon (TTA)

Vorwarts-Primer,
Xbal-Schnittstelle,
Kozak-Sequenz (GCCACCQ),
Start-Codon (ATG)

Riickwarts-Primer,
BamHI-Schnittstelle,
Stopp-Codon (TTA)
Vorwirts-Primer,
Xbal-Schnittstelle,
Kozak-Sequenz (GCCACCQ),
Start-Codon (ATG)
Riickwarts-Primer,
BamHI-Schnittstelle,
Stopp-Codon (TTA)
Riickwarts-Primer,
BamHI-Schnittstelle
Sequenzierprimer
Sequenzierprimer

Sequenzierprimer

Sequenzierprimer
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2.8. Plasmide

pCMYV-Tag2B (Stratagene)

Der Vektor beinhaltet ein N-terminales FLAG-Epitop mit vorgeschalteter Kozak-Sequenz und
nachfolgender multiple cloning site (MCS). Dieser eukaryotische Expressionsvektor besitzt
einen CMV-Promotor (CMV=Cytomegalovirus). Er besitzt ebenfalls eine SV40
Polyadenylierungssequenz, die fiir die Termination der Transkription sowie fiir die
Polyadenylierung der abgeschriebenen mRNA von Bedeutung ist. In diesen Vektor wurden
verschiedene Teilsequenzen der cDNA fiir das Poly(A)-Bindungsprotein der Ratte (rPABP)
(Abb. 2.1) kloniert. Das rPABP (Aminoséduresequenz siche Abbildung 4.11) besteht aus vier
aufeinander folgenden RNA-Erkennungsdoménen (RRM 1-4; RRM=RNA recognition motif)

am N-Terminus und einem Prolin-reichen C-Terminus ohne RNA-Bindungsaktivitit.

1 200 2110 2190
Nukleotidsequenz ! ! I 231-467 ” 493-725 I =769-1004 I I1078-1310= 1311-2111 ! !
‘Start Stopp

(PABP ¢cDNA 5 [ RRM1 [[ RRM2 | [FRRM3T] [IRRMA4] C-Terminus 3
100 bp

Abb. 2.1: Schematische Darstellung der Nukleotidsequenz der cDNA des Poly(A)-Bindungsproteins der
Ratte (rPABP). In der cDNA-Sequenz sind die vier RNA-Erkennungsdoménen (RRM 1-4; RRM=RNA
recognition motif) am 5’-Ende und der C-Terminus ohne RNA-Bindungsaktivitit am 3’-Ende als farbige Boxen
hervorgehoben. Das offene Leseraster umfafit 1911 Nukleotide und startet an Position 200 der cDNA. Es endet
an Position 2110 der cDNA.

pCMYV-Flag-tag2 B/RRM1-4+C

Das Plasmid beinhaltet mit Ausnahme des Start- und des Stopp-Codons die Sequenz des
offenen Leserasters der cDNA des rPABP (Nukleotide 203-2107), welche mittels der
Methode der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit den Primern 319 und 323 hergestellt
wurde. Das PCR-Produkt wurde tiber die Restriktionsschnittstellen BamHI und Xhol in den
Vektor pPCMV-Tag2B inseriert.
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pCMYV-Flag-tag2 B/RRM1+2

Dieses Plasmid wurde zusammengesetzt aus dem Vektor pCMV-Tag2B und dem PCR-
Produkt mit der Teilsequenz RRM 1 und 2 der cDNA des rPABP (Nukleotide 203-742),
welche mit den Primern 319 und 320 hergestellt wurde. Das PCR-Produkt wurde iiber die

Restriktionsschnittstellen BamHI und Xhol in den Vektor inseriert.

pCMYV-Flag-tag2B/RRM2+3

Das Plasmid beinhaltet die Teilsequenz RRM 2 und 3 der cDNA des rPABP (Nukleotide 443-
1027), welche mit den Primern 324 und 325 iiber PCR hergestellt wurden. Die Insertion des
PCR-Produktes in den Vektor pCMV-tag2B erfolgte iliber die Restriktionsschnittstellen
BamHI und Xhol.

pCMYV-Flag-tag2B/RRM3+4

Das Plasmid wurde zusammengesetzt aus einer Teilsequenz der cDNA des rPABP, welche
die RRMs 3 und 4 umfaflt (Nukleotide 734-1309) und dem Vektor pCMV-Tag2B. Das mit
den Primern 328 und 329 {iber PCR amplifizierte Fragment wurde {ber die

Restriktionsschnittstellen BamHI und Xhol in den Vektor inseriert.

pCMYV-Flag-tag2 B/RRM3+4+C

Das PCR-Produkt mit einer Teilsequenz der cDNA des rPABP, bestehend aus den RRMs 3
und 4 sowie dem C-Terminus ( Nukleotide 734-2107), dessen Herstellung mit den Primern
328 und 323 erfolgte, wurde iliber die Restriktionsschnittstellen BamHI und Xhol in den
Vektor pCMV-Tag2B inseriert.

pCMYV-Flag-tag2B/RRM3

Das Plasmid setzt sich zusammen aus der iiber PCR hergestellten Teilsequenz der RRM 3 der
cDNA des rPABP (Nukleotidsequenz 734-1027) und dem Vektor pPCMV-Tag2B. Das mit den
Primern 328 und 325 hergestellte PCR-Produkt wurde iiber die Restriktionsschnittstellen
BamHI und Xhol in den Vektor inseriert.
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pCMYV-Flag-tag2 B/RRM4+C

Mit den Primern 323 und 345 wurde mit Hilfe der PCR eine Teilsequenz der cDNA des
rPABP, bestehend aus der RRM 4 und dem C-Terminus (Nukleotide 1022-2107) hergestellt.
Die Insertion des PCR-Produktes in den Vektor pCMV-Tag2B erfolgte iiber die
Restriktionsschnittstellen BamHI und Xhol.

PCMV-Flag-tag2B/RRM1+2+C

Das Plasmid beinhaltet die mit Hilfe der Methode der {iiberlappenden PCR (Abb. 2.2)
zusammengesetzte Teilsequenz der RRMs 1 und 2 sowie des C-Terminus der cDNA des
rPABP (Nukleotide 203-742+1310-2107). Die Herstellung der Teilsequenz RRM 1 und 2
sowie der 5’'-Teilsequenz des C-Terminus erfolgte mit den Primern 319 und 321, wahrend die
3’-Teilsequenz der RRM 2 sowie die Teilsequenz des C-Terminus mit den Primern 322 und
323 amplifiziert wurde. Die Zusammensetzung der resultierenden zwei sich {liberlappenden
Teilsequenzen erfolgte mit den zwei PCR-Produkten aus der 1. PCR-Runde als Primer. Das
PCR-Produkt wurde anschlielend iiber die Restriktionsschnittstellen BamHI und Xhol in den
Vektor pPCMV-Tag2B inseriert.

pCMYV-Flag-tag2 B/RRM2+3+C

Die Herstellung des Plasmides erfolgte ebenso wie das Plasmid pCMV-Flag-
tag2B/RRM1+2+C durch tiberlappende PCR (siche Abbildung 2.2). In der ersten PCR-Runde
wurde die Teilsequenz der RRMs 2 und 3 sowie des 5'-Endes des C-Terminus der cDNA des
rPABP mit den Primern 324 und 326 amplifiziert, wahrend die Teilsequenz des C-Terminus
und des 3'-Ende der RRM 3 der cDNA des rPABP mit den Primern 327 und 323 synthetisiert
wurde. In der folgenden zweiten PCR-Runde, in der die PCR-Produkte der ersten Runde als
Primer eingesetzt wurden, erfolgte die Fusion der RRMs 2 und 3 mit dem C-Terminus
(Nukleotide 443-1024+1310-2107). AnschlieBend wurde das PCR-Produkt iiber die
Restriktionsschnittstellen BamHI und Xhol in den Vektor pCMV-Tag2B inseriert.

pCMYV-Flag-tag2B/PP1a (M. Monshausen, 2000)

Das zur Verfiigung gestellte Plasmid beinhaltet die cDNA fiir Protein Phosphatasel alpha der
Ratte (rPP1a), welche in den Vektor pCMV-tag2B inseriert wurde.

25



2. Materialien

1. PCR-Runde

cDNA

Primer . .I - .
L -—) <=

-

\?3R \(PCR

5 - 3
PCR-Produkte [N Ol

2. PCR-Runde

cDNA

PCR-Produkte der 1. Runde

= Primer der 2. Runde _ _
- -

PCR

3

5
PCR-Produkt || .

Abb. 2.1. Schema der iiberlappenden PCR: Von einer cDNA-Matrize werden zwei
Teilsequenzen (rot und blau), die auf Grund einer in der Mitte liegenden dritten
Teilsequenz (griin) voneinander getrennt sind, durch iiberlappende PCR miteinander
fusioniert. Im ersten Schritt (1. PCR-Runde) erfolgt die Durchfiihrung von zwei
verschiedenen PCRs. Im ersten Ansatz befinden sich ein Vorwérts-Primer mit dem
5’-Sequenzende der roten Teilsequenz und ein Riickwirts-Primer, der
zusammengesetzt ist aus dem 3'-Bereich der roten Teilsequenz sowie dem 5'-Bereich
der blauen Teilsequenz. Im zweiten PCR-Ansatz werden zum einen ein Vorwérts-
Primer, der zusammengesetzt ist aus dem 3’- Sequenzbereich der roten Teilsequenz
und dem 5°-Bereich der blauen Teilsequenz, und zum anderen ein Riickwérts-Primer
mit dem 3’-Sequenzbereich der blauen Teilsequenz eingesetzt. Die resultierenden
zwei PCR-Produkte der 1. Runde werden in einem weiteren 3. PCR-Ansatz (2. PCR-
Runde) als Primer eingesetzt. Das Ergebnis dieser PCR ist das fusionierte
Endprodukt.

26



2. Materialien

pTRE Myc (Clontech)

Das Plasmid zeichnet sich dadurch aus, dass sich am 5"-Ende der MCS ein Promotor (Ppemv+
1) befindet, der in seiner Sequenz das ,,Tet-responsive element” (TRE) beinhaltet. Der
Promotor, und damit ebenso die Expression der cDNA, welche in die MCS kloniert wird,
kann iiber das TRE-Element reguliert werden, an welches bei Anwesenheit von Tetracyclin
oder Doxycyclin das reverse tet controlled transactivator (rtTA)-Protein bindet und somit den
Promotor aktiviert. Am 5'-Ende der MCS befindet sich zusitzlich ein Start-Codon mit
nachfolgender Sequenz des c-Myc-Epitops, so dass in die MCS inserierte cDNAs, die sich im
entsprechenden Leseraster befinden, fiir Proteine kodieren, deren N-Terminus eine Myc-Tag-

Sequenz enthilt.

pTRE Myc-PABP

Die Sequenz der cDNA des rPABP wurde mit den Primern 331 und 332 mittels PCR
hergestellt (Nukleotide 202-2110). Die Insertion des resultierenden PCR-Produktes in den
Vektor pTRE Myc erfolgte iiber die Restriktionsschnittstellen Sall und Notl. Die cDNA des
rPABP wird in eukaryotischen Zellen als Fusionsprotein exprimiert, dessen N-Terminus eine

Myc-Tag-Sequenz enthilt.

pTRE Mcy-Luc (Clontech)

Das Plasmid dient als Kontrollvektor fiir das Tet-On""-System (Clontech). Es beinhaltet die
Sequenz der cDNA der Luciferase, welche in den pTRE-Myc Vektor inseriert wurde. Die
cDNA der Luciferase kodiert fiir ein Fusionsprotein, dessen N-Terminus eine Myc-Tag-

Sequenz enthilt.

pSP64 poly(A) (Promega)

Der Vektor beinhaltet innerhalb seiner Sequenz stromaufwérts der MCS einen SP6-Promotor
und stromabwirts der MCS eine Sequenz aus 30 Adenin-Nukleotiden. In vitro synthetisierte
Transkripte wiesen so einen kurzen Poly(A)-Schwanz auf, der eine optimale Proteinsynthese

bei einer in vitro Translation (i.v.T.) gewéhrleistet.
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PABP in pSP64poly(A)

Das Plasmid setzt sich zusammen aus der Sequenz der cDNA des rPABP (Nukleotide 200-
2187), welche mittels PCR mit Hilfe der Primer 356 und 362 hergestellt wurde, und dem
Vektor pSP64poly(A). Mit dem Primer 356 wurde vor dem Start-Codon der Sequenz der
cDNA eine Kozak-Sequenz eingefiigt, um eine in vitro Translation der in vitro synthetisierten
RNA zu ermoglichen. Das PCR-Produkt wurde iiber die Restriktionsschnittstellen Xbal und

BamHI in den Vektor inseriert.

PABP-RRM 1+2 in pSP64poly(A)

Die Teilsequenz der cDNA des rPABP, welche die RRMs 1 und 2 (Nukleotide 200-772)
umfaflt, wurde mit den Primern 356 und 357 mittels PCR hergestellt. Vor dem Start-Codon
der Teilsequenz wurde durch die PCR zusitzlich eine Kozak-Sequenz sowie am 3’-Ende ein
Stopp-Codon eingefiigt, um eine in vitro Translation der in vitro synthetisierten RNA zu
ermOglichen. Das PCR-Produkt wurde anschlieend {iber die Schnittstellen Xbal und BamHI
in den pSP64poly(A) Vektor inseriert.

PABP-RRM 2+3 in pSP64poly(A)

Das Plasmid wurde zusammengesetzt aus dem PCR-Produkt, welches die Teilsequenz der
cDNA des rPABP mit den RRMs 2 und 3 (Nukleotide 443-1027) beinhaltet, und dem Vektor
pSP64poly(A). Das PCR-Produkt wurde den Primern 358 und 359 hergestellt, wobei am 5'-
Ende eine Kozak-Sequenz und ein Start-Codon sowie am 3 -Ende ein Stopp-Codon zusétzlich
eingefiigt wurde, um eine in vitro Translation der in vitro synthetisierten RNA zu
ermdglichen. Die Insertion des PCR-Produktes in den Vektor erfolgte {iber die Schnittstellen
Xbal und BamHI.

PABP-RRM 3+4 in pSP64poly(A)

Die mit den Primern 360 und 361 mittels PCR hergestellte Teilsequenz der cDNA des rPABP
mit den RRMs 3 und 4 (Nukleotide 731-1309) iiber die Restriktionsschnittstellen Xbal und
BamHI in den Vektor pSP64poly(A) inseriert. Mit Hilfe des Primers 360 wurde am 5’-Ende
eine Kozak-Sequenz und ein Start-Codon und mit dem Primer 361 am 3’-Ende ein Stopp-
Codon eingefiigt, um eine in vitro Translation der in vitro synthetisierten RNA zu

ermOglichen.

28



2. Materialien

pCMVBGal-AVP sense (Prakash et al., 1991)
Der eukaryotische Expressionsvektor beinhaltet die gesamte cDNA fiir den Vasopressin-

Vorlaufer der Ratte.

pBS PABP Klon 8 (Mohr et al., 2001)
In das Plasmid pBlueskript SK+ wurde die vollstindige Sequenz der cDNA des Poly(A)-

Bindungsproteins der Ratte inseriert.

CCEXx (S. Schumacher)

Das zur Verfiigung gestellte Plasmid beinhaltet ein 395 bp grofles Teilfragment (1370-1783)
der cDNA des Homo sapiens Neuroglycan C (hCALEB; CALEB=chicken acidic leucine-rich
EGF domain-containing brain protein), welches in den Vektor pCMV-Myc inseriert wurde.
Das CALEB-Teilfragment wird in eukaryotischen Zellen als Fusionsprotein exprimiert,

dessen N-Terminus eine Myc-Tag-Sequenz enthilt.

2.9. Antikorper

In dieser Auflistung verwendete Abkiirzungen: ICC=Immuncytochemie, WB=Western Blot

Primére Antikorper

Antikdrper
Anti-Flag-Tag M2, monoklonaler

Antikdrper aus Maus

Anti-Myc IgG1, monoklonaler
Antikorper aus Maus

Anti-Neurophysin II RN#4, polyklonaler

Antikorper aus Kaninchen

Anti-Neurophysin II IgG, aus Kaninchen
Anti-PABP (Ratte) aus Kaninchen

EZ view ™ Red ANTI-FLAG®M?2
Affinity Gel

Referenz/Eingesetzte Verdiinnung

Stratagene/ICC: 1:500, WB: 1:1000

Sigma/ICC: 1:500, WB: 1:1000

freundlicherweise von Dr. A. G. Robinson
(Pittsburgh, USA) zur Verfiigung gestellt
/WB: 1:10000

Acris/ICC 1:400

zur Verfiigung gestellt von Dr. E. Mohr
(Hamburg, Deutschland)/WB: 1:1000

Sigma
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Sekundire Antikorper

Antikorper
Anti-Maus konjugiert mit Cy3, aus Ziege

Anti-Maus konjugiert mit IRDye 800,
aus Kaninchen
Anti-Kaninchen konjugiert mit

Alexa-Fluor 488, aus Ziege

2.10. Produkte fiir die Zellkultur
Produkt

Trypsin
Strepto-Hefa (Streptomthenat)

Penicillin

DMEM (Dulbecco’s modified eagle medium)

Poly-D-Lysin

Fotales Kélberserum (FCS=fetal calf serum)

Pferdeserum (HS=horse serum)

Tet approved FBS (FBS=fetal bovine serum)

PBS (phosphate buffered saline:

Phosphatgepufferte Kochsalzlosung) pH 7,2

Laminin
Doxycyclin

Geneticin

Referenz/Eingesetzte Verdiinnung

Jackson Immunoresearch (Dianova)/
ICC: 1:500

Sigma

Molecular Probes/

ICC: 1:200

Hersteller

Invitrogen

Sanativa Aktiengesellschaft & Co.
Griinenthal GmbH

Bio Whittaker, Cambrex Bio
Science

Sigma

Sigma

Sigma

Clontech

Sigma

Tebu
Clontech
Clontech
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2.11. Fertigsysteme

Produkt

ECL™ Western blotting analysis system
Gene Elute™ Plasmid Maxi-Prep Kit
Nucleobond® AX

Nucleo Spin® Plasmid

PolyFect® Transfection Reagent
QIAquick™ PCR Purification Kit
QIAquick® Gel Extraction Kit
QlAashredder™

Ribo MAX™ Large Scale RNA Production System-T7

RNeasy Midi Kit
RNase-Free DNase Set
RNeasy® Mini Kit

Hersteller
Amersham Biosciences
Sigma
Macherey-Nagel
Macherey-Nagel
Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Promega

Qiagen

Qiagen

Qiagen

TNT®Quick Coupled Transcription/Translation Systems Promega

2.12. Sonstiges
Produkt

Filmmaterial: Agfa Cronex 5

Fuji Medical X-rayfilm
Glashomogenisator nach Dounce
NAP-5 Columns
Ultrazentrifugationsgefaf3e
Plastibrand Einmal-Kiivetten
PROTRAN®Nitrocellulose-Membran
Whatman GF/C Filter 25 mm O
Zeta-Probe Nylonmembran

G-50 Spin-Columns

Hersteller

Agfa-Gevaert N.V.
Fuji Film CO. LTD.
Wheaton

Amersham Biosciences
Beckmann

Brand

Schleicher & Schuell
Whatman

Bio-Rad

Amersham Biosciences
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2.13. Gerite

Gerit
Bio Photometer
COs-Inkubator
Druckluftkompressor Jun-Air
Elektrophoresekammern:
DNA Sub Cell™
GNA-100
Mini-PROTEAN®3 Cell
Fliissigszintillationszdhler WALLAC 1409
Gene Amp PCR System 2400
Gel Air Dryer

Hybridisierungsofen

Inkubationsschiittler Multitron Version 2

Inversmikroskop Leitz Diavert

Kiihlzentrifugen: SORVALL®Superspeed RC-5B

Und RC2-B
Model 438 Slab Dryer
Odyssey Infrared Imaging System
Phosphoimaging-System:

BAS Reader FUJI FILM BAS-1800 II

Eraser

BAS cassette 2325 und 2025
Analyseprogramm: AIDA

Schlauchpumpe

Hersteller
Eppendorf
Forma Scientific

Jun-Air

Bio-Rad
Pharmacia
Bio-Rad

Wallac

Perkin Elmer
Bio-Rad

Backofer
Laboratoriumsgeréte
INFORS AG*2000
Leitz

DuPont

Bio-Rad

LI-COR Biosciences
Raytest Isotopenmessgerite
GmbH

Raytest Isotopenmessgerite
GmbH

Raytest Isotopenmessgerite
GmbH

Fujifilm

Raytest [sotopenmessgerite
GmbH

Ismatec
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Gerit

Rotoren: SS-34
AS4.13
A24.24
70.1 Ti
AH 629

Semi-Dry Blotter ,,Uni Blot SC-Serie*
Spannungsquelle ECPS 3000/150
Specimen Rotator Fixed 220/240V
Spektrophotometer Gene Quant
Sterilbénke:

GELAIRE® (horizontaler Luftstrom)

LaminAir® (vertikaler Luftstrom)
Thermostat 5320
UV-Leuchttisch UVT 28-M
Zentrifugen:

Eppendorf 5415

Eppendorf 5417R

Varifuge OR3

Ultrazentrifuge: L7
UV-Quervernetzer: UV Stratalinker' 1800
Vakuumofen VT 5042

Hersteller

Sorvall

Kontron

Kontron
Beckmann
Sorvall

Merck Eurolab
Pharmacia
Polysciences, Inc.

Pharmacia

Flow Laboratories
Heraeus
Eppendorf
Herolab

Eppendorf
Eppendorf
Heraeus
Beckman
Stratagene

Heraeus
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2.14. Herstellernachweis

Hersteller
Agfa
Aldrich

Ambion

American National Can™

Amersham

Applied Biosystems

Bachofer Laboratoriums-

Gerite

B. Braun Melsungen AG

BD-Biosciences Clontech

Beckman

Becton Dickinson
Biomol

Bio-Rad

Biozym

Boehringer Mannheim

BRL Life Technologies

Calbiochem

Cambrex Bio Science
Cellbiology Trading
Dianova

DuPont

Dynal Biotech
Eppendorf

Flow Laboratories
Fluka

Fuji

Bezugsquelle

Agfa-Gevaert, Leverkusen, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Ambion, Inc., Austin, USA

American National Can™, Greenwich, USA
Amersham Buchler GmbH & Co. KG, Braunschweig,
Deutschland

Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland

Bachofer Laboratoriumgerite, Reutlingen, Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
BD-Biosciences Clontech, Palo Alto, USA

Beckman, Palo Alto, USA

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland
Biomol Feinchemikalien GmbH, Hamburg, Deutschland
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland
Biozym Diagnostik GmbH, Hess. Oldendorf, Deutschland
Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, Deutschland
Bethesda Research Laboratories Life

Gaithersburg, USA

Technologies Inc.,

Calbiochem-Novabiochem @ GmbH, Bad  Soden/Taunus,
Deutschland

Cambrex Bio Science Verviers, Verviers, Belgien

Cellbiology Trading, Hamburg, Deutschland

Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland

Du Pont de Nemours GmbH, Bad Homburg, Deutschland

Dynal Biotech, Hamburg, Deutschland
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, Deutschland

Flow Laboratories GmbH, Meckenheim, Deutschland

Fluka Chemika-BioChemika, Neu-Ulm, Deutschland

Fuji Foto Film Co. Ltd., Tokio, Japan
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Hersteller

Gibco BRL

Greiner
Griinenthal GmbH
Heraeus

Herolab

INFORS AG®2000
Invitrogen

J.T. Baker

Jun-Air

Kontron

Kontron Analytical
Leitz

LI-COR Biosciences
Macherey-Nagel
MBI-Fermentas
Merck

Millipore
Molecular Probes
New England Biolabs

Nunc

Perkin Elmer Life Science

Pharmacia
Pineda
Polysciences, Inc.
Promega

Qiagen

Raytest

Roche

Bezugsquelle
GIBCO BRL/Life Technologies™ GmbH, Eggenstein,

Deutschland

Greiner Labortechnik, Niirtingen, Deutschland

Griinenthal GmbH, Aachen, Deutschland

Heraeus GmbH, Hannover, Deutschland

Herolab/Kendro Laboratory Products, Rodenbach, Deutschland
IINFORS HT, Bottmingen, Schweitz

Invitrogen BV, Leek, Niederlande

Mallinckrodt Baker B.V., Deventer, Holland

JUN-AIR, Norresundby, Dédnemark

Kontron Instruments, Eching, Deutschland

Kontron Analytical, Eching, Deutschland

Ernst Leitz Wetzlar GmbH, Wetzlar, Deutschland

LI-COR Biosciences Corporate Offices, Lincoln, USA
Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland

MBI-Fermentas GmbH., St.-Leon-Rot, Deutschland

MERCK KgaA Diagnostica Deutschland, Darmstadt,
Deutschland

Millipore GmbH, Eschborn, Deutschland

Molecular Probes Inc., Eugene, USA

New England Biolabs GmbH, Schwalbach, Deutschland
NUNC GmbH, Wiesbaden-Biebrich, Deutschland

Perkin Elmer Life Science, Inc., Life and Analytical Sciences,
Boston, USA

Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg, Deutschland
Pineda, Berlin, Deutschland

Polysciences, Inc., Warrington, USA

PROMEGA Deutschland GmbH, Mannheim, Deutschland
QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

Raytest GmbH, Straubenhardt, Deutschland

Roche Diagnostics GmbH/Roche Applied Science, Mannheim,
Deutschland

35



2. Materialien

Hersteller

Roth

Sartorius

Schleicher & Schuell
Sanativa

Serva

Sigma
Sorvall-Du Pont
Stratagene

Tebu
Vivascience

Wallac

Whatman

Zeiss

Bezugsquelle
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Schleicher & Schuell GmbH, Dassel, Deutschland

Sanativa Aktiengesellschaft & Co., Werne, Deutschland

Serva Feinbiochemika GmbH & Co. KG, Heidelberg,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland
Sorvall-Du Pont, Bad-Homburg, Deutschland

Stratagene GmbH, Heidelberg, Deutschland

Tebu, Norwood, USA

Vivascience Limited, Gloucestershire, GrofSbritannien
Laboratorium Prof. Dr. Berthold GmbH & Co. KG, Bad
Wildbad, Deutschland

Whatman, Springfield Mill, Gro3britannien

Zeiss, Oberkochen, Deutschland
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3. Methoden

3.1. DNA

3.1.1. DNA-Isolierung

Zur Isolierung der Plasmid-DNA aus prokaryotischen Zellen wurden je nach Mengenbedarf
entweder das Fertigsystem fiir Minipréperationen der Firma Macherey-Nagel oder fiir
GroBpriaperationen das Fertigsystem der Firma Sigma verwendet. Fiir Miniprdparationen
wurden die Bakterienkulturen in 4 ml, fiir GroBprédparationen in 200 ml LB-Medium mit dem
fiir das Plasmid entsprechenden Antibiotikum (Ampicillin: 10 pg/ml, Kanamycin: Sug/ml)
angeimpft und Ubernacht bei 37°C und 250 rpm geschiittelt. Die Isolierung der cDNA aus

diesen Kulturen erfolgte nach Angaben der Hersteller der Fertigsysteme.

3.1.2. Restriktion von DNA

Die Spaltung von Plasmid-DNA oder PCR-Produkten wurde mit entsprechenden
Restriktionsenzymen (siche Abschnitt 2.2.) und den dazu gehorenden Puffern nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Die enzymatische Reaktion wurde durch Zugabe von DNA-
Ladepuffer (Endkonzentration: 5% Glycerin; 10 mM Tris-HCI1 pH 7,4; 1 mM EDTA pH 8,0;
0,02% Bromphenolblau (w/v)) abgestoppt.

3.1.3. DNA-Gelelektrophorese

Die Auftrennung und Analyse von DNA-Fragmenten nach der Restriktion bzw. von PCR-
Produkten erfolgte nach Zugabe von DNA-Ladepuffer (s.0.) in der Gelelektrophorese-
Kammer Gel Electrophoresis Apparatus GNA-100 (Pharmacia Biotech) auf horizontalen
0,8%-1%igen TBE-Agarosegelen (0,5 x TBE-Puffer pH 8,3: 50 mM Tris-Base; 50 mM
Borsdure; 1| mM EDTA). Beim GieBBen der Agarosegele wurde zur spiteren Detektion der
DNA Ethidiumbromid (Endkonzentration: 10 pg/ml, Sigma) hinzugefiigt. Die Detektion der
DNA nach der Elektrophorese mittels des interkalierenden Ethidiumbromids erfolgte mit

dem 256 nm-UV-Leuchttisch UVT 28-M (Herolab).

3.1.4. Isolierung von cDNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die mit Ethidiumbromid angefdrbten und durch UV-Illumination sichtbare DNA wurde aus
dem Agarosegel mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die DNA wurde anschlieBend mit dem

Gel Purification Kit der Firma Qiagen nach Herstellerangaben aus dem Gelstiick eluiert.
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3.1.5. Ligation von DNA-Fragmenten

Mit Enzymen verdaute PCR-Produkte oder DNA-Fragmente wurden in zwei- bis dreifachem
molaren UberschuB zum Vektor mit Hilfe von 1 U T4-DNA-Ligase (Invitrogen Life
Technologies) drei Stunden bei Raumtemperatur ligiert, wobei insgesamt 100 ng DNA
eingesetzt wurde (10 ng/upl). Alternativ wurden PCR-Produkte, die sich nach mehreren
Versuchen nicht in den gewiinschten Vektor inserieren lieen, zuerst in den Topo Zero Blunt
Vektor (Promega) nach Herstellerangaben kloniert. AnschlieBend erfolgte die Umklonierung

in den Zielvektor.

3.1.6. Transformation von Bakterien

Fir die Transformation von DNA in Bakterien wurden DHS5o-Zellen (Invitrogen Life
Technologies) eingesetzt. Es wurden 1 ng Plasmid-DNA oder die entsprechende Menge eines
Ligationsansatzes fiir die Transformation eingesetzt, deren Durchfiihrung nach Angaben des
Herstellers erfolgte. Bei bestimmten Klonierungen, bei denen sich die PCR-Produkte nicht
mit der vollstdndigen oder richtigen Sequenz in den Zielvektor klonieren lieBen, wurde fiir die
Transformation Sure® 2 kompetente Zellen (Stratagene) verwendet, die im Gegensatz zu
DH5a-Zellen iiber weniger DNA-Reparatursysteme verfligen. Die Transformation dieser

Zellen erfolgte ebenfalls nach Angaben des Herstellers.

3.1.7. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifizierung von DNA-Sequenzen wurden entweder Pfu- (Promega) oder Deep-Vent-
Polymerase (New England Biolabs) verwendet. Beide Polymerasen verfligen iiber eine
Fehlerkorrekturaktivitét, mit der sie den Einbau des korrekten Nukleotids bei der Synthese des
DNA-Stranges iiberpriifen. In einem 100 pl PCR-Ansatz wurden 50 ng cDNA-Matrize, je 20
pmol der Oligonukleotide (Primer), je 250 uM der Desoxyribonukleosidtriphosphate, 6%
DMSO, 1 x Puffer der entprechenden Polymerase und 2-5 U Polymerase eingesetzt. Der
PCR-Ansatz wurde auf Eis zusammenpipettiert. AnschlieBend erfolgte die Amplifikation im
GENEAMP PCR SYSTEM 2400 (Perkin Elmer). Das Programm wurde, je nach
Primeranlagerungstemperatur der verwendeten Oligonukleotide und der Lédnge des zu
amplifizierenden Produktes, variabel gestaltet. Im Folgenden ist ein Standardprogramm

aufgefiihrt:
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Reaktion Temperatur Dauer Zyklen
Prid-Denaturierung 96°C 5 min 1
Denaturierung 96°C 30 sec

Anlagerung der Primer 55°C-60°C 30 sec 20-30
Polymerase-Reaktion 72°C 1-2 min

AbschlieBende Polymerase-Reaktion 72°C 1

3.1.8. DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von Plasmiden erfolgte im Service-Labor des Instituts fiir Zellbiochemie
und klinische Neurobiologie (Universitits-Krankenhaus Eppendorf). Es wurden 500 ng

Plasmid-DNA und 15 pmol des entsprechenden Primers fiir die Sequenzierreaktion eingesetzt.

