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1 BENLEITUNG

1 Einleitung

Eukaryotische Zellen verfligen Uber ein breites Spektrum an Regulationsmechanismen der
Genexpression. Im Laufe der letzten Jahre ist die Vorstellung, die Aktivité der Gene sel
hauptséchlich durch die Funktion spezifischer Transkriptionsfaktoren kontrolliert, durch
zahlreiche Hinweise der Regulation auf posttranskriptionaler sowie auf Proteinebene
abgelost worden. Somit ist eukaryotischen Zellen eine préazise abgestimmte Regulierung
wahrend der Entwicklung ermdglicht (Somi & Dreyfuss, 1997). Die Regulation auf
posttranskriptionaler Ebene anstelle einer de novo Transkription ermdglicht der Zelle eine
gezieltere Reaktion sowohl auf intra-, als auch auf extrazellulére Reize. Viele wichtige
Vorgange wahrend der Entwicklung, wie z.B. Festlegung von Entwicklungsmustern oder
Differenzierung werden durch kontrollierte RNA-Stabilitét, -Lokaliserung und
-Trandation reguliert (St. Johnston, 1995; Curtis et al., 1995; Wickens et al., 1996).
Wahrend dieser Vorgange spielen RNA-Bindeproteine eine zentrale Rolle. Wichtige
physiologische Funktionen von RNA-Bindeproteinen werden beispielsweise durch
Mutationen deutlich, die zu Fehlfunktionen fihren, aus denen Krankheiten resultieren.
Beispiele hierfir sind Y-chromosomale Deletionen in Genen, die fir die RNA-
Bindeproteine DAZ und RMB1 kodieren und zu einer Fehlfunktion in der Spermatogenese
fuhren (Reijo et al., 1995; Eberhart et al., 1996, Delbridge et al., 1997). Ein weiteres
Beispiel sind Mutationen im FMR1-Gen, die zum Fragilen X-Syndrom fUhren, einer
haufigen Form von vererbbarer mentaler Degeneration (Darnell et al., 2001). FMRP ist ein
RNA-Bindeprotein, das moglicherweise eine wichtige Rolle bei der Regulation der
Trandation von mMRNAS an Synapsen spielt, da in Neuronen ein Grofliteil des Proteins mit
Polyribosomen assoziiert vorliegt (Darnell et al., 2001, Steward & Worley 2001). Neben
anderen Ursachen, die zu dem Fragilen X Syndrom fihren, bewirkt eine Mutation in einer
RNA-Bindedoméne von FMRP eine schwere Form der Degeneration. In der zweiten KH-
Doméne des Proteins wurde ein Aminosdureaustausch von einem Isoleucin zu einem
Asparagin an Position 304 entdeckt. Es konnte gezeigt werden, da3 durch diese
Punktmutation die Sekundarstruktur des RNA-Bindemotivs, die fur die Bindung an RNA
essentidl ist, zerstdrt wird (Musco et al., 1996; Siomi & Dreyfuss, 1997).

Ein wichtiger posttranskriptionaler Regulationsmechanismus ist die zytoplasmatische
RNA-Lokalisierung. Die asymmetrische Verteilung von RNA fuhrt haufig zu lokal
begrenzter Proteinsynthese und somit zur Bildung und Aufrechterhaltung der Polaritét
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1 BENLEITUNG

einer Zelle. Es konnte gezeigt werden, dal3 der Transport von RNA ein weit verbreiteter
Mechanismus in den unterschiedlichsten Zelltypen und Spezies ist (Bashirulla et al., 1998;
Jansen, 2001; Paacios & St. Johnston, 2001; Lipshitz & Smibert, 2000; Seydoux &
Schedl, 2001; Kloc et al., 2001).

1.1 RNA-L okalisierung wahrend der Entwicklung

Besonders wahrend der Entwicklung von Drosophila melanogaster- sowie Xenopus leavis-
Oozyten wird durch eine regulierte Lokalisierung von mRNA eine Polaritét der Oozyte
hergestellt. Diese ist essentiell fur die Aushildung von sogenannten Entwicklungsmustern,
die fur die Festlegung der Kdrperachsen des Embryos entscheidend sind. In der Xenopus-
Oozyte gibt es zwel hauptsachliche Wege, Uber die mRNA-Transport vom Kern zum
vegetalen Cortex in unterschiedlichen Stadien der Oogenese erfolgt Kloc et al., 2001,
King et al., 1999). Beispielsweise wird die Vg1l-mRNA in den Entwicklungsstadien 111-V
an den vegetalen Pol der Xenopus-Oozyte transportiert (Mowry & Cote, 1999). Vgl
kodiert einen TGFb-&hnlichen Wachstumsfaktor, der sowohl an der Entwicklung des
Endoderms as auch an der Mesoderm-Induktion beteiligt ist Weeks & Melton, 1987,
Thomsen & Melton, 1993; Joseph & Melton, 1998). Ebenso wird in der Drosophila-
Oozyte die Polaritdt durch lokalisierte RNAs bewirkt. Dies ist haufig mit einer lokal
begrenzten Trandation maternaler Transkripte gekoppelt, so dal’3 Uber eine regulierte
Trandation die Entwicklung wahrend der frihen Stadien der Embryogenese gesteuert
werden kann. Beispielsweise wird die bicoid-mRNA in entwicklungsspezifischer Weise an
den anterioren Pol der Oozyte transportiert und lokal trandatiert. Dieser Gradient an
Bicoid bewirkt eine Aushildung von Kopf- und Thorax-Strukturen im spéeren Embryo
(St. Johnston & Nisslein-Vollhard, 1992). Weitere maternale mRNAS, die in der
Drosophila-Oozyte transportiert und lokal trandatiert werden, sind nanos- und oskar-
MRNA (Berleth et al., 1988; Ephruss et al., 1991; Johnstone & Lasko, 2001).

1.2 Lokalisierte Transkriptein Neuronen

Zytoplasmatische  RNA-Lokalisierung ist ein  genereller  posttranskriptional er
Regulationsmechanismus zur Aufrechterhaltung einer raumlich begrenzten Proteinsynthese
die somit zu einer Polarisierung unterschiedlicher Zelltypen fihrt (St. Johnston, 1995;
Bassdl et al., 1999; Schnapp, 1999). In den letzen Jahren konnten lokalisierte Transkripte
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in speziaisierten Zellkompartimenten innerhalb verschiedener somatischer Zelltypen wie
Fibroblasten, Neuronen, Oligodendrocyten und Epithelzellen nachgewiesen werden
(Bassell et al., 1999). Innerhalb eukaryotischer Zelltypen ist die Polarisierung von
Neuronen besonders ausgepragt. Sie weisen eine deutliche Aufteilung in verschiedene
subzellulére Bereiche auf, die sich voneinander in Form, Funktion und ihrer molekularen
Zusammensetzung unterscheiden (Vae et al., 1992). Reife Neurone besitzen zwei Arten
von Zellfortsétzen, Dendriten und Axone, die zur Signalaufnahme und -weiterleitung
dienen. Entlang dieser Fortsétze gibt es spezielle Kontaktstellen zu anderen Neuronen, die
Synapsen, die sich durch eine charakteristische Proteinzusammensetzung auszeichnen
(Valeet al., 1992; Kim & Huganir, 1999). Synapsen kénnen langanhaltende Anderungen
in der Struktur und Aktivitét vollziehen, die in Zusammenhang mit Lernvorgangen und
Gedachtnis stehen (Steward & Schuman, 2001). Es gibt Hinweise darauf, dal3 die
Trandation dendritischer mMRNASs in Neuronen in Abhangigkeit der synaptischen Aktivitét
reguliert werden kann Kindler et al., 1997; Kuhl & Skehel, 1998; Crino & Eberwine,
1996; Steward & Schuman, 2001). Diese Hypothese wurde erstmals aufgestellt, als in den
Kornerzellen des Gyrus Dentatus an der Basis von dendritischen Dornen (dendritic spines,
Fortsétze des Dendriten mit synaptischen Kontakten) Polyribosomen detektiert wurden
(Peters et al., 1970; Steward & Levy, 1982). Weiterhin konnte in diesem Zusammenhang
gezeigt werden, dal3 sich Komponenten der Trandations-Maschinerie wie tRNAs und
Elongationsfaktoren (Steward et al., 1996) sowie neu synthetisierte Proteine in den
Dendriten befinden (Torre & Steward, 1992; Crino & Eberwine, 1996).

Die erste lokalisierte RNA, die in dendritischen Auslaufern von Neuronen nachgewiesen
werden konnte, ist die MAP2-mRNA, die das Mikrotubulus-assoziierte Protein 2 kodiert.
Garner et al. (1988) und Tucker et al. (1989) konnten mittels in situ-Hybridisierungen
zeigen, dal3 dieses Transkript im Hippocampus und Cortex der Ratte sowohl in Zellkdrpern
as auch in Dendriten vorkommt. Ubereinstimmend mit der subzelluldren Verteilung seiner
MRNA zeigt auch MAP2 eine somatodendritische Lokalisierung. MAP2 reguliert abhéngig
von seinem Phosphorylierungsstatus die Stabilitdt dendritischer Mikrotubuli (Brugg &
Matus, 1991; Illenberger et al., 1996; Quinlan & Halpain, 1996; Itoh et al., 1997; Sanchez
et al., 2000). Moglicherweise ist MAP2 auch an der Regulation der Morphologie und
Funktion synaptischer Dornen beteiligt. Es konnte gezeigt werden, dald3 synaptische
Aktivitat die MAP2-Konzentration in den molekularen Schichten des Gyrus Dentatus im
Rattengehirn beeinflussen kann (Steward & Halpain, 1999). Ein weiteres Transkript, dasin

groRen Mengen in den Dendriten im Rattengehirn nachgewiesen werden konnte, ist die
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1 BENLEITUNG

mRNA der a-Isoform der Ca?*/ Calmodulin-abhéngigen Proteinkinase Il (a-CaMKII,
Burgin et al., 1990). Dieses Protein ist stark in der postsynaptischen Dichte (proteinreicher
Bereich, der im Elektronenmikroskop unterhalb der postsynaptischen Membran zu
erkennen ist) angereichert (Kennedy, 2000; Walikonis et al., 2000), und scheint eine
wichtige Rolle bei der Regulation von plastischen Veranderungen an Synapsen wahrend
Lernvorgangen zu spielen (Mayford et al., 1995; Lisman et al., 1997). Weltere dendritisch
lokalisierte Transkripte kodieren fur das durch synaptische Aktivitét regulierte unmittelbar
frihe Gen {mmeditate early gene) arc/arg3.1, das mdglicherweise mit dem Zytoskelett
assoziiert vorliegt (Link et al., 1995; Lyford et al., 1995). Die Expression der arc/arg3.1-
MRNA kann durch Wachstumsfaktoren induziert werden und nach einer synaptischen
Aktivierung durch NMDA Rezeptoren in die molekularen Schichten des Hippocampus
transportiert werden (Link et al., 1995; Lyford et al., 1995; Steward et al., 1998). Des
weiteren wurden lokalisierte Transkripte der Neuropeptide Vasopressin und Oxytocin in
magnozelluléren Neuronen des Hypothalamus detektiert (Mohr et al., 1995). Ebenso
werden mRNASs, die fir verschiedene Membranrezeptoren kodieren, in Dendriten
unterschiedlicher Neuronenpolulationen lokalisiert. Dazu gehdrt die mRNA fur die a-
Untereinheit des Glycin-Rezeptors, die in proximalen Bereichen der Dendriten von
Motoneuronen nachgewiesen wurde (Racca et al.,, 1997), die mRNA fir
Glutamatrezeptoren (Miyashiro et al., 1994) sowie fur den Inositol-1,4,5-Triphosphat-
Rezeptor 1nsP3 (Furuichi et al., 1993). Fir die bereits erwahnten lokalisierten Transkripte
werden unterschiedliche Trandationsmechanismen postuliert. Wahrend die Transkripte,
die zytoplasmatische Proteine kodieren, préferentiell an freien Polyribosomen trandlatiert
werden, werden fur integrale Membranproteine membranassoziierte Ribosomen (rauhes
endoplasmatisches Retikulum) sowie der Golgi-Apparat bendtigt. Hinweise auf die
Anwesenheit sowohl von endoplasmatischem Retikulum as auch des Golgi-Apparates
konnten in Dendriten gefunden werden (Tiedge & Brosius, 1996; Torre & Steward, 1996;
Gardiol et al., 1999; Pierce et al., 2000). AufRRerdem wurden dendritisch lokalisierte
Transkripte gefunden, die Proteine kodieren, Uber deren Funktion noch nichts bekannt ist.
Dazu gehoren die L7-mRNA, die in Fortsdtzen von Purkinje Zellen lokalisiert ist (Bian et
al., 1996) sowie die Dendrin-mRNA, die in Dendriten des Hippocampus, des Gyrus
Dentatus sowie des cerebralen Cortex detektiert werden kann (Herb et al., 1997). In den
letzten Jahren traten immer mehr Hinweise auf eine lokale Trandation von Proteinen des
Zytoskeletts auf, die besonders beim Auswachsen der Neuriten an den so genannten
Wachstumskegeln benétigt werden (Crino & Eberwine, 1997; Bassdll et al., 1998; Zhang
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et al., 1999). Die lokaliserten mRNAs wirden direkt nach ihrer Trandation fur die
Zusammensetzung von strukurellen Komponenten zur Verfigung stehen. Axonde
Praparationen von sympathischen Neuronen der Ratte wiesen auf einen selektiven
Transportmechanismus fur b-Aktin-mRNA hin (Olink-Coux & Hollenbeck, 1996). Ebenso
konnte gezeigt werden, dal3 b-Aktin-mRNA in die Audaufer und Wachstumskegel von
embryonalen cortikalen Neuronen der Ratte transportiert wird (Bassell et al., 1998; Zhang
et al., 2001).

1.3 cisagierende Elemente und trans-agier ende Faktoren

Trotz der immer groRer werdenden Zahl an bekannten lokalisierten Transkripten in
unterschiedlichen Zelltypen ist immer noch sehr wenig Uber den generellen Mechanismus
dieser Transportvorgénge bekannt. Man geht davon aus, dal3 so genannte cis-agierende
Elemente in der Sequenz der RNA an diesen Vorgangen beteiligt sind. An diese cis
agierenden Elementen binden trans-agierende Faktoren. Diese wurden in den meisten
Fadlen als RNA-Bindeproteine identifiziert, die sowohl am Export der RNA aus dem
Nukleus, an kontrolliertem Transport entlang des Zytoskeletts, an der Stabilisierung oder
trandationaler Repression von Transkripten sowie an der Verankerung der RNA an

subzelluléren Bereichen eine Rolle spielen konnten.

In embryonalen Fibroblasten des Huhns ist die b-Aktin-mRNA besonders stark in den
Lamellipodien angereichert (Lawrence & Singer, 1986). Fibroblasten reagieren auf
chemotaktische Reize und kdnnen sich auf diese zu oder von ihnen weg bewegen. Dabei
spielt die Aktin-Polymerisierung eine wichtige Rolle bei der Ausbreitung des leading edge,
der Peripherie der Lamellipodien Carlier, 1991; Cooper, 1991; Wang, 1985). Es wird
angenommen, dal3 die Lokalisierung von b-Aktin-mRNA durch eine lokale Aktin-Synthese
an diesen spezialisierten Bereichen des Zytoplasmas zu einer Aufrechterhatung der
Zdpolaritéat beitrégt und gerichtete Bewegung der Zelle ermdglicht (Singer, 1992; Shuster
& Herman, 1995). Weitere asymmetrische Zelltypen, an denen eine Lokalisierung der b-
Aktin-mRNA an die Lamellipodien erfolgt, sind 3T3-Fibroblasten Hill et al., 1994),
Endothelzellen (Hoock et al., 1991) und C2 Myablasten (Hill & Gunning, 1993). Innerhalb
der b-Aktin-mRNA gibt es einen cisagierenden Bereich, den "zpcode", der fur die
Lokaliserung der mRNA notwendig ist. Dieser umfal3t 54 Nukleotide (nt) der 3'-
untrandatierten Region (UTR) der mRNA (Kislauskis et al., 1993; Singer, 1993). In UV-

Quervernetzungs-Analysen konnte ein RNA-Bindeprotein identifiziert werden, das an den
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1 BENLEITUNG

zipcode bindet und deswegen Zipcode Binding Protein 1 (ZBP-1) genannt wird (Ross et
al., 1997). Die in vitro-Bindung dieses RNA-Bindeproteins korreliert mit der
Lokaliserung der b-Aktin-mRNA in vivo, so dal3 eine direkte Beteiligung des ZBP-1 am
Transport des Transkriptes angenommen wird (Ross et al., 1997). Auffdlig ist die
Domaénenstruktur dieses Proteins. Es bestent aus 6 RNA-Bindedomanen, die stark
konserviert sind und gut 80% des gesamten Proteins ausmachen. Im N-terminalen Bereich
des Proteins finden sich zwei RRM-Domanen (RNA recognition motifs), die auch als RNP-
Motive oder RBD (RNA binding domains) bezeichnet werden. Im C-terminalen Bereich
des Proteins befinden sich vier KH-Domanen (hnRNP K-homology domain), die zuerst in
dem nukledren pre-RNA-Bindeprotein hnRNP K identifiziert wurden (Siomi et al., 1993).
Beide Typen von RNA-Bindedoménen kommen in ener Vielzahl von RNA-

Bindeproteinen mit unterschiedlichen Funktionen vor.

Ein Homolog von ZBP-1 ist moglicherweise am Transport der Vgl-mRNA an den
vegetalen Pol der Xenopus-Oozyte beteiligt. Das Vgl-RBP (Vgl-mRNA Bindeprotein)
bindet mit hoher Affinitét an ein in der 3-UTR der Vgl-mRNA lokalisiertes cis-
agierendes Sequenzelement Mowry & Melton, 1992; Schwartz et al., 1992). Es konnte
gezeigt werden, dal3 Vg1-RBP mit Mikrotubuli (MT) assoziiert ist (Elisha et al., 1995).
Deshler et al. (1997) identifizierten ein mit der Vg1l-mRNA interagierendes Protein, Vera,
das mit dem endoplasmatischen Retikulum (ER) assoziiert vorliegt. Klonierungen dieser
Proteine zeigten eine 100% Sequenzidentidt (Deshler et al., 1998; Havin et al., 1998).
Vgl-RBP/Vera weist dieselbe charakteristische Domanenstruktur von RRM- und KH-
Doménen wie ZBP-1 auf. Unklar ist, welche Doménen die MT/ER-Assoziation vermitteln,
wobel aber bekannt ist, da3 sowohl RRM-, as auch KH-Doméanen Protein-Protein-
Interaktionen vermitteln kénnen (Chen et al., 1997; Samuels et al., 1998). AulRerdem ist in
der Sequenz von Vg1l-RBP/Vera wie auch in der des ZBP-1 sowohl ein putatives Kern-
Lokalisierungs-Signal (NLS) als auch ein Kern-Export-Signal (NES) zu finden. Dies
deutet darauf hin, dal3 die Proteine sowohl eine Rolle bei der Regulation des nukledren
Exportes als auch der zytoplasmatischen Lokalisierung spielen (Rand & Yisradli, 2001).
Ein ebenfallsin der Xenopus-Oozyte identifiziertes Protein, dal3d zu 97% identisch mit Vgl-
RBP/Vera igt, entspricht dem Faktor B3. Dieser bindet im Zellkern an den TFIIA
Promotor und ist an transkriptionaler Aktivierung in frihen Xenopus-Oozyten beteiligt
(Pfaff & Taylor, 1992).

In neueren Untersuchungen konnten weitere homologe Proteine zu Vgl-RBP/Vera und

ZBP-1 im Menschen und in der Maus identifiziert werden. Mitglieder einer Familie von
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humanen RNA-Bindeproteinen binden an die IGFII-mRNA und werden as IMP1-3
(IGFII-mRNA-Bindeprotein 1-3) bezeichnet (Nielsen et al., 1999). IGFII ist ein fotaler
Wachstumsfaktor, der zu unterschiedlichen Zeitpunkten in verschiedenen Geweben
exprimiert wird. Vom IGFII-Gen werden mehrere Transkripte abgelesen, die sich nur in
der 5°-UTR unterscheiden und differentiell trandatiert werden (Sussenbach et al., 1989).
Beispielsweise wird die 4,8 kb leader-4-mRNA konstitutiv trandatiert, wahrend die 6,0 kb
leader-3-mRNA zunéchst trandlational reprimiert wird und nur in wachsenden Zellen
trandatiert wird (Nielsen et al., 1999). Die RNA-Bindeproteine IMP 1-3 binden an
Sequenzbereiche in der 5°-UTR der leader-3-mRNA und werden in Mé&usen nur wahrend
der Embryonalentwicklung an den Tagen E11,5-E15,5 exprimiert. Das Ortholog zu IMP-1
wurde in Méausen identifiziert und wird als CRD-BP bezeichnet. CRD-BP bindet an ein
cisagierendes Element in der kodierenden Region der c-myc-mRNA. Regulierte
Expresson von c-myc erfolgt wahrend der Zelltellung und der Embryonalentwicklung,
was eine wichtige Rolle des RNA-Bindeproteins CRD-BP in posttranskriptionaler
Regulation vermuten |a3t. Die Bindung von CRD-BP an die c-myc-mRNA bewirkt eine
erhohte Stabilitat des Transkriptes (Leeds et al., 1997). Die Moglichkelt einer Beteiligung
dieser RNA-Bindeproteine an neoplastischer Transformation entstand durch die
Identifizierung eines Mitglieds dieser Proteinfamilie in pankreatischem Tumorgewebe
(Mdaller-Pillasch et al., 1997). Klonierungen ergaben, da? KOC-1 (KH-domain containing
protein overexpressed in cancer) identisch zu IMP-3 ist. Ebenso konnte eine Expression
von IMP-1/CRD-BP in einer Reithe von Tumorzellinien sowie in primaren Tumoren

gezeigt werden (loannidis et al., 2001).

Eine Beteiligung der Mitglieder dieser Familie von RNA-Bindeproteinen an
posttranskriptionalen Regulationsmechanismen konnte somit in unterschiedlichen
Zelltypen und Spezies gezeigt werden. Dies |&3t einen konservierten Mechanismus bei der
Lokaliserung und Stabilisierung von Transkripten sowie der Trandation zur Steuerung

von Differenzierungsvorgangen vermuten.

Weitere trans-Faktoren konnten in den letzten Jahren identifiziert werden. Das
zytoplasmatische RNA-Bindeprotein Staufen ist an der Lokaliserung der maternaen
bicoid- und oskar-Transkripte an gegenuberliegenden Polen der Drosophila-Oozyte
beteiligt. AuRerdem bewirkt es eine trandationae Repression der oskar-mRNA am
posterioren Pol (St. Johnston et al., 1991; Ferrandon et al., 1994; Micklem et al., 2000).
Staufen enthdlt 5 doppelstrangige RNA-Bindedoméanen, denen jewells unterschiedliche
Funktionen zugeordnet werden konnen (St. Johnston et al., 1992). Staufen Orthologe

7
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konnten in verschiedenen Sdugern wie Maus, Ratte und Mensch identifiziert werden
(Kiebler et al., 1999; Marion et al., 1999; Wickham et al., 1999; Monshausen et al., 2001).
In Neuronen wird Staufen in makromolekularen Partikeln somatodendritsch lokalisiert, die
mit Mikrotubuli assoziiert scheinen. AulRerdem interagiert Staufen in vitro in Sequenz-
unabhangiger Weise mit unterschiedlichen doppelstrangigen RNAs (Kiebler et al., 1999;
Monshausen et al., 2001; Koéhrmann et al., 1999).

Ein multifunktionelles Poly (A)-Bindeprotein (PABP) wurde als trans-Faktor fur die
somatodendritisch lokalisierten Vasopression-Transkripte identifiziert (Mohr et al., 2001).
Die spezifische Interaktion zwischen dem in vielen Geweben vorkommenden PABP und
dem dendritischen Lokalisierungssignal (DLS) in der Vasopression-mRNA scheint durch
Gehirn-spezifische Modifikationen des PABP oder durch die Assoziation mit weiteren
neuralen Proteinen bestimmt zu sein (Mohr et al., 2001; Goérlach et al., 1994; Kindler &
Monshausen 2002).

Die somatodendritisch lokalisierte MAP2-mRNA besitzt in der 3-UTR ein 640 nt
umfassendes dendritisches Transportelement, das fur die Lokaliserung eines chiméren
Transkriptes in kultivierten Hippocampusneuronen der Ratte notwendig und ausreichend
i (Blichenberg et al., 1999). In UV-Quervernetzungs-Analysen binden zwei RNA-
Bindeproteine spezifisch an dieses cis-agierende Sequenzelement, MARTA1l und
MARTAZ2 (Rehbein et al., 2000). Wahrend MARTA1 sowohl in zytoplasmatischen als
auch nuklegren Extrakten vorhanden ist, it MARTAZ2 préferentiell mit Polysomen
assoziiert. Fur beide RNA-Bindeproteine wird eine Rolle im nukledren Export der mRNA,

dendritischer Lokalisierung oder Trandation vermutet.

Im Gehirn der Maus liegt das Protein Trandin zusammen mit der BC1-RNA in
Ribonukleoproteinpartikeln vor (Kobayashi et al., 1998). Wie die BC1-RNA ist Trandin in
Purkinje-Zellen des Cerebellums und in Hippocampus-Neuronen somatodendritisch
verteilt Finkenstadt et al., 2000; Kobayashi et al., 1998). Das zytoplasmatische CPEB
(cytoplasmic polyadenylation element binding protein) scheint an der Trandation von a-

CaMKII-Transkripten an postsynaptischen Membranen beteiligt zu sein (Wu et al., 1998).
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1.4 Beteiligung des Zytoskeletts am RNA-Transport

Es hat sich herausgestellt, dal3 das Zytoskelett eine wichtige Rolle beim RNA-Transport
spielt. Mehrere maternale mRNAs konnten nicht korrekt lokalisiert werden, wenn in
Drosophila und Xenopus-Oozyten Mikrotubuli-destabilisierende Agenzien wie Nocodazol
oder Colchizin eingesetzt wurden (St. Johnston, 1995; Yisraeli, et al., 1990). In
Oligodendrocyten wurde durch @nliche Experimente die Lokalisierung der MBP-mRNA
in die peripheren Auslaufer verhindert Carson et al., 1997). Die Mitglieder der ZBP-1-
Familie scheinen mit beiden Filamentgruppen wie Mikrotubuli und Aktin interagieren zu
koénnen. Wahrend fur das Vg1-RBP/Vera eine Assoziation mit Mikrotubuli gezeigt wurde
(Elishaet al., 1995; Havin et al., 1998), wird fur den Transport der b-Aktin-mRNA durch
ZBP-1in Fibroblasten ein intaktes Aktin-Zytoskelett benttigt (Ross et al., 1997; Sundell et
al., 1991). Neuere Untersuchungen an Neuronen zeigen, dal3 in diesem Zellsystem die b-
Aktin-mRNA und ZBP-1 in Transportpartikeln entlang der Neuriten und Axone in einem
Mikrotubuli-abhéngigen Mechanismus lokalisiert werden (Zhang et al., 2001). Generell
geht man davon aus, dal3 die posttranskriptionale Regulation von RNA-Transkripten vom
Zusammenspiel mehrerer Faktoren bestimmt ist. Dies kdnnen Faktoren sein, die fir den
Export der RNA aus dem Nukleus sowie fur die Transokation im Zytoplasma und die
gpatere Trandation wichtig sind. In Neuronen liegen die meisten lokalisierten RNASs in

grof¥eren Ribonukleoprotein (RNP)-Komplexen vor.

Ziel dieser Arbeit war es, weitere trans-agierende Faktoren in Neuronen zu identifizieren,
um die Moglichkeit eines generellen Mechanismus der posttranskriptionalen Regulation
von RNA-Molekilen zu untersuchen. Da Mitglieder der ZBP-1-Familie von RNA-
Bindeproteinen sowohl an der Lokalisierung, Stabilisierung als auch an der Trandation
von Transkripten in den unterschiedlichsten Zellsystemen beteiligt sind, stellten sie ein
Modell dar, den Mechanismus posttranskriptioneller Regulation in  Neuronen zu

untersuchen.
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2 Material und Methoden

2.1 Plasmide und Oligonukleotide

2.1.1 Zur Verfiigung gestellte Plasmide
Verwendete Plasmide anderer Arbeitsgruppen oder kommerziell erhiltliche Plasmide, die

fiir die Konstruktion neuer Vektoren eingesetzt wurden, sind im folgenden aufgelistet.

pAS2 und pACT2; pGBKT7:
Diese Vektoren von Clontech dienten als "Koder"- bzw. "Bank"-Plasmid im Hefe-Zwei-
Hybrid-System. Dabei diente der Vektor pACT2 als Bank-Plasmid, wihrend pAS2 und

pGBKT7 als zwei alternative "Koder"-Plasmide eingesetzt wurden.

pCMV-2B
Der Vektor pCMV-2B (Stratagene) wurde zur Expression von Fusionsproteinen mit einem
FLAG-Peptid (Aminosduresquenz M D Y K D D D D K) in eukaryotischen Zellen

eingesetzt.

pCS2-MT-LMO2, pCS2-MT-LMO4, pCS2-MT-Clim2:

Diese eukaryotischen Expressionsvektoren enthalten die gesamte ¢cDNA-Sequenz von
LMO2, LMO4 oder Clim2 fusioniert mit einer fiir das MYC-Peptid (Q VLLADQLL
L) codierenden Sequenz und wurden von Dr. Ingolf Bach, ZMNH, zur Verfiigung gestellt.

pEGFP-C1 und pECFP-NI1:

Die Vektoren pEGFP-C1 und pECFP-N1 (Clontech) wurden zur Expression von EGFP
(enhanced green fluorescent protein), bzw. ECFP (enhanced cyan fluorescent protein)-
Fusionsproteinen in eukaryotischen Zellen eingesetzt. Die Bezeichnung -C1 und -NI

bezeichnet die Position des Polylinkers im Verhiltnis zur EXFP-Sequenz des Vektors.
pGEM-4Z-r-Aktin

Der Vektor pGEM-4Z-r-Aktin wurde von Frau Christiansen, Institut fiir Zellbiochemie und
klinische Neurobiologie, zur Verfiigung gestellt. Er enthilt einen Teilbereich der Ratten 3-
Aktin-cDNA (nt 1-567, GenBank-Nummer: NM031144). Dieser Vektor diente zur in
vitro-Transkription von 3-Aktin-RNA.
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PGEM-T und pGEM-Teasy
Diese Vektoren von Promega dienten zur Klonierung von PCR-Produkten mit A-
Uberhangen und zur in vitro-Transkription von RNA-Sonden.

pGEX-2T
Dieser Vektor Amersham Pharmacia) wurde zur Herstellung von GST Gluthation-S-

Transferase)-Fusionsproteinen in prokaryotischen Zellen verwendet.

pM OSBlue-| GFI|

Dieser Vektor wurde von Dr. Jan Christiansen, Institute of molecular biology, University of
Copenhagen, Denmark, zur Verfiigung gestellt und enthdlt ein 121 bp-Insert aus der IGFlI-
cDNA (Nielsenet al., 1999).

TOPO-bluntll

Der Vektor TOPO-bluntll (Invitrogen Life Technologies) diente ausschliefdich als
K lonierungsvektor von PCR-Produkten ohne Uberhénge.

2.1.2 Konstruierte Plasmide

Diein dieser Arbeit konstruierten Plasmide sind in Tabelle 1 zusammengestellt.

Bezeichnung Sequenzbereich der Verwendungszweck
enthaltenen cDNA

pEGFP-FeRB1 FeRB1 nt 1-1752 (Abb. 3) Expression in eukaryotischen Zellen
pECFP-(N1)-FeRB1 FeRB1 nt 1-1752 (Abb. 3) Expression in eukaryotischen Zellen
pEGFP-FeRB2 FeRB2 nt 1-1749 (Abb. 4) Expression in eukaryotischen Zellen
pGEM-T-FeRB1 FeRB1 nt 1-497 (Abb. 3) invitro-Transkription

pGEM-Teasy-FeRB2-5" FeRB2 nt-175 (5 -UTR)-699 (Abb. 4)  invitro-Transkription

pGEM-Teasy-rat c-myc c-myc nt 4882-4919; 8919-6481 in vitro-Transkription
(GB: Y00396)

pGEM-Teasy-rat actin ~ Aktin nt 2990-3558 (GB: V01217) in vitro-Transkription
(zipcode)

pAS-FeRB1 FeRB1 nt 1-1752 (Abb. 3) Hefe-Zwei-Hybrid-System
PGBKT7-RRM FeRB1 nt 1-594 (Abb. 3) Hefe-Zwei-Hybrid-System
pGBKT7-KH FeRB1 nt 600-1752 (Abb. 3) Hefe-Zwei-Hybrid-System
pACT-FeRB1 FeRB1 nt 1-1752 (Abb. 3) Hefe-Zwei-Hybrid-System
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pACT-rLMOI1
pACT-Liml
pACT-Lim2
pGBKT7-rLMO1

pCMV-rLMO1

rLMOI nt 1-463 (Abb. 12) Hefe-Zwei-Hybrid-System
rLMOI1 nt 1-232 (Abb. 12) Hefe-Zwei-Hybrid-System
rLMOI nt 230-425 (Abb. 12) Hefe-Zwei-Hybrid-System
rLMOI1 nt 1-463 (Abb. 12) Hefe-Zwei-Hybrid-System
rLMOI1 nt 1-463 (Abb. 12) Expression in eukaryotischen Zellen

Tab. 1: Darstellung der konstruierten Plasmide.
Aufgelistet ist die Bezeichnung, der enthaltene Sequenzbereich sowie der Verwendungszweck.

2.1.3 Oligonukleotide

Die eingesetzten Oligonukleotide sind in Tabelle 2 aufgelistet. Die Synthese wurde vom

Service-Labor des Instiuts fiir Zellbiochemie und Klinische Neurobiologie (Universitéts-

Krankenhaus Eppendorf) mit einem DNA/RNA-Synthesizer (Applied Biosystems)

durchgefiihrt. Vor der Benutzung wurden sie mit Hilfe von MICROSPIN G25-Sdulen nach

Herstellerangaben (Amersham Pharmacia) gereinigt.