3.1.9. Radioaktive Markierung von cDNA-Fragmenten

Die als Sonden eingesetzten cDNA-Fragmente wurden durch Restriktion (Abschnitt 3.1.2.)
und anschlieBender Aufreinigung liber ein Agarosegel (Abschnitt 3.1.3.) hergestellt. Die
Markierung von cDNA-Fragmenten fiir Northern Blot-Hybridisierungen erfolgte mit dem
PRIME-IT-1I-KIT (Stratagene) nach Angabe des Herstellers, wobei 50 uCi [a**P]dCTP (3000
Ci/mmol, Amersham Pharmacia Biotech) fiir einen Ansatz mit 25 ng cDNA eingesetzt wurde.
Die Entfernung der Mononukleotide aus dem Reaktionsansatz erfolgte nach Beendigung der
Markierungsreaktion durch Gelfiltration mit G-25-Séulen (Amersham Pharmacia Biotech)
nach Angaben des Herstellers. Anschliefend erfolgte die Quantifizierung des Einbaus von
[0**P]dCTP und die Bestimmung der spezifischen Aktivitit des markierten Fragmentes durch

Fliissigszintillationszdhlung (Wallac 1409).
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3.2. RNA

3.2.1. RNA-Isolierung aus HEK-TeT-On Zellen

Die Zellen einer 10 cm Zellkulturschale wurden mit einem Zellschaber in ithrem Medium
abgeschabt, in ein Zentrifugationsgefdl} tiberfiihrt und in einer Biofuge 13 abzentrifugiert (5
min; 1000 x g). AnschlieBend wurden die Zellen mit 5 ml PBS gewaschen und erneut
abzentrifugiert. Das Sediment wurde im Lysispuffer des Fertigsystems RNeasy® Mini Kit
(Qiagen) aufgenommen. Die Zerkleinerung der Zellen erfolgte mit Hilfe des QIAshredder™
(Qiagen) nach Vorschrift des Herstellers. Die weitere Aufreinigung mit dem Fertigsystem
erfolgte nach Angaben des Herstellers, wobei der vom Hersteller empfohlene zusitzliche
Schritt des DNasel-Verdaues auf der Sdule ebenfalls durchgefiihrt wurde, um eine

Verunreinigung der RNA mit DNA auszuschlieen.

3.2.2. Nicht-denaturierende RNA-Gelelektrophorese

Die Auftrennung und Analyse von RNA-Fragmente erfolgte in der Gelelektrophorese-
Kammer Gel Electrophoresis Apparatus GNA-100 (Pharmacia Biotech) auf horizontalen
0,8%-1%igen TBE-Agarosegelen (0,5 x TBE-Puffer pH 8,7: 50 mM Tris-Base; 50 mM
Borsdure; 1 mM EDTA). Die RNA wurde zuvor 10 min bei 70°C erwérmt, auf Eis abgekiihlt
und mit 10 x RNA-Ladepuffer versetzt bis zu einer Endkonzentration von 1 x RNA-
Ladepuffer (5 % Glycerin (w/v), 10 mM Tris-HCI pH 7,8; 1 mM EDTA pH 8,0; 0,02 %
Bromphenolblau (w/v)). Die Detektion der RNA erfolgte wie bei der DNA-Gelelektrophorese
(Abschnitt 3.1.3.) beschrieben durch Anfdarben mit Ethidiumbromid. Die elektrophoretische
Auftrennung der RNA dient der Uberpriifung, ob die RNA intakt ist. Sie fiihrt jedoch nicht zu

einer exakten Auftrennung der RNA nach dem Molekulargewicht.

3.2.3. Denaturierende RNA-Gelelektrophorese

Fir die Analyse von radioaktiv markierten in vitro Transkripten wurden horizontale
Formaldehydagarosegele (Formaldehyd 3,7 % (v/v); 1 x MOPS-Puffer (s.u.); Agarose 1,25 %
(w/v)) verwendet. Nachdem die RNA-L&sung im Verhiltnis 1:11 in Probenpuffer (51,3 %
Formamid (v/v); 5,7 % Formaldehyd (v/v); 1 x MOPS-Puffer; 13,5 % Saccharose (v/v); 5,6
mM EDTA; 0,01 % Bromphenolblau; 0,01 % Xylene Cyanol) aufgenommen und fiir 5 min
bei 60°C inkubiert wurden, erfogte die elektrophoretische Auftrennung (Gel Electrophoresis
Apparatus GNA-100; Pharmacia Biotech) in 1 x MOPS-Laufpuffer (10 x MOPS pH 7,0: 0,2
M MOPS; 40 mM NaOAc; 5 mM EDTA). Die Detektion der radioaktiven RNA-Fragmente
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erfolgte iiber die Exposition des Geles mit einem Rontgenfilm (Agfa Cronex 5) iiber Nacht

bei —80°C.

3.2.4. Northern-Blot-Analyse

Gelelektrophorese:

Die RNA-Losung mit jeweils 10 pg Gesamt-RNA sowie eine geeignete Menge RNA-Marker
(Ambion) wurden getrocknet (Speed Vac; Concentrator Savant) und anschlieend in 10 pl
Glyoxal/DMSO-Puffer (50 % DMSO (v/v), 0,01 M Na-phosphat pH 7,0; 6,75 % Glyoxal
(v/v)) aufgenommen. Die Losung wurde 1 h bei 50 °C inkubiert, auf Eis abgekiihlt und nach
Zufiigen von je 2,5 pl Lade-Puffer (43,5 % Glycerin (w/v), 0,01 M Na-phosphat pH 7.0, 0,3
% Bromphenolblau (w/v)) auf ein horizontales 0,01 M Na-Phosphat-1 % Agarosegel (pH 7,0)
aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei konstanten 80 Volt (DNA Sub Cell™ Kammer;
Bio-Rad) und bei fortwahrender Umwélzung des Puffers durch eine Pumpe (Ismatel).

Ubertragung der RNA auf eine Nylonmembran:

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde die RNA durch Kapillarkraft aus dem Gel auf
eine Nylonmembran (Zeta-Probe, Bio Rad) transferiert, die zuvor durch dreimalige
Inkubation fiir 5 Minuten mit H,O und einmal 10 Minuten mit dem Transferpuffer dquilibriert
wurde. Als Transferpuffer wurde 10 x SSC (1,5 M NaCl, 0,15 M Na-Citrat) verwendet. Der
Transfer war nach 18-20 h abgeschlossen. Die Membran wurde anschlieBend 3 h im Vakuum
bei 80 °C im Vakuumofen VT5042 (Heraeus) gebacken.

Die RNA-Marker Spur, welche vor dem Transfer vom Gel abgetrennt wurde, wurde iiber
Nacht bei 4 °C in 0,5 x TBE mit 1 ug/ml Ethidiumbromid inkubiert. Anschlieend erfolgte
die Fotodokumentation auf einem 256 nm-UV-Leuchttisch UVT 28-M (Herolab).
Hybridisierung:

Die Membran wurde fiir 2-3 h bei 42 °C im Hybridisierungsofen (Bachofer

Laboratoriumsgerdte) mit 5 ml ULTRA hyb™-Lésung (Ambion) prahybridisiert.
AnschlieBend erfolgte die Hybridisierung bei 42 °C nach Zugabe von 1 x 10° cpm der mit **P
markierten cDNA-Sonde (siche Abschnitt 3.1.9.) pro ml Hybridisierungslésung (10 ml
Losung/Membran) iiber Nacht im Hybridisierungsofen. Die Membran wurde im folgenden
zweimal fiir 10 min mit 2 x SSC, 0,1 % SDS und einmal fiir 15 min mit 1 x SSC, 0,1 % SDS
bei RT gewaschen. AnschlieBend wurde die Membran fiir einmal 15 min mit 0,2 x SSC, 0,1
% SDS bei RT und einmal fiir 30 min mit 0,2 x SSC, 1 % SDS bei 50°C gewaschen. Die
Hybridisierungssignale wurden mit Hife eines Phosphoimaging-Systems (Raytest
IsotopenmefBgerdte GmbH) gemessen und quantitativ ausgewertet. Fiir die Dokumentation

wurde die Membran mit einem Rontgenfilm (Fuji-Film) bei —80 °C fiir 1-2 h exponiert.
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3.2.5. Herstellung radioaktiv markierter cRNA -Sonden

Linearisierung der DNA-Matrize

Vor der in vitro Transkription wurde die DNA-Matrize zunichst mit einem geeigneten Enzym
linearisiert und anschlieBend einmal mit 1 Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(25:24:1(v/v/v)) und ein weiteres Mal mit 1 Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (24:1(v/v))
extrahiert. Nach  Fillung der DNA mit 3 Volumina 100 % Ethanol mit einer
Endkonzentration von 75 mM Natrium-Acetat (pH 5,2), erfolgte die Zentrifugation in einer
Eppendorf-Zentrifuge (Eppendorf; 25000 x g; 30 min). Im folgenden wurde die DNA in 70 %
Ethanol (v/v; in RNase-freiem H,O) aufgenommen und erneut zentrifugiert. Anschlieend
erfolgte die Aufnahme in RNase-freiem H,O (Endkonzentration der DNA: ca. 1 pg/ul).
Transkription

Ein 5 pl in vitro Transkriptionsansatz bestand aus folgenden Komponenten: 0,3 pg DNA
Matrize; 1 x Polymerase Puffer (fiir T3-, T7- oder fiir SP6-RNA-Polymerase, Gibco BRL); 1
mM (fiir SP6-RNA-Polymerase) oder 5 mM (fiir T3-,T7-RNA-Polymerase) DTT; je 0,5 mM
ATP, CTP und GTP; 10 uM UTP; 50 uCi 32p_UTP (800 Ci/mmol, Amersham Biosciences);
8 Einheiten RNase Out (Gibco BRL) und 10 Einheiten RNA-Polymerase. Jeder Ansatz
enthielt 113 pmol UTP. Der Transkriptionsansatz wurde 1 h bei 37°C (T3- und T7-RNA
Polymerase) oder bei 40°C (SP6-RNA Polymerase) inkubiert. Anschlieend erfolgte der
Abbau der DNA-Matrize fiir 15 min bei 37°C durch Zugabe 1 Einheit RQ-I DNase
(Promega). Der Ansatz wurde auf ein Volumen von 74 ul mit RNase-freiem H,O aufgefiillt.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 pul 0,5 M EDTA, pH 8,0 abgestoppt. Von dieser
Losung wurden 2 pl zur spéteren Bestimmung der synthetisierten RNA-Menge abgenommen.
Die restliche Losung wurde zur Abtrennung der Mononukleotide durch eine Sephadex G-50

Spin-Column (Amersham Biosciences) zentrifugiert.
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Quantifizierung der Ausbeute radioaktiv markierter cRNAs

Die Bestimmung der Menge an synthetisierter cRNA erfolgte iiber die Quantifizierung des
prozentualen Einbaus des isotopenmarkierten Nukleotids. Um den prozentualen Einbau zu
ermitteln, wurde eine Fillung der Nukleinsduren im Ansatz mittels Trichloressigsdure (TCE)
durchgefiihrt und die Aktivitdt vor (Gesamt cpm) und nach der TCE-Féllung (TCE-féallbare
cpm) bestimmt. Fiir die TCE-Fillung wurden jeweils 10 pl einer 1:50 verdiinnten Losung
auf einen Whatman GF/C Filter getropft und 15 min getrocknet. Anschlieend erfolgte die
Féllung von Makromolekiilen in 10 % TCE, 1 % Na-Pyrophosphat fiir dreimal 5 Minuten bei
4°C. Wéhrend dieses Schrittes bleiben Makromolekiile an den Filter gebunden, wihrend
Mononukleotide in Losung bleiben. AnschlieBend wurden die Filter in 100 % Ethanol fiir 5
min bei 4°C gewaschen. Fiir die Bestimmng der insgesamt eingesetzten Menge an Aktivitét
im Ansatz (Gesamt cpm) wurden ebenfalls 10 pl Lésung einer 1:50 Verdiinnung auf einen
zweiten Filter getropft. Eine TCE-Fillung wurde in diesem Fall nicht durchgefiihrt. Die
Aktivitdit der Filter wurde durch Fliissigszintillationszdhlung (Wallac 1409) in
Szintillationsfliissigkeit gemessen. Der prozentuale Einbau und die synthetisierte RNA-
Menge errechnet sich unter der Annahme, dass alle vier Ribonukleotide zu gleichen Anteilen

vorliegen, wie folgt:

Einbau [%] = TCE [cpm] x 100 % : Gesamt [cpm]

eingebaute UTP-Menge [pmol] = 113 pmol x % Einbau : 100

Summe eingebauter Nukleotide [pmol] = eingebaute UTP-Menge x 4

Synthetisierte Menge RNA [ug] = Summe eingebauter Nukleotide [pmol]:3225 pmol

Durch Bestimmung der TCE-fallbaren Aktivitit der durch Gelfiltration gereinigten RNA
(siehe Transkription) konnte schlieBlich die Konzentration der in vitro synthetisierten cRNA-
Sonde ermittelt werden.

Die in vitro Transkripte wurden vor ihrem Einsatz als Sonde in UV-Quervernetzungsanalysen
auf einem denaturierenden Agarosegel (Abschnitt 3.2.3.) hinsichtlich ihrer korrekten Grof3e

iberpriift.
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3.2.6. Herstellung von Biotin-markierter cRNA

Die Synthese Biotin-markierter RNA erfolgte im gro3en Maf3stab durch in vitro Transkription
mit dem Ribo MAX™ Large Scale RNA Production System-T7 (Promega) nach
Herstellerangaben. Ein 200 pl Transkriptionsansatz beinhaltete folgende Komponenten: 1 x
Puffer (aus dem Fertigsystem); je 15 pul der vier Ribonukleosidtriphosphate ATP, GTP, UTP,
CTP (aus dem Fertigsystem); 0,3 mM Biotin-markiertes-UTP (Boehringer Mannheim); 10 ug
DNA Matrize (sieche Abschnitt 3.2.5) und 20 pl Enzym-Mix (aus dem Fertigsystem). Der
Ansatz wurde 4 h bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Anschlielend erfolgte ein 15 Minuten
langer RQ-I DNase -Verdau (1 Einheit/pg eingesetzter DNA-Matrize; aus dem Fertigsystem)
bei 37°C. Die Reaktion wurde durch Zugabe von EDTA pH 8,0 (Endkonzentration: 10 mM)
gestoppt. Zur Abtrennung der Mononukleotide wurden die in vitro Transkripte mittels des
RNeasy Midi Kits (Qiagen) nach Herstellerangaben gereinigt. Die RNA Konzentration wurde
spektralphotometrisch bestimmt, indem die Extinktion bei 260 nm mittels eines Bio
Photometers (Eppendorf) gemessen wurde. Alle in vitro Transkripte wurden durch eine nicht-
denaturierende Agarosegelelektrophorese (siche Abschnitt 3.2.2.) auf korrekte GroBe und
Integritit gepriift.

3.2.7 Herstellung von cRNA fiir Kompetitionsanalysen

Ein 20 pl in vitro Transkriptionsansatz bestand aus folgenden Komponenten: 2 pg
linearisierte DNA Matrize; 1 x Polymerase Puffer (T3-, T7- oder SP6-RNA-Polymerase von
Gibco BRL); 1 mM (fiir SP6-Polymerase) oder 5 mM (fiir T3-,T7-RNA-Polymerase) DTT; je
0,5 mM ATP, CTP, GTP und UTP; 8 Einheiten RNase Out (Gibco BRL); 30 Einheiten RNA-
Polymerase. Um die exakte Quantifizierung der in vitro Transkripte durch TCE-Prézipitation
(Abschnitt 3.2.6.) zu ermdglichen, enthielt der Ansatz zusitzlich 0,5 pl **P-UTP (800
Ci/mmol, 20 mCi/ml Amersham Biosciences). Die in vitro Transkription wurde, ebenso wie
die Reinigung und Ausbeutebestimmung der synthetisierten cRNA, wie bereits in Abschnitt
3.2.5. dargestellt, durchgefiihrt. AnschlieBend erfolgte eine Uberpriifung der in vitro
Transkripte auf einem Agarosegel (siche Abschnitt 3.2.2.).
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3.3. Protein

3.3.1. Herstellung von S-100 Fraktionen aus Geweben

Die Gewebe wurden adulten Wistar Ratten entnommen und in 5-fachem Volumen kaltem
Puffer 1 (10 mM HEPES pH 7.,8; 1 mM K-Acetat; 1,5 mM EDTA; 2 mM DTT; 2 % Glycerin
(v/v); 1x Proteaseinhibitor (Complete™, Roche)) mit Hilfe eines Ultraturrax mechanisch
zerkleinert. Nachdem die Freilegung der Zellkerne durch eine optische Uberpriifung im
Mikroskop belegt wurde, erfolgte die Zentrifugation des Homogenats fiir 10 Minuten in einer
SORVALL®Superspeed RC-5B-Kiihlzentrifuge (Du Pont) bei 16500 x g und 4°C. Der
Uberstand wurde in Ultrazentrifugengefifie iiberfithrt und bei 100000 x g 1h in einer L7-
Ultrazentrifuge (Beckmann) zentrifugiert. Die resultierende S-100 Fraktion wurde
abgenommen in fliissigem Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei —80°C

gelagert.

3.3.2. Herstellung von S-100 Fraktionen aus eukaryotischen Zellinien

Fiir die Priparation von S-100 Fraktionen aus Zellinien wurden jeweils flinf konfluent
bewachsene Petrischalen mit 14 cm Durchmesser verarbeitet. Die Zellen wurden mit 13 ml
PBS pro Schale gewaschen und in je 10 ml PBS mit Hilfe eines Zellschaber abgeldst. Nach
Uberfiihrung in ein 50 ml Zentrifugationsgefil wurde die Zellsuspension bei 2500 x g und
4°C (Megafuge; Heraeus Sepatech) fiir 5 min zentrifugiert. Das Sediment wurde in 5-fachem
Volumen kalten Puffer 1 (siehe 3.3.1.) aufgenommen und mit Hilfe eines Glashomogenisators
nach Dounce (Pistill eng eingepalit) homogenisiert. Die Freisetzung der Zellkerne wurde
mikroskopisch tliberpriift. Anschlieend erfolgte ein Zentrifugationsschritt bei 16500 x g fiir
10 min bei 4°C (SORVALL®Superspeed RC-5B-Kiihlzentrifuge, Du Pont). Der resultierende
Uberstand wurde abgenommen und fiir 1 h bei 4°C und 100000 x g (L7-Ultrazentrifuge,
Beckmann) zentrifugiert. Der Uberstand (S-100-Fraktion) wurde in fliissigem Stickstoff

eingefroren und bis zur Verwendung bei —80°C gelagert.

3.3.3. Bestimmung der Protein-Konzentration

Fiir die Bestimmung der Protein-Konzentration wurde das Protein Assay Reagent (Bio-Rad)
nach Angaben des Herstellers verwendet. Als Standard diente BSA (0,5 mg/ml), welches in
einer Eichreihe mit 7 Werten von 0-10 pg in 20 pl H,O eingesetzt wurde.
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3.3.4. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Proteinlésungen wurden mit 5 x Laemmli-Puffer (Endkonzentration: 80 mM Tris-HCI,
pH 6,8; 2 % SDS; 0,1 M DTT; Laemmli et al., 1970) versetzt und 10 min bei 80-100°C
inkubiert. AnschlieBend wurden sie auf 8-15 %ige SDS-Polyacrylamidgele (Laemmli et al.,
1970) aufgetragen und bei 200 Volt in 1 x SDS-Laufpuffer (25 mM Tris-Base; 19,2 mM
Glycin; 0,1% (w/v) SDS) in einer Mini-PROTEAN®II Elektrophoresekammer (Bio-Rad) fiir
30-50 min aufgetrennt. Die Grofe der aufgetrennten Proteine wurde anhand von
Lingenstandards (FULL RANGE Rainbowmarker von Amersham Biosciences, BenchMark
von Invitrogen) ermittelt. Die Gele wurden anschlieBend entweder mit dem Reagenz Roti-
Blue (Roth) nach Herstellerangaben geférbt, oder die Proteine wurden fiir Westernblot-
Analysen aus den Gelen auf Nitrocellulose-Membranen transferiert (Abschnitt 3.3.5. und

3.3.6.).

3.3.5. Elektrotransfer von Proteinen auf Nitrocellulose-Membranen

Die durch SDS-Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine wurden elektrophoretisch mit einem
Semi-Dry Blotter (Merck) nach Anleitung der Hersteller auf PROTRAN®Nitrocellulose-
Membranen (Schleicher & Schuell) libertragen. Der Transfer erfolgte in Transferpuffer (50
mM Tris; 30 mM Glycin; 10% Methanol (v/v); Tobwin et al., 1979) bei maximal 30 Volt und
150 mA fiir 40-60 min. Der Erfolg des Transfers wurde durch eine 1 miniitige Anfarbung der
Proteine auf der Nitrocellulose-Membran mit Hilfe von Ponceau S Solution (Sigma)

tiberpriift.

3.3.6. Immunologische Detektion von Proteinen auf Nitrocellulose-Membran (Western-

Blot)

Die Nitrocellulose-Membran mit den transferierten Proteinen wurde 1 h bei RT und leichtem
Schiitteln in Blockierlosung (0,3 % Tween 20 (w/v); 10 % Magermilchpulver (w/v) in 1 x
PBS pH 7,4) inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran mit dem gewiinschten 1.
Antikorper, der jeweils in der fiir ihn spezifischen Konzentration (Abschnitt 2.8.) in
Blockierlosung verdiinnt wurde, {iber Nacht bei 4°C und leichtem Schiitteln inkubiert. Die
Membran wurde mit PBS-T-Puffer (0,3% Tween 20 (w/v) in 1 x PBS pH 7,4) dreimal fiir
jeweils 10 Minuten (Ausnahme: Anti-Neurophysin II RN#4 Antikérper; 3 x 15 min)
gewaschen und mit einem geeigneten Peroxidase-gekoppelten Sekundérantikorper (Abschnitt
2.8.), der ebenfalls in Blockierlosung verdiinnt wurde, fiir 2 h bei RT und leichtem Schiitteln

inkubiert.
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Nach dreimaligem Waschen der Membran in PBS-T-Puffer fiir jeweils 10 Minuten erfolgte
die Detektion des Sekundirantikorpers mittels des ECL™ Western Blotting Analysis System
(Amersham Pharmacia) nach Angaben des Herstellers. Das Ergebnis wurde mit Hilfe eines

Agfa Cronex 5-Rontgenfilmes (Agfa) dokumentiert.

3.3.7. Gekoppelte in vitro Transkription und Translation

Fiir die in vitro Translation von Proteinen in Reticulocytenlysat vom Kaninchen wurde das
TNT® Quick Coupled Transcription/Translation System (Promega) verwendet. Das System
zeichnet sich dadurch aus, dal Transkription und Translation in einem Reaktionsansatz
durchgefiihrt werden konnen. Die Menge an synthetisiertem Protein kann anhand des im
Reaktionsansatz enthaltenen bzw. des ins Protein eingebauten *°S-Methionins quantifiziert
werden. Fiir die in vitro Transkription/Translation wurden die Plasmide PABP in
pSP64poly(A), PABP-RRM 1+2 in pSP64poly(A), PABP-RRM 2+3 in pSP64poly(A) und
PABP-RRM 3+4 in pSP64poly(A) (siehe 2.8.) verwendet. Die DNA-Matrizen wurden vor der
Zugabe zum Reaktionsansatz mit einem geeigneten Restriktionsenzym am 3'-Ende
linearisiert. Die in vitro Transkription/Translation und die anschlieBende Berechnung des
Einbaus der mit *°S markierten Methionin-Reste in das translatierte Protein wurde nach dem
Protokoll der Herstellerfirma durchgefiihrt. Die Menge und Konzentration des jeweiligen
Translationsproduktes wurde schlieBlich unter Beriicksichtigung der Anzahl von Methionin-
Resten im Proteinmolekiill berechnet. AnschlieBend erfolgte die Auftrennung der
synthetisierten Proteine durch SDS-Gelelektrophorese, um durch Autoradiographie die

korrekte Synthese der Proteine anhand ihrer Molekulargewichte zu liberpriifen.

3.3.8 Depletion von rPABP aus der S-100 Fraktion eines Homogenates aus Rattenhirn

Antikorperkopplung an Dynabeads® Protein A

Fiir die vollstaindige Depletion des rPABP war es notwendig, den gegen dieses Protein
gerichteten Antikdrper im UberschuB3 einzusetzen. 20 pg des Kaninchen aPABP Antikérpers
bzw. 20 pg Immunglobulin G aus dem Kaninchen als Kontrolle wurden an magnetische
Dynabeads® Protein A (Dynal Biotech; 250 pl pro Ansatz) gebunden. Alle folgenden Schritte
wurden bei 4°C durchgefiihrt. Vor der Kopplung wurden je 125 pl Dynabeads viermal mit je
1 ml PBS-T (PBS pH 8,0 (137 mM NacCl; 2,6 mM KCI; 10 mM Na,HPOy; 1,7 mM KH,POy),
0,1 % (v/v) Tween) gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Inkubation des
Reaktionsgemisches aus Antikorper und Dynabeads in 125 pl PBS, pH 8,0 iiber Nacht bei
4°C unter Rotation (Specimen Rotator Fixed 220/240V, Polysciences Inc.).
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Nach Abnahme des Uberstandes wurden die Dynabeads viermal in je 1 ml PBS-T gewaschen.
SchlieBlich wurden die mit Antikorper beladenen Dynabeads in 180 ul PBS-T aufgenommen.
Depletion

Fiir die Depletion wurden je 10 pl der mit Antikérper-beladenen Dynabeads verwendet (s.o.).
Sie wurden mit je 60 ug Protein (S-100 Fraktion eines Homogenates aus Rattenhirn) in einem
Volumen von 60 pl in Puffer 1 (10 mM HEPES pH 7,8; 40 mM KClI; 1,5 mM EDTA; 2 mM
DTT; 2 % Glycerin (w/v); 1x Proteaseinhibitor (Complete™, Roche)) iiber Nacht bei 4°C
unter Rotation. Der Uberstand wurde von den Dynabeads getrennt, in Stickstoff eingefroren
und bis zur weiteren Verwendung bei —80°C gelagert. Der Erfolg der Depletion des rPABP
wurde anhand einer Westernblot-Analyse (3.3.4.-3.3.6.) iiberpriift.

3.3.9 Immunprizipitation von rPABP-Vasopressin-cRNA-Komplexen

Zunichst wurde eine UV-Quervernetzung (3.6.1.) mit der S-100 Fraktion eines Homogenates
aus Rattenhirn durchgefiihrt, um das rPABP mit der VP-cRNA-Sonde (3.2.5.) kovalent zu
verbinden. Fiir dieses Experiment war es notwendig, dal fiir die Immunprézipitation der
Komplexe mit dem Kaninchen a-PABP Antikdrper bzw. dem Kaninchen IgG als Kontrolle
dasselbe Ausgangsmaterial eingesetzt wurde. Daher wurde zundchst die UV-
Quervernetzungsanalyse in einem Ansatz durchgefiihrt. Er enthielt 40 fmol cRNA, 140 ug
Protein (S-100 Fraktion eines Homogenates aus Rattenhirn) in 120 ul Bindungspuffer (10
mM HEPES pH 7.8; 4 % Glycerin (w/v); 40 mM KCI; 1,5 mM EDTA pH 8,0; 2 mM DTT;
6,7 ng/ml Hefe tRNA; 2,5 mg/ml Heparin). Nach 20 miniitiger Inkubation des Ansatzes bei
RT wurde der Reaktionsansatz in einem UV-crosslinker (Stratagene) mit UV-Licht bestrahlt
(254 nm, 1200 mJ). AnschlieBend erfogte ein 10 miniitiger Verdau mit RNase A Typ ITIA (80
ug, Sigma).

Fiir die Immunprazipitation wurden zunichst Kaninchen a-PABP Antikorper bzw. Kaninchen
IgG als Kontrolle an Dynabeads® Protein A gekoppelt (siche 3.3.8.). Von der vorbereiteten
Losung aus mit Antikdrper beladenen Dynabeads in PBS-T (180 pl) wurden pro
Immunprizipitationsansatz 45 pl eingesetzt. Der Uberstand wurde entfernt. Anschliefend
wurden jeweils 45 pl des UV-Quervernetzungsansatzes (dies entspricht je 15 fmol cRNA und
je 52,5 ug Protein) zu den mit Antikérper gekoppelten Dynabeads gegeben. Die Ansitze
wurden {iber Nacht bei 4°C rotiert. AnschlieBend wurde der Uberstand abgenommen. Die
Dynabeads wurden viermal mit je 1 ml PBS pH 8,0 (137 mM NaCl; 2,6 mM KCI; 10 mM
Na,HPOg; 1,7 mM KH,PO,) gewaschen.
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Die Dynabeads wurden in 1 x Laemmli-Probenpuffer (Laemmli et al., 1970) aufgenommen
und fiir 10 min gekocht. AnschlieBend erfolgte eine SDS-Gelelektrophorese (3.3.4.). Die
radioaktiv markierten Protein-cRNA-Komplexe wurden nach Trocknen des Geles durch

Autoradiographie detektiert.

3.3.10 Immunprizipitation von Protein-cRNA-Komplexen

Fiir dieses Experiment wurden Teilsequenzen der cDNA des rPABP in HEK 293-Zellen
exprimiert (Abschnitte 3.4.4.-3.4.5.). Die exprimierten Proteine enthielten ein Vektor-
kodiertes Flag-Tag. Mit diesen Proteinen und der iiber in vitro Transkription hergestellten
(Abschnitt 3.2.5.) und mit **P-markierten Vasopressin-cRNA wurde eine UV-Quervernetzung
(Abschnitt 3.6.1.) durchgefiihrt. Die gebildeten Protein-cRNA-Komplexe wurden
anschlieBend tiber das Flag-Tag mit EZ view™ Red ANTI-FLAG® M2 Affinity Gel (Sigma)
prazipitiert. Die prézipitierten Protein-cRNA-Komplexe wurden in einer SDS-
Gelelektrophorese (3.3.4.) aufgetrennt, auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert
(Abschnitt 3.3.5.) und mittels Autoradiographie detektiert. AnschlieBend wurde mit derselben
Nitrocellulose-Membran eine Westernblot-Analyse (3.3.6.) mit einem monoklonalen Maus
anti-Flag-Tag Antikorper durchgefiihrt, um die erfolgreiche Immunprézipitation aller
Proteine, auch derjenigen, die keinen Komplex mit der radioaktiv markierten cRNA
ausgebildet haben, zu dokumentieren.

Fiir die UV-Quervernetzung wurden 120 pg Gesamtprotein und 15 fmol **P-markierter cRNA
eingesetzt. Die Bindungspartner wurden in 45 pl Bindungspuffer (10 mM HEPES pH 7.8; 4
% Glycerin (w/v); 40 mM KCI; 1,5 mM EDTA pH 8,0; 2 mM DTT; 6,7 ug/ml Hefe tRNA;
2,5 mg/ml Heparin.) fiir 20 min bei RT inkubiert. Anschlieend erfolgte die Bestrahlung des
Reaktionsansatzes in einem UV-crosslinker (Stratagene) mit UV-Licht (254 nm, 1200 mJ).
Abschliefend wurde ein 10 miniitiger Verdau mit RNase A Typ HA (30 pg/Ansatz)
durchgefiihrt.