Bezeichnung 5°-3’-Sequenz, Verwendungszweck Schnittstelle
SeqFeRB1-3’'UTRas  CTGTGTTCCTCCTGCTGATCT
SeqFeRB1-asH GCGGGGTCACTTCCTCCG
SeqFeRB1-asM TGGAGTCAGGTGTTTCTG
SeqFeRB1-sH CGCCATTGAGAACTGCTG
SeqFeRB1-asV TCCTTTGCCTCCTTGTGCATA
SeqFeRB1-sM CTGAGAATGGGCGTCGTG
SeqFeRB1-sV ACCATGAACAAGCTTTACATCGGC
Seq897-917-s GCCTGTAAGATGATCTTGGAG
Sequenzierung FeRB1
FeRB1SPI CGAAGGCGTAGCCGGATT
FeRB1SP2 CTGGCCGCTGTAGGAGAT
FeRB1SP3 GCAAATACTTTCTCCAAG
5’-RACE FeRB1
FeRB1SP4 GAGCAACCTGGCCCAGGC
3’-RACE FeRB1
FeRBI-V-Bam+2 GCCAGGATCCCCATGAACAAGCTTTTAC BamHI
Klonierung FeRB1 in pACT2
FeRB1-H-Xho CGATCTCGAGTCACTTCCTCCGAGC Xhol

Klonierung FeRB1 in pACT2
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FeRB2-V-Bam+2 AACCCCCGGATCCCAATGAACA BamHI
Klonierung FeRB2 in pACT2

FeRB2-H-Xho TCTCCTCTCGAGTTACTTCCG Xhol
Klonierung FeRB2 in pACT2

FeRB1-Ak-V AACCATGCCGCATGCGTTTCCTAC Sphl
Klonierung eines FeRB1-Fragmentes (nt 1-619) in pGEX-2T

FeRB1-Ak-H ACTGCGTGGGGTACCGGAGCCGG Kpnl
Klonierung eines FeRB1-Fragmentes (nt 1-619) in pGEX-2T

FeRB1-V-Eco-Kozak AAGGAATTCCCACCATGAACAAGCTT EcoRI
Klonierung FeRB1 in pECFP-N1

FeRBI1-H-Bam CGATGGATCCTCACTTCCTCCGAGC BamHI
Klonierung FeRB1 in pECFP-N1

FeRB1-RRM-H TGCTATCTGGGATCCAGGTATGTAG BamHI
Klonierung der RRM-Domiéinen von FeRB1 in pGBKT?7

FeRB1-KH-V CAGGTGGACGAATTCCTCCGGCTCC EcoRI
Klonieren der KH-Doménen in pGBKT7

FeRBI-NESmut ATCTCCTCGGCCCAGGATGCCACGGCCTATAACCC
Mutagenese des NES in FeRB1

rZIP-V ATCATTGCTCCTCCTGAG

Amplifizierung der Ratten-zipcode-Sequenz

rZip-H CACCTTCCCGGTGTGGAC
Amplifizierung der Ratten-zipcode-Sequenz

c-myc-V GCATGAAGAGACACCGCC
Amplifizierung der CRD-Sequenz aus der Ratten-c-myc-
cDNA

c-myc-H CAGTTATGCACCAGAG
Amplifizierung der CRD-Sequenz aus der Ratten-c-myc-
cDNA

LMO2-V-Bam+2 GAAGAGGACTGGATCCCAATGTCCTCG BamHI
Klonierung LMO2 in pACT2

LMO2-H-Xho ATCCCACTCGAGTTGGTCCAC Xhol
Klonierung LMO?2 in pACT2

LMO4-V-Bam+2 GAGAGCTGGATCCACCTCACC BamHI
Klonierung LMO4 in pACT2

LMO4-H-Xho ACCTTCCTCGAGGGCAGTAGT Xhol
Klonierung LMO4 in pACT2

rLMO1-V-Bam+1 GAGCCGCTTGGATCCTATGGTTTTG BamHI
Klonierung rLMO1 in pCMV-2B

rLMO1-H-Eco GAACTTGGGAATTCAAGGTGC BamHI

Klonierung rLMO1 in pCMV-2B
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rLMO1-V-Eco
rLMO1-H-Bam
Liml-V-Bam
Lim1-H-Xhol
Lim2-V-Bam
Lim2-H-Xho
FeRB2-5"-s
seqFeRB2-1
SeqFeRB2-2
SeqFeRB2-3
SeqFeRB2-as1
SeqFeRB2-H

FeRB2-Ak1-V

FeRB2-Ak-H

FeRB2-V-Eco+1

FeRB2-H-Bam

FeRB2-SP1
FeRB2-SP2
FeRB2-SP3

FeRB2-SP5
FeRB2-SP6

AGCCGCTTGGAATTCATGGTTTTG

Klonierung rLMO1 in pGBKT7
GATGTTGGGGGATCCTGAACTT

Klonierung rLMO1 in pGBKT7
CTAAGGGGAAGCGGATCCGCTGTGCAG
Klonierung der Lim1-Doméne von rLMO1 in pACT2
TTTCCTTGTCTCGAGAAAAAGCCT

Klonierung der Lim1-Doméne von rLMO1 in pACT2
TGGCACCACGGATCCCTGTGCTGC

Klonierung der Lim2-Doméne von rLMO1 in pACT2
CCATTGAGAGAATTCCTCCTCATAG

Klonierung der Lim2-Doméne von rLMO1 in pACT2
GGAGGAAAAAGGACCCTG

GCTAAGATCCCG

GAATGGATTCCAG

CAGTTAAAGGCAATGTTG
GCATAGAAGTGGCCAGTTATTTTGAC
TTACTTCCGCCTTGACTGAGG

Sequenzierung FeRB2
CAACCCCCTCGCATGCATGAACAAAT
Klonierung eines FeRB2-Fragmentes (nt 1-470) in pGEX-2T
TGGGTGGGGGTACCCAGGCGCAG

Klonierung eines FeRB2-Fragmentes (nt 1-470) in pGEX-2T
CCCCTGAATTCAATGAACAAATTG

Klonierung FeRB2 in pEGFP-C1
TCCTGGATCCTTACTTCCGTCTGAA

Klonierung FeRB2 in pEGFP-C1
AGAGGTGCCTTCAGGGGT
AATGGACTTCTCCGCGGCC
CTTACGATGGACATCGAT

Amplifizierung von FeRB2-5"-gelegenen Teilstiicken
GCCCACCCAGTTTGTTGG
GTGCCGCCATTCGCAACATC

Amplifizierung von FeRB2-3 -gelegenen Teilstiicken

EcoRI

BamHI

BamHI

Xhol

BamHI

Xhol

Sphl

Kpnl

EcoRI

BamHI

Tab. 2: Verwendete Oligonukleotide.
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2.2 Antikorper

Die in dieser Arbeit verwendeten primiren und sekundidren Antikérper sind mit Angabe

der Herkunft in Tabelle 3 angegeben.

Bezeichnung Herkunft Referenz/
Katalognummer
o-EGFP, polyklonal Clontech 3867-1
a-Flag-M2, monoklonal Stratagene 200472
a-Flag, polyklonal ABR Affinity Bioreagents PA1-984
a-c-Myc monoklonal Invitrogen Life Technologies 46-0603
a-c-Myc, polyklonal ABR Affinity Bioreagents PA1-981
a-GST, monoklonal Santa Cruz Biotechnology sc-138
o-His, polyklonal Santa Cruz Biotechnology sc-804
o-Kaninchen-HRP-gekoppelt Amersham Pharmacia NA934V
o-Maus-HRP-gekoppelt Amersham Pharmacia NIF825
o-Meerschwein-HRP-gekoppelt Jackson Immuno Research 106-035-003
o-Kaninchen-Alexa Fluor ® 488 Molecular Probes A-11008
o-Kaninchen-Alexa Fluor ® 546 Molecular Probes A-11010
o-Kaninchen-Alexa Fluor ® 633 Molecular Probes A-21070
o-Maus-Alexa Fluor ® 546 Molecular Probes A-11003
a-LMO1-Antiserum Dr. Terry Rabbits, Cambridge Valge-Archer ef al., 1994
Protein A-Agarose Santa Cruz Biotechnology sc-2001
EZ-view Red o-FLAG M2 Affinity Gel ~ Sigma F-2426

Tab. 3: Verwendete Antikorper.

Angegeben sind die Bezeichnungen, die Herkunft sowie die Referenz oder die Bestellnummer.
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2.3 Bakterienstimme und Zellinien

Verwendet wurden folgende Bakterienstimme:

Stamm Genotyp Herkunft

E. coli XL1blue RecAl, endA1gyrA96, Tho-1, hsdR17, supE44,  Stratagene
relAl, lac[F proAB lacl'ZAM15Tn10(Tet")]

E. coli M15 pREP4 Nal® St" Fif’ Lac Ara” Gal Ml F' RecA™ Uvr*  Stratagene

E. coli XLL10-Gold TetR, A(mcrA)183, A(mcrCB-hsdSMRmrr)173, Stratagene

endAl, supE44, thi-1, recAl, gyrA96, relA1l lac
Hte [F’ proAB laqlqZAM15 tn10]

Tab. 4: Verwendete Bakterienstimme.
Angegeben sind die Bezeichnung des Stammes sowie der zugehorige Genotyp und die
Bezugsquelle.

Verwendete Zellinie:
CHO-K1 Chinese Hamster Ovary
Wildtyp-Zellen, DMSZ Nr.: ACC 110

2.4 DNA: Molekularbiologische Methoden

2.4.1 Restriktion von DNA mit Endonukleasen

Plasmid-DNA oder PCR-Produkte wurden mit entsprechenden Enzymen (Invitrogen Life
Technologies, MBI Fermentas, New England Biolabs, Roche) nach Herstellerangaben
verdaut. Die Enzymreaktionen wurden durch Zugabe von DNA-Ladepuffer (15% Ficoll,
0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylenxyanol) gestoppt und auf einem Agarosegel (2.4.2.)

analysiert.
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2.4.2 DNA-Gelelektrophorese

Zur Analyse von DNA-Priparationen, Restriktionsansidtzen, PCR-Produkten und zur
Isolierung von cDNA-Fragmenten wurde die DNA in horizontalen 1%igen Agarosegelen
aufgetrennt. Die Agarose (Invitrogen Life Technologies) wurde in 1 x TAE-Puffer
(Ausubel et al, 1999), der auch als Laufpuffer diente, gelost und mit 0,5 pg/ml
Ethidiumbromid (10 mg/ml Sigma) versetzt. Die Detektion der DNA-Banden erfolgte mit
Hilfe eines 356 nm-UV-Leuchttisches (UVT 28-M, Herolab).

2.4.3 Isolierung von cDNA-Fragmenten aus Agarosegelen
Nach Auftrennung der DNA in Agarosegelen wurden die cDNA-Fragmente unter UV-
Licht mit einem Skalpell ausgeschnitten und mit dem QIAEX GEL EXTRACTION SYSTEM

(Qiagen) oder dem QIAQUICK PURIFICATION SYSTEM (Qiagen) aus dem Gel isoliert.

2.4.4 Ligation von DNA-Fragmenten

100-200 ng Vektor-DNA wurde mit mindestens dreifachem molaren Uberschul an
Fragment-DNA mit Hilfe von 1 U T4-DNA-Ligase (Invitrogen Life Technologies)
entweder 3 h bei RT oder ii.N. bei 16°C ligiert. PCR-Produkte mit A-Uberhiingen wurden
mit dem PGEM-T-SYSTEM II (Promega) nach Herstellerangaben in den pGEM-T- oder den
pGEM-Teasy-Vektor kloniert.

2.4.5 Transformation von Bakterien

Zu 20 pl kompetenten Escherichia coli XLL1-blue SUBCLONING GRADE Zellen (Stratagene)
wurden 2 pl eines Ligationsansatzes bzw. 50 ng eines Plasmides pipettiert. Nach 30-
miniitiger Inkubation auf Eis wurden die Zellen fiir 45 sec einem Hitzeschock bei 42°C
ausgesetzt und in 750 pl LB-Medium (Ausubel et al., 1999) aufgenommen. Die Zellen
wurden fiir 30-60 min bei 37°C geschiittelt, abzentrifugiert (4000 x g, 2 min) und in einem
geeignetem Volumen LB-Medium auf LB-Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum
ausgestrichen. Die Inkubation der Platten erfolgte ii.N. bei 37°C.

2.4.6 Plasmid-DNA-Isolierung aus Bakterien

Fiir eine Miniprdparation von Plasmid-DNA wurden 4 ml LB-Medium, dem das
entsprechende Antibiotikum zugegeben wurde, mit einer Bakterienkolonie angeimpft und
.N. bei 37°C geschiittelt. Davon wurden 1,5 ml abzentrifugiert (15800 x g, 1 min) und
nach der Methode der alkalischen Lyse (Sambrook et al., 1989) die Plasmid-DNA isoliert
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und in 50 pul H,O aufgenommen. Sollte die Plasmid-DNA sequenziert werden, wurde die
Isolierung mit Hilfe des PEQLAB MINI-PREP KITS II (PeqLab) durchgefiihrt. Zur Isolierung
groBerer Mengen Plasmid-DNA wurde das NUCLEOBOND AX 100 oder AX 500-Kit
(Macherey & Nagel) verwendet. DNA zur Transfektion von Primidrneuronen wurde mit
Hilfe des ENDOFREE-MAXI-PREP-KITS (Qiagen) isoliert oder iiber zwei Céasiumchlorid-

Gradienten aufgereinigt (Sambrook et al., 1989).

2.4.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Alle PCR-Ansitze wurden auf Eis zusammenpipettiert und erst bei einer erreichten
Temperatur von 94°C in die PCR-Maschine (GENEAMP PCR SYSTEM 2400, Perkin Elmer)
gestellt. Ein Standardansatz sah wie folgt aus: 100-200 ng cDNA-Matrize, 20 pmol je
Oligonukleotid, 200 uM je dANTP, 5 pul 10 x Puffer (entsprechend der Taq- / Pfu-
Polymerase, Promega), 2,5-3,5 mM MgCl,, 2-5 U Taq- oder Pfu-Polymerase (Promega)
und H,O ad 50 pl. Das PCR-Programm war abhingig von der Hybridisierungstemperatur
der eingesetzten Oligonukleotide sowie von der Linge des erwarteten Produktes. Ein

Standardprogramm ist hier wiedergegeben:

Reaktion Temperatur Dauer Zyklen
Pria-Denaturierung 94°C 2 min 1
Denaturierung 94°C 30 sec

Anlagerung der 57°C —63°C 30 sec 30-35
Oligonukleotide

Polymerase-Reaktion 72°C 1 min — 3 min

AbschlieBende 72°C 7 min 1

Polymerase-Reaktion

Die PCR-Produkte wurden in einem Agarosegel aufgetrennt und aus dem Gel isoliert
(2.4.3). AnschlieBend wurden sie direkt entweder in den 7/4-cloning-Vektor pGEM-T
(Promega) oder in den TOPO-PCR-Blunt-II-Vektor (Stratagene) kloniert und sequenziert.
Nach entsprechendem Verdau mit Restriktionsendonukleasen (2.4.1) wurden sie in
geeignete Vektoren eingebracht und zur Kontrolle liber die Ligationsstellen erneut

sequenziert.
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2.4.8 Radioaktive Markierung von cDNA-Fragmenten
Die Markierung von cDNA-Fragmenten fiir Northern Blot-Hybridisierungen erfolgte nach
Angaben des Herstellers tiber das PRIME-IT-II-KIT (Stratagene) unter Verwendung von 5 pl

[(x32P]dCTP (3000 Ci/mmol, Amersham Pharmacia).

2.5 RNA: Molekularbiologische Methoden

2.5.1 Praparation von RNA aus Gewebe

Rattenembryonen (2.5.6) oder Gehirne adulter Ratten wurden in 100 ml/mg Gewebe mit
TrizOL (Invitrogen Life Technologies) homogenisiert, die RNA wurde nach
Herstellerangaben isoliert, in 300 ul H,O aufgenommen und die Konzentration in einem
Photometer (GENEQUANT, Pharmacia) bestimmt. Erhaltene Gesamt-RNA wurde entweder
direkt fiir eine RT-PCR (2.4.7) eingesetzt oder zur Gewinnung von Poly (A)-RNA mit

Hilfe von DYNABEADS-OLIGO-dT (Dynal) nach Angaben des Herstellers genutzt.

2.5.2 RNA-Gelelektrophorese und RNA-Transfer (Northern Blot)

RNA-Proben wurden in einem denaturierendem Glyoxal-Gel aufgetrennt. Dazu wurde die
hergestellte Poly (A)"-RNA (2.5.1) unter Vakuum lyophilisiert und anschlieBend in 10 pl
Glyoxal/DMSO-Puffer (50% DMSO, 10 mM NaPO,4 pH 7.0, 1 M Glyoxal) resuspendiert.
Nach einstiindiger Inkubation bei 50°C wurde 2,5 pl Probenpuffer (45,5% Glycerin, 10
mM NaPO, pH 7.0, 0,3% Bromphenolblau) zugegeben und die RNA auf einem 1%igen
Agarosegel in 10 mM NaPO4 pH 7.0 aufgetrennt. Der Transfer der RNA erfolgte ii.N.
durch Kapillarkraft in 20 x SSC auf eine Nylonmembran (HYBOND N, Amersham

Pharmacia).

2.5.3 Northern Blot-Hybridisierung

Northern Blots wurden in 50 ml Kunststoffrohrchen (Falcon) mit 5 ml
Hybridisierungslosung (ULTRAHYB, Ambion) 2 h bei 42°C prihybridisiert. Die
Hybridisierung wurde in frischer Hybridisierungslosung mit 5 x 10° cpm [o’*P]dCTP
markierter DNA-Sonde (2.4.8.)/ml ii.N. bei 42 °C durchgefiihrt. Unspezifisch gebundene
Sonde wurde durch drei 15-miniitige Waschschritte in Waschpuffer I (1 x SSC, 0,1% SDS)
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und zwei 30-miniitige Waschschritte in Waschpuffer II (0,2 x SSC, 0,1% SDS) entfernt.
Der Blot wurde in feuchtem Zustand in Plastikfolie eingewickelt und bei —70°C unter
Verwendung von CRONEX MEDICAL X-RAY Filmen (Sterling Diagnostic Imaging)

exponiert.

2.5.4 RT-PCR

Reverse Transkription von Gesamt-RNA aus Rattenembryonen unterschiedlicher
Entwicklungszeitpunkte sowie aus dem Gehirn adulter Ratten wurde mit Hilfe der
SUPERSCRIPT II reversen Transkriptase (Invitrogen Life Technologies) nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. AnschlieBende PCR erfolgte je nach Bedarf mit

unterschiedlichen Oligonukleotiden wie unter 2.4.7 beschrieben.

2.5.5 Herstellung von radioaktiv markierten RNA-Sonden mittels in vitro-
Transkription

Radioaktiv markierte RNA-Sonden wurden fiir in situ-Hybridisierungen sowie UV-
Quervernetzungs-Analysen benétigt. Dazu wurde der entsprechende Transkriptionsvektor
linearisiert und unter Zugabe von 2,5 pl [oc35 S]-UTP (1250 Ci/mmol, 12,5 mCi/ml,
Amersham Pharmacia) bzw. [a’’P]-UTP (3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml, Amersham
Pharmacia) mit Hilfe von T3-, T7- oder SP6-RNA-Polymerase (Promega, MBI Fermentas)
nach Herstellerangaben transkribiert. Fiir in situ-Hybridisierungen wurde der Ansatz mit 1
Volumen 100 mM NaCO4 pH 10.3 fiir 20-40 min hydrolysiert, um Fragmentgrof3en um 0,3
kb zu bekommen. Nach Neutralisierung mit 1 Volumen 0,2 M Natriumacetat pH 6.2 wurde
die RNA unter Zusatz von 100 pg E. coli t-RNA mit 3-fachem Volumen eiskaltem
absolutem Ethanol i.N. bei —20°C gefillt.

2.5.6 Priparation von Rattenembryonen und Herstellung von Gewebeschnitten
Tragende Ratten, deren Embryonen zwischen 12 und 15 Tage alt waren, wurden mit CO,
betdubt und dekaptiert. Die Embryonen wurden aus der Gebarmutter entfernt. Zur spiteren
Herstellung von Gesamt-RNA oder Proteinextrakten wurden die Embryonen in einem
Kunststoffrohrchen (Falcon) in fliissigem Stickstoff tiefgefroren und bei —70°C gelagert.
Zur Anfertigung von Gewebeschnitten wurden die Embryonen #.N. in 4%
Paraformaldehyd in PBS (Phosphate Buffered Saline, Ausubel et al., 1999) fixiert,
anschlieffend in 0,5 M Sucrose bis zum Absinken des Gewebes bei 4°C inkubiert und dann

entweder tiefgefroren oder zum Schneiden auf Gelatine (OCT CoMPOUND, Tissue Tek)
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gefroren. 15-20 pum Schnitte wurden bei —20°C im Kryostaten (JUNG CM 3000, Leica)
angefertigt, auf beschichtete Objekttrager (SUPERFROST PLUS, Roth) aufgebracht und
anschlieBend bei —70°C gelagert.