Fiir die Immunprizipitation wurde das EZ view™ Red ANTI-FLAG® M2 Affinity Gel (20 pl
pro Prazipitationsansatz, Sigma) viermal in je 1 ml PBS pH 8,0 aufgenommen und
abzentrifugiert (835 x g, 4°C, 5 min). Anschliefend erfolgte die Aufnahme des Sedimentes in
Prazipitationspuffer (2 mM DTT; 10 mM HEPES pH 7.8; 5 mM KClI; 1 x Proteaseinhibitor
(CompleteTM, Roche); 0,01 % Triton). Nach erneuter Sedimentierung mittels Zentrifugation
wurde der Uberstand abgenommen, und der UV-Quervernetzungsansatz wurde hinzugefiigt.
Die Inkubation des Ansatzes erfolgte iiber Nacht bei 4°C und Rotation. Nach einer kurzen

Zentrifugation (835 x g, 4°C, 5 min) des Ansatzes wurde der Uberstand abgenommen.
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Das Gel wurde anschlieBend dreimal in je 250 pl Prizipitationspuffer aufgenommen und
abzentrifugiert (835 x g, 4°C, 5 min). AnschlieBend wurde das Gel in Laemmli-Probenpuffer
(Laemmli et al., 1970) aufgenommen und fiir 10 min gekocht. SchlieBlich erfolgte die
elektrophoretische Auftrennung der Immunprézipitate auf einem SDS-Gel sowie die
Detektion der Protein/RNA-Komplexe bzw. der Flag-Tag-Fusionsproteine wie oben

dargestellt.

3.3.11 Deglykosylierung von Proteinen mit N-Glycosidase F*

Fiir die Deglykosylierung wurden cytosolische Proteinextrakte transfizierter Zellen eingesetzt
sowie als Kontrolle Kaninchen Immunglobulin G (IgG). Dazu wurden 4 Teile der
Proteinlosungen mit 1 Teil 5-fach konzentriertem Denaturierungspuffer (Endkonzentration:
0,1 M 2-Mercaptoethanol, 0,1 % (w/v) SDS) gemischt und fiir 5 min bei 90°C inkubiert. Nach
dem Abkiihlen erfolgte die Deglykosylierung, die iiber Nacht in 25 pl-Ansdtzen bei 35°C
durchgefiihrt wurde. Jeder Ansatz enthielt 22,8 pg cytosolischen Proteinextrakt, 60 mM Tris-
HCI, pH 8,6, 0,06 % (w/v) SDS, 60 mM 2-Mercaptoethanol, 0,8 % (v/v) NP-40 sowie
Glycosidase F (0,5 Einheiten pro Ansatz). Ein zweiter Ansatz enthielt kein Enzym. Die
Deglycosylierung von Kaninchen IgG erfolgte in identischer Weise, jedoch enthielten die
Ansitze lediglich je 4 pg Protein. Die Reaktion wurde durch Zugabe von je 6,25 ul 5-fach
konzentriertem Laemmli Probenpuffer und Inkubation der Ansdtze fiir 10 min bei 80°C
beendet. Die Proteine wurden durch SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt (3.3.4.). Zur
Immundetektion (3.3.6.) wurden die Proteine des cytosolischen Extraktes auf eine
Nitrocellulose-Membran transferiert (3.3.5.). Das SDS-Gel, das die Kaninchen IgG-Ansétze
enthielt, wurde mit kolloidalem Coomassie (Roti-Blue, Roth) nach Angaben des Herstellers

gefarbt.
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3.4. Zellkultur: Molekularbiologische und biochemische Methoden

3.4.1. Kaultivierung von HEK 293-Zellen (Human Embryonic Kidney Cells)
HEK 293-Zellen wurden in 10 cm Petrischalen in einer Zellzahl von 3 x 10° in DMEM

(Dulbecco's modified Eagle's media) mit 10% Fotalem Kélberserum (FCS: Fetal calf serum),
100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin ausplattiert und bei 37°C und 5% CO, im
Brutschrank (Forma Scientific) inkubiert. Nach zwei bis drei Tagen wurden die konfluent
gewachsenen Kulturen geteilt. Dazu erfolgte ein einmaliges Waschen der Zellen mit 5 ml
PBS pH 7,2. Nach erneuter Zugabe von 5 ml PBS wurden die Zellen durch Klopfen an den
Gefidlboden abgeldst. AnschlieBend wurden sie fiir 5 min bei 1000 x g und RT zentrifugiert
(Labofuge GL, Heraeus), in Wachstumsmedium suspendiert und gezihlt. Die Z&hlung

erfolgte in einer Doppel-Neubauer Zahlkammer.

3.4.2. Kaultivierung von PC12-Zellen

PC12-Zellen wurden in DMEM, das 10 % Pferdeserum, 5% FCS, 100 U/ml Penicillin und
100 pg/ml Streptomycin enthielt, in 10 cm Schalen bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Die
Umsetzung erfolgte nach ca. 4-5 Tagen. Die Zellen wurden einmal mit 5 ml PBS pH 7,2
gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mit 2 ml Trypsin-Losung (0,25 % (v/v) in PBS
pH 7,2) versetzt. Nach ihrer Ablosung vom Boden des Kulturgefifles wurden 2 ml Medium
hinzugefiigt, und die Zellen wurden in ein Zentrifugationsgefal iiberfiihrt. Die Zentrifugation
erfolgte fiir 5 min bei 1000 x g und RT (Labofuge GL, Hereaeus). Das Zellsediment wurde in
Wachstumsmedium aufgenommen. Es wurden 2,2-5 x 10° der Zellen pro 10 cm Schale

ausplattiert.

3.4.3. Kaultivierung von Ratl-Zellen und NIH 3T3-Zellen
Ratl- und NIH 3T3- Zellen wurden wie HEK 293-Zellen kultiviert (siche Abschnitt 3.4.1.).

Das Umsetzen der Zellen erfolgte wie fiir PC12-Zellen beschrieben nach Trypsinierung (siche

Abschnitt 3.4.2.).

3.4.4. Kultivierung von HEK 293-Tet On-Zellen

HEK 293-Zellen wurden in Medium aus 95 % (v/v) DMEM, 5 % (v/v) FCS, 100 U/ml
Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 100 pg/ml Geneticin gehalten. Die Umsetzung
erfolgte alle drei bis vier Tage nach Trypsinierung (siche Abschnitt 3.4.2.).

51



3. Methoden

3.4.5. Transfektion von HEK 293-Zellen mit Poly-Fect (Qiagen)

HEK 293-Zellen wurden in einer Zelldichte von 2,4 x 10° pro 10 cm Petrischale ausplattiert.
Nach 24 h Inkubation bei 37°C und 5 % CO, erfolgte die Transfektion eukaryotischer
Expressionsvektoren mit Hilfe des Reagenz Poly-Fect (Qiagen) nach Herstellerangaben. In
der Regel wurden die Zellen fiir weitere 48 h im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO,
inkubiert.

3.4.6. Herstellung von Proteinextrakten aus transfizierten HEK 293-Zellen

Methode 1:

Transfizierte HEK 293-Zellen wurden mit 5 ml PBS pH 7,2 pro 10 cm Kulturschale
gewaschen. Anschlieend erfolgte das Ablosen der Zellen in 5 ml PBS mit Hilfe eines
Zellschabers. Die Zellsuspensionen von drei Zellkulturschalen, die zuvor mit demselben
Vektor transfiziert wurden, wurden in einem Zentrifugationsgefdl vereinigt. AnschlieBend
erfolgte die Zentrifugation der Zellen bei 2506 x g , 4°C fiir 15 min (Megafuge, Heraeus). Das
Zellsediment wurde in 100 pl Lysispuffer (2 mM DTT; 10 mM HEPES pH 7,8; 5 mM KCI; 1
x Proteaseinhibitor (Complete™, Roche); 0,01 % (w/v)Triton X-100) aufgenommen und in
einen 1 ml Glashomogenisator nach Dounce (Wheaton, USA) iiberfiihrt. Nach der
Homogenisierung erfolgte die mikroskopische Uberpriifung der Freisetzung der Kerne. Das
Homogenat wurde anschlieBend in einer Eppendorfzentrifuge (Eppendorf) bei 25000 x g, 4°C
fiir 30 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, in fliissigem Stickstoff
eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei —80°C gelagert.

Methode 2:

Fiir die Herstellung eines Proteinextraktes aus transfizierten HEK-Tet On-Zellen wurden die
Zellen einer 10 cm Kulturschale mit einem Zellschaber in Medium abgeldst und in ein
Zentrifugationsgefa3 {liberfithrt. Anschlieend erfolgte die Zentrifugation fiir 5 min bei RT
und 1000 x g (Labofuge GL, Heraeus). Das Zellsediment wurde einmal mit 10 ml PBS pH 7,2
gewaschen und nach erneuter Zentrifugation und Abnahme des Uberstandes in fliissigem
Stickstoff eingefroren. AnschlieBend erfolgte die Aufnahme des Zellsediments in 100 pl
Lysispuffer 2 (2 mM DTT; 10 mM HEPES pH 7.8; 5 mM KCI; 1 x Proteaseinhibitor
(Complete™, Roche); 0,02 % (w/v)Triton X-100 ). Die Homogenisation der Zellen erfolgte
durch 15-maliges Aufziehen in einer 1 ml Spritze mit einer aufgesetzten Kaniile (23 gauge).

Die Freisetzung der Kerne wurde mikroskopisch kontrolliert.
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Das Homogenat wurde anschlieend in einer Eppendorfzentrifuge (Eppendorf) bei 25000 x g,
4°C fiir 30 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde in Stickstoff eingefroren und bis zur

weiteren Verwendung bei —80°C gelagert.

3.4.7. Fixierung von HEK 293-Zellen auf Deckglischen fiir immuncytochemische

Analysen

Auf Deckglaschen in 12-Lochschalen kultivierte Zellen (0,2 x 10° Zellen/cm®) wurden
zunichst vorfixiert, um ein Abschwimmen der semiadhdrenten Zellen zu vermeiden. Dazu
wurde dem Medium das gleiche Volumen an Fixierlosung (4% Paraformaldehyd (w/v), 4%
Saccharose (w/v) in 1 x PBS pH 7,2) hinzugefiigt, und die Schalen wurden 5 min bei RT
inkubiert. Nach dem Entfernen der Losung wurde jeweils 1ml der Fixierlosung pro Napf auf
die Deckgldschen gegeben und fiir weitere 15 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden die
Deckglédschen zweimal fiir 5 min mit je 2 ml 4 % Saccharose (w/v) in PBS pH 7,2 gewaschen.
Die Permeabilisierung der Zellen erfolgte durch die Inkubation mit je 2 ml 0,3 % Triton X-
100 (w/v) in PBS fiir 5 min. Nach der Permeabilisierung wurde die Losung abgesaugt, und es
wurde eine UV-Quervernetzung (1200 mJ, Stratagenelinker) durchgefiihrt. Anschlieend
wurden die Deckgldschen zweimal fir 5 min mit PBS gewaschen und sofort fiir

immuncytochemische Analysen eingesetzt.

3.4.8. Immuncytochemische Analyse

Die Deckgldschen mit den fixierten Zellen wurden mit der Zellseite nach unten fiir 1 h in 60
ul Blockierlosung (10 % (v/v) Ziegenserum, 0,1 % (w/v) BSA, 0,1 % (v/v) Tween-20 in PBS
pH 7,2) gelegt, die zuvor auf einem mit Parafilm {iberzogenen Objekttriger pipettiert wurde.
AnschlieBend wurden die Deckgldser in 60 pl Primérantikorperlosung (Primérantikdrper
verdiinnt in Blockierlosung; Verdiinnung je nach eingesetztem Antikorper sieche Abschnitt
2.9.) iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Es erfolgte ein flinffacher Waschschritt mit je 2 ml 0,1 %
(w/v) Tween-20 in PBS pH 7,2 fiir je 10 min. Sodann wurden die Deckgléser in je 60 ul
Sekundarantikorperlosung (Sekundéirantikdrper verdiinnt in Blockierlosung; Verdiinnung je
nach eingesetztem Antikorper verschieden, sieche Abschnitt 2.9.) fiir 2-3 h bei RT inkubiert.
Nach der Inkubation wurden die Deckgldser fiinfmal mit je 2 ml 0,1 % (w/v) Tween-20 in
PBS pH 7,2 gewaschen. Im letzten Waschschritt wurde der Waschlosung DAPI in einer
Endkonzentation von 10° mg/ml hinzugefiigt, um die Zellkerne anzufirben. Die
Deckgldschen wurden abschlieBend mit FluoroGuard Antifade Reagent (BIO-RAD)
eingedeckelt, mit Nagellack am Objekttrager fixiert und unter dem Mikroskop betrachtet.
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3.5. Biochemische Reinigung des Vasopressin-mRNA-Bindungsproteins
(VP-RBP)

3.5.1. Herstellung einer S-90 Fraktion aus Homogenaten des Rattenhirns

Es wurden 30 Gramm Rattengehirn auf Eis mechanisch vorzerkleinert. Die Gehirnstiicke
wurden in 150 ml eiskaltem Puffer (1 mM K-Acetat; 1.5 mM Mg-Acetat; 2 mM DTT; 10 mM
HEPES pH 7.8; 1 x Proteaseinhibitor (Complete™, Roche)) mit einem Glashomogenisator
nach Dounce (40 ml, Wheaton, USA) in ca. 40 ml-Portionen homogenisiert. Die Freisetzung
der Zellkerne wurde mikroskopisch iiberpriift. Das Homogenat wurde auf SS 34-
ZentrifugationsgefiaBle verteilt und in der SORVALL®Superspeed RC-5B-Kiihlzentrifuge (Du
Pont) bei 16500 x g und 4°C fiir 10 Minuten zentrifugiert. Nach der Abdekantierung des
Uberstandes in ein vorgekiihltes Becherglas wurden die Sedimente in 100 ml Puffer erneut
homogenisiert, und der Zentrifugenschritt wurde wiederholt. Die Uberstéinde wurden vereint.
In sechs AH 629-Zentrifugationsgefdflen wurde jeweils eine 5 ml Saccharoselosung (Puffer +
30 % (w/v) Saccharose als Kissen) vorgelegt, auf die der Uberstand vorsichtig geschichtet
wurde. Es erfolgte eine Zentrifugation in einer L7-Ultrazentrifuge (Beckmann) bei 90000 x g,
4°C fiir 3,5 h. Die Uberstinde (S-90 Fraktionen) wurden abgenommen und in einen

vorgekiihlten GlasmeBzylinder pipettiert, um das Volumen zu bestimmen.

3.5.2. Ausfillen von Proteinen mit Ammoniumsulfat

Im weiteren Verlauf der Proteinreinigung wurden die Proteine gefillt, indem die S-90
Fraktion mit Ammoniumsulfat versetzt wurde (Endkonzentration: 45 % Sattigung bei 4°C (S.
Englard et al., 1990)). Die Ammoniumsulfatkonzentration, bei der das VP-RBP in grofien
Mengen ausfillt, wurde in Vorversuchen ermittelt. Nach der Féllung wurde der Ansatz auf
sechs Zentrifugationsgefiale verteilt und in der Megafuge (Heraeus) bei 2506 x g , 4°C fiir 30
min zentrifugiert. Nach Abnahme der Uberstinde wurden die Sedimente in fliissigem

Stickstoff eingefroren und bis zum néchsten Reinigungsschritt bei —80°C gelagert.

3.5.3. Entsalzen von Proteinlosungen

Um die mit Ammoniumsulfat geféllten Proteine zu entsalzen, wurden die Sedimente in je 3
ml Puffer 2 (10 mM HEPES pH 7,8; 10 mM NaCl; 2 mM DTT; 1 mM EDTA; 2% (w/v)
Glycerin, 0,5 mM PMSF (Phenylmethylsulfonyl-Fluorid)) gelost. Das Entsalzen von je 1,5 ml
erfolgte liber eine 5 ml Hi Trap Desalting Sdule (Amersham Biosciences) in Puffer 2 nach

Angaben des Herstellers.
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Die resultierende Proteinlosung wurde entweder direkt fiir eine
Heparinsdaulenchromatographie eingesetzt, oder sie wurde in fliissigem Stickstoff eingefroren

und bei —80°C gelagert.

3.5.4. Heparinsiulenchromatographie

Um das VP-RBP weiter zu reinigen, wurde eine Chromatographie mit Heparin als Liganden
durchgefiihrt. Dazu wurde eine 5 ml HiTrap Heparin Sidule (Amersham Biosciences)
verwendet. Das Prinzip der Auftrennung von Proteinen anhand dieser Chromatographie
beruht auf Ionenaustausch, da Heparin negativ geladen ist. Die Sdule wurde mit 50 ml Puffer
2 (3.5.3.) 4quilibriert. 4 ml der entsalzten Proteinldsung (3.5.3.) wurde mit Hilfe einer sterilen
5ml Einwegspritze 4 Mal auf die Sdule aufgetragen. Danach erfolgte die Entfernung
ungebundener Proteine durch Waschen der Séule mit 50 ml Puffer 2. Gebundene Proteine
wurden mit einem aufsteigendem NaCl-Stufengradienten (0,1 M, 0,2 M, 0,3 M, 0,4 M und
0,5 M NaCl in Puffer 2) von der Sidule eluiert, wobei das Eluat innerhalb einer
Konzentrationsstufe in 7 einzelnen Fraktionen mit einem Volumen von 1,5 ml aufgefangen

wurde.

3.5.5. Affinititschromatographie

Fiir die spezifische Reinigung des VP-RBP wurden biotinylierte VP-Transkripte (Abschnitt
3.2.6.) an Streptavidin-beschichtete paramagnetische Partikel (Promega) gekoppelt, die mit
den entsalzten Fraktionen einer Heparinsdulenchromatographie (siehe 3.5.4. und 3.5.3.)
inkubiert wurden. Die Proteine, die spezifisch an die VP-Transkripte gebunden hatten,
konnten nach mehreren Waschschritten, wobei man die magnetischen Eigenschaften der
paramagnetischen Partikel ausnutzte, mit 1 M NaCl oder SDS eluiert werden.

Kopplung der biotinylierten VP-cRNA an Streptavidin-beschichtete paramagnetische Partikel

Fiir eine priparative Reinigung wurden 6 ml mit Streptavidin beschichtete paramagnetische
Partikel (1 mg/ml, Promega) eingesetzt. Diese wurden zunichst dreimal mit je 10 ml PBS pH
7,4 gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Kopplung der biotinylierten VP-Transkripte. Dazu
wurden 3000 pmol RNA zusammen mit 250 ug Hefe tRNA in insgesamt 10 ml PBS gegeben.
Zur Bestimmung der Konzentration der Nukleinséduren durch Messung der Extinktion bei 260
nm (OD260) wurden von dieser Losung 20 pl abgenommen, um nach der Kopplung die
Kopplungseffizienz zu bestimmen. Anschlieend wurde die Losung zu den paramagnetischen
Partikel gegeben. Der Ansatz wurde 30 min bei RT unter Rotation inkubiert. Der Uberstand,
der nicht gebundene RNA-Molekiile enthielt, wurde abgenommen. Die paramagnetischen

Partikel wurden mit Hilfe eines Magneten an der GefdBwand fixiert.
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Von der Uberstandsldsung wurden ebenfalls 20 ul zur Bestimmung der Nukleinsiure-
Konzentration nach erfolgter Kopplung abgenommen. Aus der Differenz der Konzentration
der Nukleinsiuren im Ausgangsmaterial und im Uberstand nach der Bindung kann die
Kopplungseffizienz ermittelt werden. Sie betrug in der Regel zwischen 10-30 %.
AnschlieBend wurden die mit VP-Transkripten gekoppelten paramagnetischen Partikel
dreimal mit je 10 ml PBS gewaschen. und dreimal mit je 10 ml Inkubationspuffer (10 mM
HEPES pH 7.8; 40 mM KCIl, 2 % (w/v) Glycerin; 2 mM DTT; 1,5 mM EDTA pH 8§,0)
dquilibriert.

Affinititschromatographie

Alle  Schritte wurden bei RT  durchgefiihrt. Fir die Reinigung durch
Affinitidtschromatographie wurden 8-10 mg Protein aus entsalzten Fraktionen der
Heparinsdulenchromatographie in 20 ml Bindungspuffer (10 mM HEPES pH 7,8; 40 mM
KCl; 2 % (w/v) Glycerin, 2 mM DTT; 1,5 mM EDTA pH 8,0; 1 x Proteaseinhibitor
(Complete™, Roche); 2.5 mg/ml Heparin) zu den mit VP-Transkripten gekoppelten
paramagnetischen Partikeln gegeben. Der Ansatz wurde 25 min bei RT unter Rotation
inkubiert. AnschlieBend wurde der Uberstand, der nicht gebundene Proteine enthielt, entfernt.
Die paramagnetischen Partikel wurden fiir zwei min mit 10 ml Bindungspuffer gewaschen.
Anschliefend wurden sie zweimal mit 10 ml und einmal mit 2 ml Bindungspuffer ohne
Heparin Zusatz fiir jeweils 2 min gewaschen. Die spezifisch an die VP-Transkripte
gebundenenen Proteine wurden zunéchst fiir 10 min mit 1 ml 10 mM HEPES pH 7,8; 40 mM
KCI; 2 % (w/v) Glycerin; 2 mM DTT; 1,5 mM EDTA pH 8,0; 1 x Proteaseinhibitor; 1 M
NaCl inkubiert. Nach Abnahme des Eluates (NaCl-Eluat) erfolgte ein zweiter Elutionsschritt
mit 1ml 10 mM HEPES pH 7,8; 2 mM DTT; 0,1 % (w/v) SDS fiir 10 min. Nach der
Abnahme dieses Eluates (1. SDS-Eluat) wurden die Partikel ein zweites Mal mit 0,5 ml
desselben Puffers fiir 5 min inkubiert (2. SDS-Eluat). Alle Eluate wurden bis zur weiteren

Verwendung bei —80°C gelagert.

3.5.6. Priparative SDS-Gelelektrophorese

Die drei Eluate (3.5.5.) wurden separat in Viva-Spin columns (Sartorius) etwa 10-fach
konzentriert. Die Konzentrate wurden mit 5 x Laemmli-Probenpuffer (Endkonzentration: 1 x)
versetzt, 10 min bei 80 °C inkubiert und auf ein 8%iges SDS-Gel aufgetragen. Nach der
Elektrophorese wurden die Proteine im Gel mit kolloidalem Coomassie (Roti-Blue, Roth)
nach Angaben des Herstellers angefarbt. Das VP-RBP wurde aus dem Gel ausgeschnitten und

bis zur Sequenzierung des Proteins bei —20°C gelagert.
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3.5.7. Sequenzierung des VP-RBP

Die Sequenzierung und der Vergleich der Sequenzen mit einer Datenbank wurde von Dr.
Friedrich Buck (Institut fiir Zellbiochemie und klinische Neurobiologie des
Universitétsklinikum Hamburg-Eppendorf) nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

Zunichst wurden die Gelstiicke dreimal fiir 2 h in H,O inkubiert. AnschlieBend erfolgte die
Inkubation der Gelstiicke in Acetonitril fiir 30 min. Die Gelstiicke wurden in 100 pl Puffer 3
(50 mM Tris-HCI, pH 8,5; 1 mM EDTA) aufgenommen. Nach Zugabe von 1 pg der
Endoproteinase LysC (Roche Molecular Biochemicals) wurde der Reaktionsansatz {iber
Nacht bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktion durch die Zugabe von 1 pl
Trifluoressigsiure gestoppt. Der Uberstand wurde abgenommen und verwahrt. Die Gelstiicke
wurden sodann in 100 pl Puffer 4 (50 % Trifluoressigsdure (v/v); 50 % Acetonitril (v/v)) fiir 1
h inkubiert. Beide Uberstinde wurden vereinigt. Die in dieser Losung enthaltenen
proteolytischen Fragmente wurden iiber HPLC (130A, Applied Biosystems) mit einer C4
reverse phase comumn (Vydac C4, Porengrofie 300 A; PartikelgroBBe 5 mm; 2,1 x 250 mm)

aufgetrennt. Die Peptide wurden mit einem linearen Gradienten (0-100 % B in 50 min;
Losung A: 0,1 % Trifluoressigsdure in H,O; Ldosung B: 70 % Acetonitril; 0,09 %
Trifluoressigsdure) mit einer Durchlaufrate von 200 ml pro min eluiert. Fraktionen, in denen
Peptide enthalten waren, wurden bei 210 nm detektiert, in silikonisierten Reaktionsgefdl3en
aufgefangen und sofort eingefroren. Die Peptidsequenzen wurden durch Edmann Abbau in

einem Automatic Sequencer 476A (Applied Biosystems) bestimmit.

3.6. Methoden zur Untersuchung von RNA-Protein Wechselwirkungen

3.6.1. UV-Quervernetzungsanalysen

Es wurden UV-Quervernetzungsanalysen mit Proteinextrakten aus Rattengewebe sowie aus
verschiedenen Zellinien durchgefiihrt. Pro Ansatz wurden 10-40 pg des entsprechenden
Proteinextraktes (siche Legenden der Abbildungen im Ergebnisteil) mit 5 fmol mit **P
markierter cRNA-Sonde (Abschnitt 3.2.5.) in einem Gesamtvolumen von 15 pl in
Bindungspuffer 2 (10 mM HEPES pH 7.8; 4 % Glycerin (w/v); 40 mM KCI; 1,5 mM EDTA
pH 8,0; 2 mM DTT; 6,7 pg/ml Hefe tRNA; 2,5 mg/ml Heparin) fiir 20 Minuten inkubiert.
Anschliefend wurden die Ansédtze in einem UV-crosslinker (Stratagene) mit UV-Licht
bestrahlt (254 nm, 1200 mJ). Danach erfolgte ein 10 miniitiger Verdau mit 10 ung RNase A
Typ IIA (10pg/pul; Sigma), der durch Zugabe von 4 ul 5 x Laemmli-Probenpuffer (Laemmli et
al., 1970) abgestoppt wurde.
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Die Ansdtze wurden nach 10 min Inkubation bei 80°C auf einem 8-10 %igen SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennnt (Abschnitt 3.3.4.). Das Gel wurde auf einem Gel-air dryer
(Bio-Rad) unter Vakuum bei 80°C 2 h getrocknet. AnschlieBend erfolgte die Exposition des
getrockneten Geles mit einem Rontgenfilm (Fuji-Film) tiber Nacht bei —80°C.

3.6.2. Poly(A)-Sepharose-Protein Bindungsstudien

Vorbereitung der Poly(A)-Sepharose

Fir Bindungsstudien von Proteinen an Poly(A)-Ribohomopolymere wurde Poly(A)-
Sepharose™ 4B (Amersham Biosciences; ca. 98 A-Reste) verwendet. Zunichst wurden 0,5 g
der Sepharose 5 min in 20 ml Puffer A (1 M NaCl; 10 mM Tris-HCI pH 7,5) zum Aufquellen
inkubiert. Der Uberstand wurde verworfen. AnschlieBend wurde die Matrix mit 50 ml Puffer
B (90 % (v/v) Formamid; 10 mM Tris-HCI pH 7,4, 10 mM EDTA, pH 8,0) gewaschen. Nach
Zentrifugation bei 1000 rpm fiir 5 min wurde die Matrix fiinfmal mit Bindungspuffer 1 (10
mM Tris-HCI, pH 7,4; 2,5 mM MgCl,; 100 mM KCI; 1 mg/ml Heparin; 1x Proteaseinhibitor
(Complete™ EDTA-frei, Roche)) gewaschen.

Interaktion von Flag-Tag-PABP-Fusionsproteinen mit Poly(A)-Sequenzen

Die Bindungsstudien wurden mit zwei unterschiedlich zusammengesetzten Bindungspuffern
durchgefiihrt. Dazu wurde die vorbereitete Poly(A)-Sepharose auf zwei Ansitze aufgeteilt
(ca. 0,25 g pro Ansatz). AnschlieBend wurde sie in je 300 pl des jeweiligen Bindungspuffers
aufgenommen. Zum einen wurde der Bindungspuffer 1 (s.o.), der zuséitzlich 0,5 % (w/v)
Triton X-100 enthielt, verwendet. Bindungspuffer 2 enthielt 10 mM HEPES pH 7.8; 4 %
Glycerin (v/v); 40 mM KCI; 1,5 mM EDTA, pH 8,0; 2 mM DTT; 6,7 ug/ml Hefe tRNA; 2,5
mg/ml Heparin. Dieser Puffer wurde ebenfalls fiir UV-Quervernetzungsanalysen (siche
Abschnitt 3.6.1.) benutzt. Die Bindungsstudien wurden mit drei verschiedenen in HEK 293-
Zellen exprimierten PABP-Deletionsmutanten durchgefiihrt. Aus diesem Grunde erfolgte eine
Aufteilung der beiden Ansédtze in jeweils drei Reaktionsgefdfle. Zunidchst wurden jeweils 100
ul der Poly(A)-Sepharose (je 0,083 g) bei 10000 x g, 4°C fiir 5 min zentrifugiert.
Anschliefend wurde sie dreimal mit je 1 ml des jeweiligen Bindungspuffers édquilibriert.
Danach wurden je 180 pg des jeweiligen Proteinextraktes in Bindungspuffer 1/0,5 % (w/v)
Triton X-100 bzw. Bindungspuffer 2 in einem Gesamtvolumen von 200 pul vorbereitet. Nach
Abnahme von jeweils 20 pl zur spéteren Bestimmung der Ausgangsmenge der jeweiligen
PABP-Deletionsmutante wurde der Rest der Losung einem der Poly(A)-Sepharose-Anséitze

zugefiigt. Alle Ansitze wurden fiir 30 min bei Raumtemperatur unter Rotation inkubiert.
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AnschlieBend wurde der Uberstand nach Zentrifugation (s.0.) abgenommen, und die Ansitze
wurden dreimal mit je 1 ml des jeweiligen Bindungspuffers gewaschen. Danach wurde die
Poly(A)-Sepharose  aller = Ansdtze, ebenso die zu Beginn abgenommenen
Ausgangsproteinlosungen, in Laemmli-Probenpuffer (Laemmli et al., 1970) aufgenommen,
15 min gekocht und auf ein SDS-Gel aufgetragen (Abschnitt 3.3.4.). Nach
gelelektrophoretischer Auftrennung erfolgte der Transfer der Proteine auf eine Nitocellulose-
Membran (Abschnitt 3.3.5.). Die anschlieBende Westernblot-Analyse wurde auf das Odyssey
Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences) abgestimmt und nach Anweisung des
Herstellers durchgefiihrt. Die PABP-Deletionsmutanten wurden mit einem Maus anti-Flag-
Tag M2 Antikorper (Primdrantikérper) sowie mit einem Ziege anti-Maus IRD ye 800 (IR:
Infra Red) als Sekundirantikorper detektiert. Die Fluoreszenz des Sekundérantikorpers liegt
im infraroten Spektralbereich. Sie konnte anschlieBend mit dem Infrared Imaging System
ausgewertet werden, welches die Linearitit der Fluoreszenz im infraroten Bereich fiir eine
quantitative Analyse ausnutzt.

Bindungsversuche mit in vitro translatierten PABP-Deletionsmutanten

Die vorbereitete Poly(A)-Sepharose (0,5 g) wurde in 250 pl Bindungspuffer 1 aufgenommen
und bei 10000 x g und 4°C fiir 5 min zentrifugiert. AnschlieBend wurde sie in 250 pl
Bindungspuffer 1/0,5 % (w/v) Triton X-100 suspendiert. Die Bindungsstudien wurden mit
jeweils 20 ul dieser Suspension durchgefiihrt. Der Uberstand wurde nach Zentrifugation (5
min, 10000 x g, 4°C) quantitativ abgenommen. Die Losungen mit den in Gegenwart von >°S-
Methionin in vitro translatierten PABP-Teilsequenzen (siche Abschnitt 3.3.6.), deren
Bindungseigenschaften an Poly(A)-Homopolymere iiberpriift werden sollte, wurden im
Vorwege vorbereitet. Dazu wurden dquimolare Mengen in jeweils 100 pl Bindungspuffer 1/
0,5 % (w/v) Triton X-100 verdiinnt. Von diesen Losungen wurden jeweils 5 pl zur
Bestimmung der eingesetzten Menge (Input) abgenommen.