2.5.7 In situ-Hybridisierung an Rattenembryonen-Diinnschitten

Gewebeschnitte von Rattenembryonen wurden 15 min in 4% Paraformaldehyd in PBS
fixiert, kurz in PBS sowie H,O gewaschen und anschlieBend 20 min in 0,2 N HCI
inkubiert. Vor der Entwiésserung liber eine aufsteigende Ethanolreihe (65%, 85%, 95%,
100%) wurden die Schnitte 30 min bei 70°C in 2 x SSC inkubiert. Die Prahybridisierung
wurde mit 20 pl Hybridisierungslosung (50% deionisiertes Formamid, 0,3 M NaCl, 10 mM
Tris, 10 mM NaPO, pH 6.8, 0,02% Denhardts, 10% Dextransulfat, 20 mM DTT) + 5
mg/ml E. coli t-RNA pro Schnitt 2 h bei 54°C in einer feuchten Kammer durchgefiihrt.
AnschlieBend erfolgte erneutes Waschen in 2 x SSC sowie Entwisserung iiber eine
aufsteigende Ethanolreihe. Wihrenddessen wurden die gefédllten RNA-Sonden mit einer
spez. Aktivitdt von 4 x 10° cpm in 50% Formamid geldst und 1:5 in Hybridisierungsldsung
verdiinnt. Nach einer 10-miniitigen Denaturierung bei 80°C wurden 20 ul der verdiinnten
Sonde auf die Schnitte aufgebracht. Die Hybridisierung erfolgte 1i.N bei 54°C in einer
feuchten Kammer. Unspezifisch gebundene Sonde wurde mit folgenden Waschschritten
entfernt: zweimal 1 h in Waschpuffer (50% Formamid, 5 x SSC, 10 mM DTT) bei 54°C,
15 min in TE-N (10 mM Tris-HCI pH 7.5, 1 mM EDTA, 0,3 M NaCl) bei 37°C, 30 min in
TE-N + 40 pg/ml RNaseA bei 37°C, 15 min in TE-N bei 37°C, 30 min in 2 x SSC bei
37°C mit mehrmaligem Pufferwechsel sowie 30 min in 0,2 x SSC bei 37°C ebenfalls mit
einigen Pufferwechseln. Die Schnitte wurden erneut iiber eine aufsteigende Ethanolreihe
entwéssert und nach vollstindigem Trocknen in einer Filmkassette bei RT mit KODAK BI1O-

MAX Filmen (Kodak) exponiert.

2.5.8 UV-Quervernetzungs-Analysen

UV-Quervernetzungsanalysen wurden mit Proteinextrakten aus transfizierten sowie
untransfizierten CHO-K1-Zellen durchgefiihrt. Dazu wurden 5 fmol markierte RNA-Sonde
(2.5.5) mit 10 pg des entsprechenden Proteinextraktes in einem Gesamtvolumen von 20 pl
in Bindungspuffer 1 oder 2 (BP1: 5 mM Tris-HCI pH 7.6, 2,5 mM EDTA, 2 mM DTT, 5%
Glycerin, 0,5 pg/ul t-RNA; BP2: 2,5 mM Hepes pH 7.6, 0,75 mM MgCl,, 10 mM KClI,
1,25% Glycerin, 0,25 mM DTT, 0,5 pg/ul Heparin) fiir 20 min inkubiert. Anschliefend
wurden die Reaktionsansitze mit UV-Licht (254 nm, 1 Joule/cm?) bestrahlt. Es schloB sich
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ein 15-miniitiger RNase-Verdau mit RNase A Typ IIA (Sigma) an und die
Reaktionsansdtze wurden mit 5 pl 5 x Laemmli-Probenpuffer (Laemmli ef al., 1970)
versetzt und auf einem 10%igen SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt (2.6.2). Nach
Trocknung des Gels unter Vakuum bei 80°C wurde ein Kodak BiIoMAX-Film aufgelegt
und dieser i.N. bei —70°C exponiert.

2.6 Protein: Molekularbiologische und biochemische Methoden,

Immunchemie

2.6.1 Herstellung von Proteinextrakten aus Gewebe

Rattenembryonen wurden wie unter 2.5.6. beschrieben pripariert und zur Herstellung von
Proteinextrakten in 5-fachem Volumen Lysis-Puffer (10 mM Hepes pH 7.6, 3 mM MgCl,,
40 mM KCI, 5% Glycerol, 1 mM DTT, 0,2% IGEPAL), der mit 40 pul/ml Protease-
Inhibitor-Cocktail (COMPLETE™, Roche) versetzt wurde, homogenisiert. Das Homogenat

wurde 10 min bei 4°C und 13000 x g zentrifugiert und die Uberstinde bei —20°C gelagert.

2.6.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

10-12%ige SDS-Polyacrylamidgele (Sambrook et al., 1989) wurden mit 10-20 pg Protein
pro Spur beladen und diese bei 200 V 1 h in 1 x SDS-Laufpuffer (25 mM Tris-Base, 19,2
mM Glycin, 0,1% w/v SDS) aufgetrennt. Dazu wurden 16 pl Proteinextrakt mit 4 ul 5 x
Laemmli-Puffer (Laemmli et al., 1970) versetzt und vor dem Beladen des Gels 5 min
gekocht. Vorgefiarbte Protein-Molekulargewichtsstandards (FULL RANGE RAINBOW
Marker, Amersham Pharmacia, BENCHMARK Marker, Invitrogen Life Technologies)

wurden zur Bestimmung der ProteingroB3en benutzt.

2.6.3 Coomassie-Fiarbung von Polyacrylamid-Gelen

Nach der SDS-PAGE wurden die Gele in Coomassie-Losung (0,25% w/v Coomassie
Brilliant Blue R 250, 0,05% w/v Coomassie Brilliant Blue G 250, 50% v/v Methanol, 10%
v/v Eisessig) 20 min gefdrbt und anschlieBend mit Entfarberlosung (50% v/v Methanol,
10% v/v Eisessig) entférbt, in H,O gewaschen und getrocknet (GELAIR DRYER, BioRad).
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2.6.4 Elektrotransfer von Proteinen auf PVYDF-Membranen (Western Blot)
Nach Auftrennung mittels SDS-PAGE wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran
(polyvinylidine Flouride, Millipore) tlibertragen, um sie flir eine immunologische Detektion
zuginglich zu machen. Der Proteintransfer erfolgte nach Herstellerangaben der Membran
sowie der Blot-Apparatur (BioRad) in Blotpuffer (38 mM Glycin, 47 mM Tris-Base,
0,03% v/w SDS, 20% Methanol abs.) 1 h bei 100 V und 4°C.

2.6.5 Immunologische Detektion von Proteinen auf einer PYDF-Membran

Der Western Blot wurde nach dem Proteintransfer kurz mit PBS-T (Phosphate Buffered
Saline + 0,1% Tween-20) gewaschen und 1 h bei RT mit Blockierlosung (5%
Magermilchpulver in PBS-T) blockiert. Die Inkubation mit erstem Antikdrper, der in
entsprechender Verdiinnung (1:500—1:5000) in Blockierlosung vorlag, erfolgte 1 h bei RT
oder i.N. bei 4°C. Nach drei 10-miniitigen Waschschritten in PBS-T wurde der Blot mit
HRP (horseradish peroxidase)-gekoppeltem zweiten Antikdrper 1 h bei RT inkubiert. Die
Detektion der an die Proteine gebundenen Antikorper erfolgte nach erneutem Waschen
(wie oben) mit dem ECL-Reagenz (Enhanced Chemiluminescence, Amersham Pharmacia)

auf Rontgenfilmen (CRONEX MEDICAL X-RAY Film, Sterling Biodiagnostic Imaging).

2.6.6 Expression und Aufreinigung von Fusionsproteinen

E. coli M15-Zellen, die entsprechende Expressionsvektoren trugen, wurden in 50 ml
Selektionsmedium bei 37°C unter Schiitteln i.N. kultiviert. Mit Hilfe dieser Vorkultur
wurden 500 ml Selektionsmedium auf eine ODgyp = 0,1 angeimpft und bis zur
logarithmischen Wachstumsphase (ODgpo = 0,8) der Zellen schiittelnd bei 37°C inkubiert.
Die Expression der Fusionsproteine wurde darauthin mit 1 mM IPTG (Isopropyl-f-D-
Thiogalactopyranoside, Roth) induziert. Nach zweistiindigem Wachstum wurden die
Zellen abzentrifugiert (5000 x g, 10 min, 4°C), in STE-Puffer (150 mM NacCl, 10 mM Tris-
HCI pH 8.0, 1 mM EDTA) gewaschen und eingefroren. Zur Aufreinigung der Proteine
wurde das Bakterienpellet in 10 ml STE-Puffer + Protease-Inhibitor Cocktail
(COMPLETE™, Roche) auf Eis resuspendiert, mit 100 pg Lysozym versetzt und 30 min auf
Eis inkubiert. Nach einer Ultraschall-Behandlung (7 x 10 sec) wurde die Suspension 20
min bei 4°C und 13000 x g zentrifugiert und der Uberstand auf eine Gluthation-Sepharose-
Sdule (POLY-PREP CHROMATOGRAPHY COLUMN, BioRad, Gluthation-Sepharose,
Amersham Pharmacia) gegeben. Nach zweimaligem Waschen mit 10-fachem Volumen der

Sdulen-Matrix an STE-Puffer wurden die Fusionsproteine viermal mit 1 ml Elutionspuffer
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(10 mM Gluthation, 50 mM TrisHCI pH 8.0) eluiert und die Fraktionen in
Mikroreaktionsgefdlden gesammelt. Zur Analyse der Aufreinigung wurde ein
Polyacrylamidgel mit 16 pl Probe (siehe 2.6.2) aus verschiedenen Reinigungsschritten
durchgefiihrt und das Gel mit Coomassie angeférbt. Die Proteinkonzentrationen in den
Elutionsfraktionen wurden mit Hilfe des Bradford-Reagenz (Protein-Assay, BioRad) durch

eine Eichkurve mit BSA (bovine serum albumin, Sigma, 1 mg/ml) bestimmt.

2.6.7 Immunprazipitation von Proteinen

CHO-K1-Zéellextrakte (2.8.3) wurden mit 20 ul Protein A-Agarose (Santa Cruz) 2 h bel
4°C auf einem Rotator vorinkubiert. Nach einer Zentrifugation (500 x g, 3 min, 4°C)
wurde der Uberstand in ein neues Reaktionsgefal? Uberfuhrt und das Pellet zweimal mit
Co-IP-Puffer (120 mM NaCl, 50 mM TrissHCI pH 8.0, 1 mM EDTA, 0,5% v/v IGEPAL)
gewaschen und in 20 pl 1 x Laemmli-Puffer (Laemmli et al., 1970) aufgenommen. Der
Uberstand wurde mit 20 pl Protein A-Agarose, die mit 2-5 ug des entsprechenden
Antikorpers 2 h bis G.N. inkubiert wurde, versetzt und wiederum 4 h oder U.N. bei 4°C auf
einem Rotator inkubiert. Sollte der Antikorper kovalent an die Protein A-Agarose
gekoppelt werden, schlofd sich an die Vorinkubation der Protein A-Agarose mit dem
Antikorper eine 30 mindtige Inkubation mit 20 mM DMP (Dimethylpimelimidate, Sigma)
in 0,1 M Borsaure an. Nach zweimaligem Waschen mit 0,1 M Tris-HCI pH 8.0 wurde der
Proteinextrakt zugegeben. Anschlief3end wurde wie oben beschrieben zentrifugiert. Der
Uberstand wurde zur Kontrolle behalten und das Protein A-Agarose-Proteinkomplex-Pellet
wurde wie oben gewaschen und in 20 pl 1 x Laemmli-Puffer aufgenommen. Alle Protein
A-Agarose-Laemmli-Gemische wurden kurz gekocht, abzentrifugiert und mittels SDS-
PAGE und Western Blot analysiert.

Sollte die Immunprézipitation mit einem anti-FLAG-Antikorper durchgefthrt werden,
wurden EZVIEW RED ANTI-FLAG M2-Agarose Beads (Sigma) verwendet und die

Immunprazipitation nach Herstellerangaben durchgefihrt.

2.6.8 Sucrose-Dichtegradienten Zentrifugation

Dreizehn Tage alte Rattenembryonen wurden wie unter 2.5.6 beschrieben prapariert und
jeweils sieben Embryonen in 1,5 ml HKM-Puffer (10 mM Hepes pH 7.6, 100 mM KCl, 20
mM MgCh, 3 mM b-Mercaptoethanol) homogenisiert. Fur einen Kontroll-Gradienten
wurde 10 pg/ul RNase A zugegeben, fir einen "normalen” Gradienten 10 pg/ul RNasin
RNase Inhibitor. Nach 10-minutigen Zentrifugation bel 15.800 x g und 4°C wurde 1 ml
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des Proteinextraktes auf einen Sucrosegradienten geladen. Dieser wurde in einem 2117
MULTIPHOR 2 Gradientenmischer (LKB Brommer) mit 15- und 45%iger Sucroseldsung in
HKM-Puffer ohne (-Mercaptoethanol hergestellt. Nach einer 105-miniitigen
Zentrifugation bei 150000 x g in einer L7 Ultrazentrifuge (Beckmann, Rotor TH 614,
Sorvall) wurden 500 pl-Fraktionen gesammelt. Die Absorption bei 260 nm wurde in einem
BIOPHOTOMETER (Eppendorf) gemessen und mit Hilfe des Programmes SIGMAPLOT (SPSS
Inc.) ausgewertet. Fiir eine Analyse der Proteine wurden 50 pl jeder Fraktion mit 12 pl 5 x
Laemmli-Puffer (Laemmli et al, 1970) versetzt und wie unter 2.6.4 beschrieben
aufgetrennt. Aus 400 pl jeder Fraktion wurde durch Phenol/Choloroform-Extraktion die
RNA isoliert (Ausubel et al., 1999) und diese auf einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt.

2.7 Hefe: Methoden des Zwei-Hybrid-Systems

Die Durchfiihrung des Hefe Zwei-Hybrid-Screens erfolgte, wenn nicht anders beschrieben,
nach Clontech Protokollen (MATCHMAKER GAL4 Zwei-Hybrid User Manual, Yeast
Protocols Handbook). Benutzt wurde der Hefestamm CG1945 (Freilotter et al., 1994).

2.7.1 Transformation von Hefe-Zellen

100 ml Hefe-Vollmedium (YPD Broth, BIO101) oder Selektionsmedium (BIO101) wurde
mit 50 pl einer Vorkultur von CG1945-Hefezellen angeimpft und i.N. bei 30°C schiittelnd
inkubiert. Die Hefezellen wurden anschlieend bei 2000 x g 3 min bei RT abzentrifugiert,
mit HO gewaschen und in 1 ml Lésung I (10 mM Tris-HC1 pH 7.0, | mM EDTA, 100
mM Lithiumacetat) resuspendiert. Drei pg des entsprechenden Plasmides wurden
zusammen mit 20 pg denaturierter Lachssperm-DNA, 200 ul der Hefesuspension und 1 ml
Losung 1T (10 mM Tris-HCI1 pH 7.0, 100 mM Lithiumacetat, 40% Polyethylenglycol 3350)
vermischt und 30 min schiittelnd bei 30°C inkubiert. Nach einem 15-miniitigem
Hitzeschock bei 42°C wurden die Hefezellen kurz abzentrifugiert, in 200 ul H,0
resuspendiert und auf entsprechenden Agarplatten (SELECT AGAR, Invitrogen Life

Technologies) ausplattiert. Diese wurden mehrere Tage bei 30°C inkubiert.
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2.7.2 Zwei-Hybrid-Screen

Eine Vorkultur CG1945, die das ,,Koder*“-Plasmid pAS-FeRB1 enthielt, wurde zwei Tage
vor dem Screen in 100 ml —Trp-Flissigmedium (BIO101) angezogen und anschlieend in
eine 250 ml-Kultur tberfiihrt. Bei einer ODgyy = 0,8 wurden 250 ml YPAD-Vollmedium
(YPD, BIO 101, 10 mM Adenin-Sulfat) zugegeben und weitere 4 h inkubiert. Nach einer
Zentrifugation bei 2000 x g wurden die Hefezellen in 20 ml Losung III (10 mM Tris-HCI
pH 8.0, 1 mM ECTA, 100 mM LiAc, 0,96 M Sorbitol ) resuspendiert und erneut 30 min
leicht schiittelnd inkubiert. Anschliefend wurden sie erneut zentrifugiert, in 1,5 ml Losung
III aufgenommen und mit 1,5 ml DNA-Mix (500 pg Rattengehirn-cDNA-Bank, 500 ul
Lachsspermien-DNA, 150 ul 1 M LiAc, 150 pl TE-Puffer) und 13,1 ml Losung I (10 mM
Tris-HCl pH 7,0, 1 mM EDTA pH 8.0, 100 mM LiAc, 40% Polyethylenglycol 3350)
vermischt und 30 min bei 30°C inkubiert. Nach Zugabe von 1,4 ml DMSO wurden die
Zellen 20 min einem Hitzschock bei 42°C ausgesetzt und anschlieend 100 ml —Trp, —Leu,
—His-Selektionsmedium zugegeben. Nach 2-siindiger Inkubation wurden die Hefezellen
wie oben beschrieben zentrifugiert, mit TE-Puffer gewaschen und anschliefend in 4 ml TE
aufgenommen. Zur Bestimmung der Anzahl der Transformanten wurden 2, 5 und 10 pl der
Suspension in 300 ul TE aufgenommen und auf —Trp, —Leu, —His-Selektionsmedium
ausplattiert. Der Rest wurde zu je 300 pl auf —Trp, —Leu, —His-Selektionplatten, die

zusitzlich 10 mM 3-Amino-1,2,4-triazol enthielten, ausplattiert.

2.7.3 B-Galaktosidase-Filtertest

Mehrere frisch gewachsene Hefekolonien wurden mit Hilfe eine Pipettenspitze auf einem
125 mm-Filter (597 S&S Filterpapier, Schleicher & Schuell) ausgestrichen. Dieser wurde
zum Aufschlul der Zellen in ein Bad mit fliissigem Stickstoff gelegt. Wéahrenddessen
wurde ein weiterer Filter in einer Petrischale mit B-Gal-Losung (83,5 pul BLUOGAL,
(Invitrogen Life Technologies), 20 mg/ml DimethylFluorid, 13,5 ul B-Mercaptoethanol in
5 ml Z-Puffer (16,1 g/l Na,HPO,, 5,5 g/l NaH,POy, 0,75 g/l KCI, 0,246 g/l MgSO,, pH
7.0)) getrankt. Der Filter mit den Hefezellen wurde kurz an der Luft getrocknet und
luftblasenfrei iiber den zweiten Filter gelegt. Nach 1-8 h Inkubation bei RT férbten sich
positive Kolonien blau. Als Kontrolle dienten CG1945-Zellen, die das Plasmid Cl-1
(Fields & Song, 1989) trugen, auf dem die gesamte Wildtyp-Sequenz des GAL4-Gens

vorliegt.
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2.7.4 Cycloheximid-Selektion

Hefezellen, die sowohl ,,Koder (pAS-FeRBI1), als auch ,,Beute” (Rattengehirn-cDNA-
Bank pACTII)-Plasmide enthielten, wurden auf —Leu+Cycloheximid (1 mg/l, Sigma)-
Selektionsplatten ausgestrichen. Nach 4-5 Tagen wurden Kolonien, die einen Durchmesser
von 1-2 mm erreicht hatten, sowohl auf —Trp- als auch -Leu-Selektionsplatten
ausgestrichen. Kolonien, die hierbei nur noch auf —Leu wuchsen, enthielten nur noch das

»Beute“-Plasmid und wurden einem weiteren [3-Galactosidase-Filtertest unterzogen.

2.7.5 Plasmidisolierung aus Hefe-Zellen

Eine entsprechende Hefekolonie wurde in 4 ml —Leu-Flissigmedium i.N bei 30°C
angezogen. Davon wurden 1,5 ml abzentrifugiert (15800 x g, 1 min) und das Pellet in
200 pul Lyse-Puffer (2% v/v Triton-X-100, 1% w/v SDS, 100 mM NaCl, 10 mM
Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA) resuspendiert. Nach Zugabe von 200 pl
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) und 300 mg Glasperlen (425-600 pm,
Sigma) wurde 2 min kriftig geschiittelt. Nach S5-miniitiger Zentrifugation wurde der
wiissrige Uberstand in ein neues ReaktionsgefdB iiberfiihrt. Isolierung der Plasmid-DNA
erfolgte durch Ethanolfillung und Resuspendierung in 20 pl H,O. AnschlieBend wurde die
DNA sequenziert.

2.8 Zellkultur: Molekularbiologische und biochemische Methoden

2.8.1 Kultivierung von CHO-K1-Zellen

Fiir Expressionsexperimente wurde die Sduger-Zelllinie CHO-K1 (Chinese Hamster
Ovary, DSMZ) verwendet. Die Kultivierung erfolgte in Ham-F12-Medium (Invitrogen
Life Technologies) mit 10% fotalem Kélberserum (FCS, Biother) und 100 pg/ml
Penicillin/Streptomycin (Hefa) in 10 mm-Zellkulturschalen bei 37°C und 5% CO,. Zum
Umsetzen konfluenter Zellen wurde diese in 4 ml 0,25% (v/v) Trypsin (Invitrogen Life
Technologies) in phosphatgepufferter Salzlosung (PBS, Sigma) fiir einige Minuten
inkubiert. Nach leichtem Schiitteln wurden die Zellen von der Kulturplatte abgelost und
die enzymatische Reaktion durch Zugabe von 8 ml Medium gestoppt. Anschlieend wurde

die Zellzahl mit Hilfe einer Neubauer-Zéhlkammer bestimmt. Um ein mdglichst
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gleichméBiges Wachstum der CHO-K1-Zellen zu gewéhrleisten, wurden diese in einer

Konzentration von 1 x 10° Zellen auf neue 10 mm-Zellkulturschalen umgesetzt.

2.8.2 Transfektion von CHO-K1-Zellen mit LIPOFECTAMINE ©

Am Tag vor der Transfektion wurden die CHO-K1-Zellen in eine 12-Kavitdten-Platte in
einer Dichte von 5 x 10* Zellen pro Kavitit iiberfithrt. Vorher wurden Deckgliser fiir die
Immunfluoreszenzanalyse in die Kavititen eingebracht. Fiir jeden Transfektionsansatz
wurden 1-4 ug DNA und 2-5 pl Lipofect AMINE® (Invitrogen Life Technologies) jeweils
mit 100 ul OPTI-MEM I (37°C, Invitrogen Life Technologies) verdiinnt. Beide Losungen
wurden vereinigt, vorsichtig gemischt und 30 min bei RT inkubiert. Der
Transfektionsansatz wurde mit 800 pl OPTI-MEM verdiinnt und jeweils 500 pl auf die
zuvor mit OPTI-MEM gewaschenen CHO-K1-Zellen gegeben. Nach einer Inkubation von
6 h unter Standardbedingungen (2.8.1) wurde die Transfektionslosung durch 1 ml
Kultivierungsmedium ersetzt. Die Zellen wurden weitere 1-2 Tage kultiviert. Um zur
Herstellung von Proteinextrakten grofere Mengen an Zellen zu transfizieren, wurden die
CHO-K1-Zellen einen Tag vor der Transfektion in einer Dichte von 5 x 10° Zellen auf 10
mm-Zellkulturschalen ausgesiat und mit der 4-fachen Menge des Transfektionsansatzes
transfiziert.

Sollte die Inhibierung des nukledren Exportes untersucht werden, wurde entweder direkt
oder 12 Stunden nach der Transfektion 5-20 ng/ml Leptomycin B (Sigma) zum Medium
der Zellen gegeben und diese nach weiteren 1-6 Stunden fixiert (2.8.4).

2.8.3 Herstellung von Proteinextrakten aus CHO-K1-Zellen

Zur immunologischen Detektion von Proteinen aus CHO-K1-Zellen wurde das Medium
aus der Kulturschale abgesaugt, die Zellen in 1 ml 1x Laemmli-Puffer aufgenommen, 30
min auf Eis inkubiert und anschlie8end fiir 15 min bei 4°C und 15800 x g zentrifugiert. Die
DNA konnte anschlieBend mit Hilfe einer Impfose entfernt werden. 20 ul des Uberstandes
wurden auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen, die Proteine aufgetrennt und auf eine
PVDF-Membran iibertragen (siche 2.6.2 und 2.6.4).

Fiir die Immunprézipitation von Proteinen aus CHO-K1-Zellen sowie fiir die Herstellung
der Proteinextrakte fiir die UV-Quervernetzungs-Analysen wurden die Zellen in PBS mit
einem Gummischaber von der Platte abgeldst, 3 min bei 1000 x g abzentrifugiert und in
geeignetem Volumen Co-IP-Puffer (120 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA,
0,5% v/v IGEPAL, pH 8.0) beziechungsweise Bindungspuffer (2.5.8) aufgenommen. Nach
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erneuter Zentrifugation bei 15800 x g wurde der Uberstand in ein neues Reaktionsgefil
iiberfiihrt und die Proteinkonzentration mit dem Bradford-Reagenz (BioRad) bei 595 nm

gegen eine Eichkurve mit BSA bestimmt.

2.8.4 Fixierung von CHO-K1-Zellen

Auf Deckgliasern gewachsene CHO-K1-Zellen wurden nach Abnahme des Mediums 5 min
bei 37°C mit Mikrotubuli-stabilisierendem Puffer (MTSP, 80 mM Na-PIPES pH 6.9, 1
mM MgCl,, 1 mM Na-EGTA, 4% v/v Polyethylenglycol 6000) inkubiert. Fixierung
erfolgte durch 20-miniitige Inkubation mit 4% Paraformaldehyd in MTSP bei RT.

2.8.5 Immuncytochemie

Nach der Fixierung wurden Zellmembranen 10 min bei 37°C mit 1% Triton-X-100 in PBS
permeabilisiert. Um unspezifische Bindungen der Antikdrper zu vermeiden, wurden die
Deckglaser 1 h bei 37°C mit Blockierlosung (0,5% Rinderserumalbumin, 3%
Ziegenserum) inkubiert. Daran schlof sich eine I-stiindige Inkubation bei 37°C mit
entsprechendem erstem Antikorper in 1:1000-Verdiinnung in 3% Ziegenserum an. Nach
drei 5-miniitigen Waschschritten in PBS erfolgte eine 1-stiindige Inkubation mit
jeweiligem Alexa-Fluorophor-gekoppeltem zweiten Antikdrper in entsprechender
Verdiinnung in 3% Ziegenserum. Die Zellen wurden erneut drei mal 5 min in PBS
gewaschen und das tliberschiissige Salz mit bidestilliertem H,O entfernt. Die Deckglédser
wurden in PERMAFLUOR (Becton Dickinson) eingebettet und i.N bei 4°C getrocknet. Die
Auswertung erfolgte mit einem Leica-Fluoreszenzmikroskop sowie der Software OPENLAB
oder mit einem konfokalen Fluoreszenzmikroskop (Leica confocal System) mit der

Software LEICA TCS.
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2.9 Firmenverzeichnis

ABR Affinity Reagents, Golden, USA, iiber Dianova GmbH, Hamburg
Ambion Europe Ltd. Huntingdon, UK

Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Heidelberg

Bio 101 tiber Oncor Appligene, Heidelberg

BioRad Laboratories GmbH, Miinchen

Biother GmbH, Kelkheim/Ts.

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Clontech Laboratories GmbH, Heidelberg

Dynal GmbH, Hamburg

Eppendorf GmbH, Hamburg

Hefa Pharma, Werne

Invitrogen Life Technologies (Invitrogen Corporation), Karlsruhe
Jackson Immuno Research, West Grove, USA, iiber Dianova GmbH, Hamburg
Macherey & Nagel GmbH & Co KG, Diiren

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Roth

Millipore GmbH, Eschborn

Molecular Probes Europe BV, Leiden, Niederlande

New England Biolabs GmbH, Schawalbach/Ts.

PeqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Promega GmbH, Mannheim

Quiagen GmbH, Hilden

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

Santa Cruz Biotechnologies Inc, Heidelberg

Schleicher & Schuell GmbH, Dassel

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Stratagene Europe, Amsterdam, Niederlande
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3 Ergebnisse

Das Ziel dieser Arbeit war Mitglieder der ZBP-1-Familie von RNA-Bindeproteinen in der
Ratte zu identifizieren und deren Funktion im Rattengehirn zu untersuchen. Speziell wurde
der Frage nachgegangen, ob die Ratten-RNA-Bindeproteine wie die anderen Mitglieder
dieser Familie an posttranskriptionalen Regulationsmechanismen, wie z.B. dem

zytoplasmatischen RNA-Transport beteiligt sein konnten.

3.1 Identifizierung neuer RNA-Bindeproteine des Rattengehirns

3.1.1 Identifizierung zweier RNA-Bindeproteine aus der Ratte

Mit Hilfe des Programmes BLAST Search vom National Center for Biotechnology
Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) wurde nach ¢cDNA-Sequenzen aus Sdugern
gesucht, die Ahnlichkeiten zur ZBP-1 Sequenz des Huhns (Zipcode Binding Protein
GenBank-Nummer (GB): AF026527) aufweisen. Dabei wurde ein EST-Klon der Maus
gefunden (Expressed Sequence Tag, GB: 1L35599), der eine 78%ige Identitdt zum ZBP-1
aufwies. Aullerdem wurde eine weitere Sequenz aus der Maus angegeben, die fiir das
CRD-BP (Coding Region Determinant Binding Protein) codiert, welches eine 92%ige
Identitdt zum ZBP-1 aus dem Huhn aufweist. Des weiteren wurde eine humane Sequenz
gefunden, die fir das KOC1 (K-Homology Protein Overexpressed in Cancer) codiert.
Dieses Protein wurde aufgrund einer Uberexpression in pankreatischem Tumorgewebe
identifiziert und wegen der Ahnlichkeit zum ZBP-1 (89%) als RNA-Bindeprotein
eingeordnet (Miiller-Pillasch et al., 1997). Die zur Zeit der Datenbanksuche verfiigbaren
Sequenzinformationen von homologen RNA-Bindeproteinen aus Sdugetieren sind in

Tabelle 5 zusammengestellt.
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Spezies Bezeichnung GenBank-
Nummer
Mensch  KOCI (K-Homology Protein Overexpressed in Cancer) uU76705
Maus CRD-BP (Coding Region Determinant Binding Protein) AF061569
Maus Expressed Sequence Tag L35599

Tabelle S: In der Datenbank verfiighare cDNA-Sequenzen von ZBP-1-Homologen aus
Sdugetieren mit GenBank-Zugriffsnummer

Zur Identifizierung verwandter RNA-Bindeproteine aus der Ratte wurde eine RT-PCR mit
RNA aus dem Gehirn fiinf Tage alter Ratten durchgefiihrt. Dazu wurden die
Oligonukleotide mCRD1-s und mCRD1-as, verwendet (Abb. 1), die von der Sequenz des
in der Maus vorkommenden Coding Region Determinant Binding Protein (CRD-BP)
abgeleitet wurden. Amplifiziert wurde ein Sequenzbereich von 1300 Nukleotiden (nt)
entsprechend nt 1-1300 des CRD-BP (GB: AF061569). Das resultierende PCR-Produkt
wurde subkloniert und sequenziert. Die cDNA Sequenz entsprach zu 82% der des murinen
CRD-BP. Um weitere Bereiche der codierenden Sequenz aus der Ratte zu amplifizieren,
wurde in einer weiteren PCR-Reaktion mit den Oligonukleotiden FeRB1-2s und mCRD-H
(siche Abb. 1) ein 534 nt langes Fragment der Rattensequenz amplifiziert, von dem 100 nt
mit der vorher amplifizierten Teilsequenz iiberlappten. Somit war der komplette
codierende Bereich einer cDNA aus der Ratte amplifiziert. Das resultierende Protein wird

im folgenden FeRB1 (Fetal Rat RNA-Binding Protein) genannt.

Um die 5'- bzw. 3’-untranslatierten Bereiche (5- bzw. 3’-UTR) von FeRB1 zu
identifizieren, wurde eine RACE (rapid amplification of c¢DNA ends)-Reaktion
durchgefiihrt. Die Amplifikation der 5°-UTR erfolgte mit den genspezifischen
Oligonukleotiden FeRB1-SP1 und -SP2 sowie einem PCR-anchor primer, der mit den bei
der Erststrangsynthese am 5’-Ende spezifisch angehéngten Nukleotiden hybridisiert. Dabei
wurde ein 131 nt langer stromaufwérts vom Startcodon gelegener Bereich amplifiziert, in
dem ein im Leseraster liegendes Stopcodon identifiziert werden konnte. Die 3’-
untranslatierte Region wurde durch die genspezifischen Oligonukleotide FERB1-SP3 und -

SP4 sowie einem Oligo-dT primer amplifiziert.
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Amplifikation von FeRB1

1. Oligonukleotid-Synthese:

mCRD-BP
—» P
mCRD1-s mCRD1-as

2. Amplifikation aus P5 cDNA:

1. Teilseq. FeRB1

3. Amplifikation aus P5 cDNA:

2. Teilseq. FeRB1

|
4.5’/ 3'-RACE:
codierender Bereich FeRB1
-------- [ T
—> «— «— — —> «—
PCR anchor-  SP2 SP1 SP4 sp3  Oligo-dT
primer primer
ges. cDNA-Sequenz FeRB1
—E T

Abb. 1: Schematische Darstellung der PCR-Reaktionen zur Amplifikation von FeRB1

Mit verschiedenen maus- und rattenspezifischen Oligonukleotiden wurden Amplifikationen mit
cDNA aus 5 Tage alten Ratten durchgefiihrt. Striche entsprechen der 3'-, bzw. 5'-UTR, gestrichelte
Linien oder Boxen stellen fehlende Sequenzen dar, die in dem angegebenen Schritt nicht
amplifiziert wurden. Farbige Boxen stellen codierende Bereiche der cDNA dar (blau: CRD-BP aus
der Maus, rot: FeRB1). Nicht mafBstabsgetreu.

Die gesamte amplifizierte cDNA Sequenz von FeRB1 (Abbildung 3) ist zu 85% mit der
des murinen CRD-BP identisch. Sie umfafit 2044 nt, wovon 131 nt zur 5"-UTR und 179 nt
zur 3’-UTR gehoren. Innerhalb der 5'-UTR konnte ein im Leseraster liegendes Stopcodon
(nt 97-99) stromaufwérts vom Start-ATG identifiziert werden. Dadurch wurde die
Richtigkeit des angenommenen Startcodons bestdtigt. Die codierende Region besteht aus
1734 nt, beginnt mit einem ATG-Startcodon (nt 132-134) und endet mit einem TGA-
Stopcodon (nt 1862-1864).

Weitere PCR-Reaktionen wurden mit den Oligonukleotiden EST-sense und EST-antisense
durchgefiihrt, die vom 5'- bzw. 3’-Ende des Maus-EST-Klones abgeleitet wurden. Es
konnte ein 1000 nt umfassender Bereich amplifiziert werden (Abb. 2), der Ahnlichkeiten

zur humanen KOC1-cDNA Sequenz aufwies und in diesem Teilbereich zu 77% identisch
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mit der amplifizierten FeRB1-Sequenz war. Es handelte sich demnach um eine zweite, im
Rattengehirn vorkommende cDNA-Sequenz. Darauthin wurden weiter stromaufwérts vom
bisher amplifizierten Bereich gelegene Sequenzen mit Hilfe der Oligonukleotide P-kocl,
dessen Sequenz von der humanen KOCI-cDNA abgeleitet wurde, und EST-antisense
amplifiziert. Die so erhaltene rattenspezifische Sequenz umfaBite den gesamten
codierenden Bereich eines zweiten RNA-Bindeproteins, das als FeRB2 bezeichnet wurde.
Durch RACE-Reaktionen konnte mit den Oligonukleotiden SP1 und SP2 sowie einem
PCR anchor primer eine 5'-UTR von 177 nt identifiziert werden. 3 -untranslatierte
Bereiche sollten mit dem genspezifischen Oligonukleotid SP3 und einem oligodT-anchor
primer amplifizert werden. PCR-Produkte waren jedoch in keinem Fall mit dem 3'-
gelegenen codierenden Bereich von FeRB2 identisch, so dafl keine 3'-UTR eindeutig
identifiziert werden konnte. Insgesamt umfaflt die Nukleotidsequenz von FeRB2 1908 nt,
wovon 1731 nt der codierenden Region zugeordnet werden konnen und 171 nt der 5 -UTR.
Innerhalb der 5'-UTR konnte ein im Leseraster liegendes Stopcodon stromaufwirts vom
Startcodon identifiziert werden (nt 157-159, Abb. 4). Die codierende Region beginnt mit
einem ATG-Startcodon (nt 172-174) und endet mit einem TGA-Stopcdon (nt 1729-1731).
Eine schematische Darstellung der PCR-Reaktionen, die zur Identifizierung von FeRB2

flihrten, ist in Abbildung 2 dargestellt.
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Amplifikation von FeRB2

1. Oligonukleotid-Synthese:
Maus EST-Klon

l|
T

EST-sense EST-antisense

2. Amplifikation aus P5 cDNA:

1. Teilseq. FeERB2

|

182% Identitat
KOC1

'
T

P-koc1 EST-antisense

3. Amplifikation aus P5 cDNA:

codierender Bereich FeRB2

4.5 -RACE:
codierender Bereich FeRB2
---------- I - -
—> “«— «— —> «—
PCR anchor SP2 SP1 SP3 oligodT
primer primer

cDNA-Sequenz FeRB2

Abb. 2: Darstellung der PCR-Reaktionen zur Amplifikation von FeRB2

Ausgehend von der Sequenz des EST-Klones (GB: L35599) wurden PCR-Reaktionen mit cDNA
aus 5 Tage alten Ratten durchgefiihrt, die zur Amplifikation von FeRB2 fiihrten. Gestrichelte
Linien und Boxen stellen in den angegebenen Schritten nicht amplifizierte Bereiche der cDNA dar.
Farbige Boxen verdeutlichen kodierende Bereiche (dunkelblau: EST-Klon , blau: KOCI, rot:
FeRB2), Striche stellen untranslatierte Bereiche dar. Nicht maBstabsgetreu.