Die verbleibenden restlichen 95 pl der Proteinlésungen wurden mit Poly(A)-Sepharose
vermischt und fiir 10 min bei RT unter leichtem Schiitteln inkubiert. AnschlieBend wurde die
Sepharose bei 10000 x g fiir 5 min bei RT abzentrifugiert. Der Uberstand wurde quantitativ
abgenommen und aufbewahrt. Die Sepharose wurde viermal mit je 250 pl Bindungspuffer 1/
0,5 % Triton X-100 fir 5 min (RT) gewaschen und jeweils bei 10000 x g fiir 5 min
zentrifugiert. Die Elution der an Poly(A)-Ribohomopolymere gebundenen PABP-
Deletionsmutanten erfolgte durch Zugabe von 20 pl 0,4 % (w/v) SDS in H,O und Inkubation
bei 80 °C fiir 10 min.
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AnschlieBend wurde die Poly(A)-Sepharose abzentrifugiert (10000 x g, 5 min, RT). Je 5 ul
der Eluate, ebenso die zu Beginn des Experimentes abgenommenen 5 pl der jeweiligen
Translationsansidtze (Input), wurden zur Bestimmung der Radioaktivitit durch
Fliissigzintillationszahlung eingesetzt.

Auf Grund der unterschiedlichen Anzahl von Methionin-Resten der in vitro translatierten
PABP-Deletionsmutanten war deren spezifische Aktivitdt unterschiedlich. Da jedoch fiir die
oben beschriebenen Experimente dquimolare Mengen an Protein eingesetzt wurde, muf3ten fiir
eine  exakte Quantifizierung der  Proteinbindungseigenschaften an  Poly(A)-
Ribohomopolymere adidquate Kontrollen durchgefiihrt werden. Dazu wurde ein in vitro
Translationsansatz (Abschnitt 3.3.7) ohne Zugabe von Plasmid-DNA durchgefiihrt. Dieser
Ansatz diente dazu, fiir jedes der eigentlichen Bindungsexperimente parallel einen
Kontrollansatz mit der gleichen Menge an Radioaktivitidt durchzufiihren. Auf diese Weise
wurde das AusmaB der unspezifischen Bindung des *°S-Methionins an Poly(A)-Sepharose
ermittelt. Es wurde in der vorliegenden Arbeit als ,,Kontrollindex* bezeichnet. Die in den

Bindungsexperimenten ermittelten Werte wurden mit diesem Faktor korrigiert.

1) Berechnung der insgesamt eingesetzten Menge an Radioaktivitdt = 100 % Input:
100 % Input =19 . Input [cpm]
2) Berechnung des Kontrollindex = Kontrollindex

100 [%]

100 % Input Kontrolle [ cpm .
Kontollindex = P Lepm] . y ul Proteinextrakt [ul]

X ul Kontrollextrakt [ul]

. Eluat Kontrolle [cpm] .4

3) Berechnung % Bindung der PABP-Deletionmutante an Poly(A)-Sepharose = % Bindung

100 [%]

. Eluat [cpm] . 4 —— Kontrollindex [%]
100 % Input [ coml

% Bindung =
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3.6.3. RNA-Protein Bindungsstudien durch Affinititschromatographie

Die Untersuchung der RNA-Protein Bindung wurde mit Hilfe der Methode der
Affinitdtschromatographie mit paramagnetischen Partikeln (Promega, siehe Abschnitt 3.5.5.),
an die zuvor biotinylierte in vitro Transkripte (CRNA, Abschnitt 3.2.6.) der entsprechend zu
untersuchenden RNAs gekoppelt wurden, durchgefiihrt. Auch fiir diese Experimente wurden
in vitro translatierte PABP-Deletionmutanten eingesetzt (Abschnitt 3.4.5.).

Kopplung der biotinylierten cRNA an paramagnetische Partikel

Fiir jede eingesetzte cCRNA Spezies wurden 0,6 ml Streptavidin-beschichtete paramagnetische
Partikel (1 mg/ml) verwendet. Die Partikel wurden zundchst dreimal mit je 1 ml PBS
gewaschen. Anschlieend erfolgte die Kopplung von je 100 pmol biotinylierter cRNA in je 1
ml PBS fiir 60 min bei RT und Rotation. Nach Abnahme des Uberstandes erfolgte ein
dreimaliger Waschschritt mit je 1 ml Bindungspuffer 1/0,5 % Triton X-100 (siche Abschnitt
3.6.2.). AnschlieBend wurden die mit cCRNA gekoppelten paramagnetischen Partikel in vier
gleich grof3e Teilansitze (entsprechend der Anzahl der PABP-Deletionsmutanten) aufgeteilt.
Jedem Teilansatz wurde schlieBlich das jeweilige in vitro translatierte Protein in 95 ul
Bindungspuffer 1/0,5 % Triton X-100 zugefiigt. Die Ansédtze wurden 30 min bei RT und
Rotation inkubiert. Das Waschen, die Elution der gebundenen Proteine sowie die Auswertung
der RNA-Protein Interaktion erfolgte wie unter Abschnitt 3.6.2. beschrieben.

Nach der Berechnung der prozentualen Bindung der in vitro translatierten PABP-
Deletionmutanten an die jeweilige cRNA wurde dieser Wert als % Bindung pro pmol RNA

berechnet.

3.6.4. Transiente Ko-Expression des rPABP und der Vasopressin mRNA in HEK 293-

Zellen unter Verwendung des Tet-ONTM-Systems

Das Tet-On-System (Clontech) gestattet es, die Expression von cDNAs in eukaryotischen
Zellen durch Zugabe von Tetracyclin (oder Doxycyclin) prizise und dosisabhingig zu
regulieren. Das System basiert auf zwei regulatorischen Elementen des Tetracyclin-Resistenz-
Operons von E. coli: dem Tet-Repressor-Protein (TetR) und der Tet-Operator (tet O) DNA-
Sequenz. Beide Elemente werden, auf getrennten Plasmiden, durch Transfektion in
eukaryotische Zellen eingebracht. Das pTet-On Plasmid kodiert fiir das reverse tet controlled
transactivator (rtTA)-Protein, das die Transkription eines responsiblen Gens (s.u.) in

Gegenwart von Tetracyclin (bzw. Doxycyclin) aktiviert.
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Fiir die nachfolgend beschriebenen Experimente wurden HEK 293-Zellen verwendet, die
bereits mit dem Plasmid pTet-On stabil transfiziert waren (HEK 293-Tet-On, Clontech). Der
kodierende Bereich verschiedener cDNAs (siehe unten) wurde in das Plasmid pTRE Myc
kloniert (siche Abschnitt 2.8.). Es beinhaltet das Tet-responsible Element (TRE), das aus
sieben Kopien der tet O-Sequenz besteht. Die Bindung des rtTA-Proteins an das TRE ist nur
in Gegenwart von Tetracyclin (bzw. Doxycyclin) mdglich und fiihrt zur dosisabhdngigen
Expression der in den Vektor pTRE Myc einklonierten cDNA. Der Vektor kodiert zusétzlich
fiir ein Myc-Epitop (Myc-Tag), so dass von der Vektor-exprimierten RNA ein Fusionsprotein
mit einem N-terminalen Myc-Tag translatiert wird.

Um einen moglichen Einflufl des rPABP auf die Translation oder Stabilitdt der VP mRNA zu
untersuchen, wurden HEK 293-Tet On-Zellen transient mit je 4 pg der Plasmide pTRE Myc-
PABP und pCMVBGal-AVP sense (bzw. pTRE Myc-Luc und pCMVBGal-AVP sense als
Kontrolle) (siche Abschnitt 2.8.) transfiziert. Fiir jede Versuchsserie wurden HEK 293-Tet
On-Zellen in 8 Parallelansédtzen transfiziert (siche Abschnitt 3.4.5.). 24 h nach der
Transfektion wurden die Zellen aller Schalen durch Trypsin abgelost, vereint und sorgfaltig
gemischt. Anschlieend wurden sie erneut auf 8 Petrischalen verteilt und weiter kultiviert.
Mit diesem Schritt wurde einer moglicherweise unterschiedlichen Transfektionseffizienz
begegnet. Doxycyclin wurde dem Kulturmedium in unterschiedlichen Konzentrationen
zugefiigt: 200, 400 und 800 ng/ml (je 2 Schalen fiir jede Konzentration). Die Zellen von zwei
weiteren Schalen wurden in Abwesenheit des Antibiotikums kultiviert. 48 h nach Zugabe des
Antibiotikums wurden die Zellen jeder Schale geerntet (siche Abschnitt 3.4.6. Methode 2)
und separat weiter verarbeitet. Es wurde entweder die RNA isoliert (siche Abschnitt 3.2.1.),
oder es wurde ein Proteinextrakt aus den Zellen hergestellt (siche Abschnitt 3.4.6. Methode
2). Mit Hilfe von Northern-Blot Hybridisierungsexperimenten wurde die VP mRNA-Menge
in Abhéngigkeit von der Expression des rPABP quantifiziert (siche Abschnitt 3.2.4.). Parallel
dazu wurde deren Translation durch Western-Blot Analysen abgeschitzt (siche Abschnitt

3.3.5.und 3.3.6.).
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4.0 Ergebnisse

4.1. Charakterisierung von trans-agierenden Faktoren als
Bindungspartner der VP mRNA

Die VP mRNA gehort zu einer Gruppe von Transkripten, die gerichtet in die Neuriten von
Nervenzellen transportiert werden (Prakash et al., 1997). Als cis-agierendes Element wurden
die letzten 395 Nukleotide der RNA identifiziert, als dendritische Lokalisierungssequenz
(DLS) bezeichnet (Mohr, 1999). Um mogliche trans-agierende Faktoren als Mediator des
gerichteten Transportes zu charakterisieren, wurden UV-Quervernetzungsanalysen mit 2P-
markierten VP-cRNA Sonden (in vitro-Transkripte der gesamten cDNA des VP-Vorlaufers)
und Proteinextrakten aus Rattenhirn durchgefiihrt. Protein/RNA-Komplexe, die sich
ausbilden, konnen durch Bestrahlung mit UV-Licht kovalent quervernetzt werden. Nicht-
komplexierte RNA wird anschlieBend mit RNase A abgebaut. Die Protein/RNA-Komplexe
werden auf denaturierenden SDS-Gelen aufgetrennt und durch Autoradiographie detektiert.

Die Methode ist schematisch in der Abb. 4.1. dargestellt.
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Abb. 4.1.: Schematische Darstellung der experimentellen Durchfiihrung einer
UV-Quervernetzungsanalyse: Mit **P-markierte in vitro Transkripte, die innerhalb
ihrer Sequenz ein cis-agierendes Element besitzen, werden zusammen mit einem
Proteinextrakt inkubiert, in dem Proteine enthalten sind, die als trans-agierende
Faktoren an das cis-Element binden kénnen. Die gebildeten cRNA-Protein-Komplexe
werden durch Bestrahlung mit UV-Licht kovalent verkniipft. cRNA, die nicht iiber eine
kovalente Verkniipfungsstelle geschiitzt ist, wird durch RNase A abgebaut. Das
Gemisch aus Proteinen und cRNA-Protein-Komplexen wird durch SDS-
Gelelektrophorese aufgetrennt. AnschlieBend erfolgt die Detektion der cRNA-Protein-
Komplexe durch Autoradiographie.
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4.1.1. Identifizierung eines VP mRNA bindenden Proteins

Grundlage fiir die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Ergebnisse bildeten Experimente,
in denen mit Hilfe von UV-Quervernetzungsanalysen ein Protein identifiziert wurde, das mit
der DLS der VP mRNA interagiert. Es wurde als VP mRNA-bindendes Protein (VP-RBP)
bezeichnet (Mohr et al., 2001). Um dieses Protein detaillierter zu charakterisieren, wurden die
im Folgenden beschriebenen Experimente durchgefiihrt.

Aufgrund der Expression des VP-Gens im Hypothalamus des Rattengehirns war es von
Interesse zu wissen, in welchen Regionen des Rattengehirns das VP-RBP vorkommt. Die im
Folgenden durchgefiihrten UV-Quervernetzungsanalysen mit in vitro transkribierter VP-
cRNA als Sonde und verschiedenen Proteinextrakten zeigen, dass VP-RBP nicht auf den
Hypothalamus beschrénkt ist, sondern offensichtlich auch in anderen Hirnregionen exprimiert
wird. Auf dem Autoradiogramm der UV-Quervernetzungsexperimente, welches in Abbildung
4.2.A dargestellt ist, ist der Komplex aus VP-cRNA und VP-RBP (Pfeilmarkierung) in den
Proteinextrakten aus unterschiedlichen Gehirnregionen, wie Cortex, Cerebellum,
Hypothalamus und Hippocampus, der Ratte gezeigt. Er weist eine GroBle von etwa 85 kDa
auf. Nimmt man an, dass ungefahr 20-30 Nukleotide der radioaktiv markierten Sonde durch
die Interaktion mit dem VP-RBP vor Abbau durch die RNAse geschiitzt sind, die einem
Molekulargewicht von ca. 7-10 kDa entsprechen, ergibt sich fiir das VP-RBP ein
Molekulargewicht von etwa 75-78 kDa. Bei gleicher eingesetzter Proteinmenge der Extrakte
aus unterschiedlichen Hirnregionen und jeweils gleicher Menge radioaktiv markierter VP-
cRNA-Sonde ist die Signalstirke in allen Spuren etwa gleich. Dies zeigt, dass VP-RBP im

Cortex, im Cerebellum, im Hypothalamus und Hippocampus gleichmifBig exprimiert wird.
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Abb. 4.2.: Autoradiogramme von UV-Quervernetzungsanalysen mit

%2p_markierten

Vasopressin-in vitro- Transkripten als Sonde (5 fmol pro Ansatz) und Proteinextrakten aus
verschiedenen Rattengeweben sowie aus unterschiedlichen Zellinien (10 pg pro Ansatz). Die
Pfeile markieren den durch die Quervernetzung entstandenen Komplex aus VP-cRNA und VP-RBP:
A) Die Bindungsaktivitit des VP-RBP ist bei gleicher eingesetzter Proteinmenge im Extrakt aus dem
gesamten Gehirn der Ratte (Spur 1) ebenso gro3 wie in den Proteinextrakten einzelner Gehirnregionen

wie Cortex, Cerebellum,

Hypothalamus oder Hippocampus (Spuren 2-5). B) Ein Vergleich der

Bindungsaktivitit des VP-RBP im Proteinextrakt aus Gehirn (Spur 4) mit der Bindungsaktivitét in
Extrakten peripherer Gewebe wie Herz, Lunge, Milz, Leber, Muskel, Niere (Spuren 1-3 und 5-7)
ergibt fiir letztere eine bedeutend geringere oder wie z.B fiir den Proteinextrakt aus Niere (Spur 7)
fehlende Bindungsaktivitdt. Die Menge an bindungsaktiven VP-RBP in Proteinextrakten aus HEK
293- (Spur 8) und PC 12-Zellen (Spur 11) ist geringer als in Proteinextrakt aus Gehirn, jedoch ist in
diesen deutlich mehr als in Proteinextrakten aus NIH 3T3-Zellen (Spur 9) und Rat I-Zellen (Spur 10)

vorhanden.

Aus diesem Ergebnis ldsst sich die Frage ableiten, ob das VP-RBP ein fiir das Gehirn

spezifisches Protein ist, oder ob bindungsaktives VP-RBP auch in anderen Geweben

detektiert werden kann.
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UV-Quervernetzungsanalysen mit Proteinextrakten aus peripheren Rattengeweben im
Vergleich zum Proteinextrakt aus dem Gehirn der Ratte mit radioaktiv markierter VP-cRNA
(Abbildung 4.2.B) zeigt, dass VP-RBP auch in Herz (Spur 1), Lunge (Spur 2), Milz (Spur 3)
und Muskel (Spur 6), vorhanden ist. Proteinextrakte aus Gehirn (Spur 4) weisen jedoch mit
Abstand die héchste Bindungsaktivitdt auf. In den Extrakten aus Leber und Niere (Spur 5 und
7) st lediglich eine geringfiigige bzw. keine Bindungsaktivitét zu verzeichnen.

Wie der Abbildung 4.2.B (Spuren 8-11) zu entnehmen ist, ist das VP-RBP zudem in
Proteinextrakten aus kultivierten Zellen vorhanden. Die UV-Quervernetzungsanalysen zeigen,
dass die Bindungsaktivitit in den Extrakten aus kultivierten Zellinien verschieden ist. In
Proteinextrakten aus NIH 3T3 - und Rat I- Zellen (Spuren 9 und 10) wird eine geringe bzw.
keine Bindungsaktivitit des VP-RBP festgestellt. In Proteinextrakten aus HEK 293- und PC
12-Zellen (Spuren 8 und 11) hingegen werden moderate Mengen an bindungsaktiven VP-
RBP detektiert. Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass VP-RBP offensichtlich kein
artspezifisches Protein ist, da Rat I- und PC12-Zellen aus der Ratte, HEK 293-Zellen aus dem
Mensch und NIH 3T3-Zellen aus der Maus stammen.

Anhand der UV-Quervernetzungsanalysen konnte festgestellt werden, die VP-RBP
Expression ist nicht auf das Gehirn der Ratte beschrankt, sondern ubiqitdr vorhanden. Die
Expression des VP-RBP ist aulerdem nicht artsspezifisch auf die Ratte beschriankt, sondern
sie ist auch in der Maus und im Menschen zu finden. Dies lie3 bereits vermuten, dass es sich

beim VP-RBP um ein konserviertes RNA-Bindungsprotein handelt.
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4.1.2. VP-RBP bindet in spezifischer Weise an VP mRNA

Um die Spezifitit der Bindung von VP-RBP an VP mRNA zu untersuchen, wurden UV-
Quervernetzungsanalysen mit Proteinextrakten aus dem Gehirn der Ratte durchgefiihrt, in
denen zusitzlich zu der radioaktiv markierten VP-cRNA unterschiedliche nicht radioaktiv
markierte cRNAs im 100-fachen molarem UberschuB hinzugefiigt wurden. Die Bindung des
VP-RBP an andere mRNAs sollte zu einer Kompetition und somit zur Abnahme der
Signalstarke fithren. Als Kompetitoren wurden verschiedene in vitro synthetisierte cRNAs
eingesetzt, wie z.B. a-Tubulin cRNA der Ratte. Fiir diese mRNA wurde kein Transport in
die Dendriten von Nervenzellen festgestellt (Prakash et al., 1997). Weitere in diesem
Experiment verwendete Kompetitor-cRNAs umfassen in vitro transkribierte cDNA
Teilsequenzen des Mirotubuli-assoziertes Protein 2 (MAP2) und des Somatostatin Rezeptors
3 (SSTR3) der Ratte. Die MAP2 mRNA und die SSTR3 mRNA werden in die Dendriten
kultivierter Nervenzellen transportiert (Blichenberg et al., 1999; Mohr, unveréffentlichte
Ergebnisse). In vielen Féllen befinden sich die Lokalisierungselemente in der 3'UTR und
nicht in kodierenden Regionen der mRNAs, so dass fiir dieses Experiment jeweils Fragmente
dieser Abschnitte als Kompetitoren ausgewdhlt wurden (MAP2-a: 3'UTR; MAP2-b:
kodierende Region; SSTR3-a: codierende Region; SSTR3-b: 3'UTR). Wie man der
Abbildung 4.3. entnehmen kann, wird im Kontrollansatz ohne Zugabe von Kompetitor-cRNA
(Spur 1) der 85 kDa Komplex aus VP-cRNA und VP-RBP gebildet, wihrend die Zugabe von
unmarkierter VP-cRNA im UberschuB (Spur 2) die Bindung an die mit **P-markierte VP-
cRNA verhindert. Im Gegensatz dazu wird bei Zugabe von a-Tubulin-cRNA als Kompetitor
(Spur 3) die Komplexbildung nicht beeinflulit. Die cRNAs MAP2-a (Spur 4)und MAP2-b
(Spur 5) verhindern ebenso wenig wie die cRNAs SSTR3-a (Spur 6) und SSTR3-b (Spur7)
die Komplexbildung. Diese Kompetitionsanalysen belegen die Spezifitit der Interaktion des

VP-RBP mit VP-cRNA.
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Abb. 4.3.: Analyse der Spezifitdt der Bindung von VP-RBP an VP mRNA:
Autoradiogramm einer UV-Quervernetzungsanalyse mit Proteinextrakten aus
Gehirn adulter Ratten und der mit **P-markierten in vitro transkribierten VP-
cRNA als Sonde. Zu den jeweiligen Reaktionsansidtzen wurden aufler in der
Kontrolle (Spur 1) nicht radioaktiv markierte in vitro Transkripte im 100-fachen
molaren Uberschuf hinzugefiigt. Die Bildung des 85 kDa Komplex aus radioaktiv
markierter VP-cRNA und VP-RBP (Spur 1; Pfeilmarkierung) wird durch Zugabe
von unmarkierter VP-cRNA (Spur 2) als Kompetitor verhindert, wéhrend die
Zugabe von o-Tubulin-cRNA (Spur 3) die Komplexbildung nicht beeinflufit. Die
cRNAs MAP2-a und MAP2-b (Spur 4 und 5), die aus in vitro transkribierten
cDNA Teilsequenzen des Mikrotubuli-assozierten Proteins 2 der Ratte bestehen
(MAP2-a: 3'UTR mit dendritischer Lokalisierungssequenz; MAP2-b: codierende
Region), und die cRNAs SSTR3-a und SSTR3-b (Spur 6 und 7), die aus in vitro
transkribierten cDNA Teilsequenzen des Somatostatin Rezeptors 3 der Ratte
bestehen (SSTR3-a: codierende Region; SSTR3-b: 3'UTR), kompetierten die
Bindung zwischen VP-cRNA und VP-RBP nicht. Bei den Kompetitoren handelt
es sich um sense in vitro Transkripte ohne Poly(A)-Schwanz.

4.2. Biochemische Reinigung des VP-RBP

Fiir die Identifizierung des VP-RBP durch Sequenzierung des Proteins war es notwendig,
dieses zunidchst biochemisch zu reinigen, um es von der Masse der anderen Proteine
abzutrennen und in ausreichenden Mengen anzureichern. Die biochemische Reinigung setzte
sich aus mehreren Einzelschritten zusammen und ist in Abbildung 4.4. schematisch
dargestellt. Einzelne Schritte der biochemischen Reinigung des VP-RBP wurden zunéchst im
Hinblick auf ihre Anwendbarkeit und zur Optimierung des Aufreinigungserfolges gepriift, so

dass im Folgenden die optimierte Reinigungsstrategie beschrieben wird.
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Biochemische Reinigung des VP-RBP
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Abb. 4.4.: Schema der biochemischen Reinigung des VP-RBP:

1.

Anreicherung des VP-RBP: Nach Homogenisierung von 30g Gehirn (Ratte) wurde durch
Zentrifugation bei 90000 x g ein Uberstand hergestellt, aus dem das VP-RBP zusammen mit anderen
Proteinen mit Ammoniumsulfat (45 % Sattigung) ausgeféllt wurde. Nach der Entsalzung der
ausgefillten Proteine wurde eine Heparinsdulenchromatographie durchgefiihrt, bei der die Proteine
mit aufsteigendem Natriumchlorid-Gradienten von 0,1 M bis 0,5 M NaCl eluiert wurden.
Anschlielend erfolgte die Entsalzung derjenigen Heparinsdulenfraktionen, in denen mit Hilfe von
UV-Quervernetzungsanalysen mit radioaktiv markierter VP-cRNA als Sonde Bindungsaktivitit des
VP-RBPs festgestellt wurde,

Spezifische Aufreinigung des VP-RBP: Mehrere entsalzte Heparinsdulenfraktionen mit starker
Bindungsaktivitit des VP-RBP wurden vereint und fiir eine Affinititschromatographie mit
immobilisierter biotinylierter VP-cRNA als spezifischen Liganden eingesetzt. Das Eluat dieser
Affinitdtschromatographie wurde auf einem SDS-Gel aufgetrennt. Nach Anfiarbung der Proteine mit
kolloidalem Coomassie wurde das VP-RBP aus dem Gel ausgeschnitten. Das Protein wurde mit Lys-
C verdaut. Die resultierenden Peptide wurden mittels HPLC (high-performance liquid
chromatography) aufgetrennt. Individuelle Peptide wurden mittels automatisierten Edman Abbau
sequenziert.
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4.2.1. Anreicherung des VP-RBP

Fiir die biochemische Reinigung des VP-RBP wurden zundchst 30 g Gehirn aus adulten
Ratten homogenisiert. AnschlieBend erfolgte die Abtrennung von Zellkernen, Mitochondrien
und Zelltriimmern durch Zentrifugation bei 16500 x g. Der Uberstand wurde bei 90000 x g
zentrifugiert, um Ribosomen und Polysomen abzutrennen. Im resultierenden Uberstand (S-
90) sollten sich die Proteine befinden, die frei im Zytoplasma der Gehirnzellen vorliegen. In
diesem Uberstand wurde nach einer Uberpriifung mittels UV-Quervernetzungsanalysen der
groffte Anteil an VP-RBP gefunden. Aus diesem erfolgte die Fillung der Proteine mit
Ammoniumsulfat mit einer Sattigung von 45 %, wobei zuvor {iberpriift wurde, dass bei dieser
Ammoniumsulfatkonzentration das VP-RBP quantitativ ausfillt. Das Prizipitat enthielt etwa
120 mg Protein.

Je 20 mg Protein wurde durch Heparinsdulenchromatographie weiter aufgetrennt. Das Prinzip
dieser Chromatographie beruht auf Ionenaustausch, da Heparin negativ geladen ist. In
Vorversuchen wurde festgestellt, dass das VP-RBP an Heparin bindet. Daher sollte es sich um
ein basisches Protein handeln. Die an die Heparinsédule gebundenen Proteine wurden mit
einem aufsteigendem Natriumchlorid-Stufengradienten von 0,1 M bis 0,5 M NaCl eluiert,
wobei das Fluat in 7 Fraktionen von je 1,5 ml pro NaCl-Konzentration aufgefangen wurde. Es
wurden insgesamt sechs Heparinsdulenchromatographien durchgefiihrt, um die
Ausgangsmenge an Protein aus 30 g Rattenhirn zu verarbeiten. Um die Reproduzierbarkeit
der Heparinsdulenchromatographie zu iiberpriifen, erfolgte die Erstellung der Elutionsprofile
von zwei verschiedenen Heparinsdulenchromatographien anhand der gemessenen
Proteinkonzentrationen der einzelnen Fraktionen (Abb.4.5.). Der Vergleich der

Elutionsprofile ergab nahezu identische Proteinkonzentrationen in den einzelnen Fraktionen.
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Abb. 4.5.: Elutionsprofile zweier Heparinsdulenchromatographien: Auf der X-Achse ist der jeweils in 7
Fraktionen pro Konzentrationsstufe aufgeteilte Natriumchlorid-Gradient, der Konzentrationen von 0,1 M NaCl
bis 0,5 M NaCl enthélt, dargestellt. Auf der Y-Achse befinden sich die gemessenen Proteinkonzentrationen in
pg/ul. Beide Elutionsprofile stimmen weitestgehend iiberein, so dass die Heparinsdulenchromatographie
bezogen auf den Proteingehalt in den einzelnen Fraktionen reproduzierbar ist.

Um diejenigen Heparinsdulenfraktionen zu bestimmen, in denen eine Anreicherung des VP-
RBP erfolgte, wurden UV-Quervernetzungsanalysen mit *>P-markierter VP-cRNA und den
individuellen Heparinsdulenfraktionen durchgefiihrt. Die Bindungsaktivitit des VP-RBP
wurde mit Hilfe eines Phosphoimaging-Systems quantitativ ausgewertet. Diese Analyse ergab
fiir die 0,2 M und 0,5 M Natriumchlorid Konzentrationsstufe, jeweils in den Fraktionen 4 und
5, sehr hohe Bindungsaktivitit, wie es auf den Autoradiogrammen in Abbildung 4.6.
dargestellt ist (Pfeilmarkierung). In der 0,4 M Natriumchlorid Konzentrationsstufe wurde
ebenfalls eine meist geringe Bindungsaktivitit festgestellt, die gleichméBig auf alle

Fraktionen verteilt war. In den 0,1 M und 0,3 M Natriumchlorid Konzentrationsstufen wurde

keine Bindungsaktivitdt festgestellt.
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Abb. 4.6.: Autoradiogramme von UV-Quervernetzungsanalysen mit radioaktiv markierter VP-
cRNA (5 fmol) als Sonde und den mit 0,2 M NaCl bzw. 0,5 M NaCl eluierten Proteinen einer
Heparinsaulenchromatographie, die jeweils in 7 Fraktionen aufgeteilt waren, als Proteinextrakte.
Durch die UV-Quervernetzung wurde ein 85 kDa grofer Komplex aus VP-cRNA und VP-RBP gebildet
(Pfeil). Die Fraktionen 4 und 5 der jeweiligen Konzentrationsstufe erwiesen sich als Fraktionen mit der
hochsten Bindungsaktivitit des VP-RBP, wihrend in den anderen Fraktionen wenig bis keine
Bindungsaktivitit vorhanden war.

Fiir die weitere Reinigung wurden jeweils die Fraktionen 4 und 5 der 0,2 M und der 0,5 M
NaCl-Eluate verwendet, da sie die hochste Bindungsaktivitit aufwiesen. Aufgrund der
Tatsache, dass das VP-RBP bei zwei verschiedenen Salzkonzentrationsstufen, 0,2 M NaCl
und 0,5 M NaCl, von der Heparinsdule eluiert wurde, stellte sich die Frage, ob zwei
verschiedene VP-RBPs mit unterschiedlichen biochemischen Eigenschaften, jedoch mit
demselben Molekulargewicht existieren. Aus diesem Grund wurden die Spitzenfraktionen der
0,2 M NaCl Konzentrationsstufe getrennt von denen der 0,5 M NaCl Konzentrationsstufe
weiter gereinigt.

Die Anreicherung des VP-RBP, ausgedriickt als Bindungsaktivitit, wihrend der
biochemischen Reinigung ist in Abbildung 4.7. dargestellt.
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Abb. 4.7.: Anreicherung des VP-RBP wahrend der biochemischen Reinigung:

A) Dargestellt ist das Autaradiogramm einer UV-Quervernetzungsanalyse mit *’P-markierten Vasopressin
Transkripten (5 fmol pro Ansatz) als Sonde. Der Pfeil markiert den 85 kDa Komplex aus VP-RBP und VP-
cRNA. Die Bindungsaktivitit des VP-RBP steigt bei gleichbleibender Proteinmenge (10 pg pro Ansatz) vom
ersten Aufreinigungsschritt der S-90 Fraktion (Spur 1) {iber das entsalzte Ammoniumsulfatprizipitat (Spur 2)
bis zu den Fraktionen 5 der 0,2 M und 0,5 M NaCl Heparinsduleneluaten (Spur 3 und 4) an.

B) Quantitative Auswertung des radioaktiven Signals aus Abbildung A mit Hilfe des Phosphoimaging-Systems:
Es findet von der S-90 Fraktion ausgehend zum 45 % Ammoniumsulfatprizipitat eine 2,2-fache, zum 0,2 M
NaCl Heparinsiuleneluat eine 4,5-fache und zum 0,5 M NaCl Heparinsduleneluat eine 17,4-fache Anreicherung
von Bindungsaktivitit statt.