3.1.2 Sequenzanalyse von FeRB1 und FeRB2

Die cDNA sowie Aminosduresequenzen von FeRB1 und FeRB2 sind in Abbildung 3 und 4
dargestellt. Die FeRB1 weist eine 98%ige Identitit zu dem in der Maus vorkommenden
CRD-BP, sowie zu dem im Laufe dieser Arbeit im Menschen identifiziertem IMP-1
(IGFII-mRNA Binding Protein 1) auf. Neben IMP-1 konnten Nielsen et al. (1999) zwei
weitere humane Mitglieder dieser Familie von RNA-Bindeproteinen identifizieren, IMP-2
und IMP-3. Das in der Ratte identifizierte FeRB2 weist eine 91%ige Identitit zu IMP-
3/KOCI1 auf sowie eine 78%ige Identitit zum in Xenopus Oozyten vorkommenden Vgl-

RBP/Vera.
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1 GGGTGGGGTGGGTAGAAAGTTTGCGGCTCCCGCCGCCCGTATCCACGCCTATCGGCATAGGAGGATATC
70 CGCCCGCGCCCGCCCGGATCGGCATTGAATGGAACAGTGTCCTTGCCCCGCCACCGCCACC ATGAACAA
1 M N K
139 GCTTTACATCGGCAACCTCAACGAGAGCGTGACCCCCGCAGACTTGGAGAAAGTATTTGCGGAGCACAA

4
208 GATCTCCTACAGCGGCCAGTTCTTGGTCAAATCCGGCTACGCCTTCGTGGACTGCCCCGACGAGCACTG
27
277 GGCGATGAAGGCCATCGAAACTTTCTCGGGGAAAGTAGAATTGCAAGGAAAACGCCTAGAGATTGAACA
50 AMKATIETTFSGKVETLSQ QGE KT RTLETEH
346 CTCGGTACCCAAAAAACAAAGGAGTCGGAAAATACAGATCCGGAATATTCCACCTCAGCTCCGATGGGA
73 S V P K K Q R
415 AGTGCTGGATAGCCTTCTGGCCCAGTACGGCACAGTGGAGAACTGTGAGCAAGTGAACACCGAGAGTGA
96
484 GACGGCGGTGGTCAACGTCACCTACTCTAACCGGGAGCAGACCAGGCAAGCCATCATGAAGCTAAATGG
119
553 CCATCAACTGGAGAACCATGCCCTGAAGGTTTCCTACATACCTGATGAGCAGATAGCACAAGGTCCTGA
142 V S Y I PDEGQTIA ATZGQTG P E
622 GAATGGGCGCCGTGGAGGCTTTGGGTCTCGAGGCCAGCCCACGCAGGGGTCACCGGTAGCAGCAGGGGC
165 N G R R G G F G S R G Q P T Q G S PV A A G A
691 GCCAGCCAAGCAGCAGCAGGTGGACATCCCTCTCCGGCTCCTGGTGCCCACGCAGTATGTAGGCGCCAT
188 P A K Q Q Q V D I P L
760 CATTGGCAAGGAGGGTGCCACCATCCGAAACATCACAAAACAGACTCAGTCCAAGATAGACGTGCACAG
211
829 GAAGGAGAACGCGGGGGCTGCGGAGAAGGCCATCAGTGTGCACTCGACCCCTGAAGGCTGCTCCTCGGC
2« IS T P E G C s s A
898 CTGTAAGATGATCTTGGAGATTATGCACAAGGAGGCAAAGGACACCAAGACGGCAGACGAAGTTCCCCT
257 ¢ K M I L E I M H K EA ATZ KT DTTI KT ATDTETUVZPTL
967 GAAGATCCTGGCTCATAATAACTTCGTGGGGCGACTCATTGGARAGGAAGGGCGGAACTTGAAGAAAGT
280
1036 GGAGCAGGATACAGAGACTAAGATCACCATCTCCTCGCTCCAGGATCTCACGCTCTATAACCCTGAAAG
303
1105 GACCATAACTGTGAAGGGGGCCATTGAGAACTGCTGCAGGGCTGAGCAGGAGATCATGAAGAAAGTTCG
2 S » 1 £E N C C R A E Q E I MK K V R
1174 AGAGGCTTACGAGAATGACGTGGCTGCCATGAGCTTGCAGTCTCACCTCATCCCTGGTCTCAACCTGGC
349 E A Y E N D V A A M S L Q S HLTIPGTUILNTLA
1243 TGCTGTCGGTCTCTTCCCAGCTTCTTCTAGTGCCGTTCCGCCTCCTCCCAGCAGCGTCACTGGGGCTGC
372 AV G L F P A S S S AV PUPUPUZPS S VTG GA AA
1312 TCCCTATGGCTCCTTCATGCAGGCTCCGGAGCAGGAGATGGTACAGGTGTTCATCCCCGCCCAGGCTGT
35 P Y G S FMOQA AZPETG QTEMV VOQYV
1381 GGGCGCCATCATCGGCAAGAAGGGCCAGCACATCAAACAGCTCTCCCGGTTCGCCAGCGCCTCCATCAA
418
1450 GATTGCTCCACCAGAAACACCTGACTCCAAAGTTCGAATGGTTGTCATCACTGGACCCCCAGAGGCTCA
441 I c » P E A Q
1519 GTTCAAGGCTCAGGGAAGAATCTATGGCAAACTAAAAGAAGAGAATTTCTTTGGTCCCAAGGAGGAAGT
464 F K A Q G R I Y G KL K EENTFVFGUPIZ KTETE V
1588 AAAGCTGGAGACCCACATCCGGGTCCCAGCTTCAGCAGCTGGCCGGGTCATTGGCAAAGGTGGCAAAAC
487 K L E T
1657 GGTGAATGAGCTGCAGAACTTGACCGTAGCCGAGGTGGTCGTGCCGAGAGACCAGACCCCAGACGAGAA
510
1726 CGACCAAGTCATTGTTAAGATCATCGGACATTTCTATGCCAGCCAGATGGCCCAGCGGAAGATCCAAGG
33 1 1 ¢ HE F Y A S QM AQRIKTIG QG
1795 CATCCTGGCTCAAGTTAAGCAGCAGCACCAGAAGGGACAGAGCAACCAGGCCCAGGCACGGAGGAAG TG
556 I L A Q V K Q Q H Q K G Q S N Q A Q A R R K ee
1864 ACCCCGCCCCCTCCTGTCCCATTGGCTCCAAGATCAGCAGGAGGAACACAGAACTGGAGGGGCGGGTGG
[ ]
1933 AGGGCCGGTGTGTTTTTCCCAGCAGGCCTGAGAATGAGTGGGAATCAGGGCATTTGGGCCTGGCTGGAG
2002 ATCAGGTTTGCACACTGTATTGAGAACAATGTTCCAGTGAGGA

Abb. 3: FeRB1-cDNA und Aminosiuresequenz

Durchnumerierte Nukleotid- und Aminosduresquenz (fett gedruckt) von FeRBI1. Start- und
Stopcodon: kursiv. Zwei RRM-Doménen (helleres rot) befinden sind im aminoterminalen Bereich,
RNP-Motive sind unterstrichen. Die RGG-Box ist doppelt unterstrichen. Vier KH-Doménen
(dunkles rot) befinden sich im carboxyterminalen Bereich. Weiterhin befinden sich ein
Kernlokalisierungssignal (gelb) und ein Kernexportsignal (griin) in der Sequenz. Der Stop in der
Aminosduresequenz ist durch drei Punkte verdeutlicht.
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Beide in der Ratte identifizierte Proteine bestehen aus insgesamt 7 RNA-Bindedoménen.
Im aminoterminalen Bereich finden sich 2 RRM-Dominen (RNA recognition motif), die
jeweils aus zwei konservierten RNP-Motiven bestehen. Des weiteren befinden sich 4 KH-
Doménen (hnRNP K-homology domains) im carboxyterminalen Bereich des Proteins.
Zwischen den RRM- und KH-Doménen liegt eine RGG-Box, die ebenfalls RNA-
Interaktion vermitteln kann. Die RGG-Dominen bestehen aus eine Abfolge von Argenin-
(R) und Glycinresten (G), die im Vergleich mit entsprechenden Motiven anderer Proteine
hiufig keine hohen Sequenzidentititen aufweist. Die genannten RNA-Bindemotive
kommen bei allen Mitgliedern der Proteinfamilie vor und besonders die RRM- und KH-
Domaénen sind in ihrer Sequenz stark konserviert. Eine Datenbanksuche nach weiteren
Domidnen in FeRB1 und FeRB2 mit Hilfe des ProfileScan-Servers
(http://www.isrec.isb.ch/cgi-bin/PFSCAN) ergab, dal auller den bekannten RNA-
Bindedoménen auch ein putatives Kernlokalisierungssignal (NLS, Aminosduren 75-83),
sowie ein klassisches Kernexportsignal (NES, Aminosduren 312-320) in der Sequenz zu

finden sind.
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1 GAAGAGGAAAAAGGACCCTGGGATCTGGTTTTCGCCCGCCGCTCCCGTGCTTGGGTCACTGTGTGTGGG
70 TTTGAAAGGCGAGGGGAGAGGGACAAAATCCACCGGCTCCATCCTCCGCCGTGGGTGCTTTTTAATTTA
139 GCATTTTTCCTCGGGTTTTAAAACAACCCCCTCTTCACAATGAACAAATTGTACATCGGGAACCTCAGC
1 M N K
208 GACCACGCCGGCCCCGCGGACCTGGAAAGTGTCTTCAAGGGCGCTAAGATCCCGGTGGCCGGCCCCTTC
11
277 CTGGTGAAGACGGGCTACGCGTTCGTGGACTGCCCGGACGAGGGCTGGGCCCTCAAGGCCATCGAGGCG
34
346 CTTTCAGGTAAAATGGAACTACATGGGAAACCGATGGAAGTTGAGCACTCGGTCCCCAAACGGCAGAGG
57 [ESHENEEND NG EMEN VY E H s VP K R Q0 R
415 ATTCGGAAACTTCAGATACGAAATATCCCACCCCACTTACAATGGGAGGTGCTGGATAGTTTACTAGTC
80 I R K
484 CAGTATGGAGTGGTGGAGAGCTGTGAGCAAGTGAACACGGACTCGGAAACAGCAGTTGTAAATGTAACC
103
553 TATTCCAGTAAGGACCAAGCTAGACAAGCCTTAGACAAACTGAATGGATTCCAGTTAGAGAACTTCACC
126
622 TTGAAGGTTGCCTACATCCCAGATGAAACTGCTGCCCAGCAAAGCCCCTCACCTCAGCTCCGAGGGCGC
149 V A Y I P D E T A A Q Q S P S P Q L R_G R
691 CGGGGGCCAGGGCAGCGGGGCTCATCCAGGCAGACGTCTCCAGGATCCGTGTCCAAGCAGAAGCCCTGT
172 R _ G P G Q R G S S R O T S P G S V S K Q K P C
760 GACCTGCCGCTGCGCCTGCTGGTGCCCACCCAGTTTGTTGGAGCCATTATAGGAAAAGAAGGTGCCGCC
195 D L V P
829 ATTCGCAACATCACCAAACAGACCCAGTCTAAGATCGATGTCCATCGTAAGGAGAATACAGGGGCCGCG
218
898 GAGAAGTCCATTACTATCCTCTCTACCCCTGAAGGCACTTCTGCAGCTTGTAAGTCTATTCTGGAGATT
201 SIS T »© E ¢ T S A A C K S I L E I
967 ATGCATAAGGAAGCGCAAGATATAAAATTCACAGAGGAGATCCCCTTGAAGATTTTAGCTCACAATAAC
264 M H K E A Q DI K F T EE I P L
1036 TTTGTAGGCCGTCTCATTGGTAAAGAAGGAAGGAACCTTAAAAAAATTGAGCAAGACACGGACACTAAA
287

1105 ATCAC GTACAATCCGGAGCGTACCATTACAGTTAAAGGCAAT
310%N

1174 GTTGAGACGTGTGCCAAGGCTGAGGAGGAAATAATGAAGAAGATCAGGGAGTCCTATGAAAATGACATT
333 v E T CA K AU EEETIMI K KTIURESYENDI

1243 GCTTCCATGAATCTTCAAGCACATTTAATCCCTGGATTAAATCTGAATGCCTTGGGTCTGTTCCCACCC
356 A S M N L Q A HLTIUPGTU LNULNDNAULGTLTF P P

1312 ACTTCAGGGATGCCACCTCCCACCTCAGGGCCCCCTTCAGCCATGACTCCTCCCTACCCTCAATTTGAG
3799 T s G M P P P TS G P P S A MT P P Y P Q F E

1381 CAATCAGAGACGGAGACCGTGCACCTGTTCATCCCCGCCCTGTCGGTCGGTGCCATCATTGGCAAGCAG
402 Q S E T E T V H L F

1450 GGTCAACACATCAAACAGCTTTCTCGTTTTGCAGGAGCTTCGATTAAGATCGCGCCAGCCGAAGCACCA
425

1519 GATGCTAAAGIGAGGATGGTGATCATCACTGGACCACCAGAGGCTCAGTTCAAGGCTCAGGGGAGAATT
44s RN c » P E A Q F K A Q G R I

1588 TATGGAAAAATTAAAGAAGAAAACTTTGTGAGTCCTAAGGAAGAGGTGAAACTTGAAGCTCACATCAGA
471 Y G K I K E E N F vV S P K E E V K L E A

1657 GTGCCGTCCTTTGCTGCTGGCAGAGTCATTGGGAAAGGAGGCAAAACGGTGAATGAACTCCAGAATTTA
494

1726 TCAAGTGCTGAGGTTGTTGTCCCCCGTGACCAGACACCTGATGAGAATGATCAAGTCCGTTGTCAAAAT
5178 S A E V V V P RDOQTT®PDENDOQTIVQTII

1795 GGCCATTTCTACTCATCACAAATGGCCCAGAGAAAGATCAGAGAGATTTTATCACAAGTAAAGAAGCAA
540G H F ¥ S S Q@ M A Q R K I R E I L S Q V K K Q

1864 CATCAAAAGGGCCAAAACAACCTAGCCCAAGCCCGCCGCAAG TGA
563 H Q K G Q N N L A Q A R R K e

Abb. 4: FeRB2-cDNA- und Aminosiuresequenz

Nukleotid- und Aminosduresequenz (fett gedruckt) von FeRB2. Start- und Stopcodon: kursiv. Zwei
RRM-Doménen (helles rot) liegen im aminoterminalen Bereich des Proteins, die RNP-Motive
darin sind unterstrichen. Die RGG-Box ist doppelt unterstrichen. Vier KH-Dominen (dunkles rot)
befinden sich im carboxyterminalen Bereich. Kernlokalisierungssignal (NLS, gelb) sowie
Kernexportsignal (NES, griin) befinden sich ebenfalls in der Sequenz. Der Stop in der
Aminosduresequenz ist durch Punkte hervorgehoben.
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In Abbildung 5 sind alle Mitglieder der ZBP-1-Familie von RNA-Bindeproteinen
zusammengestellt. Wie der phylogenetische Stammbaum zeigt, konnen die Proteine in drei
Gruppen eingeteilt werden. FeRB1 kann in eine Gruppe mit CRD-BP, IMP-1 und ZBP-1
eingeordnet werden, FeRB2 in eine Gruppe mit KOC1/IMP-3 und Vgl-RBP/Vera. Das an
die IGFII-mRNA bindende IMP-2 bildet eine eigene Gruppe. Abbildung 5C verdeutlicht
die hohen Identitdten der Proteine zueinander sowie zu FeERB1 bzw. FeRB2. Diese liegen
im Bereich von 68 bis 98%. Dabei weisen die RNA-Bindedoménen die groBte Ahnlichkeit

zueinander auf.