Das Autoradiogramm der UV-Quervernetzungsanalyse zeigt bei gleicher eingesetzter

Proteinmenge einen deutlichen Anstieg von Bindungsaktivitit im 45 %

Ammoniumsulfatprizipitat (Abb. 4.7. A, Spur 2) im Vergleich zur S-90 Fraktion (Spur 1).
Nach der Auftrennung durch Heparinsédulenchromatographie ist jeweils in der Fraktion 5 der
0,2 M NaCl und der 0,5 M NaCl Konzentrationsstufen eine weitere Anreicherung von VP-
RBP Bindungsaktivitidt zu verzeichnen (Spuren 3 und 4). Die durch UV-Quervernetzung
gebildeten Komplexe der 0,2 M NaCl und der 0,5 M NaCl Heparinsduleneluaten weisen die
gleiche elektrophoretische Mobilitdt auf. Die quantitative Auswertung mit einem
Phosphoimaging-System ergab (Abb. 4.7. 2,2-fache

B) eine Anreicherung von

Bindungsaktivitdit fiir das Ammoniumsulfatprizipitat, eine 4,5-fache fiir die
Heparinsdulenspitzenfraktion der 0,2 M NaCl Konzentrationsstufe und eine 17,4-fache fiir die
Heparinsdulenspitzenfraktion der 0,5 M NaCl Konzentrationsstufe im Vergleich zur
Ausgangsfraktion S-90.
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4.2.2. Spezifische Reinigung des VP-RBP durch Affinitatschromatographie

Fir die Affinitdtschromatographie wurde in vitro transkribierte VP-cRNA iiber deren
biotinylierte UTP-Reste an mit Streptavidin beschichtete paramagnetische Partikel gekoppelt.
Nach der Kopplung erfolgte die Inkubation mit dem Proteinextrakt aus 10 entsalzten
Heparinsédulenspitzenfraktionen (ca. 8 mg). Nach drei Waschschritten wurden die an VP-
cRNA gebundenen Proteine eluiert. Zunéchst erfolgte die Elution mit 1 M NaCl, mit dem
jedoch sowohl bei der Affinitdtschromatographie mit den Fraktionen der 0,2 M NaCl
Konzentrationsstufe (0,2 M/NaCl-Eluat) als auch bei der Affinitdtschromatographie mit den
Fraktionen der 0,5 M NaCl Konzentrationsstufe (0,5 M/NaCl-Eluat) lediglich geringe
Mengen VP-RBP eluiert werden konnten. Aus diesem Grunde wurde ein weiterer
Elutionsschritt mit 0,1 % SDS durchgefiihrt, durch den das VP-RBP in groflen Mengen eluiert
wurde (0,2 M/SDS-Eluat; 0,5 M/SDS-Eluat). Die Elution mit SDS hat gegeniiber der Elution
mit 1 M NaCl jedoch den Nachteil, dass das VP-RBP denaturiert wird. Die in den einzelnen
Phasen der Affinitdtschromatographie vorhandenen Proteine wurden jeweils fiir 0,2 M NaCl
und 0,5 M NaCl Konzentrationsstufe getrennt im analytischen MaB3stab gelelektrophoretisch
aufgetrennt und mit Coomassie angefarbt (Abbildung 4.8. A und B). Ein Vergleich der
Proteine der Ausgangslosung (jeweils in Spur 1) mit denen des Uberstandes (Ldsung mit
ungebundenen Proteinen) (Spur 2), 14Bt keine Depletion eines Proteins erkennen. In den
Waschlésungen 1-2 (Spur 3-4) werden keine Proteine detektiert. In der Waschlosung 3 (Spur
5) der 0,5 M NaCl-Fraktion sind zwei Proteine sichtbar, die jedoch nicht der angenommenen
Grofe des VP-RBP von 78 kDa entsprechen und in der 0,2 M NaCl-Fraktion nicht
vorkommen. In den Eluaten (Spur 6) beider Konzentrationsstufen sind mehrere Proteine
sichtbar, wovon zwei Proteine mit 78 und 70 kDa in groBeren Mengen vorhanden sind. Vom
78 kDa grofen VP-RBP (Sternmarkierung) ist mehr vorhanden, als vom 70 kDa Protein, bei
dem es sich vermutlich um Rinderserumalbumin (BSA) handelt. BSA ist im Lagerungspuffer
der paramagnetischen Partikel vorhanden. Dieses Protein ist nach einer
Affinitdtschromatographie, die ohne Zugabe von Proteinlosung durchgefiihrt wurde, ebenfalls
im Eluat enthalten (Daten hier nicht gezeigt). Daher handelt es sich um ein unspezifisches

Protein, das nicht an die spezifische cRNA sondern an die paramagnetischen Partikel bindet.
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Abb. 4.8.: Dokumentation des Proteingehaltes in den einzelnen Phasen der

Affinitatschromatographie mit VP-cRNA als Ligand: A) fiir die Reinigung der Heparinsduleneluate
der 0,2 M NaCl Konzentrationsstufe B) fiir die Reinigung der Heparinsduleneluate der 0,5 M NaCl
Konzentrationsstufe. Die Proteine wurden auf einem 8 %igen SDS-Polyacrylamidgel der Grofle nach
aufgetrennt (das Molekulargewicht in kDa ist jeweils auf der linken Seite dargestellt) und mit
Coomassie angefarbt. In Spur 1 ist jeweils die Ausgangsproteinldosung aufgetragen. In Spur 2 befindet
sich der Uberstand nach der Bindung (ungebundene Proteine). In Spur 3-5 wurden die Waschlésungen
1-3 aufgetragen, wihrend sich in Spur 6 die mit SDS eluierten Proteine befinden. Im Eluat beider
Konzentrationsstufen ist von der Ausgangsproteinlosung ausgehend eine Anreicherung des ca.78 kDa
groBen VP-RBP (Stern) zu verzeichnen. Aulerdem wird die Anreicherung eines zweiten ca.70 kDa
groBen Proteins (Pfeil) in den beiden Eluaten sichtbar, bei dem es sich vermutlich um
Rinderserumalbumin (BSA) handelt.

Eine weitere Analyse, in der die Proteine der vier verschiedenen Eluate (0,2 M/NaCl; 0,2
M/SDS; 0,5 M/NaCl; 0,5 M/SDS) gelelektrophoretisch aufgetrennnt und mit Coomassie
gefarbt wurden, zeigte zum einen, dass die Menge des 78 kDa Proteins im 0,2 M/NaCl-Eluat
sehr gering war im Vergleich zur Menge im 0,5 M/NaCl-Eluat (hier nicht gezeigt). Zum
anderen wiesen die 78 kDa Proteine aus allen vier verschiedenen Eluaten die gleiche
elektrophoretische Mobilitéit auf, wie es fiir das 0,5 M/NaCl-Eluat und das 0,5 M/SDS-Eluat
in Abbildung 4.9. A dargestellt ist (Sternmarkierung). Es stellte sich jedoch die Frage, ob das
78 kDa Protein aus allen vier Eluaten tatsdchlich das VP-RBP darstellte. Das 78 kDa Protein
sollte, wenn es dem VP-RBP entspricht, an VP-Transkripte binden. Aus diesem Grund
wurden UV-Quervernetzungsanalysen mit radioaktiv markierten VP in vitro Transkripten als
Sonde und den Proteinlosungen aus den einzelnen Phasen der Affinitdtschromatographie der
0,5 M NaCl Konzentrationsstufe durchgefiihrt (Abb.4.9.). Eine UV-Quervernetzung mit den
Proteinlosungen aus der Affinitdtschromatographie der 0,2 M NaCl Konzentrationsstufe
wurde nicht durchgefiihrt, da die vorige Analyse gezeigt hatte, dass lediglich geringe Mengen
des 78 kDa Proteins im 1 M NaCl Eluat enthalten waren, die fiir eine UV-Quervernetzung

nicht ausreichend waren.
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Die SDS-Eluate konnten fiir die UV-Quervernetzung nicht eingesetzt werden, da die Proteine
dieser Losungen durch das SDS denaturiert wurden und dementsprechend nicht mehr an die
cRNA binden sollten. Jedoch weisen, wie bereits erwiahnt wurde, die mit SDS eluierten
Proteine und die mit 1 M NaCl eluierten Proteine beider Konzentrationsstufen dieselbe

elektrophoretische Mobilitét auf.
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Abb. 4.9.: Uberpriifung der Bindungsaktivitit des VP-RBP in den einzelnen Phasen der
Affinitatschromatographie mit VP-cRNA als Liganden und den Heparinsaulenspitzenfraktionen
der 0,5 M NaCl Konzentrationsstufe als Proteinextrakt: A) Darstellung der auf einem 8 %igen
SDS-Polyacrylamidgel nach der GroBe (links ist der GroBenmarker in kDa dargestellt) aufgetrennten
und mit Coomassie geférbten Proteinen. In der linken Spur befinden sich die mit NaCl eluierten und in
der rechten die mit SDS eluierten Proteine der Affinitdtschromatographie. In beiden Spuren ist ein 78
kDa grof3es Protein zu sehen (Sternmarkierung). Aufgrund der gleichen elektrophoretischen Mobilidt
werden beide als VP-RBP bezeichnet. B) Autoradiogramm der UV-Quervernetzung: Es wurden jeweils
5 fmol der radioaktiv markierten VP-cRNA als Sonde und 20 pl folgender Losungen fiir die Analyse
eingesetzt: Ausgangsproteinldsung der Affinitdtschromatographie (Spur 1), nicht gebundene Proteine
(=Uberstand, Spur 2), Waschldsungen 1-3 (Spur 3-5), mit 1 M NaCl eluierte Proteine (Spur 6). Die VP-
RBP Bindungsaktivitit (Pfeil) ist in der Ausgangsproteinlosung hoéher als in der Losung mit den
eluierten Proteinen, obwohl das VP-RBP in letzterer angereichert ist (siche Abb. 4.8). Im Uberstand
und in den Waschlosungen ist wenig bis keine Bindungsaktivitét zu verzeichnen.
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Die UV-Quervernetzungsanalyse mit der Ausgangsproteinlosung der
Affinitdtschromatographie (Abb. 4.9. B, Spur 1) zeigt, dass sich ein 85 kDa Komplex aus VP-
cRNA und VP-RBP (Pfeil) ausbildet, der wie erwartet durch den RNA-Anteil im Komplex
etwas grofer ist als das mit SDS oder NaCl eluierte 78 kDa VP-RBP allein (Abb. 4.9. A,
Stern). Ein Komplex mit derselben elektrophoretischen Mobilitét tritt ebenfalls in der Losung
mit den durch 1 M NaCl eluierten Proteinen auf (Abb. 4.9. B, Spur 6). Die Intensitdt des
Signals in der Losung mit dem gereinigten Protein entspricht jedoch nicht der aufgrund der
Anreicherung des VP-RBP im Vergleich zur Ausgangsproteinlosung (Abbildung 4.8.)
erwarteten Hohe. Sie ist bedeutend geringer als in der Ausgangsproteinlosung. Diese Ergebnis
wird spater ausfiihrlicher diskutiert.

Im Uberstand nach der Bindung (Abbildung 4.9., Spur 2) und in den nachfolgenden
Waschlosungen (Abbildung 4.9., Spur 3-5) ist keine Bindungsaktivitdt festzustellen. Diese
Ergebnis weist auf eine quantitative Bindung des VP-RBP an die mit VP-cRNA gekoppelten

paramagnetischen Partikel hin.

4.2.3. Sequenzierung des VP-RBP
Die Proteine des 0,2 M SDS/Eluates sowie des 0,5 M/SDS-Eluates und des 0,5 M/NaCl-

Fluates wurden anschlieBend getrennt voneinander auf einem préparativen SDS-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt. Das jeweilige mit Coomassie angefirbte VP-RBP wurde
ausgeschnitten. Die flir die Sequenzierung weiteren erforderlichen experimentellen Schritte
wurden von Dr. Friedrich Buck (Institut fiir Zellbiochemie und klinische Neurobiologie des
Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf) durchgefiihrt. Um das Protein in Peptide
aufzuspalten, erfolgte ein Verdau mit Endoproteinase Lys C. Die resultierenden
proteolytischen Fragmente wurden mittels HPLC (high-performance liquid chromatography)
aufgetrennt. Die Sequenz jeweils eines Peptides des entsprechenden VP-RBP aus dem 0,2
M/SDS-Eluat, aus dem 0,5 M/SDS-Eluat und aus dem 0,5 M/NaCl-Eluat wurde durch Edman
Abbau bestimmt. Die resultierenden drei Peptidsequenzen und das Ergebnis des Vergleichs
dieser Sequenzen mit den Sequenzen der Swissprot-Proteinsequenzen-Datenbank sind in

Tabelle 4.10. dargestellt.
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Tabelle 4.10.: Peptidsequenzen einzelner Peptide des Vasopressin-mRNA-Bindungsproteins

Proteinaufreinigung Peptidsequenz Identitat (%)
zum Maus PABP-1

Heparinséule: 0,2 M NaCl EFSPFGTITSAK 100%, AS 313-324
Affinitatschromatographie: 0,1% SDS

Heparinséule: 0,5 M NaCl NFGEDMDDERL 100%, AS 197-207
Affinititschromatographie: 0,1% SDS

Heparinsdule: 0,5 M NaCl | GYGFVHFETQEAAER 100%, AS 139-153
Affinititschromatographie: 1 M NaCl

4.10.: Dargestellt sind die Aminosduresequenzen einzelner Peptide des VP-RBP, die aus zwei verschiedenen
Affinitdtschromatographien, zum einen mit den Heparinsdulenfraktionen der 0,2 M NaCl und zum anderen mit
den Fraktionen der 0,5 M NaCl Konzentrationsstufe, stammen. Das erste Peptid ist 12 Aminoséduren lang und
stammt aus der mit SDS eluierten Fraktion der Affinitdtschromatographie der 0,2 M NaCl Konzentrationstufe.
Das zweite, 11 Aminosduren lange, Peptid stammt aus der mit SDS eluierten Fraktion und das dritte, 15
Aminosduren lange, aus der mit 1 M NaCl eluierten Fraktion der Affinitatschromatographie der 0,5 M NaCl
Konzentrationsstufe. Alle drei Peptidsequenzen stimmen zu 100 % mit der Aminoséuresequenz des PABP-1 der
Maus iiberein.

Aus der Tabelle 4.10. 14Bt sich entnehmen, dass sowohl das 12 Aminosdure umfassende
Peptid aus dem 0,2 M/SDS-Eluat als auch das aus 11 Aminosduren bestehende Peptid aus
dem 0,5 M/SDS-Eluat und das 15 Aminosduren umfassende Peptid aus dem 0,5 M NaCl-
Eluat eine 100 %ige Ubereinstimmung mit dem Poly(A)-Bindungsprotein-1 (PABP-1) der
Maus aufweisen. Aus diesen Daten 148t sich ableiten, dass es sich bei den getrennt gereinigten
Proteinen, trotz der zwei unterschiedlichen Konzentrationen, mit denen diese von der
Heparinséule eluiert wurden, um dasselbe Protein handelt. Dieses Protein, welches spezifisch
an die VP-mRNA bindet, ist das PABP der Ratte (rPABP).

Eine mogliche Erkldrung fiir das unterschiedliche biochemische Verhalten des rPABP ist,
dass das Protein, welches mit 0,2 M NaCl von der Heparinsdule eluiert wurde, andere
posttranslationelle Modifikationen, wie z.B. Phosphorylierungen, besitzt als das Protein,
welches mit 0,5 M NaCl von der Heparinsdule eluiert wurde. Dieser interessante Aspekt

konnte in dieser Arbeit nicht abschlieBend untersucht werden, wird aber spater diskutiert.
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4.2.4. VP-RBP ist das Poly(A)-Bindungsprotein der Ratte (rPABP)

Das 72 kDa grofle PABP ist ein ubiquitires im Tier und Pflanzenreich weit verbreitetes
Protein. Das evolutionir hochkonservierte Protein besteht aus vier RNA-bindenden Doménen,
die als RRMs bezeichnet werden (RRM: RNA Recognition Motif) und einem C-Terminus
(Blobel, 1973; Burd & Dreyfuss, 1994) (Abb.4.11.). Der C-Terminus ist sehr reich an Prolin

und vermittelt Protein-Protein Interaktionen (Burd et al., 1991).

i+, —{RRVEHRRVEHRAVERRVA coon

AS 11 89 99 175 191 268 294 370

Abb. 4.11.: Schematische Darstellung der Domanenstruktur des PABP der Ratte. Das Protein
besitzt vier RNA Bindungsdoménen (RRM:RNA Recognition_Motif) am N-Terminus und einen Prolin-
reichen C-Terminus, welcher Protein-Protein Interaktionen vermittelt. Die gesamte Aminosduresequenz

des PABP beinhaltet 636 Aminoséduren (AS) (Mohr et al., 2001; Genbank Accession-Nummer: S78215).

PABP ist ein multifunktionelles Protein (Ubersicht in Mohr et al., 2001). Es bindet mit hoher
Affinitdt an 3’-Poly(A)-Schwinze von eukaryotischen mRNAs. Durch die Interaktion des
PABP mit dem eukaryotischen Initiationsfaktor (elF)4F, der am 5'-Ende der mRNA bindet,
wird die Initiation der Translation stimuliert. PABP bindet mit geringer Affinitdt an nicht-
Poly(A)-Sequenzen in verschiedenen Bereichen unterschiedlicher mRNAs und bildet dabei
zum Teil Komplexe mit anderen Proteinen aus. In diesem Zusammenhang wirkt es mit an der
translationsabhingigen mRNA Degradation sowie an einer positiven oder negativen
Translationskontrolle.

Fiir diese Arbeit stellte sich die Frage, welche Rolle das multifunktionelle rPABP im VP-
mRNA Metabolismus einnimmt. Da die VP-DLS, mit der das rPABP spezifisch interagiert,
keine Adenin-reichen Sequenzen oder einen Poly(A)-Schwanz enthilt, war eine Beteiligung
des rPABP bei der Translationsinitiation der VP-mRNA in diesem Zusammenhang nicht sehr

wahrscheinlich.
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4.3. Charakterisierung der Interaktion des rPABP mit der VP mRNA

4.3.1. rPABP bildet mit Vasopressin-cRNA einen Komplex aus

Zunichst war es notwendig den Nachweis zu erbringen, dass das gereinigte rPABP dem VP-
RBP entspricht. Dazu wurde aus einem Proteinextrakt aus Gehirn der Ratte (S100) das PABP
quantitativ mit einem polyklonalen Kaninchen anti-tPABP Antikdrper depletiert. Als
Kontrolle diente ein mit Kaninchen IgG depletierter S100-Extrakt. Die in den depletierten
Extrakten enthaltene Menge an rPABP wurden durch eine Westernblot-Analyse mit einem
Kaninchen anti-rPABP Antikorper tiberpriift. Die Extrakte wurden anschlieend fiir eine UV-
Quervernetzungsanalyse mit **P-markierter VP-cRNA als Sonde eingesetzt (Abildung 4.13.).
Wenn das rPABP essentiell ist fiir die Ausbildung des zuvor beobachteten 85 kDa Komplex
mit der VP-cRNA, sollte sich in der UV-Quervernetzungsanalyse mit dem Proteinextrakt, in

dem das rPABP depletiert wurde, kein Komplex ausbilden.
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Abb. 4.13.: rPABP ist essentiell fur die Aushildung des 85 kDa Komplexes aus VP-cCRNA und VP-
RBP. Proteinextrakte aus Gehirn der Ratte (S-100) wurden zum einen mit Kaninchen IgG und zum
anderen mit anti-rPABP Antikorper depletiert. Die An- oder Abwesenheit des rPABP in den Extrakten
(jeweils 10 ng Protein) wurde mittels einer Westernblot-Analyse mit anti-rPABP Antikdrper iiberpriift
(Autoradiogramm auf der linken Seite). Das 72 kDa groB8e rPABP ist im undepletierten (Spur 1) und im
mit IgG depletierten S-100 (Spur 2) sichtbar, wiahrend im mit anti-rPABP Antikorper depletierten S-100
(Spur 3) kein rPABP mehr detektiert werden kann, da dieses zuvor quantitativ aus dem Proteinextrakt
entfernt wurde. Die mittels Westernblot-Analyse iiberpriiften Proteinextrakte (jeweils 10 pg) wurden
anschlieBend fiir eine UV-Quervernetzungsanalyse mit **P-markierter VP-cRNA (5 fmol pro Ansatz)
eingesetzt (Autoradiogramm im rechten Teil der Abbildung). Der 85 kDa Komplex bildet sich im
undepletierten (Spur 4) und im mit Kaninchen IgG depletierten (Spur 5) S-100 aus, wihrend im mit anti-
PABP Antikorper depletierten Proteinextrakt (Spur 6) keine Komplexbildung zu beobachten ist.

Die Uberpriifung der vorhandenen Menge an rPABP in dem undepletierten und in dem mit
Kaninchen IgG depletierten S-100 mittels Westernblot-Analyse mit anti-rPABP Antikdrper
zeigt, dass in diesen Extrakten das 72 kDa grof3e rPABP vorhanden ist (Abb. 4.13.; Spuren 1,
2). Im mit a-PABP depletierten Proteinextrakt ist mittels Western-Analyse kein PABP mehr
detektierbar (Abb. 4.13.; Spur 3).
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Die UV-Quervernetzungsanalysen mit diesen Extrakten und VP-cRNA als Sonde (Abb.4.13.;
rechte Seite) zeigt, dass in den beiden Kontrollextrakten, in denen das rPABP vorhanden ist,
der 85 kDa Komplex mit der VP-cRNA ausgebildet wird (Spuren 4, 5), wihrend in dem mit
anti-rPABP Antikorper depletierten Proteinextrakt der Komplex fehlt (Spur 6). Das rPABP ist
somit essentiell fiir die Ausbildung des 85 kDa Komplexes aus VP-cRNA und VP-RBP.

Es stellte sich die Frage, ob das rPABP nicht nur essentiell fiir die Ausbildung des 85 kDa
Komplexes, sondern auch selbst in diesem Komplex enthalten ist. Um dieser Frage
nachzugehen, wurde eine UV-Quervernetzungsanalyse mit **P-markierter VP-cRNA und
Proteinextrakt aus Gehirn der Ratte (S-100) durchgefiihrt. Der resultierende Komplex aus VP-
cRNA und VP-RBP sollte, wenn das VP-RBP dem rPABP entspricht, mit anti-rPABP
Antikorper prazipitiert werden kénnen. Um fiir die Kontrollen dieselbe Ausgangsmenge an
Komplexen einsetzen zu kdnnen, wurde der Ansatz einer UV-Quervernetzungsanalyse in drei
Ansitze aufgeteilt. Der erste Ansatz, mit dem die Komplexbildung aus VP-cRNA und VP-
RBP dokumentiert werden sollte, wurde nicht weiter behandelt. Aus dem zweiten Ansatz
erfolgte die Immunprézipitation mit Kaninchen IgG, um eine unspezifische Bindung des
Komplexes an Antikdrper auszuschlieBen. Aus dem dritten Ansatz erfolgte die
Immunprézipitation mit dem fiir das rPABP spezifischen anti-rPABP Antikdrper. Die
Proteine der resultierenden Prézipitate und des unbehandelten Anteils des Ansatzes der UV-
Quervernetzungsanalyse wurden elektrophoretisch auf einem SDS-Gel aufgetrennt. Die
Komplexe aus Protein und cRNA wurden anschlieBend mittels Autoradiographie detektiert

(Abb. 4.14.).
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.;Q\‘@ Abb. 4.14.: rPABP und VP-cRNA bilden einen
Q{{f\/ Komplex: Autoradiogramm einer Uv-
' @ V\'k' Quervernetzungsanalyse mit Proteinextrakt aus Gehirn
‘ ?{;\/\Q\ § der Ratte (60 ng) und radioaktiv markierter VP-cRNA
§ 04,1& N\jg als Sonde (15 fmol) Spur 1: unbehandelt, Spur 2: nach
g & & Immunprézipitation mit Kaninchen IgG, Spur 3: nach
Immunprézipitation mit anti-rPABP Antikérper. Der bei
:> - — — 1(7)2 iBg der UV-Quervernetzung gebildete 85 kDa Komplex
' (Pfeil) aus VP-cRNA und VP-RBP, welcher im
— 50 kDa unbehandelten Ansatz der UV-Quervernetzungsanalyse
—— 35 kDa in Spur 1 zu sehen ist, wird durch den anti-rPABP
L 30 kDa Antikorper préazipitiert (Spur 3). Mit Kaninchen IgG
25 kDa (Spur 2) wird der 85 kDa Komplex nicht

immunpréazipitiert.
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Das Autoradiogramm (Abb. 4.14.) zeigt den durch UV-Quervernetzung entstandenen 85 kDa
Komplex aus VP-cRNA und VP-RBP im unbehandelten Proteinextrakt aus Gehirn der Ratte
(Spur 1). Im mit Kaninchen IgG immunprézipitierten Ansatz (Spur 2) fehlt dieser Komplex,
so dass eine unspezifische Bindung des 85 kDa Komplexes an Antikorper auszuschlieen ist.
Der Komplex wird jedoch mit dem fir rPABP spezifischen anti-rPABP Antikorper
prazipitiert (Spur 3). Aus diesem Resultat 148t sich ableiten, dass das rPABP selbst im
Komplex mit der VP-cRNA enthalten ist. Folglich entspricht das gereinigte rPABP dem VP-
RBP.

4.3.2. Die Interaktion des rPABP mit der VP mRNA erfolgt Gber die Domanen RRM
3+4

Nachdem festgestellt wurde, dass das rPABP dem VP-RBP als Bindungsprotein an VP-
mRNA entspricht, stellte sich die Frage, welche Doménen oder Teilabschnitte des Proteins fiir
diese Interaktion notwendig sind. Um die Fragestellung zu beantworten, wurden zunichst
sieben verschiedene Teilsequenzen der cDNA des rPABP in den eukaryotischen
Expressionsvektor pPCMV Flag-tag 2B kloniert. Nach transienter Transfektion von HEK 293
Zellen mit diesen Plasmiden, um die entsprechenden Proteine zu exprimieren
(Aminosduresequenzen in Abb. 4.15.), wurden die resultierenden Proteinextrakte fiir RNA-

Protein Bindungsversuche eingesetzt.
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Alle von diesen Vektoren exprimierten Proteine beinhalten ein Plasmid-codiertes Flag-Tag
am N-Terminus. Das Flag-Tag besteht aus neun Aminosduren, welche das Epitop fiir einen
monoklonalen Maus anti-Flag-Tag Antikorper bilden. Die Detektion der Proteine erfolgte mit

Hilfe dieses Antikorpers.

_ 1 636
BEZLhnung AminosaurESequenz I I 11-89 I I 99-175: =191-268I =294—370I 371-636 I
rPABP 1-636 NH, ={RRMiHRRM2=~{RRMS}~{RRVZ | COOH

A) PABP RRM 1-4+C 2636 NH, HRRMEH RRM2 <RRM3F—{RR V4| C O OH

B) PABP RRM 1+2+C 2-181+371-636  NH,=JH{RRMIHRRM2 COOH

C)PABPRRM 1+2  2-181 NH, <HRRMEHRRM2}= COOH

D) PABP RRM 2+3+C  82-276 + 371-636 NH, = RRM2 ~fRRMS] COOH

E) PABPRRM 2+3  82-276 NH, =JHRRM2—RRM8}~ COOH

F) PABP RRM 3+4+C  179-636 NH, JHRRMSHRRV4jmsss— COOH

G)PABP RRM 3+4  179-370 NH, COOH

I Flag-Tag === C-Terminus RRM: RNA Recognition Motif

Abb. 4.15.: Schematische Darstellung der Vektor-exprimierten Flag-Tag-rPABP Fusionsproteine.
Es wurden sieben verschiedene Teilsequenzen der cDNA des rPABP nach PCR-Amplifizierung in den
eukaryotischen Expressionsvektor pCMV Flag-tag 2B kloniert. Die in HEK 293-Zellen exprimierten
Proteine beinhalten ein Vektor-codiertes 9 Aminoséuren langes Flag-Tag am N-Terminus (rote Box). Das
erste Protein (A) umfaBt die gesamte Aminosduresequenz des rPABP mit Ausnahme des Start-
Methionins. Die Proteine B und C beinhalten die Aminosduresequenz der RRMs 1+2 des rPABP. An das
Protein B wurde zusitzlich die Aminosduresequenz des C-Terminus des rPABP fusioniert. Die Proteine
D und E umfassen die Aminosduresequenz der RRMs 2+3, wobei das Protein D ebenfalls mit dem C-
Terminus des rPABP fusioniert wurde. Das Konstrukt F beinhaltet die Aminoséuresequenz der RRMs
3+4 und des nachfolgenden C-Terminus, wihrend das Konstrukt G lediglich aus der Aminosduresequenz

der RRMs 3+4 besteht.

Das Protein PABP RRM 1-4+C (Abb. 4.15., A) umfalit die gesamte Sequenz des rPABP mit
Ausnahme des Start-Methionins, d.h. die RNA-Bindungsdominen 1-4 und den C-Terminus.
Die Teilsequenz der cDNA, welche die RRMs 1+2 codiert, wurde jeweils mit (Abb. 4.15., B)
bzw. ohne C-Terminus (Abb. 4.15. C) kloniert und exprimiert. Ebenso wurde die
Teilsequenzen der cDNA, welche fiir die RRMs 2+3 codiert, jeweils mit (Abb. 4.15., D) und
ohne C-Terminus (Abb. 4.15., E) kloniert und exprimiert.
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Ein weiteres rekombinantes Protein beinhaltet die RRMs 3+4 und den C-Terminus (Abb.
4.15., F). AuBerdem wurde die Teilsequenz der cDNA, welche fiir die RRM 3+4 codiert,
kloniert und exprimiert (Abb. 4.15., G). Die Expression der RRMs erfolgte nicht einzeln,
sondern immer in Kombinationen von zwei RRMs gleichzeitig, da aus Daten in der Literatur
bekannt war, dass einzelne RRMs zumindest nicht an Poly(A)-Sequenzen binden (Burd et al.,
1991).

Die Expression der Proteine wurde durch eine immunzytochemische Analyse mit einem

monoklonalen Maus anti-Flag -Tag Antikdrper tiberpriift (Abb 4.16.).

Abb. 4.16.: Nachweis des rekombinanten Proteins PABP RRM 1-4+C in transfizierten HEK 293-
Zellen durch indirekte Immunfluoreszenz: Die Detektion des rekombinanten Proteins erfolgte mit dem
anti-Flag-Tag Antikorper aus der Maus und dem Sekudéirantikorper anti-Maus gekoppelt mit Cy3 aus der
Ziege. Die Mikroskopaufnahmen zeigen A: PABP RRM 1-4+C (rot), B: PABP RRM 1-4+C (rot) und den
mittels DAPI angefarbten Zellkern (blau), C: Phasenkontrastaufnahme; (Kalibrierungsbalken: 20 um). Das
rekombinante Protein PABP RRM 1-4+C (rot) ist ebenso wie es fiir das PABP in der Literatur gezeigt
wurde, liberwiegend zytoplasmatisch in der Zelle verteilt, wiahrend der Kern (blau) kaum durch das Protein
angefarbt ist. Diese immuncytochemische Analyse steht stellvertretend fiir die restlichen sechs in Abb.

4.15. aufgefiihrten Proteine, die dasselbe Erscheinungsbild aufweisen.

In Abbildung 4.16 ist der Nachweis des rekombinanten Proteins PABP RRM 1-4+C in HEK
293 Zellen durch indirekte Immunfluoreszenz dargestellt. Dieser Nachweis wird exemplarisch
fiir die sieben rekombinanten Proteine gezeigt. Die immunzytochemischen Analysen zeigten
die Expression aller rekombinanten Proteine. Die sieben Proteine sind in den Zellen
iiberwiegend zytoplasmatisch verteilt. Dieses Ergebnis stimmt mit den aus der Literatur
bekannten Daten iiberein, dass das humane PABP zwischen dem Kern und dem Zytoplasma
,,shuttelt und tiberwiegend zytoplasmatisch verteilt ist (Afonina et al., 1998).

Im AnschluB an die immunzytochemischen Analysen wurde die korrekte GroBe der

rekombinanten Proteine mittels Westernblot-Analyse iiberpriift (Daten hier nicht gezeigt).
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Alle rekombinanten Proteine wurden in geeigneten Mengen und mit der korrekten Grof3e
exprimiert. Sie wurden fiir UV-Quervernetzungsanalysen mit radioaktiv markierter VP-cRNA
eingesetzt. Aus diesen Ansédtzen wurden die rekombinanten Proteine mit Hilfe des anti-Flag-
Tag Antikdrpers immunprézipitiert. Danach erfolgte die gelelektrophoretische Trennung der
resultierenden Immunprizipitate auf einem SDS-Gel, und deren Transfer auf eine
Nitrocellulose-Membran.  Zundchst wurden die  Protein-RNA-Komplexe  mittels
Autoradiographie detektiert. Wie die Autoradiographie (Abb. 4.17., A) zeigt, befindet sich die
radioaktiv markierte VP-cRNA nur in den Prézipitaten der rekombinanten Proteine, welche
die RRMs 3+4 enthalten (d.h. PABP RRM 3+4, PABP RRM 3+4+C und PABP RRM 1-4+C)
(Abb. 4.17., A). Die anderen rekombinanten Proteine (PABP RRM 1+2, PABP RRM 1+2+C,
PABP RRM 2+3 und PABP RRM 2+3+C) binden dementsprechend nicht an VP-cRNA. Der
C-Terminus des rPABP ist fiir die Bindung der VP-cRNA nicht notwendig, da das
rekombinante Protein PABP RRM 3+4 auch ohne C-Terminus bindet. Das rekombinante
Protein Protein Phosphatasel alpha (PP1a) der Ratte wurde in diesem Experiment eingesetzt,
da es ebenfalls ein Vektor-codiertes Flag-Tag am N-Terminus beinhaltet und somit die
unspezifische Bindung der VP-cRNA an das Flag-Tag tiberpriift werden kann. Die PPla
bindet nicht an VP-cRNA (Abb. 4.17., A), womit eine unspezifische Bindung der VP-cRNA
an das Vektor-codierte Flag-Tag auszuschlielen ist. Aus dem als Kontrolle dienenden Ansatz
der UV-Quervernetzungsanalyse mit dem Proteinextrakt aus untransfizierten HEK 293-Zellen
wurde kein Protein-VP-cRNA-Komplex immunprézipitiert. Dieses zeigt die Spezifitdt des
anti-Flag-Tag Antikorpers. Im Anschlufl daran wurden die rekombinanten Proteine mittels
Westernblot-Analyse mit einem anti-Flag-Tag Antikorper nachgewiesen. Wie die Abbildung
4.17. B zeigt, wurden alle sieben rekombinanten Proteine des rPABP und das rekombinante
Protein PPla, welches ebenfalls ein Vektor-codiertes Flag-Tag am N-Terminus beinhaltet,
exprimiert und kdnnen durch einen anti-Flag-Tag Antikdrper immunprézipitiert werden.
Zusammenfassend 148t sich sagen, dass die Interaktion des rPABP mit der VP mRNA {iber
die Doménen RRM 3+4 erfolgt.

87



4.0 Ergebnisse

A
UV-Quervernetzungsanalyse
"Q "b )(Q: )(C)
v v D H W w )
NN A &N §\
¢ ¢ ¢ T TTY
—105 kDa
L — 75 kDa
' —50 kDa
— 30 kDa
E —25 kDa
1 2 3 4 56 7 8 9
B Westernblot-Analyse
mit anti-Flag-Tag Antikorper
)(Q "Q *Q )(C)
v AR A~ T T S - A
SITISETE
~
N £
EELEELEELFS
_ —105 kDa
— 75 kDa
— -—— -—
—50 kDa
— 35 kDa
—30 kDa
@ — - — 25 kDa

Abb. 4.17.: RNA-Protein-Bindungsstudie mit **P-markierter VP-cRNA und PABP-Teilsequenzen mit
einer Vektor-codierten Flag-Tag-Sequenz am N-Terminus: A) Autoradiogramm der nach einer UV-
Quervernetzungsanalyse mit Hilfe eines anti-Flag-Tag-Antikorpers immunprézipitierten und auf
Nitrocellulose-Membran transferierten Komplexe aus VP-cRNA und rekombinanten Proteinen: Die
rekombinanten Proteine, welche die RRMs 3+4 umfassen (d.h. PABP RRM 3+4 (Spur 5), PABP RRM
3+4+c (Spur 6) und PABP RRM 1-4+c (Spur 7)) bilden einen Komplex mit der VP-cRNA aus, wihrend die
Proteine, welche die RRMs 1+2 und 2+3 umfassen (d.h. PABP RRM 1+2 (Spur 1), PABP RRM 1+2+C
(Spur 2), PABP RRM 2+3 (Spur 3), PABP RRM 2+3+C (Spur 4)) nicht an die VP-cCRNA binden. Das
rekombinante Protein Protein Phosphatase 1 alpha der Ratte (PP1a) (Spur 8), welches ebenfalls ein Vektor-
codiertes Flag-Tag am N-Terminus beinhaltet, bindet ebenfalls nicht an VP-cRNA. Zudem ist im Prézipitat
aus dem Ansatz der UV-Quervernetzungsanalyse mit dem Proteinextrakt aus untransfizierten HEK 293-
Zellen (Kontrolle) (Spur 9) kein Protein-cRNA-Komplex enthalten B) Westernblot-Analyse mit einem anti-
Flag-Tag Antikdrper und der Nitrocellulose-Membran aus A: Diese Analyse bestitigt die

Immunprazipitation aller sieben eingesetzten PABP-Teilsequenzen und des rekombinanten Proteins PP1 a.

88



4.0 Ergebnisse

4.3.3 Die RNA-Bindungsdomanen RRM 3 und RRM 4 des rPABP binden einzeln nicht
an VP-cRNA

Um zu tiberpriifen, ob fiir die Interaktion des rPABP mit der VP-cRNA die beiden RRMs 3+4
gemeinsam notwendig sind, wie es fiir die Interaktion der RRMs 1+2 mit Poly(A)-Sequenzen
in der Literatur gezeigt wurde (Burd et al., 1991), wurden zwei weitere Konstrukte
hergestellt. Das erste beinhaltete die Teilsequenz der cDNA des rPABP, die fiir RRM 3
kodiert (Abb. 4.18., H). Das zweite Konstrukt kodiert RRM 4 sowie den C-Terminus des
rPABP (Abb. 4.18., I). Beide Teilsequenzen wurden nach der Herstellung mittels PCR
ebenfalls in den eukaryotischen Expressionsvektor pPCMV-Flag tag 2B kloniert, welcher das
N-terminale Flag-Tag kodiert. Die Sequenz der RRM 4 des rPABP wurde mit dem C-
Terminus zusammen kloniert, da RRM 4 allein nicht in HEK 293-Zellen exprimiert wurde.
Zum Vergleich wurde das Konstrukt G herangezogen (Abb. 4.18.), welches die Sequenz der
cDNA des rPABP beinhaltet, die fiir die RRMs 3+4 codiert. Das exprimierte rekombinante
Protein PABP RRM 3+4 sollte wie zuvor gezeigt an VP-cRNA binden.

_ _ 1 636
Bezeichnung  Aminoséuresequenz |4 L1-89 4199175, ,191-268, 1204-370 371-636 |
rPABP 1-636 NH, =+RRMEHRRM2=RRM3}~{RR V4| COOH
G)PABP RRM 3+4  179-370 NH, COOH
H) PABP RRM 3 179-276 NH, JfRRM&} COOH
I) PABP RRM 4+C  275-636 NH, JHRRM 4 COOH
I Flag-Tag === C_Terminus RRM: RNA Recognition Motif

Abb. 4.18.: Schematische Darstellung der Vektor-exprimierten Proteine PABP RRM 3+4 (G), PABP
RRM 3 (H) und PABP RRM 4+C (I): Die drei verschiedenen Teilsequenzen der cDNA des rPABP
wurden iiber PCR hergestellt und in den eukaryotischen Expressionsvektor pCMV-Flag tag 2B kloniert. Die
Proteine wurden in HEK 293-Zellen exprimiert. Das rekombinante Protein G beinhaltet die RRMs 3+4,
wihrend das rekombinante Protein H die RRM 3 des rPABP umfafit. Das rekombinante Protein I besteht aus
der RRM 4 und dem C-Terminus des rPABP. Alle drei Proteine beinhalten ein Plasmid-codiertes Flag-Tag

am N-Terminus (rot).
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Nach transienter Transfektion der Plasmide und Expression der rekombinanten Proteine in
HEK 293-Zellen wurden die resultierenden Proteinextrakte fiir UV-Quervernetzungsanalysen
mit radioaktiv markierter VP-cRNA eingesetzt. Danach erfolgte die Immunprézipitation der
rekombinanten Proteine mit Hilfe eines anti-Flag-Tag Antikdrpers. Die Immunprézipitate
wurden elektrophoretisch getrennt und auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Die
Komplexe aus rekombinanten Proteinen und VP-cRNA wurden mittels Autoradiographie
detektiert. Wie das Autoradiogramm in Abb 4.19. A zeigt, binden die Deletionsmutanten
PABP RRM 3 und PABP RRM 4+C nicht an die radioaktiv markierte VP-cRNA, da keine
entsprechenden Komplexe detektiert werden konnten. Lediglich das Protein PABP RRM 3+4,
wie bereits gezeigt wurde (Abb. 4.17.), bildete mit VP-cRNA einen Komplex aus. Die
anschlieBende Westernblot-Analyse mit einem anti-Flag-Tag Antikorper (Abb. 4.19. B)
belegt, dass alle drei rekombinanten Proteine prézipitiert wurden. Die immunologische
Detektion von zusétzlichen Proteinen mit Molekulargewichten von 28 und 31 kDa, wovon
das 28 kDa Protein ebenfalls im Kontrollextrakt aus nicht transfizierten HEK 293-Zellen
detektiert wird, ist von der verwendeten Charge des Antikdrpers abhdngig und somit

unspezifisch.
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Abb. 4.19.: RNA-Protein-Bindungsanalyse mit radioaktiv markierter VP-cRNA und
den rekombinanten Proteinen PABP RRM 3, PABP RRM 4+C und PABP RRM
3+4: A) Autoradiogramm der nach einer UV-Quervernetzungsanalyse mit Hilfe eines
anti-Flag-Tag Antikorpers immunpréazipitierten und auf eine Nitrocellulose-Membran
transferierten Komplexe aus VP-cRNA und rekombinanten rPABP-Deletionsmutanten:
Die rekombinanten Proteine PABP RRM 3 und PABP RRM 4+C binden nicht an die mit
32p_markierte VP-cRNA, da auf dem Autoradiogramm die entsprechenden Komplexe
nicht sichtbar sind. Das rekombinante Protein PABP RRM 3+4 bildet mit VP-cRNA
einen sichtbaren Komplex aus. B) Westernblot-Analyse mit dem anti-Flag-Tag
Antikdrper und der Nitrocellulose-Membran aus A: Alle drei rekombinanten Proteine
wurden immunprézipitiert. Der Antikorper detektiert in den Prézipitaten von PABP RRM
3 und PABP RRM 4+C zwei weitere Proteine mit 28 und 31 kDa, wovon das 28 kDa

Protein ebenfalls im Kontrollprazipitat detektiert wird .

Zusammengefallt 146t sich sagen, dass fiir die Bindung des PABP an VP-mRNA die RRMs 3
und 4 gemeinsam erforderlich sind. Damit entsprach das Bindungsverhaltens des PABP an
die VP-mRNA demjenigen, welches aufgrund von Daten aus der Literatur zu erwarten war. In
der Literatur ist beschrieben, dass dic RRMs 1+2 des PABP in Hefe (Burd et al., 1991),
Xenopus (Nietfeld et al., 1990; Kuhn und Pieler, 1996) und Mensch (Rahul et al., 1999) mit
hoher Affinitdit an Poly(A)-Sequenzen binden. Die RRMs 3+4 hingegen binden mit
praferentiell an Poly(U)-Sequenzen (Deardorff und Sachs, 1997). Da die VP-cRNA-Sonde,
die fiir die Experimente in dieser Arbeit verwendet wurde, weder einen Poly(A)-Schwanz
noch langere Poly(A)-reiche Sequenzen beinhaltete, war zu vermuten, dass die Bindung an

die mRNA iiber die RRMs 3+4 des rPABP erfolgen sollte.
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3.3.4. Die Proteine PABP RRM 1+2 und PABP RRM 3+4 binden an Poly(A)-
Ribohomopolymere

Um zu zeigen, dass die in HEK 293-Zellen exprimierten rekombinanten Proteine PABP RRM
1+2 und PABP RRM 2+3 generell zur RNA-Interaktion befdhigt sind, wurden weitere
Bindungsexperimente durchgefiihrt. In der Literatur wurde beschrieben, dass die RRMs 1+2
mit hoher Affinitdt an Poly(A)-Sequenzen binden (Burd et al., 1991). Daher sollte das
rekombinante Protein PABP RRM 1+2 ebenfalls mit Poly(A)-Sequenzen interagieren. Es
wurde das Bindungsverhalten der drei rekombinanten Proteine PABP RRM 1+2, PABP RRM
2+3 und PABP RRM 3+4 an Adenin-Ribohomopolymere mit einer Léinge von
durchschnittlich 98 Nukleotiden untersucht.

Das Experiment wurde in zwei verschiedenen Bindungspuffern durchgefiihrt. Der erste Puffer
entsprach dem Bindungspuffer, der in den UV-Quervernetzungsanalysen mit VP-cRNA
eingesetzt und mit dem eine spezifische Bindung des rPABP nachgewiesen wurde. Der zweite
Bindungspuffer wurde von Burd et al. (1991) eingesetzt, um die Bindung der in Gegenwart
von °S-Methionin in vitro translatierten Teilsequenzen des PABP aus S. cerevisae an
Ribohomopolymere zu untersuchen. Es wurde in diesem Puffer eine bevorzugte Bindung der
Teilsequenz RRM 1+2 des PABP aus S. cerevisae an Poly(A)-Ribohomopolymere
festgestellt. Der erste Puffer beinhaltet im Gegensatz zum zweiten Puffer eine groflere Menge
an Heparin, sowie eine geringere Menge an Salzen. Zudem enthélt der erste Puffer zusétzlich
tRNA.

Die zuvor im jeweiligen Bindungspuffer dquilibrierte Poly(A)-Sepharose wurde mit den in
HEK 293-Zellen exprimierten rPABP-Deletionsmutanten inkubiert. Die an Poly(A)-
Sequenzen gebundenen rekombinanten Proteine  wurden anschlieBend eluiert,
elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Die rPABP-
Deletionsmutanten wurden mittels einer Westernblot-Analyse mit einem anti-Flag-Tag
Antikorper detektiert. Die Quantifizierung der Menge an rekombinanten Protein auf der
Nitrocellulose-Membran erfolgte mittels der Messung der Fluoreszenzintensitit des
Sekundéarantikorpers mit Hilfe des Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences).
Sie wurde in Verhiltnis gesetzt zu der Menge an rekombinanten Protein, die fiir das
Experiment eingesetzt wurde. Die eingesetzte Menge wurde ebenfalls mittels Westernblot-
Analyse und anschlieBender Auswertung mit Hilfe des Odyssey Infrared Imaging System

bestimmt.
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Wie man der Tabelle 4.20. entnehmen kann, bindet in beiden Puffern das rekombinante
Protein PABP RRM 3+4 bevorzugter an Poly(A)-Sequenzen als das rekombinante Protein
PABP RRM 1+2. Das rekombinante Protein PABP RRM 2+3 bindet in beiden Puffern nur
geringfiigig an Poly(A)-Sequenzen. Durch dieses Experiment 148t sich eine hohe Affinitét der
rPABP-Deletionsmutante PABP RRMs 3+4 zu Poly(A)-Sequenzen feststellen.

Tabelle 4.20.: Quantitative Auswertung der Bindung der rekombinanten Proteine PABP RRM 1+2,

PABP RRM 2+3 und PABP RRM 3+4 des rPABP an Poly(A)-Sequenzen mit dem Odyssey Infrared

Imaging System.

Eingesetzte % Bindung an Poly(A)-Sequenzen % Bindung an Poly(A)-Sequenzen
Proteine Puffer 1 (UV-Quervernetzungspuffer) Puffer 2 (Burd et al., 1991)
PABP RRM 1+2 1,7 1,3
PABP RRM 2+3 0,3 0,5
PABP RRM 3+4 20,0 7,6

Tabelle 4.20.: Angegeben ist der prozentuale Anteil des an Poly(A)-Sequenzen gebundenen
rekombinanten Proteins in Bezug auf die fiir dieses Bindungsexperiment eingesetzte Menge an
rekombinanten Protein. Die Bindungsanalyse erfolgte in zwei verschiedenen Puffern. Puffer 1
entspricht dem in UV-Quervernetzungsanalysen, in denen eine spezifische Bindung von VP-mRNA an
rPABP festgestellt wurde, angewendeten Puffer. Puffer 2 (Burd et al., 1991) entspricht dem
Bindungspuffer, in dem eine préferentielle Bindung des in Gegenwart von *°S-Methionin in vitro
translatierten Proteins RRM 1+2 des PABP aus S. cerevisae an Poly(A)-Sequenzen festgestellt wurde.
Die in dieser Tabelle angegebenen Werte zeigen, dass das Protein PABP RRM 3+4 bevorzugter an
Poly(A)-Sequenzen bindet als PABP RRM 1+2. Das Protein PABP RRM 3+4 bindet bevorzugter im
Puffer 1 als im Puffer 2. Das Protein PABP RRM 2+3 bindet nur sehr geringfiigig an Poly(A)-

Sequenzen.
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Eine hochaffine Bindung an Poly(A)-Sequenzen wurde inzwischen auch fiir die RRMs 3+4
des humanen PABP demonstriert (Sladic et al., 2003). Die Diskrepanz im Bindungsverhalten
von Teilsequenzen des PABP der Hefe (Burd et al., 1991), bzw. von Sdugern (Sladic et al.,
2003; hier dargestellte Ergebnisse), an Poly(A)-Ribohomopolymere beruht moglicherweise
darauf, dass das Protein der Hefe einen weitaus geringeren Grad an Sequenzidentitit zum
PABP der Ratte aufweist (58,2 %) als dies beim entsprechenden Protein des Menschen der
Fall ist (99,5 %). AbschlieBend sei angemerkt, dass dieses Experiment lediglich einmal
durchgefiihrt wurde, da das Gerdt zur Quantifizierung des Bindungsversuches nur fiir einen

Versuch zur Verfiigung stand.

4.3.5. Interaktion des mittels in vitro Translation hergestellten Proteins rPABP und
seiner Deletionsmutanten RRM 1+2, RRM 2+3, RRM 3+4 mit Poly(A)-

Sequenzen

Da das Ergebnis dieser Arbeit ein anderes Bindungsverhalten der in HEK 293-Zellen
exprimierten Deletionsmutanten des rPABP an Poly(A)-Sequenzen aufzeigt als die in der
Literatur beschriebenen mittels in vitro Translation hergestellten Deletionsmutanten des
PABP aus S. cerevisae, ergab sich die Frage, ob das unterschiedliche Bindungsverhalten auf
die unterschiedliche Synthese der Deletionsmutanten zuriickzufiihren ist. Die Methode der
Expression in HEK 293-Zellen hat gegeniiber der Methode der in vitro Transkription und
Translation im Reticulozytenlysat den Vorteil, dass mogliche Faktoren, die fiir eine
Modifizierung der exprimierten Proteine notwendig sind, in lebenden Zellen eher vorhanden
sind als im Reticulozytenlysat. Um Daten zu erhalten, die mit den Angaben aus der Literatur
besser vergleichbar sind, wurden die Deletionsmutanten des rPABP ebenfalls in vitro
translatiert. Die mittels in vitro Translation synthetisierten Proteine sind in der Abbildung

4.21. schematisch dargestellt.

94



4.0 Ergebnisse

Bezeichnung  Aminosiuresequenz ;1 | 11-89 ,,00-175, 191268, 204-370, 371636 6I36
1) rPABP 1-636 NH, ==RRM1 RRM2 RRM3={RR V4| COOH
1) RRM 1+2 1-191 NH,==fRRM®} COOH
I11) RRM 2+3 82-276 NH, fRRMS}= COOH
IV) RRM 3+4 178-370 NH, —fRRM&~RRMA] cOOH
=== C-Terminus RRM: RNA Recognition Motif

Abb. 4.21: Schematische Darstellung des mittels in vitro Translation synthetisierten rPABP und
seiner Deletionsmutanten: Die gesamte Sequenz oder Teilsequenzen der cDNA des rPABP wurden
mittels PCR hergestellt. Die Konstrukte wurden fiir die gekoppelte in vitro Transkription/Translation mit
dem System TNT® Quick Coupled Transcription/Translation (Promega) in den Vektor pSP64Poly(A)
kloniert. Das Protein rPABP (I) umfaBit die vollstdndige Aminoséuresequenz des rPABP mit den RRMs
1-4 und dem C-Terminus, wihrend die restlichen drei Proteine (II-IV) Deletionsmutanten des rPABP
darstellen. Das Protein II beinhaltet die RRMs 142, wihrend die Deletionsmutante III die RRMs 2+3
und die Deletionsmutante IV die RRMs 3+4 des rPABP umfaft.

Das Protein rPABP (I) beinhaltet die vollstindige Aminosduresequenz des rPABP. Die
Deletionsmutante I umfalit die RRMs 1+2. Die Aminosiuresequenz dieser Deletionsmutante
war um 10 Aminoséduren lidnger als das in HEK 293-Zellen exprimierte Protein PABP RRM
1+2. Die Aminosduresequenz der lingeren Variante RRM 1+2 reicht bis zum ersten RNA-
Erkennungsmotiv der RRM 3. Fiir diesen Versuch wurde eine lingere Variante verwendet,
um eine moglicherweise schlechtere Bindung an Poly(A)-Sequenzen aufgrund fehlender
Aminoséduren auszuschlielen. Die Deletionsmutante III beinhaltete die RRMs 2+3, wihrend
das Konstrukt IV die RRMs 3+4 des rPABP umfaft.

Um die synthetisierte Menge an Protein quantitativ bestimmen zu konnen, erfolgte die in vitro
Translation in Gegenwart von *°S-Methionin. Die korrekte Synthese der vier Proteine wurde
zundchst durch deren Auftrennung auf einem SDS-Gel und anschlieBender Autoradiographie

tiberpriift (Daten hier nicht gezeigt).
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Die Poly(A)-Ribohomopolymere wurden wie im vorigen Bindungsexperiment nach Angaben
des Herstellers vorbereitet und mit dem Bindungspuffer (Burd et al., 1991) &quilibriert.
Anschliefend erfolgte die Inkubation der in vitro translatierten Proteine mit den Poly(A)-
Ribohomopolymeren in Bindungspuffer. Fiir den Bindungsversuch wurden &quimolare
Mengen der vier verschiedenen Proteine eingesetzt. Nach der Eliminierung von unspezifisch
bindenden Proteinen durch mehrmaliges Waschen mit Bindungspuffer erfolgte die Elution der
Proteine von den Poly(A)-Sequenzen mit 0,4 % SDS. Die Quantifizierung der prozentualen
Bindung der vier verschiedenen Proteine an Poly(A)-Sequenzen erfolgte mittels
Fliissigszintillationszéhlung. Wie man der Abbildung 4.22. entnehmen kann, bindet das
gesamte TPABP mit Abstand am effizientesten an Poly(A)-Sequenzen. Die Effizienz der
Bindung an Poly(A)-Sequenzen nimmt ausgehend von der PABP-Deletionsmutante RRM
3+4, iber RRM 243 bis zur PABP-Deletionsmutante RRM 142 ab. Dieses Ergebnis
divergiert mit den Daten aus der Literatur, in denen fiir die RRMs 142 aus der Hefe gezeigt
wurde, dass sie bevorzugt und genauso gut an Poly(A)-Sequenzen binden wie das gesamte
PABP (Burd et al., 1991). Das Ergebnis der unter 4.3.4. dargestellten Experimente wurde mit
dieser Analyse bestitigt. Die RRMs 3+4 des rPABP binden effizienter an Poly(A)-Sequenzen
als die RRMs 1+2. Mit der in vitro translatierten Deletionsmutante RRM 2+3 wurde jedoch
im Gegensatz zum vorigen Experiment mit der in HEK 293-Zellen exprimierten
Deletionsmutante PABP RRM 2+3 eine Bindung an Poly(A)-Sequenzen festgestellt. Diese
Diskrepanz liee sich moglicherweise dadurch erkldren, dass die Konzentration der in den
Zellen exprimierten Proteine lediglich abgeschitzt werden konnte, wéhrend die Konzentration
der in vitro translatierten Proteine exakt quantifiziert werden konnten, so dass von diesen
dquimolare Mengen eingesetzt wurden. Zudem konnte die Bindungsanalyse mit den in HEK

293-Zellen exprimierten Deletionsmutanten lediglich einmal durchgefiihrt werden.
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Abb. 4.22.: Schematische Darstellung des Ergebnis der Bindungsstudie des in vitro translatierten
rPABP und der in vitro translatierten PABP-Deletionsmutanten RRM 1+2, RRM 2+3 und RRM
3+4 an Poly(A)-Sequenzen (n=2): Das Diagramm zeigt die relative Bindung der in vitro translatierten
Proteine an Poly(A)-Sequenzen bezogen auf die Bindung des rPABP (=100%). Das rPABP bindet am
effizientesten an Poly(A)-Sequenzen. Die Bindungseffizienz nimmt ausgehend von RRM 3+4, iiber

RRM 2+3 bis RRM 1+2 ab.

4.3.6. Die effiziente Interaktion mit VP mRNA erfordert das gesamte rPABP

Da das Ergebnis aus dem vorigen Experiment (Abschnitt 4.3.5.) zeigte, dass das gesamte
rPABP effizienter an Poly(A)-Sequenzen bindet als Teilsequenzen des rPABP, wurde die
Bindung der Deletionsmutante RRM 3+4 im Vergleich zum gesamten Protein an VP RNA
analysiert. Die Analyse wurde in Form einer Affinititschromatographie durchgefiihrt, bei der
die entsprechenden cRNAs an Streptavidin-beschichtete paramagnetische Partikel gekoppelt
werden. Als Kontrolle fiir dieses Experiment wurden VP-antisense und o-Tubulin-cRNA
(Nukleotidsequenz der cDNA: 1-451) eingesetzt, da in der Literatur gezeigt wurde, dass diese
cRNAs nicht an rPABP binden (Mohr et al., 2001). Nach der Aquilibrierung der an
paramagnetische Partikel gekoppelten cRNAs mit dem Bindungspuffer (Burd et al., 1991)
wurden diese mit dem in vitro translatierten rPABP (I, Abb. 4.21.) oder der in vitro

translatierten  Deletionsmutante 3+4 (IV, Abb. 4.21.) inkubiert. Die weitere
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Versuchsdurchfiihrung und die quantitative Auswertung mittels Fliissigzintillationszédhlung
erfolgte wie im vorigen Experiment (Abschnitt 4.3.5.). Der Einsatz verschiedener Mengen
cRNA (3,8-6,8 pmol pro Ansatz), bedingt durch variable Kopplungseffizienzen der
unterschiedlichen in vitro Transkripte an die paramagnetischen Partikel, wurde bei der
quantitativen Auswertung beriicksichtigt. Wie man der Abb. 4.23. entnehmen kann, bindet
das gesamte rPABP effizient und in spezifischer Weise an VP-sense-cRNA. Die Interaktion
mit VP-antisense-Transkripten sowie mit a-Tubulin-cRNA ist, wie erwartet, vergleichsweise
gering. Die Deletionsmutante PABP RRM 3+4 zeigt zwar eine Tendenz zur préferentiellen
Bindung an VP-sense-cRNA, die Effizienz dieser Bindung ist jedoch deutlich geringer als die
des gesamten rPABP, obwohl dquimolare Mengen beider Proteine fiir diese Bindungsstudien
eingesetzt wurden. Offensichtlich ist nur das gesamte Protein in der Lage, in optimaler Weise
an seine Zielsequenz innerhalb der VP-mRNA zu binden. Somit ist das Bindungsverhalten
des rPABP an VP-mRNA &hnlich demjenigen an Poly(A)-Sequenzen. Auch in diesem Fall
interagiert das gesamte Protein sehr viel besser als Teilsequenzen verschiedener

Kombinationen von RRMs (siehe 4.3.5.)
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Abb. 4.23.: Schematische Darstellung der Analyse der Bindung der mittels in vitro Translation
synthetisierten Proteine rPABP und der PABP-Deletionsmutante RRM 3+4 an verschiedene in
vitro transkribierte cRNAs (n=2): Dargestellt ist die relative Bindung der Proteine rPABP und
PABP RRM 344 an die cRNAs VP-sense, VP-antisense, und a-Tubulin pro pmol der eingesetzten
cRNA. Die Prozentzahlen sind bezogen auf die Bindung des rPABP an VP-sense-cRNA mit 100 %.
Das rPABP bindet am effizientesten an VP-sense-cRNA. RPABP bindet in geringem Mafle an VP-
antisense- und o-Tubulin-cRNA. Die PABP-Deletionsmutante RRM 3+4 bindet bedeutend
uneffizienter als das rPABP an alle cRNAs.
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4.3.7. Charakterisierung der Funktion des rPABP im VP mRNA-Metabolismus