A Mitglieder der ZBP-1-Familie von RNA-Bindeproteinen
Spezies Bezeichnung Referenz
Huhn ZBP-1 (Zipcode Binding Protein) Ross et al., 1997

Maus CRD-BP (Coding Region Determinant Binding Doyle et al., 1998
Protein)

Mensch IMP (IGF II-mRNA Binding Protein) IMP-1/CDR-BP; Nielsen et al., 1999
IMP-2; IMP-3/KOC1)

Xenopus Vgl-RBP/Vera (Vgl-mRNA Binding Protein) Schwartz et al., 1992
Deshler et al., 1997
Ratte FeRBI1, FeRB2 diese Arbeit
B C
FeRB1
mCRD-BP | 98%
hCRD-BP hCRD-BP | 98%
FoRB1 ZBP-1 94%
IMP-1 IMP1 98%
mCRD-BP FeRB2 78%
|—ZBF>-1
IMP-2
[ FeRB2
|—| KoC FeRB2
IMP-3 IMP3/KOC | 91%
| Vera Vg1-RBP/ 80%
IVg1-RBP Vera
FeRB1 78%

Abb. 5: ZBP-1 Proteinfamilie

Dargestellt sind alle bisher bekannten Mitglieder dieser Proteinfamilie von RNA-Bindeproteinen
(A). In B ist die phylogenetische Verwandtschaft der Proteine untereinander in einem
Dendrogramm dargestellt. C zeigt die Identitdten der Mitglieder jeweils zu FeRB1 bzw. FeRB2.
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3.2 Charakterisierung der neu identifizierten RNA-Bindeproteine der

Ratte

3.2.1 Northern Blot-Analyse

Um zu untersuchen, in welchen Entwicklungsstadien der Ratte die FeRB1- und FeRB2-
Gene exprimiert werden, wurde Poly (A)"-RNA aus Rattenembryonen unterschiedlicher
Entwicklungsstufen sowie aus dem Gehirn adulter Ratten elektrophoretisch aufgetrennt
und auf eine Nylon-Membran {iibertragen. Die Hybridisierung erfolgte mit radioaktiv

markierter FeRB1- bzw. FeERB2-cDNA. Zur Kontrolle wurde eine Aktin-Sonde verwendet.

FeRB1 FeRB2
QS &
.\ﬁ @
S & &
N \Z » o O §@
vy o 6 QS N 3
C&CCE P CCCCY P
9,4 —
7,4 —
4,4 —
2,3 —
1,3 —
Aktin

Abb. 6: Expression der FeRB1- und FeRB2-Gene zu unterschiedlichen Zeitpunkten der
Entwicklung.

Northern Blot mit Poly (A)-RNA aus Rattenembryonen sowie embyonalem und adultem
Rattengehirn. Hybridisiert wurde mit radioaktiver FeRB1-, FeRB2- sowie zur Kontrolle mit Aktin-
DNA. GroBenstandards sind am linken Rand angegeben. E12-E20: Embryonaler Tag 12-20.
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Die Hybridisierung mit der FeRB1-Sonde fiihrte zu drei deutlichen Signalen auf Héhe von
ca. 9,0 kb, 4,3 kb sowie 2,4 kb. Die FeRB2-mRNA kommt dagegen in nur einer Form von
ca. 4,2 kb vor. Wie in Abbildung 6 zu erkennen ist, erfolgt die Expression beider Gene
ausschlieflich zu frilhen Zeitpunkten der Entwicklung. Die stdrkste Expression in den
untersuchten Stadien konnte zum Zeitpunkt E12 der Embryonalentwicklung detektiert
werden, wihrend bei fortschreitender Entwicklung die mRNA-Konzentration stark
abnimmt. In adultem Gehirn konnte weder FeRB1- noch FeRB2-mRNA detektiert werden.
Die Kontrolle mit Aktin zeigte eine gleichmiBige Verteilung der B-Aktin-mRNA in allen
Embryonalstadien. Das Signal in adultem Rattengehirn war etwas schwicher, was darauf
hindeutete, daBl hier geringere Mengen an RNA geladen wurden. Aufgrund der hier
beschriebenen préferentiellen embryonalen Expression beider Gene wurden die

entsprechenden Proteine FeRB (fetal (rat) RNA binding protein) genannt.

3.2.2 Untersuchung zur RNA-Bindungsfihigkeit von FeRB1

Hinweise auf die Funktion neu identifizierter Proteine ergeben sich hdufig aufgrund von
Sequenzidhnlichkeiten zu anderen, bereits bekannten Proteinen. Fiir einzelne Mitglieder der
ZBP-1-Proteinfamile sind bestimmte mRNA-Interaktionspartner beschrieben worden.
ZBP-1 aus dem Huhn bindet das cis-agierende Element in der PB-Aktin-mRNA, den
sogenannten zipcode (Ross et al., 1997). Fiir Vgl-RBP/Vera konnte eine Interaktion mit
dem VLE (Vgl localization element) in der Vgl-mRNA in Xenopus leavis Oocyten
nachgewiesen werden (Havin et al, 1998, Deshler et al, 1998). Unterschiedliche
Sequenzelemente in der IGFII-mRNA werden von den RNA-Bindeproteinen IMP-1-3
gebunden (Nielsen et al., 1999) und in der c-myc mRNA befindet sich ein sogenanntes
coding region determinant instability element (CRD), an das das CRD-BP der Maus bindet
und so die Stabilitdt des Transkriptes erhoht (Leeds et al., 1997, Doyle et al., 1998). Da
FeRB1 eine hohe Sequenzidentitit zu diesen Proteinen aufweist, sollte in den
nachfolgenden Experimenten untersucht werden, ob eine Bindung mit den genannten
Transkripten nachgewiesen werden kann. Dazu wurden UV-Quervernetzungs-Analysen
durchgefiihrt, wobei die cis-agierenden Elemente aus den verschiedenen Transkripten
radioaktiv markiert und mit rekombinantem FeRBI1 inkubiert wurden. Fiir die

Durchfiihrung des RNA-Bindungstests wurde zunédchst FeRB1 rekombinant in CHO-K1-
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Zellen exprimiert. Dazu wurde die codierende Region mit dem Stopcodon in die Vektoren
pECFP-N1 und pEGFP-C1 kloniert. In CHO-K1-Zellen konnte mit diesen Vektoren
sowohl ein EGFP-FeRBI1-Fusionsprotein als auch unmarkiertes FeRB1 rekombinant
hergestellt werden. In Abbildung 7A wurden Proteinextrakte transfizierter Zellen auf
einem Polyacrylamidgel aufgetrennt und ein Western Blot mit nachfolgender Antikorper-
Detektion durchgefiihrt. Das FeRB1-Antiserum (siche 3.2.5) detektierte das rekombinante
FeRBI1 auf einer Hohe von ca. 70 kDa, sowie das EGFP-FeRB1 auf eciner Hohe von 98
kDa. Im Proteinextrakt von untransfizierten CHO-K1-Zellen wurde kein Protein detektiert.
Fiir die Herstellung der radioaktiv markierten RNA wurden zunichst die gewiinschten
cDNA-Bereiche durch PCR amplifiziert und in den Transkriptionsvektor pGEM-T
kloniert. Verwendet wurde das Sequenzelement CRD aus der Ratten-c-myc-cDNA (nt
6231-6481, GB:Y00396), der zipcode der Aktin-cDNA aus der Ratte (nt 2990-3558,
GB: V01217), sowie das cis-agierende Element aus der IGF II-cDNA (C-Fragment,
Nielsen et al., 1999). Aullerdem wurde das MAP2-DTE (dendritisches Transportelement,
Blichenberg et al., 1999) sowie das Lokalisierungssignal aus der Vg1-cDNA (Schwartz et
al., 1992) verwendet. Die DNA wurde transkribiert und mit radioaktivem *’P-UTP
markiert. Diese 5 Sonden wurden jeweils mit unterschiedlichen Proteinextrakten inkubiert.
Eingesetzt wurden Extrakte aus CHO-K1-Zellen, die rekombinant FeRB1 sowie EGFP-
FeRBI1 exprimierten sowie Proteinextrakt untransfizierter Zellen. Durch eine Bestrahlung
mit UV-Licht (245 nm; 1 Joule/cm?®) wurden assoziierte RNA und Protein kovalent
verkniipft. RNA, die nicht durch eine Interaktion mit Proteinen geschiitzt war, wurde
anschlieend durch einen RNase-Verdau entfernt. Nach einer Auftrennung in einem
Polyacrylamidgel und anschlieBendem Autoradiogramm konnten markierte Proteine
detektiert werden. Abbildung 7B zeigt die Resultate der Analyse. Bei einer Inkubation von
untransfizierten Zellen mit der Kontroll-DTE-RNA (Spur 1) wurde eine Bande auf Hohe
von 95 kDa sichtbar, was dem endogenen KSRP (K-homology splicing regulatory protein)
entsprach, fiir das bereits eine Interaktion mit der MAP2-mRNA nachgewiesen wurde
(Rehbein et al., 2000). Diese Inkubation diente der Kontrolle und wurde in einem hierflir
optimierten Puffer (Rehbein et al., 2000) durchgefiihrt. Die anderen Reaktionen wurden
unter anderen Pufferbedingungen wie in Nielsen et al. (1999) beschrieben durchgefiihrt

(siehe 2.5.8).
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A
1 11 111
160 —
105 —
B f— — EGFP-FeRB1
75~ e — FeRB1
50 —
35 —
B DTE(K) rzIP DTE IGFII VLE CRD
I 1 o om I o0 om I o om I omom I I I
160 —
105 — o
75 — o R 3
50 — &
30 — v oy

Spur: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Abb. 7: UV-Quervernetzungsanalysen zur RNA-Bindefihigkeit von FeRB1

A zeigt einen Western Blot mit Proteinextrakten aus CHO-K1-Zellen mit rekombinantem FeRB1
(D, EGFP-FeRBI1 (II) sowie von untransfizierten Zellen (III). Die Proteine wurden mit anti-FeRB1-
Antiserum in einer 1:2000-Verdiinnung detektiert. B zeigt das Autoradiogramm der UV-
Quervernetzungs-Analyse. Numerierung der Proteinextrakte wie in A. Als Sonden wurden das
DTE (Spur 1: Kontrolle, Spuren 5-7), die Rattensequenz des zipcodes (Spuren 2-4), das C-
Fragment der IGFII-mRNA (Spuren 8-10), das VLE (Spuren 11-13) sowie das CRD (Spuren 14-
16) verwendet. Beschreibung der Sonden siehe Text. Protein-Molekulargewichtsstandards sind am
linken Rand angegeben.

In Spur 2, in der mit der zipcode-RNA inkubierter FeRBI1-Proteinextrakt aufgetrennt
wurde, konnte eine Bande auf einer Hohe von etwa 70 kDa detektiert werden (mit einem
Pfeil markiert). Im untransfizierten Zellextrakt, der in Spur 4 getestet wurde, zeigte sich
diese Bande nicht. In Spur 3 dagegen wird deutlich, dal das EGFP-FeRB1-Fusionsprotein
nicht mit der zipcode-Sonde interagiert. Dies deutet darauf hin, daB3 die zusétzliche
Sequenz die Bindungseigenschaften des RNA-Bindeproteins beeinflussen kann. Im

Vergleich mit der Stirke der Signale der DTE-Kontrolle (Spur 1) war die putative
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Interaktion von FeRBI1 mit dem zipcode nur sehr schwach. Andere Transkripte
interagierten unter den getesteten Bedingungen nicht mit FeRB1 (Spuren 5-16).

Weiterhin wurde deutlich, dall zahlreiche unbekannte Proteine aus dem CHO-K1-Extrakt
unter den getesteten Bedingungen an unterschiedliche Transkripte binden konnten. Bei
einer Inkubation mit dem DTE (Spur 1-3), dem zipcode (Spur 4-6), dem VLE (Spur 10-12)
sowie dem CRD (Spur 14-16) wurden Proteinbanden auf Hohe von 105 kDa, 75 kDa
sowie 53 kDa detektiert. Diese Interaktionen scheinen sequenzunabhingig zu sein, da sie
bei der Inkubation mit verschiedenen radioaktiv markierten Transkripten auftraten.

Von den getesteten putativen RNA-Interaktionspartnern bindet FeRB1 unter den

genannten Bedingungen nur an den zipcode der Ratten--Aktin-mRNA.

3.2.3 Untersuchung zur subzelluliiren Verteilung von FeRB1 und FeRB2

Wihrend der Sequenzanalyse von FeRB1 und FeRB2 wurde deutlich, dall beide Proteine
sowohl tiber ein Kernlokalisierungssignal als auch iiber ein Kernexportsignal verfiigen.
Dies konnte darauf hindeuten, daB3 die Proteine zwischen dem Nukleus und dem
Zytoplasma hin und her transportiert werden. Um dies zu untersuchen wurde zunéchst die
subzelluldire Verteilung von EGFP-FeRB1- und EGFP-FeRB2-Fusionsproteinen
untersucht. In Primérkulturen von Hippocampusneuronen und Neuronen der oberen
Cervicalganglien der Ratte wurde eine somatodendritische Verteilung der Fusionsproteine
deutlich (siche Abb. 8). Bei einer stirkeren VergroBerung der Hippocampusneurone
erkennt man ein granuldres Verteilungsmuster in den Dendriten (Abb. 8 h-1). In der
Sduger-Zellinie CHO-K1 fiihrte die Expression beider Fusionsproteine zu einer
iiberwiegend zytoplasmatischen Lokalisierung. Zusétzlich zu den Expressionsvektoren, die
Fusionsproteine kodierten, wurde das Kontrollplasmid pEGFP-C1 verwendet. EGFP ohne
Fusion ist sowohl im Kern als auch im Zytoplasma gleichméBig verteilt (Abb. 8 c). FeRB1
und FeRB2 sind demnach vorwiegend zytoplasmatisch verteilt und konnten nicht im

Zellkern detektiert werden.

44



3 ERGEBNISSE

A SCG-Neurone:

B HC-Neurone:
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C CHO-K1-Zellen:

EGFP-FeRB1

EGFP-FeRB2

Abb. 8: Verteilung von rekombinantem FeRB1 und FeRB2 in SCG-Neuronen und
hippocampalen Neuronen (HC-Neurone) der Ratte sowie in CHO-K1-Zellen.

A: Injizierte SCG-Neurone. a: EGFP-FeRB1, b: EGFP-FeRB2, ¢: EGFP B:. Transfizierte
Hippocampusneurone. d: EGFP-FeRB1, e: EGFP-FeRB2, f: EGFP, g: Phasenkontrastaufnahme zu
h, h: mit EGFP-FeRBI1 transfiziertes HC-Neuron, i-l: Vergroferte Bereiche aus h, C: CHO-K1-
Zellen. m: Phasenkontrastaufnahme zu n, n: EGFP-FeRB1, o: Phasenkontrastaufnahme zu p:
EGFP-FeRB2. Die Aufnahmen wurden in einem konfokalen Fluoreszenzmikroskop aufgenommen.

Dargestellt sind iiberlagerte Bilder. GroBenbalken entsprechen bei a-c und i-1 20 um, sonst 50 pm.
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3.2.4 Export der RNA-Bindeproteine aus dem Zellkern

Aufgrund der liberwiegend zytoplasmatischen Verteilung von FeRB1 und FeRB2 wurde
die Funktion des Kernexportsignales (NES) in FeRB1 und FeRB2 néher untersucht. Die
Sequenz zeigt Ahnlichkeiten zum NES des Rev-Proteins aus dem HI-Virus. Von diesem ist
bekannt, da3 es den Export der Proteine aus dem Nukleus iiber den CRM1-Rezeptor, der
auch als Exportinl bezeichnet wird, vermittelt (Pollard ef al., 1998). Eine Mdglichkeit
diesen Weg zu inhibieren, bietet die Substanz Leptomycin B (LMB), die kovalent an
Cystein-Reste in der Kernregion des CRM1-Rezeptors bindet und so den Export von
Proteinen verhindert (Kudo et al., 1999). Wenn FeRB1 im Zellkern vorhanden ist und iiber
den CRM1-vermittelten Exportweg ins Zytoplasma transportiert werden kann, sollte LMB
eine Akkumulierung von FeRB1 bzw. FeRB2 im Nukleus bewirken. Abbildung 9 zeigt den
Effekt von LMB auf transfizierte CHO-K1-Zellen, die die Fusionsproteine EGFP-FeRBI1
sowie EGFP-FeRB2 exprimierten. Nach einer vierstiindigen Inkubation mit LMB
akkumulierten 30% der mit pEGFP-FeRB1 transfizierten Zellen das Fusionsprotein im
Zellkern. Bei den restlichen 70% war keine eindeutige Kernlokalisierung zu verzeichnen.
Bei Zellen, die das Fusionsprotein EGFP-FeRB2 exprimierten, hatte die Inkubation mit
LMB einen weniger deutlichen Effekt. Auszdhlungen ergaben, daB3 der Export von EGFP-
FeRB2 nur bei etwa 15% der transfizierten Zellen durch LMB verhindert wurde.

EGFP-FeRB1 EGFP-FeRB2

15%

Abb. 9: Effekt von LMB auf EGFP-FeRB1 / -FeRB2 exprimierende CHO-K1-Zellen.
Dargestellt sind CHO-K1-Zellen, die mit dem Expressionsvektor pEGFP-FeRB1 (A) sowie mit
pEGFP-FeRB2 (B) transfiziert wurden. Vier Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen mit
20 ng LMB behandelt und nach weiteren 4 Stunden fixiert. Aufgenommen wurden die Zellen in
einem Fluoreszenzmikroskop.
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Die Bedeutung des putativen NES wurde zudem durch Mutagenese analysiert, indem drei
Leucine innerhalb dieser Region gegen Alanine ausgetauscht wurden. CHO-K1-Zellen
wurden mit EGFP-FeRB1 bzw. -FeRB2 Vektoren transfiziert, die zur Synthese mutierter
Fusionsproteine flihrten. Abbildung 10 stellt den Vergleich der NES-Sequenzen der beiden
RNA-Bindeproteine mit dem des HIV Rev-Proteins dar und verdeutlicht die Positionen der

Mutationen in FeRB1 und FeRB2.

Nukleares Exportsignal

Rev: LQLPPLERILTLD
FeRB1: ITISSLQDLTLT
FeRB2: TISPLQELTLT
Austausch

FeRB1/FeRB2: A A A

Abb. 10: NES-Sequenzen von FeRB1 und FeRB2
Vergleich der NES-Sequenzen von FeRB1 und —2 mit dem des Rev-Proteins. In der Sequenz sind
die konservierten Leucine rot markiert. Die letzten drei Leucine in FeRB1 und FeRB2 wurden

durch Alanine ausgetauscht.

Die Fluoreszenzaufnahmen transfizierter CHO-K1-Zellen in Abbildung 11 zeigen eine
Akkumulierung beider mutierter Fusionsproteine im Nukleus. Auszdhlungen ergaben eine
nukleédre Lokalisierung von EGFP-FeRB1-Mut in 50% aller transfizierter Zellen, wiahrend
das mutierterte EGFP-FeERB2 nur bei 30% der Zellen im Kern verblieb.
Zusammengenommen deuten diese Ergebnisse darauf hin, da3 innerhalb von 4 Stunden
nur bei einem Teil der Zellen die Fusionsproteine im Nukleus akkumuliert werden. Das
konnte daran liegen, da ein Transport der FeRBs zwischen dem Kern und dem

Zytoplasma nur unter bestimmten physiologischen Bedingungen vollzogen wird.
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EGFP-FeRB1-Mut EGFP-FeRB2-Mut

50% 30%

Abb. 11: Effekt der Mutation des NES von FeRB1 und FeRB2 auf die subzellulire Verteilung
der EGFP-Fusionsproteine in CHO-K1-Zellen.