PABP ist ein Protein, das generell einen EinfluB auf die Translation von mRNAs und/oder
deren Stabilitdt besitzt. Es ist als ein abundantes und ubiquitdres Protein in der Literatur
beschrieben. (Gallie, 1998; Mangus et al., 2003). Um die Funktion des rPABP im
Metabolismus der VP mRNA zu untersuchen, wurde ein Zellkultursystem verwendet, welches
die Expression der VP mRNA zusammen mit einer induzierbaren Expression des rPABP
ermdglicht. Die zusitzliche Induktion der Expression des rPABP sollte zur Uberexpression
von PABP in der Zelle fithren. Das System, welches auch Tet-On-System (Clontech) genannt
wird (siehe Abschnitt 3.6.4.), ermdglicht die stufenweise Induktion der Expression des rPABP
(bzw. des Proteins Luciferase, das als Kontrolle eingesetzt wurde) durch Zugabe einer
entsprechenden Dosis Doxycyclin ins Kulturmedium der mit den entsprechenden
Expressionsvektoren transfizierten HEK 293-Tet-On-Zellen. Fiir die Transfektion wurde das
Plasmid pTRE Myc-PABP, welches fiir das rPABP mit einem Vektor-codierten Myc-Tag am
N-Terminus codiert, sowie pCMVBGal-AVP sense, welches fiir den VP-Vorldufer codiert,
(bzw. als Kontrolle pTRE Myc-Luc (Luciferase mit Vektor codierten Myc-Tag am N-
Terminus) und pCMVBGal-AVP sense) eingesetzt. Die Induktion der Myc-PABP Expression
(bzw. der Myc-Luciferase Expression) erfolgte mit 800 ng/ml Doxycyclin. Ein Teil der Zellen
wurde als Kontrolle jeweils in Abwesenheit des Antibiotikums kultiviert. 50 h nach dem
Zeitpunkt der Induktion erfolgte zundchst eine immunzytochemische Analyse der Zellen, um
die Expression der Proteine zu untersuchen. Das Vektor-exprimierte Myc-rPABP und die
Myc-Luciferase wurden mit Hilfe eines anti-Myc Antikorpers detektiert. Als
Sekundérantikdrper fiir die Detektion des Myc-rPABP bzw. der Myc-Luciferase fungierte ein
anti-Maus Antikorper, der mit Cy3 gekoppelt ist und aus der Ziege stammt (rote Fluoreszenz).
Das VP-Vorlduferprotein wurde mit einem anti-Neurophysin II Antikorper (anti-NPII
Antikorper) detektiert. Der entsprechende Sekundarantikorper, anti-Kaninchen konjugiert mit
Alexa 488, stammt ebenfalls aus der Ziege (griine Fluoreszenz). Die erste Betrachtung der
Zellen, in denen das Myc-rPABP nach Induktion mit Doxycyclin exprimiert wurde, zeigte
zum einen, dass die meisten Zellen beide Proteine, das Myc-rPABP und das VP-
Vorlduferprotein, exprimieren. Zum anderen wurde eine geringere Konzentration des VP-
Vorlédufers in diesen Zellen im Vergleich zu den nicht induzierten Zellen beobachtet. Aus
diesem Grund wurde der Versuch unternommen, die Expression des VP-Vorldufers bei sehr
geringer (keine Induktion durch Doxycyclin) bzw. hoher Expression des PABP zumindest
semi-quantitativ zu ermitteln. Dazu wurden die Zellen mit einer Digitalkamera aufgenommen,

wobei eine gleichbleibende Belichtungszeit gewéhlt wurde. Die Zellen wurden anhand ihrer
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Fluoreszenzintensitdten, die die jeweiligen Konzentrationen der Proteine in der Zelle
reflektieren, den Werten 1, 2, 3 oder 4 zugeordnet (Abb. 4.24.). Diese Werte wurden mit der
entsprechend zugeordneten Zellzahl multipliziert. Aus der Addition der so ermittelten Werte
ergibt sich eine Gesamtintensitit, welche ein Mal} fiir die Menge an exprimierten Protein in
den ausgewahlten und analysierten Zellen darstellt. Wie man der Abbildung 4.25. entnehmen
kann, nimmt die Expression des VP-Vorldufers in den Zellen, in denen das Myc-rPABP
exprimiert wurde, im Vergleich zu den Zellen, in denen die Expression des Myc-rPABP nicht
induziert wurde, ab (Abb. 25. A). Bei der Expression der Myc-Luciferase als Kontrolle
hingegen, nimmt die Expression des VP-Vorldufers tendenziell zu im Vergleich zu den
Zellen, in denen die Myc-Luciferase nicht induziert wurde (Abb. 4.25. B). Anhand dieser
immuncytochemischen Analyse kann jedoch nicht mit Sicherheit davon ausgegangen werden,
dass die induzierte Expression des Myc-rPABP auch tatsichlich zur Uberexpression des

gesamten PABP in der Zelle fiihrt. Dieser Tatbestand wurde jedoch angenommen.
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Intensitat 1 Intensitat 2 Intensitat 3 Intensitat 4

%’*' :
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Abb. 4.24.: Nachweis der rekombinanten Proteine VP-Vorlauferprotein, Myc-rPABP und Myc-Luciferase
in Hek 293-Tet-On-Zellen mittels indirekter Immunfluoreszenz: Dargestellt ist die optische Einteilung der
Myc-PABP (rot)-Fluoreszenz (Reihe B) und der Fluoreszenz des VP-Vorlauferproteins (griin) (Reihe C) in die
Fluoreszenzintensititen 1-4. In Reihe A und D sind die Phasenkontrastaufnahmen der Zellen aus den Reihen B
und C dargestellt. In der Reihe E ist die Ko-Expression der rekombinanten Myc-Luciferase (1, rot) und des
rekombinanten VP-Vorlauferproteins (2, griin) in einer Zelle dargestellt (3: Phasenkontrast). Die Myc-Luciferase-
Fluoreszenz wird ebenfalls in die Fluoreszenzintensititen 1-4 eingeteilt (hier nicht gezeigt). (Kalibrierungsbalken:

20 um)
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Abb. 4.25.: Schematische Darstellung der Fluoreszenzintensitatauswertung von A) mit
Myc-rPABP- und VP-Vorlaufer-Konstrukten und B) mit Myc-Luciferase- und VP-
Vorlaufer-Konstrukten ko-transfizierten HEK 293-Tet-On-Zellen: Die Expression des Myc-
rPABP bzw. die der Myc-Luciferase wurde mit 800 ng/ml Doxycyclin (DOX) induziert. Die
Gesamtintensitdt der Fluoreszenz der Sekundérantikérper, mit denen Myc-rPABP, Myc-
Luciferase und der NP-Vorldufer detektiert wurden, wurde ermittelt. Sie ist ein Mal} fiir die
Expression der Proteine in den ausgewéhlten und analysierten Zellen. Dargestellt ist die relative
Gesamtintensitdt, die jeweils fir Myc-rPABP, den VP-Vorldufer oder der Myc-Luciferase
ermittelt wurde. Sie ist bezogen auf den fiir das jeweilige exprimierte Protein hochsten
ermittelten Intensitdts-Wert mit 100 % in den induzierten Zellen im Vergleich zu den nicht
induzierten Zellen. A) Die Expression des VP-Vorliufers nimmt bei Uberexpression des PABP
in der Zelle ab. B) Die Expression des VP-Vorliufers nimmt bei Uberexpression der Myc-

Luciferase zu.
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Die immunzytochemische Analyse zeigte eine Abnahme der Expression des VP-Vorldufers
bei einer Uberexpression des PABP in der Zelle. Eine mdgliche Erklirung fiir die Abnahme
des VP-Vorlduferproteins wire, dass die Translation der VP-mRNA in negativer Weise
reguliert wird oder dass die VP-mRNA destabilisiert wird. Daher mufite in weiteren
Experimenten die Menge an VP-mRNA und die Menge an VP-Vorlduferprotein bei
Uberexpression des PABP iiberpriift werden. Fiir diese Experimente wurde wieder das Tet-
On-System verwendet, jedoch erfolgte die Induktion der Expression des Myc-rPABP oder der
Myc-Luciferase stufenweise durch die Zugabe von 200, 400 und 800 ng/ml Doxycyclin ins
Kulturmedium. Der Kontrollansatz wurde in Abwesenheit von Doxycyclin kultiviert. 50 h
nach dem Zeitpunkt der Induktion wurde aus den Zellen zum einen Proteinextrakte
hergestellt und zum anderen die RNA isoliert. Da das VP ein sekretorisches Protein ist, wurde
neben den Proteinextrakten auch ein Teil des Kulturmediums fiir Westernblot-Analysen
eingesetzt. Zundchst erfolgte die Detektion des Myc-rPABP in den Proteinextrakten mit Hilfe
eines monoklonalen Maus anti-Myc Antikérpers. Wie man der Abbildung 4.26 Reihe A
entnehmen kann, steigt die Expression des induzierten Myc-rPABP mit steigender
Konzentration an Doxycyclin an. Da nicht bekannt war, ob die Expression des rekombinanten
Myc-rPABP die Expression des endogenen humanen PABP der HEK 293-Zellen beeinfluf3t,
wurden beide Proteine mit Hilfe des anti-PABP Antikorpers, welcher das PABP
verschiedener Spezies erkennt (Mohr, personliche Mitteilung), in einer Westernblot-Analyse
gemeinsam detektiert. Die Abbildung 4.26. Reihe B zeigt, dass der Gehalt an PABP
insgesamt mit ansteigender Doxycyclinkonzentration zunimmt. Nach dieser Bestéitigung der
ansteigenden Uberexpression des PABP wurde das VP-Vorlduferprotein sowohl im
Zellextrakt als auch im Medium mit Hilfe eines anti-Neurophysin II Antiserums in einer
Westernblot-Analyse detektiert. Der Gehalt an VP-Vorlduferprotein im Kulturmedium wurde
untersucht. Wie die Abbildung 4.26. zeigt, detektiert das Antiserum sowohl im Zellextrakt
(Reihe C) als auch im Medium (Reihe D) zwei Proteine, deren apparentes Molekulargewicht
etwa 14 bzw. 17,5 kDa betragt. Auf die Natur der beiden vom anti-Neurophysin II Antiserum
detektierten Proteine wird am Ende dieses Abschnitts ndher eingegangen. Fiir das

nachfolgend beschriebene Ergebnis ist diese Tatsache ohne Bedeutung.
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Abb. 4.26.: Reihe A-D: Dargestellt sind Westernblot-Analysen mit den Proteinextrakten aus HEK 293-
Tet-On-Zellen, in denen Myc-rPABP und VP-Vorlauferprotein koexprimiert wurden: In Spur 1
befindet sich jeweils Proteinextrakt aus untransfizierten Zellen, wahrend sich in Spur 2-5 Proteinextrakte aus
transfizierten Zellen befinden. Spur 2: in Abwesenheit von Doxycyclin (Dox), Spur 3: mit 200 ng Dox, Spur
4: mit 400 ng Dox, Spur 5: mit 800 ng Dox. Die Menge an exprimierten Myc-PABP nimmt mit steigender
Doxycyclinkonzentration zu (Reihe A, 10 pug Protein pro Ansatz). Die Menge an Gesamt-PABP (endogenes
humanes PABP+rPABP) nimmt, ausgehend vom Proteinextrakt aus nicht induzierten Zellen, mit steigender
Doxycyclinkonzentration zu (Reihe B, 10 pg Protein pro Ansatz). Die Menge an VP-Vorlduferprotein im
Zellextrakt (Reihe C, 25 pg Protein pro Ansatz) und im Medium (Reihe D, 10 pl pro Ansatz) nimmt mit
steigender Doxycyclinkonzentration und steigender Uberexpression des PABP ab. Reihe E: Dargestellt ist
das Autoradiogramm einer Northern-Hybridisierung mit den mRNAs aus HEK 293-Tet-On-Zellen (10
Mg pro Ansatz), in denen Myc-rPABP und VP-Vorlauferprotein koexprimiert wurden, und einer VP-
cDNA als Sonde: Die Menge an VP-mRNA nimmt bei Zunahme der Doxycyclinkonzentration (oder
gesteigerter Expression des PABP) ab. Quantitative Werte aus der Analyse der radioaktiven Signale mit
einem Phosphoimaging-System bezogen auf den Wert fiir nicht induzierte Zellen in Spur 2 mit 100 %;
Spur3: 108 %; Spur 4: 74,9 %; Spur 5: 75,8 %).
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Der Abb. 4.26. ist zu entnehmen, dass auf der Ebene der Proteinexpression eine leichte
Reduktion der Konzentration des VP-Vorldufers sowohl im Zellextrakt als auch im
Kulturmedium (dort sogar deutlicher) bei einer Uberexpression des PABP zu beobachten
ist.Somit wurde das Ergebnis aus der immuncytochemischen Analyse bestitigt. Um die
Menge der mRNA des VP-Vorldufers bei der stufenweise durchgefiihrten Uberexpression
des PABP zu bestimmen, wurde eine Northern-Hybridisierung mit einer VP-cDNA-Sonde
durchgefiihrt. Wie das in Abbildung 4.26. Reihe E dargestellte Autoradiogramm sowie die
quantitative Auswertung mit einem Phosphoimaging-System zeigt, nimmt die Menge an VP-
mRNA mit steigender Doxycyclinkonzentration um ca. 25 % ab. Dieses Ergebnis deutet
daraufhin, dass die beobachtete Reduktion des VP-Vorldufers bei Uberexpression des PABP
nicht auf eine negative Translationsregulation, sondern moglicherweise auf eine verminderte
Stabilitdit der mRNA zuriickzufiihren ist. Als Kontrolle fiir die hier beschriebenen
Experimente wurden gleichartige Experimente mit der Myc-Luciferase durchgefiihrt. Wie
man der Abbildung 4.28. entnehmen kann, wurde die Expression der Myc-Luciferase
stufenweise durch die Zugabe von Doxycyclin ins Medium gesteigert (Reihe A). Die
ansteigende Expression der Myc-Luciferase bleibt ohne Einflul auf die Konzentration des
endogenen humanen PABP, die in allen Extrakten sehr dhnlich ist (Abb. 4.28. Reihe B). Eine
Verdanderung der Konzentration des VP-Vorldufers im Zellextrakt bei zunehmender
Expression der Myc-Luciferase ist nicht zu erkennen (Reihe C), jedoch ist eine leichte
Zunahme des ins Medium sekretierten Anteils (Reihe D) zu beobachten. Ebenso konnte fiir
die VP-mRNA in diesem Zusammenhang keine Reduktion der mRNA-Menge sondern, wie
die quantitative Auswertung mit einem Phosphoimaging-System belegt, eine kontinuierliche
Zunahme um etwa 45 % festgestellt werden (Abb. 4.28. Reihe E).
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Abb. 4.28.: Reihe A-D: Dargestellt sind Westernblot-Analysen mit den Proteinextrakten aus HEK 293-
Tet-On-Zellen, in denen Myc-Luciferase und VP-Vorlauferprotein koexprimiert wurden: In Spur 1
befindet sich jeweils Proteinextrakt aus untransfizierten Zellen, wahrend sich in Spur 2-5 Proteinextrakte aus
transfizierten Zellen befinden. Spur 2: in Abwesenheit von Doxycyclin (Dox), Spur 3: mit 200 ng Dox, Spur
4: mit 400 ng Dox, Spur 5: mit 800 ng Dox. Die Menge an exprimierter Myc-Luciferase nimmt mit
steigender Doxycyclinkonzentration zu (Reihe A, 10 pg Protein pro Ansatz). Die Menge an Gesamt-PABP
(endogenes humanes PABP) ist in allen Proteinextrakten etwa gleich (Reihe B, 10 pg Protein pro Ansatz).
Die Menge an VP-Vorlduferprotein im Zellextrakt (Reihe C, 25 pg Protein pro Ansatz) bleibt trotz
steigender Doxycyclinkonzentration und steigender Uberexpression der Myc-Luciferase gleich, wihrend im
Medium (Reihe D, 10 pl pro Ansatz) eine leichte Zunahme der Menge an sekretierten Protein zu verzeichnen
ist. Reihe E: Dargestellt ist das Autoradiogramm einer Northern-Hybridisierung mit den mRNAs aus
HEK 293-Tet-On-Zellen (10 pg pro Ansatz), in denen Myc-Luciferase und VP-Vorlauferprotein
koexprimiert wurden, und einer VP-cDNA als Sonde: Die Menge an VP-mRNA nimmt bei Zunahme der
Doxycyclinkonzentration (oder gesteigerter Expression der Myc-Luciferase) zu. Quantitative Werte aus der
Analyse der radioaktiven Signale mit einem Phosphoimaging-System bezogen auf den Wert fiir nicht
induzierte Zellen in Spur 2 mit 100 %; Spur3: 127,6 %; Spur 4: 138,5 %; Spur 5: 145,2 %.

Der gesamte unprozessierte VP-Vorldufer, bestehend aus dem VP, dem Neurophysin II und
einem Glycopeptid besitzt ein Molekulargewicht von etwa 15 kDa. Ein zusédtzlicher
Kohlenhydratanteil erhoht das Molekulargewicht. Somit konnte das, in den Westernblot-
Analysen vom anti-Neurophysin II Antikdrper detektierte Protein von 17,5 kDa die
glykosylierte Form des VP-Vorldufers repriasentieren, wihrend das Protein mit der geringeren
elektrophoretischen Mobilitédt die nicht-modifizierte Form darstellen konnte. Um zu klédren, ob
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das Protein in einer glycosylierten und nicht-glycosylierten Form vorliegt, wurde der VP-
Vorldufer in HEK 293-Zellen exprimiert. Ein Teil des resultierenden Proteinextraktes wurde
mit N-Glycosidase F* behandelt, wihrend der andere Teil nicht behandelt wurde. Der VP-
Vorlédufer in diesen Extrakten wurde mittels Westernblot-Analyse mit Hilfe des Neurophysin
II-Antikorpers detektiert. Wie man der Abbildung 4.27. A entnehmen kann findet keine
Deglykosylierung des VP-Vorlduferproteins statt, da die Menge des 17,5 kDa Protein im
unbehandelten sowie im Extrakt, welcher mit dem Enzym behandelt wurde, gleich bleibt. Das
14 kDa Protein wird in diesen Extrakten nicht detektiert. Eine Fehlfunktion der N-
Glycosidase F#* kann ausgeschlossen werden, da in einem parallel durchgefiihrten
Kontrollansatz das Protein Immunglobulin G (IgG) durch das Enzym deglykosyliert wurde
(Abbildung 4.27. B). Eine andere mogliche Erklarung fiir die Detektion des 14 und des 17,5
kDa Proteins in den Extrakten aus induzierten Zellen wére, dass das VP-Vorlauferprotein sehr
reich an Cystein ist und aufgrund dessen nicht vollstindig denaturiert wird. Fiir diese
Annahme spricht auch, dass sich das Mngenverhéltnis der zwei Proteine je nach verwendeten

Deanturierungspuffer (mit oder ohne B-Mercaptoethanol) dndert.

Abb. 4.27.: A) Westernblot-Analyse mit anti-

A

Neurophysin II Antikdrper und Proteinextrakten aus

1 2 HEK 293-Zellen, welche mit VP-Vorlaufer-

Konstrukten  transfiziert ~ wurden.  Spur  1:

17,5 kDa
15 kDa

; unbehandelt; Spur 2: nach Behandlung mit

Glykosidase F* (0,5 Einheiten). Der VP-Vorldufer

/]

wird durch die Glykosidase F#*-Behandlung nicht

deglykosyliert B) Dargestellt ist das

1 2 elektrophoretisch aufgetrennte und mit

60 kDa Coomassie angefarbte 1gG (4 pg): Spur 1:
e — 50 kDa unbehandelt; Spur 2: nach Behandlung mit
Glykosidase F 0,5 Einheiten). Die
elektrophoretische Mobilitdt des IgG (Spur 1) éndert

sich nach Behandlung mit Glykosidase Fx* (Spur 2).
Das Protein wurde deglykosyliert.

Zusammengefalt kann man sagen, dass diese Experimente moglicherweise auf eine

destabilisierende Wikung des iiberexprimierten PABP auf die VP-mRNA hinweisen.

108



5. Diskussion

5. Diskussion

Die Mechanismen des gerichteten mRNA-Transports spezifischer mRNAs in die Neuriten
von Nervenzellen sind bisher nur unzureichend geklart. Es wird vermutet, dass etwa 400
MRNA-Spezies in Nervenzellen in definierte subzellulare Kompartimente lokalisiert werden
(Eberwine et al., 2002). Die Lokalisierung erfolgt entlang, bzw. mit der Hilfe, von
Komponenten des Zytoskeletts (Basell et al., 1994; Litman et al., 1994; Knowles et al., 1996).
In letzter Zeit wurden innerhalb lokalisierter mRNAS sogenannte cis-agierende Elemente
identifiziert, die essentiell sind fir den gerichteten Transport. Spezifische Proteine, die als
trans-agierende Faktoren bezeichnet werden, binden an diese cis-agierenden Elemente und
vermitteln die Lokalisierung der mRNA entlang des Cytoskeletts sowie deren Verankerung
am Zielort (Ubersicht: Kiebler & DesGrosseillers, 2000). Es wird vermutet, dass mRNAS in
grofRen RNP-Komplexen lokalisiert werden, die als granulére Strukturen in Neuronen sichtbar
sind (Knowles et al., 1996; Krichevsky & Kosik, 2001). Die in diesen RNP-Komplexen
enthaltenen trans-agierende Faktoren sind vermutlich auch neben der Lokalisierung auch an
der Translationsregulation der mRNA beteiligt (Ubersicht: Huang et al., 2003). Wahrend die
Funktion der mRNA-Lokalisierung in die Axone differenzierter Nervenzellen nicht
hinreichend geklart ist (Mohr et al., 1995), wird fur die dendritisch lokalisierten Transkripte
eine Rolle bei der Ausbildung synaptischer Plastizitat vermutet, da diese die dendritische
Translation von mRNAs erfordert (Kang & Schuman 1996). In den Dendriten wurde eine
lokale Synthese von Proteinen nachgewiesen (Aakalu et al., 2001; Mohr & Richter, 2003).
Die Translation dendritischer mRNAs kann in Abhangigkeit von synaptischer Aktivitét
reguliert werden (Ubersicht: Steward & Schuman, 2001).

VP-mRNA ist in magnozelluldren Neuronen sowohl dendritisch als auch axonal lokalisiert
(Mohr et al., 1995). Fur die dendritisch lokalisierten Transkripte wird die Translation sowie
die Sekretion des synthetisierten Peptidhormons aus den Dendriten angenommen (Mohr &
Richter, 2003). In Zellkulturexperimenten wurde ein cis-agierendes Element der VP-mRNA
identifiziert, welches als DLS (Dendritische Lokalisierungssequenz) bezeichnet wird. Die
DLS umfalst sowohl Teilsequenzen der kodierenden Region als auch die 3"-UTR der VP-
MRNA (Prakash et al., 1997). Erste in vitro Experimente identifizierten ein Protein, welches
in spezifischer Weise mit der DLS interagiert. Es wurde zundchst VP-RBP genannt.

Ziel dieser Arbeit war es, dass VP-RBP biochemisch zu reinigen, um es charakterisieren und
seine Funktion ermitteln zu koénnen. Mittels biochemischer Reinigung und Sequenzierung
wurde das VP-RBP als PABP der Ratte (rPABP) identifiziert. Mit in vitro Experimenten
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konnte gezeigt werden, dass das rPABP essentiell ist fir die Ausbildung des Komplexes aus
VP-cRNA und dem VP-RBP. Zudem wurde durch eine Immunprézipitation des Komplexes
mit einem anti-rPABP Antikdrper gezeigt, dass das VP-RBP dem rPABP entspricht.

PABP ist ein ubiquitares im Tier- und Pflanzenreich weit verbreitetes Protein (Blobel, 1973;
Baer & Kornberg, 1983; Sachs et al., 1987; Marhoul & Adams, 1996; Le et al., 1997; Sigrist
et al., 2000). Es ist zudem sehr abundant, so wurde z.B. in HeLa Zellen eine Konzentration
des humanen PABP von 4 uM festgestellt (Gorlach et al., 1994). PABP besitzt vier RNA-
Bindungsdomanen (RRM 1-4), sowie einen Prolin-reichen C-Terminus. In der Literatur ist
berichtet worden, dass die RRMs unterschiedliche Bindungsaffinititen an
Ribohomopolymeren aufweisen. So binden die RRMs 1+2 aus der Hefe bevorzugt und in
gleichem Malle wie das gesamte Protein an Poly(A)-Sequenzen, wahrend die RRMs 3+4
bevorzugt an Poly(U)- und Poly(G)-Sequenzen binden (Burd et al., 1991; Deardorff & Sachs;
1997). In der Hefe ist RRM 4 zusammen mit einem Bereich aus dem C-Terminus essentiell
fiir das Leben der Zelle (Burd et al., 1990). Aufgrund seiner hohen Bindungsaffinitat zu den
3"-Poly(A)-Schwanzen von eukaryotischen mRNAs (Blobel, 1973) nimmt das PABP eine
Schlusselrolle bei der Translationsinitiation ein. Eukaryotische mRNA zeichnet sich nicht nur
durch ihren variablen langen Poly(A)-Schwanz am 3"-Ende, sondern auch durch ihre 7-
Methylguanosinium-Kappe (Cap-Struktur) am 5°-Ende aus. Die Initiation der Translation
erfolgt zum einen Uber den Komplex elF4F (eukaryotic initiation factor 4F), der aus drei
Untereinheiten besteht: dem Cap-Bindungsprotein elF4E (Sonnenberg et al., 1979), der ATP-
abhangigen RNA-Helikase elF4A (Rozen et al.,1990), welche unter Verbrauch von ATP
Sekundérstrukturen in der 5"-UTR der mRNA entfernt, sowie der Untereinheit elFAG, welche
mit den beiden anderen Untereinheiten interagiert und die Bindung von elF4E an die Cap-
Struktur fordert (Haghighat & Sonnenberg, 1997). Zum anderen ist die Bindung von PABP an
den Poly(A)-Schwanz am 3"-Ende der mRNA fiir die Translationsinitiation notwendig (Tarun
& Sachs, 1995; Preiss & Hentze, 1998). Das PABP bindet gleichzeitig an den Poly(A)-
Schwanz der mRNA und an den N-Terminus von elF4G (Tarun & Sachs, 1996; Imataka et
al., 1998), so dass eine zirkulare Struktur entsteht (closed-loop) (Jacobson, 1996, Wells et al.,
1998), die vermutlich durch die rdumliche Anordnung des 5- und des 3"-Endes
nebeneinander die Reinitiation der Translation, die Formung des Initiationskomplexes oder
das Binden der 60S ribosomalen Untereinheit férdert (Tarun & Sachs, 1995; Searfoss et al.,
2001; Kahvejian et al., 2002) (Abbildung 4.1.). Die von PABP an elf4G erfolgt lber die
RRMs 1+2 des PABP und dem N-Terminus des elF4G (Imataka et al., 1998).
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mRNA_~

Abb. 4.12: Dargestellt ist ein vereinfachtes Schema der Translationsinitiation in eukaryotischen
Zellen nach Craig et al., 1998 und Sachs & Buratowski, 1997 (modifiziert):

Eukaryotische mRNA zeichnet sich durch eine 7-Methylguanosinium-Kappe (CAP) am 5 -Ende und
einen Poly(A)-Schwanz am 3'-Ende aus. An die Cap-Struktur am 5-Ende bindet das Protein elF4E.
Das Protein elFA entfernt als ATP-abhangige Helikase Sekundarstrukturen in der 5°-UTR der mRNA,
wahrend das Protein elF4G als Briicke zwischen elF4E und elF4A fungiert. Das PABP bindet sowohl
an den Poly(A)-schwanz der mRNA als auch an elF4G, so dass das 5°- und das 3"-Ende der mMRNA
raumlich angenahert werden und eine zirkulare Struktur entsteht (closed-loop model (Wells et al., 1998;
Jacobson, 1996)), welche die Translationsinitiation fordert. Die Translation beginnt am Start-Codon
(AUG).

Der C-Terminus vermittelt die Interaktion des Proteins mit Proteinen, welche unterschiedliche
Funktionen ausiiben kénnen. So binden die Proteine PAIP1 (PABP-interacting protein 1) und
PAIP2 (PABP-interacting protein 2) an den C-Terminus des humanen PABP. Diese Proteine
Uben antagonistische Funktionen bei der Regulation der Translationsinitiation aus (Craig et
al., 1998; Khaleghpour et al., 2001). PABP bindet Giber den C-Terminus sowie die RRMs 1+2
an PAIP1. PAIP1 besitzt zwei Bindungsstellen, PAM1 am C-Terminus und PAM2 am N-
Terminus (PABP-interacting_motifs 1 and 2), tber die die Bindung an PABP erfolgt (Roy et
al., 2002). PAIP1 bindet gleichzeitig an PABP und elF4A, der Untereinheit des
eukaryotischen Initiationskomplex elF4 (Craig et al., 1998). Die gleichzeitige Interaktion von

PAIP1 mit PABP und elF4A bewirkt vermutlich zum einen eine Zirkularisierung sowie die
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Stimulation der Translation einer Reporter-mRNA in S&ugetierzellen (Craig et al., 1998; Roy
et al., 2001). Das zu PAIP1 antagonistische PAIP2 bindet nicht nur an den C-Terminus
sondern auch an die RRMs 2+3 des PABP. Das sehr saure PAIP2 beinhaltet zwei PABP-
Bindungsstellen, die erste ist im C-Terminus und die zweite ist in einer zentralen Region des
PAIP2 (Khaleghpour, 2001a). PAIP2 kompetiert die Bindung von PAIP1 an PABP. Zudem
vermindert es die Bindung von PABP an Poly(A)-Sequenzen (Khaleghpour, 2001b). Jedoch
fuhrt nur die Interaktion von PAIP2 mit dem N-Terminus des PABP zu einer Inhibition der
Translation. Das Sequenzmotiv am C-Terminus von PAIP2, welches die Interaktion mit
PABP vermittelt wurde auch in anderen Proteinen gefunden. Eines dieser Proteine ist der
eRF3 (eRF3: eukaryotic chain releasing factor 3) (Khaleghpour, 2001a). eRF3 bindet als
eRF3/GSPT (GSPT: GTP-Bindungsprotein)-Komplex ebenfalls an den C-Terminus des
PABP. Die Bindung des Komplexes an PABP fiihrt zur Translationstermination und RNA-
Destabilisierung (Hoshino et al., 1999; Hosado et al., 2003; Uchida et al., 2002). Der
eRF3/GSPT-Komplex besteht aus eRF1 (eRF1: eukaryotic chain releasing factor 1), welcher
am Ende der Translation an das Stopp-Codon der eukaryotischen mRNA bindet, und eRF3,
der die Freisetzung der Polypeptidkette nach GTP-Hydrolyse vermittelt. PABP ist in diesem
Komplex an der Translationstermination beteiligt (Hoshino et al., 1999; Hosada et al., 2003).
Der humane eRF3 kann zudem mit dem hPAN2 (human PABP-dependent poly(A) nuclease)-
Komplex, bestehend aus der Deadenylase hPan2 und der regulatorischen Einheit hPan3,
interagieren. Die 3"-5"-Exonukleaseaktivitat von hPan2 kann durch das PABP stimuliert
werden (Uchida et al., 2004). Diese Interaktionen fiihren zum Abbau der mRNA. Der Abbau
ist jedoch mit der Translationstermination gekoppelt (Hosoda et al., 2003).Uber den C-
Terminus des PABP kann zudem die Dimerisierung von zwei PABP-Molekiilen erfolgen
(Kuhn & Pieler, 1996). Der C-Terminus ist aulerdem essentiell fur den Kernimport/Export
(Afonina et al., 1998). Der C-Terminus des PABP stellt zudem ein Ziel fur virale Proteine
dar. So schalten Polioviren aus der Familie der Picornaviren durch die Spaltung von PABP
und des eukaryotischen Initiationsfaktors elF4F mittels der Proteasen 2A und 3C die
Proteinsynthese der Wirtszelle aus (Joachims et al., 1999). PABP interagiert tiber RRM4 mit
einem weiteren Protein, dem Poly(C)-Bindungsprotein (PCBP). So inhibiert PABP indirekt
durch diese Interaktion die Aktivitat der Endoribonuklease ErEN (erythroid cell-enriched
endoribonuclease), welche fur den Abbau der 3"-UTR der stabilen a-Globulin-mRNA
zustandig ist. PCBP bindet an ein Cytosin-reiches Element (CRE: cytosin-rich element) in der
3"-UTR der a-Globulin-mRNA, wodurch ein RNP-Komplex (a-Komplex) ausgebildet wird,

welcher die Aktivitat der ErEN vermindert und somit die Stabilitdt der mRNA vermittelt.
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PABP stimuliert die Bindung von PCBP an CRE, wahrend PCBP seinerseits die Bindung von
PABP an den Poly(A)-Schwanz stimuliert (Ubersicht: Wang & Kiledjian 2000). Neben der
Funktion als Mitinitiator der Translation sowie der Translationstermination kann PABP auch
einen regulatorischen EinfluR auf die Translation selbst ausliben. So inhibiert es seine eigene
Synthese durch die Bindung an ein Adenin-reiches Element in der 5"-UTR der PABP-mRNA,
wodurch die Interaktion der ribosomalen 60S-Untereinheit mit dem Pra-Initiationskomplex
verhindert wird (Bag, 2001). Eine weitere Inhibition der Translation wurde bei der Interaktion
des PABP mit der Gag-mRNA (gag: group specific antigen) des HIV-Typl (human
immunodeficiency virus type 1) beobachtet (Afonina et al., 1997). PABP bindet an ein
sogenanntes INS-1 Element (inhibitory/instability element 1) in der codierenden Region der
Gag-mRNA mit der Folge, dass die Synthese des Gag-Proteins abnimmt. Ein vom PABP
ausgeubter positiver Effekt auf die Translation einer mMRNA wurde flr die Interaktion des
Proteins mit der im Retikulozytenlysat aus Kaninchen enthaltenen YB-1-mRNA beschrieben
(Skabkina et al., 2003). In vitro Experimente zeigten, dass der positive Einflul des PABP auf
die Translation der YB-1-mRNA vom Poly(A)-Schwanz unabhéngig ist. PABP (bt zudem
zwei antagonistische Funktionen aus. Zum einen tragt es zur Stabilitdt von mRNAs bei, indem
es den Poly(A)-Schwanz vor dem Abbau durch Nukleasen schiitzt (Ford et al., 1999; Wilusz
et al., 2001a), und zum anderen wird die Destabilisierung von mRNAs durch die Stimulation
von Nukleaseaktivitdten eingeleitet, die die Deadenylierung der mRNA zur Folge haben
(Uchida et al., 2004). Der ProzeR der mRNA-Stabilisierung/Destabilisierung ist mit der
Translation verbunden (Jacobson et al., 1996), so dass PABP mdglicherweise eine
entscheidende Rolle beim mRNA-Umsatz spielt. Fir die c-Fos-mRNA wurde gezeigt, dass
PABP in einem Protein-Komplex enthalten ist, welcher an ein Instabilitatselement (MCRD:
major protein-coding-region determinant of instability) innerhalb der codierenden Region der
MRNA bindet (Grosset et al., 2000). Die Funktion des mCRD-Elementes hangt von der
Entfernung zum Poly(A)-Schwanz ab. Eine Uberexpression der im Komplex enthaltenen
Proteine stabilisiert die cFos-mRNA, indem die Deadenylierung inhibiert wird. Es wird
vermutet, dass sich durch die Interaktion eines an der Translation beteiligten Ribosoms eine
Konformationsanderung des bindenden Komplexes erfolgt, die eine Briickenbildung vom
Poly(A)-Schwanz zum mCRD-Element aufhebt, so dass eine Deadenylierung der mRNA
erfolgen kann, welche in den Abbau derselben mindet. Flr viele instabile mMRNAs wurde
gezeigt, dass ein AU-reiches Element (ARE) innerhalb der 3-UTRs der mRNAs die
Translation und die mRNA-Stabilisierung/Destabilisierung steuert (Wilusz et al., 2001b).
Experimente mit dem GM-CSF (granulocyte macrophage-colony stimulating factor) ARE
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zeigten, dass PABP vom Poly(A)-Schwanz deplaziert wird, wenn das ARE in der 3"-UTR
eines Reportertranskriptes enthalten ist (Grosset et al., 2004). In letzter Zeit wird PABP auch
in Verbindung genannt mit lokalisierten RNAs. So interagiert es mit den beiden in Neuronen
dendritisch lokalisierten nicht-codierenden Transkripten BC1-RNA aus der Ratte und der zur
BC1-RNA homologen BC200 aus dem Menschen (Muddashetty et al., 2002). Die Funktion
beider Interaktionspartner ist in diesem Zusammenhang nicht geklart, jedoch wird flr die
BC1-RNA ceine Rolle bei der Regulation der Translation dendritischer mRNAs vermutet
(Wang et al., 2002). PABP wurde zudem in einem Komplex gefunden, welcher an das cis-
agierende Element der lokalisierten bicoid-mRNA aus Drosophila bindet. Es wird eine Rolle
des Komplexes bei der Lokalisierung der bicoid-mRNA angenommen (Arn et al., 2003).
Zusammengefalit kann man sagen, dass PABP ein multifunktionelles Protein ist, welches,
gemeinsam mit weiteren Proteinen in der Zelle, an verschiedenen Prozessen beteiligt ist, wie
der Translationsinitiation, der negativen und positiven Translationsregulation, mRNA-
Stabilisierung/Destabilisierung, sowie vermutlich auch an Aspekten der mMRNA-
Lokalisierung.

In dieser Arbeit wurde das Bindungsverhalten des rPABP an VP-RNA in vitro charakterisiert.
Die Interaktion des rPABP mit der VP-mRNA erfolgt iber die RRMs 3+4. Die RRMs 1+2
und 2+3 binden nicht an VP-mRNA. Der C-Terminus des rPABP bindet nicht an VP-mRNA,
da RRM 3+4 auch ohne C-Terminus an die mRNA bindet und Kobinationen von nicht
bindenden RRMs mit dem C-Terminus wie 1+2+C und 2+3+C ebenfalls nicht binden. Zudem
binden RRM 3 oder RRM 4 alleine nicht an die VP-mRNA. Wie das Experiment mit dem
mittels in vitro Translation synthetisierten rPABP und der Deletionsmutante RRM 3+4 zeigt,
ist offensichtlich fir die effiziente Bindung an VP-mRNA das gesamte Protein erforderlich.
Die Bindung der Deletionsmutante RRM 3+4 an VP-RNA entspricht in etwa der
unspezifischen Bindung des gesamten Proteins an VP-antisense-RNA. Dieses Ergebnis
konnte man durchaus erwarten, da in der Literatur Daten publiziert sind, die zeigen, dass eine
bevorzugte Bindung der RRMs 3+4 des PABP aus der Hefe an nicht Poly(A)-Sequenzen
erfolgt (Burd et al., 1991), die DLS der VP-mRNA jedoch keine Poly(A)-reichen Sequenzen
beinhaltet. Jedoch wurde ein &hnliches Bindungsverhalten wie von rPABP an VP-mRNA
auch fur die Bindung von rPABP an BCI1-RNA und BCZ200-RNA beobachtet
(unveroffentlichte Daten aus der Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Brosius (Institut flr
Experimentelle Pathologie (ZMBE), Miuinster) und Dr. Kremerskothen (Institut flr
Experimentelle Tumorbiologie; Minster)). Mit Hilfe verschiedener in vitro Methoden wurde
gezeigt, dass die Bindung des PABP an diese Transkripte Uber die RRMs 3+4 erfolgt. Die
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einzige Ausnahme bildete BC1-RNA, bei der auch eine Bindung des PABP tiber die RRMs
2+3 festgestellt wurde. Die Sequenzabschnitte innerhalb der beiden kleinen nicht-codierenden
RNAs, BC1 und BC200, die als mit PABP interagierende Sequenzen identifiziert wurden,
sind sehr reich an Adenin-Resten (Muddashetty et al., 2002), daher wiirde man eine Bindung
des PABP uber die RRMs 1+2 erwarten, fiir die in Experimenten mit dem PABP aus der Hefe
eine hochaffine Bindung an Poly(A)-reiche Sequenzen gezeigt wurde (Burd et al., 1991). In
dieser Arbeit wurde festgestellt, dass das in vitro translatierte gesamte rPABP am
effizientesten an Poly(A)-Sequenzen bindet gefolgt von den RRMs 3+4 und RRMs 2+3. Die
RRMs 1+2 binden am ineffizientesten an Poly(A)-Sequenzen. Auch dieses Ergebnis
entsprach nicht dem Ergebnis, welches man aufgrund des in der Literatur beschriebenen
Bindungsverhaltens der Teilsequenzen des PABP aus der Hefe an Poly(A)-Sequenzen
erwarteten wirde (Burd et al., 1991). Zudem bindet das gesamte PABP viel besser als die
Teilsequenzen an Poly(A)-Sequenzen, wéhrend in der Literatur eine in gleichem Malie
hochaffine Bindung der RRMs 1+2 wie das gesamte PABP der Hefe beschrieben wird (Burd
et al.,, 1991). Die Bindung aller drei Deletionsmutanten zusammen entsprach ca. der Halfte
der Bindung des gesamten rPABP. Eine mdgliche Erklarung fiir diesen Sachverhalt waére,
dass das gesamte Protein in der Lage ist tber seinen Prolin-reichen C-Terminus kooperativ zu
binden, was zur erleichterten Assoziation weiterer PABP-Molekule fihren kann (Burd et al.,
1991; Kihn & Pieler, 1996). Den Deletionsmutanten hingegen fehlt der C-Terminus, was sich
in einer ineffizienteren Bindung an die Poly(A)-Sequenzen manifestieren konnte.

Diese Diskrepanz zwischen den in der Literatur publizierten Daten und den Ergebnissen
dieser Arbeit kann verschiedene Ursachen haben. Zum einen wurden fir die Experimente in
dieser Arbeit aquimolare Mengen der Deletionsmutanten eingesetzt, wahrend fur die
Experimente, die in der Literatur beschrieben sind, gleiche Mengen an Radioaktivitdt ohne
Berucksichtigung der Anzahl der in den Proteinen enthaltenen radioaktiv-markierten
Methionine eingesetzt wurden, so dass die Bindungsexperimente mit nicht &quimolaren
Mengen an Protein durchgefuhrt wurden. Neuere Daten aus der Literatur zeigen fur das
humane PABP ebenfalls eine hoch affine Bindung des gesamten Proteins, gefolgt von den
RRMs 3+4, an Poly(A)-Sequenzen (Sladic et al., 2003). Jedoch wird fur die Bindung der
RRMs 1+2 eine fast gleich effiziente Bindung wie die der RRMs 3+4 gezeigtDie Bindung der
RRMs 2+3 an Poly(A)-Sequenzen wurde nicht untersucht. Die Quantifizierung der
eingesetzten Proteinmengen fur die Experimente mit den humanen PABP-Deletionsmutanten
erfolgte zudem nicht Uber den Einsatz von Radioaktivitdt, sondern tber den ungenaueren

Vergleich der mit Sypro Orange gefarbten Proteine mit einem BSA-Standard mit Hilfe eines
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entsprechenden Gerates zur Auswertung (Sladic et al., 2003). Das Bindungsverhalten des
humanen PABP ist dem des rPABP sehr ahnlich. Die Diskrepanz im Bindungsverhalten von
Teilsequenzen des PABP aus der Hefe (Burd et al., 1991) bzw. aus Saugern (hier dargestellte
Ergebnisse; Sladic et al., 2003) an Poly(A)-Ribohomopolymere beruht moglicherweise auf
dem geringeren Grad an Sequenzidentitdt zwischen dem Protein aus der Hefe und den
Proteinen aus Saugern. In Abbildung 5.1. ist eine Ubersicht tber die Sequenzidentitat von
PABPs aus verschiedenen Arten dargestellt. Die Abbildung zeigt, dass das PABP aus Mus
musculus und aus Homo sapiens anndhrend zu 100 % identisch sind mit dem PABP aus
Rattus norvegicus, wahrend das PABP aus Saccharomyces cerevisae lediglich 58 % ldentitét
aufweist. Das PABP aus Xenopus laevis besitzt mit 94 % ebenfalls eine hohe, wéhrend das

PABP aus Drosophila mit 62 % lIdentitét eine niedrige Identitat zum rPABP zeigt.

Identitat [%0]

2 3 4 S 6
9 1 943 | 579 | 99,7 | 626 [ 995 | 1 Homo sapiens
=121 59 575|943 | 622 | 942 | 2 Xenopus laevis
§ 31609 | 617 58,2 3 | Saccharomyces cerevisae
24103 |59 ]603 4 Mus musculus
S/5]515]521] 678 5 | Drosophila melanogaster
O16] 05 | 61 |603 6 Rattus norvegicus

1 2 3

Abb. 5.1.: Schematische Darstellung eines Sequenzvergleiches von PABPs aus verschiedenen
Spezies nach der Jotun Hein Methode (Software-Programm: DNA-STAR): Dargestellt sind

jeweils die Identitat und die Divergenz zwischen den Aminoséuresequenzen.

Fur das PABP aus dem Menschen wurde aullerdem gezeigt, dass es Uber die RRMs 3+4 an
RNA bindet, die viele Adenin-Uracil-Reste beinhaltet (AU-reiche Sequenzen) (Sladic et al.,
2003). Die DLS der VP-mRNA beinhaltet ebenfalls AU-reiche Abschnitte, so dass diese
maoglicherweise die Bindung der VP-mRNA an die RRMs 3+4 des rPABP vermitteln.

AbschlieBend muf} erwéhnt werden, dass flr keines der hier gezeigten Experimente eine
Kompetition durch endogen vorhandene Poly(A)-mRNA derjenigen RRMs, welche nicht an
Poly(A)-Sequenzen binden, ausgeschlossen werden kann. So dass die niedrige Effizienz der
Bindung der RRMs 1+2 mdglicherweise auf die Kompetition der Bindung durch die im
Retikulocytenlysat nach der Transkription enthaltene cRNA der PABP-Deletionsmutanten mit

Poly(A)-Schwanz zuriickzufuhren ist. Jedoch ist die Konzentration dieser cRNA gering im
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Vergleich zu den eingesetzten Poly(A)-Ribohomopolymeren und VP-Transkripten. Zudem
kdnnte endogen vorhandenes PABP die Bindung der Deletionsmutanten kompetieren, jedoch
sollte die Konzentration des endogenen PABP durch den Einsatz des selben
Retikulocytenlysats fur die gekoppelte in vitro Transkription/Translation in allen Ansétzen
gleich sein. Eine mdgliche Losung dieses Problems waére die Expression der PABP-
Deletionsmutanten in Bakterien gekoppelt mit einer Reinigung der rekombinanten Proteine,
damit eine Beeinflussung der Bindung durch andere Proteine ausgeschlossen wird.

Das gereinigte rPABP aus den 1 M NaCl-Eluaten der Affinitatschromatographie mit VP-
CRNA als Liganden bindet sehr viel ineffizienter an VP-mRNA als das nicht gereinigte
Protein aus der S-90 Fraktion. Zudem bindet das rPABP aus peripheren Geweben mit
geringerer Effizienz als das Protein aus dem Gehirn. Eine mdgliche Erklarung fur das
unterschiedliche Bindungsverhalten ware, dass PABP im Komplex mit weiteren Proteinen
vorliegt, die die Bindung des rPABP an VP-mRNA stimulieren. Dieser Komplex konnte eine
fir das Gehirn spezifische Zusammensetzung beinhalten oder dort angereichert sein. Ein
derartiges Verhalten ist nicht unerwartet. ShARNA Bindungsprotein U2B"" beinhaltet ebenso
wie PABP ein RNP-Motiv. Fir dieses Protein wurde gezeigt, dass es nur in Anwesenheit
eines zweiten Proteins, dem U2A", spezifisch an U2 snRNA zu binden vermag. Der Bereich
von U2B™", welcher mit U2A" interagiert, beinhaltet einen Teil des RNP-Motivs (Scherly et
al., 1990). Dieses Beispiel zeigt, dass Proteine mit RNP-Motiven Komplexe mit weiteren
Proteinen ausbilden konnen, die das Bindungsverhalten an RNA modifizieren kdnnen. Ein
weiteres Indiz fur eine mogliche Komplexbildung des PABP mit weiteren Proteinen ist auch
das unterschiedliche Elutionsverhalten des PABP wéhrend der Chromatographie mit Heparin
als Liganden, bei der ein Teil des PABP mit 0,2 M NaCl, ein weiterer Teil dagegen erst mit
0,5 M NaCl eluiert wurde. PABP aus der 0,2 M NaCl-Fraktion bindet spezifischer als das
PABP aus der 0,5 M NaCl-Fraktion an VP-mRNA (Mohr et al., 2001). Eine mdgliche
Erklarung fir dieses unterschiedliche Bindungsverhalten des PABP ist, dass durch die
Erhéhung der Salzkonzentration wahrend der Chromatographie Interaktionspartner verloren
gehen, die die Spezifitat der Bindung beeinflussen kdnnen. In dieser Arbeit wurde zudem
gezeigt, dass RRM 3+4 unspezifischer an VP-mRNA bindet als das gesamte PABP.
Vermutlich fehlen der Deletionsmutante Teile des gesamten Molekuls, an die
Interaktionspartner binden. Zudem kénnte das unterschiedliche Bindungsverhalten des PABP
auch auf das Vorhandensein von PABPs mit unterschiedlichen kovalenten Modifikationen
zurlickzufuhren sein. Eine mdgliche Form der Modifikation ist die Phosphorylierung.
Phosphorylierte Formen des PABP sind im Tierreich bisher nicht beschrieben worden, jedoch
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wurden in Pflanzen bereits eine phosphorylierte Form des PABP entdeckt. So ist fur das
PABP des Weizen anhand einer zwei-dimensionalen Gelelektrophorese gezeigt worden, dass
es in verschiedenen Phosphorylierungsformen vorliegt (Le et al.,, 2000). Die
Phosphorylierung des PABP spezifiziert die Bindung an Poly(A)-Sequenzen und die
Interaktion mit den Interaktionspartnern des PABP wie z.B. elF4F und elF4B. Das humane
PABP bildet ein Substrat fiir die Koaktivator-assoziierte Arginin-Methyltransferase (CARM1.:
coactivator-associated arginine methyltransferase). Die Methylierungsstelle, welche durch
CARM1 methyliert wird, liegt im C-Terminus des PABP (Lee & Bedford, 2002).
Methylierungen beeinflussen Protein-Protein Wechselwirkungen, die fir verschiedene
Prozesse in der Zelle verantwortlich sind wie z.B. der nukledre Im- und Export von Proteinen,
sowie die Transkription oder die Signaltransduktion (Mc Bride & Silver, 2001). Aufgrund der
Interaktion des C-Terminus des PABP mit mehreren Proteinen, die bereits vorgestellt wurden
(PAIP1/2; eRF3) kann eine Methylierung desselben eine Bedeutung haben fur die
Translationsregulation oder Translationstermination.

Aufgrund seiner verschiedenen Funktionen, wie der Beteiligung an der Translation,
Translationskontrolle und mRNA Stabilisierung/Destabilisierung, ist das PABP ein
multifunktionelles Protein. In dieser Arbeit wurden erste Schritte unternommen, um die
Funktion des an die DLS der VP-mRNA gebundenen rPABP zu untersuchen. Es wurden
Experimente durchgefiihrt, die den EinfluR des PABP bei einer Uberexpression desselben auf
die Translation bzw. Stabilitit der VP-mRNA analysierten. In einem Zellkultursystem
erfolgte die Expression des VP-Vorlaufers bei gleichzeitiger Uberexpression des PABP. Die
semiquantitative Auswertung einer immuncytochemischen Analyse zeigte die Reduktion der
Menge an exprimierten VVP-Vorldaufer, welche mdglicherweise entweder auf eine negative
Translationskontrolle oder auf eine geringe mRNA Stabilitdt zurickzufihren ist. Daher
wurde in dieser Arbeit ein weiteres Zellkulturexperiment durchgefuhrt, in dem eine
stufenweise Uberexpression des gesamten PABP nach transienter Transfektion des
entsprechenden Konstruktes zusammen mit einem Konstrukt, welches fir das VP-
Vorlauferprotein codiert, erfolgte. Eine Westernblot-Analyse zeigte, dass die Menge an
intrazellularem VP-Vorlaufer sowie die Menge an dem VP-Vorlauferprotein, das ins Medium
sezerniert wird, bei Uberexpression des PABP leicht reduziert wird. Eine Northernblot-
Hybridisierung mit VP-DNA als Sonde zeigte, dass gleichzeitig mit der Reduktion des VP-
Vorlauferproteins auch die VP-mRNA reduziert wird. Kontrollexperimente, in denen an
Stelle des rPABP die Luciferase berexprimiert wurde mit gleichzeitiger Expression des VP-
Vorldufers, zeigten keinen Effekt in Bezug auf die Menge der VP-mRNA oder der Menge an

118



5. Diskussion

VVP-Vorlauferprotein. Die Ergebnisse deuten vermutlich auf einen EinfluB des
Uberexprimierten PABP auf die Halbwertszeit der VP-mRNA hin. Jedoch kénnen die
Ergebnisse dieser Experimente lediglich als erste Hinweise betrachtet werden. Es sind auf
jeden Fall noch weitere Experimente erforderlich, wie z.B. die genaue Quantifizierung der
Halbwertszeit der VP-mRNA bei einer gleichzeitigen Uberexpression des PABP, um die
Funktion des PABP im Metabolismus der VP-mRNA zu beschreiben. In diesen Experimenten
konnte lediglich ein Zeitpunkt im Metabolismus der VP-mRNA betrachtet werden. Besser
wére die Betrachtung des zeitlichen Verlaufes vom Zeitpunkt der Induktion der
Uberexpression bis zur Uberexpression des PABP. Zudem ist die hier angewendete Methode
der transienten Transfektion nicht ideal, besser wére eine stabile Zellinie, welche das
induzierbare PABP-Konstrukt gemeinsam mit einem VP-Expressionkonstrukt beinhaltet, um
eine gleichbleibende Expression der Proteine zu erhalten. Jedoch kann man aufgrund der
Daten aus der immuncytochemischen Analyse sagen, dass die transiente Transfektion
ebenfalls zu verwertbaren Ergebnissen geflhrt hat. Im Verlauf dieser Arbeit wurden zwar
entsprechende stabile Zellinien hergestellt, jedoch war eine Induktion des PABP in diesen
Zellinien nicht mehr mdglich, da das PABP auch ohne Induktion tberexprimiert wurde. Die
Verwendung von HEK 293-Zellen flr diese Experimente war ebenfalls nicht ideal, weil
maoglicherweise diesen nicht-neuronalen Zellen Faktoren fehlen, die die Interaktion des PABP
mit der VP-mRNA beeinflussen kdnnen. Jedoch ist die Transfektionseffizienz von Neuronen
(1-2 %) sehr viel geringer als die von HEK 293-Zellen (etwa 50 %), so dass sie flr
biochemische Analysen nicht sehr gut geeignet sind. Zudem wurde den oben beschriebenen
Experimenten nicht untersucht, ob der durch das Uberexprimierte PABP ausgeltste Effekt ein
direkter oder indirekter ist. Um diesen Aspekt zu untersuchen sind mehrere Experimente
maoglich. Zum einen kénnte man die Bindungsstelle des PABP innerhalb der DLS der VP-
MRNA entfernen. Eine weitere Variante wére, die VP-DLS in die Sequenz einer nicht
lokalisierten mRNA wie z.B. a-Tubulin-mRNA einzusetzten und dieses chimare Konstrukt
zusammen mit dem PABP zu exprimieren. Auch der Einsatz eines Konstruktes, welches fir
die VP-antisense-mRNA codiert, ware in diesem Zusammenhang denkbar. Die hier gezeigte
Reduktion der VP-mRNA bei Uberexpression des PABP konnte vielleicht Teil eines
Mechanismus, der zum Abbau dendritisch lokalisierter VP-mRNA flihrt, sein. Der Abbau der
VP-mRNA in den Dendriten konnte flr die Funktion der lokalisierten mRNA wichtig sein, da
VP-mRNA im Gegensatz zu einigen anderen dendritisch lokalisierten Transkripten, wie z.B.
arc/arg3.1 (arc: activity-regulated cytoskeleton-associated protein; arg 3.1: activity regulated

gene 3.1)-mRNA, nicht Aktivitats-abhangig, sondern stetig in die Dendriten lokalisiert wird.
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Es waére interessant diesen Aspekt ndher zu untersuchen, da generell der Abbau denritisch
lokalisierter mRNAs bisher nicht untersucht wurde.

Bisher sind erst wenige trans-agierende Faktoren bekannt, welche an Lokalisierungssignale
dendritisch lokalisierter mRNAs binden. MARTAL, ein trans-agierender Faktor der MAP2-
MRNA der Ratte, ist das Ortholog des humanen KSRP (human K homology-type splicing
regulatory protein). Das Protein besitzt vier KH (hnRNP K-homology domain)-Domanen und
ist Uberwiegend nuklear und wenig zytoplasmatisch verteilt (Rehbein et al., 2000; Rehbein et
al., 2002). Uber die Funktion von MARTAL in Zusammenhang mit der dendritisch
lokalisierten MAP2-mRNA ist ebensowenig bekannt wie die Funktion eines zweiten trans-
agierenden Faktors der MAP2-mRNA, dem MARTA2 (Rehbein et al., 2002). Jedoch ist flr
das zu KSRP orthologe zipcode-Bindungsprotein 2 (ZBP2) aus dem Huhn eine mdgliche
Funktion bekannt. Es wird vermutet, dass ZBP2 den nukledren Export der B-Aktin-mRNA ins
Cytoplasma vermittelt (Gu et al., 2002). ZBP2, bindet an das cis-agierende Element (zipcode)
der in Neuronen lokalisierten B-Aktin-mRNA. Das Protein ist wie MARTAL vorwiegend im
Kern lokalisiert. Ein weiteres Ortholog des KSRP, ist das VgRBP71 aus Xenopus, welches als
trans-agierender Faktor an die in Oocyten lokalisierte Vg1 mRNA bindet (Kroll et al., 2002).
VgRBP71 spielt vermutlich eine Rolle bei der Prozessierung der Vg1 mRNA. So stimuliert es
die Prozessierung der Vgl mRNA in der Nédhe des Polyadenylierungssignals, wodurch ein
Repressorelement der Translation entfernt wird (Kolev & Huber, 2003). Das Zipcode-
Bindungsprotein 1 (ZBP1) ist ebenfalls ein trans-agierender Faktor der B-Aktin-mRNA aus
dem Huhn (Ross et al., 1997). ZBP1 wird in Neuronen exprimiert und zusammen mit der (3-
Aktin-mRNA in RNP-Komplexen zu den Wachstumskegeln in den Neuriten Aktivitats-
abhangig transportiert (Zhang et al., 2001; Tiruchinapalli et al., 2003). Vermutlich reguliert
ZBP1 die Dendritenmorphologie und das Synapsenwachstum, da eine Uberexpression des
ZBP1 einen Anstieg der Dichte von dendritischen Filopodien bewirkt (Eom et al., 2003).
Uber die Funktion von Staufen, das mit dem MAP2-DTE interagiert (Monshausen et al.,
2001) ist bisher wenig bekannt, jedoch existiert in Drosophila ein Staufen-Ortholog, fiir das
eine Beteiligung an der subzelluldaren Lokalisierung der maternalen bicoid- und oskar-
Transkripte an den anterioren bzw. den posterioren Pol der Drosophila-Oocyte gezeigt wurde.
In dieser Funktion tragt es zur Ausbildung der Korperachsen des Embryos bei (Ephrussi et al.,
1991; Kim-Ha et al., 1991; St Johnston et al., 1989; St Johnston et al., 1991). Zudem ist
Staufen essentiell fur die Aktivierung der Translation der oskar-mRNA am Zielort (Micklem
et al., 2000). Staufen ist auch fur die Verankerung der bicoid-mRNA am anterioren Pol

verantwortlich (St Jonston et al., 1989). AuRerdem ist es an der Lokalisierung der prospero-

120



5. Diskussion

MRNA in Neuroblasten beteiligt (Li et al., 1997; Broadus et al., 1998). Das Protein enthalt
finf doppelstrangige RNA-Bindungsdomanen (St Johnston et al., 1992). Es wurden
Orthologe des Proteins Staufen auch in der Maus und im Menschen detektiert (Kiebler et al.,
1999; Marion et al., 1999; Wickham et al., 1999). Das Protein Staufen der Ratte wird in
verschiedenen peripheren Geweben und im Hippocampus sowie im cerebralen Cortex
exprimiert. Es existieren verschiedene Isoformen des Proteins, die unterschiedliche RNA-
Bindungseigenschaften aufweisen (Monshausen et al., 2001). Die Staufen-Isoformen sind wie
die MAP2-mRNA somato-dendritisch lokalisiert. Zudem wurde eine Ko-Lokalisation von
Staufen mit Mikrotubuli und dem rauhen endoplasmatischen Retikulum beobachtet
(Monshausen et al., 2001).

Die bisher bekannten trans-agierenden Faktoren dendritisch lokalisierter mRNAs zeigen
wenig Ubereinstimmungen im Aufbau und in den Funktionen sowie den Interaktionspartnern.
Wahrscheinlich sind die fiir die Lokalisierung erforderlichen trans-agierenden Faktoren noch
unbekannt. Die bisher bekannten Mechanismen der mRNA-Lokalisierung in Drosophila
zeigen, dass die Lokalisierung ein vielschichtiger Prozel? ist, die unterschiedliche
zusammengesetzte RNPs zu unterschiedlichen Phasen der Lokalisierung sowie die
Verankerung und Translationsaktivierung erfordert (Ubersichten: Bashirullah et al., 1998,
Lasko et al., 1999; Johnstone & Lasko, 2001; Lasko, 2003). In dieser Arbeit wurden erste
Hinweise auf eine Rolle des PABP beim Abbau der dendritisch lokalisierten VP-mRNA
erhalten, jedoch kénnen weitere Funktionen des PABP im VP-mRNA-Metabolismus nicht
ausgeschlossen werden. So ware eine Bindung des PABP an andere dendritische mRNAS
maoglich. In diesem Zusammenhang tritt das Polymerase IlI-Transkript BC1 in den
Vordergrund, welches ebenfalls an PABP bindet und dendritisch lokalisiert ist (Muddashetty
et al., 2002). Die Funktion dieser RNA ist bisher nicht hinreichend geklart, jedoch wird eine
Beteiligung der BC1-RNA an der Regulation der Initiation der Translation dendritisch
lokalisierter mRNAs vermutet (Wang et al., 2002). Diese Arbeit bildet eine Grundlage fur
weiterfihrende Experimente zur Charakterisierung der molekularen Zusammensetzung der
VP-mRNA-Transportmaschinerie sowie der Untersuchung ihrer Funktionen wahrend der
dendritischen Lokalisierung der VP-mRNA.
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Anhang

Anhang

A. Wertetabellen zu den graphischen Abbildungen in Abschnitt 4 (Ergebnisse)

A.l. Tabelle zu Abbildung 4.22, Seite 97 ( Bindungsstudie des in vitro translatierten
rPABP und der in vitro translatierten PABP-Deletionsmutanten RRM 1+2, RRM 2+3
und RRM 3+4 an Poly(A)-Sequenzen)

Proteine PABP | RRM 1+2 | RRM 2+3 | RRM 3+4
relative Bindung an Poly(A)-Sequenzen in %|100,00| 3,34 14,13 35,69
A.2. Tabelle zu Abbildung 4.23., Seite 98 ( Bindungsstudie der mittels in vitro

Translation synthetisierten Proteine rPABP und der PABP-Deletionsmutante RRM 3+4

an verschiedene in vitro transkribierte cRNAS)

Eingesetzte cRNAs

Vasopressin-sense- | Vasopressin-antisense- | a-Tubulin-
CRNA CRNA CRNA
rPABP
relative 100,00 19,80 27,94
Eingesetzte| Bindung
Proteine in %
RRM 3+4
Relative 20,98 9,79 7,79
Bindung
in %
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Anhang

A.3. Tabellen

Konstrukten und B) mit Myc-Luciferase-

Zu

Abbildung

Fluoreszenzintensitatauswertung von A) mit

4.25,,

transfizierten HEK 293-Tet-On-Zellen)

Seite
Myc-rPABP-

und VP-Vorlaufer-Konstrukten ko-

102

und

(Darstellung

der
VP-Vorlaufer-

Transfizierte

Myc-rPABP/ DOX 0

Myc-rPABP/ DOX

VP-Vorlaufer/ DOX

VP-Vorlaufer/

Konstrukte/Induktion | ng/ml (n=103) 800 ng/ml 0 ng/ml (n=103) DOX 800 ng/ml
mit Doxycyclin (DOX) (n=200) (n=200)
Gesamtintensitat in 14,43 100 100 72,45

%

Transfizierte

Myc-Luciferase/

Myc-Luciferase/

VP-Vorlauer/ DOX

VP-Vorlaufer/ 800

Konstrukte/Induktion DOX 0 ng/ml DOX 800 ng/ml 0 ng/ml (n=45) ng/ml (n=64)
mit Doxycyclin (DOX) (n=45) (n=64)
Gesamtintensitat in 0 100 81,14 100

%
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