Lokalisierung des mutierten Fusionsproteins EGFP-FeRB1-Mut (links) und EGFP-FeRB2-Mut
(rechts) in CHO-K1-Zellen. 12 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen fixiert und die
Lokalisierung der Fusionsproteine in einem Fluoreszenzmikroskop aufgenommen.

3.2.5 Reinigung von GST-Fusionsproteinen zur Antikorper-Produktion gegen

FeRB1 und FeRB2

Zur weiteren Analyse der RNA-Bindeproteine FeRB1 und FeRB2 war es notwendig
Antikorper herstellen zu lassen. Dazu wurden GST-Fusionsproteine von beiden Proteinen
exprimiert und aufgereinigt. Sequenzen aus der codierenden Region, die beide RRM-
Domaénen enthielten, wurden aufgrund der geringsten relativen Identitdt zwischen beiden
Proteinen ausgewdhlt. Diese wurden iiber BamHI und EcoRI-Schnittstellen an den
flankierenden Enden in den prokaryotischen Expressionsvektor pGEX-2T kloniert. Mit
dem fertigen Plasmid wurden kompetente E. coli-XLI1blue-Zellen transformiert. Durch
eine Induktion mit IPTG kam es zu einer Expression der GST-Fusionsproteine, die
anschlieBend iiber eine Gluthation-Sdule isoliert und gereinigt werden konnten. GST-
FeRB1 und GST-FeRB2 hatten eine GroBe von ca. 50 kDa und wurden zur
Antikdrperproduktion durch die Firma Pineda in Berlin in einer Konzentration von 1
mg/ml eingesetzt. In Abbildung 12A wird deutlich, dal das anti-FeRB1-Antiserum das
endogene Protein in den Embryonalextrakten der Ratte in den Entwicklungsstadien E12

und E14 auf Hohe von etwa 70 kDa detektierte (Spur 2+3). Das errechnete
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Molekulargewicht von FeRB1 liegt bei 74 kDa. In CHO-K1-Zellen wird rekombinant
synthetisiertes FeRB1 deutlich erkannt (Spur 1). Zusitzlich wurden die GST-
Fusionsproteine (Spur 4+5) getestet, wobei deutlich wurde, dal das FeRBI1-Antiserum
ebenso den GST-Anteil detektierte, da beide Proteine in gleicher Intensitit detektiert
werden konnten. In Abbildung 12B wurden weitere Stadien der Embryonalentwicklung auf
Expression des FeRB1-Proteins getestet. Das anti-FeRB1-Antiserum detektierte Proteine
auf Hohe von 70 kDa zu den Zeitpunkten E12, E15, E20 (Spuren 6-8). Im adulten
Gehirnextrakt wurde kein Protein erkannt (Spur 9). Zusammenfassend wird deutlich, daf3
das hergestellte FeRB1-Antiserum mit hoher Spezifitit endogenes Protein erkennt und

somit fiir weitere Untersuchungen eingesetzt werden konnte.

A (5{_\ B
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_\‘}
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> > & o &
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Lo » &G R
O & « CH G & &Y Y o
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30 - @ 30
-
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Abb. 12: Test des FeRB1- Antiserums

Beide Blots wurden mit anti-FeRB1-Antiserum in einer Verdiinnung von 1:1000 behandelt. A: 1:
Extrakt aus CHO-K1-Zellen, die mit FeRB1 transfiziert wurden, 2 + 3: Extrakt aus E12 bzw. E14
Rattenembryonen, 4: GST-FeRBI-Fusionsprotein, 5: GST-FeRB2-Fusionsprotein. B: 1 + 2:
Extrakt aus E13 bzw. E15 Rattenembryonen, 3: Gehirnextrakt aus E20-Rattenembryonen, 4:
Gehirnextrakt aus adulten Ratten.

In Abbildung 13 ist ein Western Blot dargestellt, der mit anti-FeRB2-Antiserum behandelt
wurde. In den Embryonalextrakten E12 und E14 wurden Proteinbanden auf Hohe von etwa
70 kDa (Spuren 5+6) durch das anti-FeRB2-Antiserum detektiert. Das errechnete
Molekulargewicht von FeRB2 liegt bei 73 kDa. Im Gehirnextrakt 20 Tage alter
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Embryonen (Spur 7) sowie aus adulten Ratten (Spur 8) konnten nur sehr schwache Banden
detektiert werden. In den Spuren 2 und 3 wird deutlich, dafl das getestete Antiserum mit
gleicher Intensitit sowohl FeRB1 wie auch FeRB2 detektieren kann. Aufgetragen wurden
CHO-K1-Zellextrakte, die jeweils eines der beiden EGFP-Fusionsproteine exprimierten.
Das FeRB2-Antiserum detektiert demnach mit gleicher Spezifitit beide RNA-
Bindeproteine der Ratte. Zusammenfassend konnen durch die erhaltenen Antiseren
spezifische Proteinbanden ohne Kreuzreaktivitdt mit anderen Protein detektiert werden, die
es jedoch nicht ermdglichen zwischen den beiden Ratten-RNA-Bindeproteinen zu

unterscheiden.
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Abb. 13: Test des FeRB2-Antiserums

Der Western Blot wurde mit anti-FeRB2-Antiserum in einer Verdiinnung von 1:1000 behandelt.
Aufgetragen sind in den Spuren: 1: GST-FeRB2-Fusionsprotein, 2: CHO-K1-Zellextrakt mit
EGFP-FeRB2, 3: CHO-Kl1-Zellextrakt mit EGFP-FeRB1, 4: GST-FeRB2, 5. EI12-
Embryonalextrakt, 6: El4-Embryonalextrakt, 7: Gehirnextrakt von E20 Embryonen, 8:
Gehirnextrakt adulter Ratten. GroBenstandards sind am linken Rand angegeben.

3.2.6 Assoziation von FeRB1 mit Polysomen

Eine Analyse der Verteilung von FeRB1 in einem Sucrosedichtegradienten soll Aufschluf3

iiber die Assoziation des Proteins mit Ribosomen geben. Dazu wurden solubilisierte 13
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Tage alte Rattenembryonen auf einen Sucrosegradienten aufgebracht, der in einem Bereich
entsprechend der Masse von 15-45% Sucrose fraktionierte. Nach einer Ultrazentrifugation
wurden Fraktionen des Gradienten gesammelt und auf einem SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt. In einem Western Blot mit anschlieBender Antikdrper-Behandlung wurde die
Verteilung der Proteine untersucht. Wie in Abbildung 14A ersichtlich ist, konnte FeRB1 in
den Fraktionen 4 bis 17 mit deutlichen Signalen detektiert werden. Die grofite Menge des
Proteins lag assoziiert mit freien Ribosomen vor, die in den Fraktionen 5 bis 9 vorhanden
sind (siche Absorptionsspektrum). Weitere Anstiege der Absorption in den Fraktionen 13
bis 23 verdeutlicht die Fraktionierung von Polysomen. Auch hier konnte FeRB1 detektiert
werden, allerdings nahm die Menge des Proteins mit ansteigender Fraktion ab. In einer
Kontrollreaktion bewirkte eine RNase-Behandlung des Embryonenhomogenats eine
Dissoziation von Ribosomen und sollte somit die Verteilung von FeRB1 in den Fraktionen
verandern. Abbildung 14B verdeutlicht, daB FeRB1 nach RNase-Behandlung des

Proteinextraktes nur noch in den Fraktionen 8-12 detektiert werden kann.
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Abb. 14: Sucrose-Dichtgradient mit E13 Embryonenhomogenaten
A zeigt die Absorption der einzelnen Fraktionen bei 260 nm sowie durch das anti-FeRB1-
Antiserum detektierten Proteinbanden. In B wurde das Embryonenhomogenat vor der
Gradientenzentrifugation mit RNase behandelt. Darstellung wie in A.

3.3 Identifizierung eines FeRB1-Bindungspartners

Viele RNA-Bindeproteine interagieren in vivo als Bestandteil groBerer Ribonukleoprotein-
Komplexe (RNPs) mit der Ziel-RNA, so dal mdglicherweise eine Interaktion ohne
zusdtzliche Faktoren in vitro nicht zur Identifizierung eines RNA-Bindungspartners fiihrt.
Um putative FeRB1-Protein-Interaktionspartner zu identifizieren, wurde ein Hefe-Zwei-
Hybrid-Screen durchgefiihrt, in dem FeRB1 als Koder und die Ratten-cDNA-Bank
pACTIIRBL eingesetzt wurde.
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3.3.1 Hefe-Zwei-Hybrid-System

Im Hefe-Zwei-Hybrid-System werden zwei Hybrid-Proteine exprimiert. Kommt es zu
einer Interaktion der beiden Komponenten, wird die Synthese von Histidin und B-
Galaktosidase in den Hefezellen ermoglicht, so daB3 diese auf Selektionsmedium wachsen
konnen. Der GAL4-Transkriptionsaktivator, der zur Aktivierung der Reportergene
eingesetzt wird, besteht aus einer DNA-Binde- und einer DNA-Aktivierungsdomine (BD,
AD; Johnston et al., 1986). Im Zwei-Hybrid-System ist die DNA-BD mit FeRBI
fusioniert, wohingegen die GAL4-AD mit variablen Proteinen oder Proteinfragmenten des
Rattengehirns exprimiert wird. Bei einer Interaktion eines variablen Proteinanteils mit
FeRB1 werden die beiden GAL4-Doméanen zusammen an den GAL4-Promotor gebracht
und die Reportergene aktiviert. Das HIS3-Reportergen codiert fiir ein an der
Histidinsynthese beteiligtes Enzym, welches das Wachstum der Hefezellen auf
Selektionsmedium ohne Histidin ermoglicht. Das andere Reportergen codiert die

3-Galaktosidase, mit der eine Farbselektion moglich wird.

Poly-

A merase ll
HIS3/LacZ Reportergene I

GAL4-Promotor/
upstream activating
sequence

Abb. 15: Schematische Darstellung des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems

Das erste Hybridprotein besteht aus der GAL4-Bindedoméne fusioniert an FeRB1, das zweite
Hybridprotein ist eine Fusion aus der GAL4-Aktivierungsdomidne und einem variablen
Proteinanteil. Eine Interaktion der beiden Komponenten ergibt einen funktionellen
Transkriptionsaktivator, der zur Expression der Reportergene HIS3 und LacZ fiihrt.

3.3.2 Hefe-Zwei-Hybrid-Screen

Fir den Zwei-Hybrid-Screen wurde der Hefestamm CG1945 mit den Plasmiden pAS-
FeRB1 und pACTIIRBL cotransformiert. Von 1,5 x 10’ durchmusterten Klonen wuchsen
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96 auf Selektionsmedium ohne Histidin. Zur Kontrolle wurde mit diesen Klonen zunéchst
ein P-Galaktosidase-Test durchgefiihrt, in dem sich 54 Klone blau fiarbten. Um
auszuschlieBen, dal3 das variable Protein direkt mit der GAL4-AD interagiert, wurde eine
Cycloheximid-Selektion durchgefiihrt, die zum Verlust der Koder-Plasmide fiihrte. Bei
einem erneuten (-Galaktosidase-Test farbten sich 49 Klone nicht blau und wurden weiter
analysiert. E. coli-XL1blue-Zellen konnten mit 42 aus den Hefezellen isolierten Plasmiden
transformiert werden. Nach erneuter Isolierung wurde in Hefezellen eine Retransformation
durchgefiihrt, bei der 35 Klone erneut mit FeRB1 interagierten. Die Plasmidinserts von 24
dieser Klone wurden sequenziert und die erhaltendenden Sequenzen mit Eintrdgen in der

Datenbank verglichen.

Zwei-Hybrid-Screen mit pAS-FeRB1 und pACTIIRBL

(Anzahl der Transformanten: 1,5 x 107)

Anzahl Histidin-positiver Klone 96
Anzahl B-Gal-positiver Klone 49
Klone nach Cycloheximid-Selektion 42
Retransformierte positive Klone 35
Isolierte und sequenzierte Klone 35

Tabelle 2: Ergebnis des Zwei-Hybrid-Screens
In der linken Spalte sind die Schritte des Screens aufgefiihrt, in der rechten Spalte die daraus
resultiernden positiven Klone.

Elf Klone enthielten acht unterschiedliche, iiberlappende cDNA-Inserts, die jeweils hohe
Identititen zum menschlichen Lim only protein 1 (Boehm et al., 1988) aufwiesen. Die
gesamte identifizierte LMOI-cDNA-Sequenz umfafit 879 nt, wovon 468 nt zum
codierenden Bereich, sowie 174 nt zur 5'- UTR und 237 nt zur 3-UTR gehdren. In
Abbildung 16 sind die Sequenzbereiche der identifizierten Klone im Verhéltnis zur

menschlichen LMO1-Sequenz schematisch dargestellt.
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5-UTR codierende Region LMO1 3°-UTR
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Abb. 16: Schematische Darstellung der im Zwei-Hybrid-Screen identifizierten LMO1-Klone
Gezeigt ist die menschliche LMO1-Sequenz (GB: NM002315) und entsprechend dazu die
identifizierten Sequenzbereiche aus der Ratte. Die Nukleotidpositionen sind angegeben. Die blauen
Boxen verdeutlichen den codierenden Bereich der jeweiligen cDNA, hellblaue Boxen stellen die
beiden Lim-Doménen dar.

Drei weitere Plasmide enthielten {iberlappende cDNA-Inserts, die insgesamt 515 nt einer
codierenden Region umfafiten. 234 nt sind identisch zur Sequenz eines putativen Exons auf
Chromosom 11pl13, das einen Teil eines LMOI-verwandten, als Rhombotin 3
bezeichneten Proteins codiert (Boehm et al., 1991). Aufgrund einer starken Expression in

Rhombomeren wurde LMO1 frither auch als Rhombotin 1 bezeichnet.

Fiinf Klone wiesen Ahnlichkeiten zu cDNA-Sequenzen auf, die fiir das menschliche Trp4
(transient receptor potential)-assoziierte Protein 1 (TAP1) codieren. Trp4 ist ein
Calmodulin-bindender Ca®"-Kanal. Weiterhin wurde ein Asparaginase verwandtes
Spermien-Autoantigen identifiziert, sowie ein RIKEN-Klon, der Ahnlichkeit zum
Protocadherin 20 der Maus aufweist. Vier weitere Sequenzen entsprachen
unterschiedlichen EST-Klonen der Maus. AuBerdem enthielten zwei weitere Klone

Sequenzen aus 3 -untranslatierten Bereichen.
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Klon Nr. Name Sequenzbereich Genbank-Nr.
(nt) (cds 1-468)

siche Abb. 14  Lim only protein 1 - LMOI1 -174-875 NM 002315
19, 24,71 Rhombotin 3 ges. 515 nt M64358
52,55, 63 Trp4 assoziiertes Protein 1 — TAP1 222-789 AF130458
57,78 Trp4 assoziiertes Protein 1 — TAP1 831-1245 AF130458
15,23 Asparaginase-like sperm autoantigen 66-443 AF329099
64 RIKEN, dhnlich Protocadherin20 15387-15413 BB&71338

Tabelle 3: Im Zwei-Hybrid-Screen gefundene Interaktionspartner von FeRBI1.

Aufgefiihrt sind alle sequenzierten Klone, der Name des in der Datenbank gefundenen Proteins
(Homologe aus Mensch bzw. Maus), sowie die dazugehdrige Genbank-Zugriffsnummer. Die
gefundenen Sequenzbereiche sind in Nukleotiden (nt) angegeben und beziechen sich auf die
gefundene Rattensequenz.

Aufgrund der relativ hohen Anzahl der in diesem Screen identifizierten LMO1 cDNA-
Klone wurde die FeRB1-LMO1-Interaktion naher charakterisiert. In der weiteren Arbeit

wird das Rattenhomolog zu LMO1 mit rfLMO1 bezeichnet.

3.3.3 Sequenzanalyse von rLMO1

rLMOI1 weist eine 98%ige Identitdt zum menschlichen LMO1 auf. In Abbildung 16 ist die
aus den verschiedenen im  Hefe-Zwei-Hybrid-System  gefundenen  Klonen
zusammengesetzte cDNA-Sequenz sowie die abgeleitete Aminosduresequenz dargestellt.
rLMO1 gehort zur Familie der Lim only-Proteine, die als primér nukledre Adaptermolekiile
beschrieben werden und denen wichtige biologische Funktionen wéhrend der Entwicklung
zugeschrieben werden (Bach, 2000; Rabbitts, 1998). Lim only-Proteine bestehen aus zwei
cysteinreichen LIM-Dominen, deren Konsensus-Sequenz CX,CX;7.;0HX,CX,CX,
CX7.11(C)X5C ist, wobei C fiir Cysteine, H fiir Histidine und X fiir beliebige Aminosduren
steht. Lim-Doménen sind fiir Protein-Protein-Interaktionen verantwortlich. In Abbildung
17 sind die fir die Lim-Doménen charakteristischen Cystein- und Histidinreste farbig

markiert.
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1 CTCGCCCGCGGCGCTGCGCTCCGGGCGCCGCTCGGTCCGCCCTCGTCGGCGGCCGCGGGGCGCGGAGLCC
70 CACGCGCGACCGCAGAAAGCAGCGCAGACGCCCCTTTGGCGACAGTCCGAGCTGCGAGTCCCTCAGCAT
140 CCTCCGCCAGCACCCGGCTGGAGCCGCTTGAATACT ATGGTTTTGGACCAAGAGGACGGTGTGCCGATG

1 M VvV L. D Q E DGV P M
210 CTCTCCGTCCAACCTAAGGGGAAGCAGGGCTGIGAAGCAGGCTGCAACCGAAAGATCAAGGACCGGTAC
12 L S V. Q P K G K Q K G| C

280 CTGCTGAAGGCCCTGGACAAGTACTGGCATGAGGACTGCCTCAAGTGTGCCTGCTGTGACTGTCGCCTG
35 H c Cc c

350 GGCGAGGTGGGCTCCACTCTCTACACCAAGGCTAACCTCATCCTGTGCCGGCGCGACTACCTGAGGCTT
58 Cc

420 TTTGGCACCACAGGAAACTGTGCTGCCTGCAGCAAGCTGATCCCAGCTTTCGAGATGGTGATGCGGGCC
8l F G T T G N |j& Cc

490 CGGGACAACGTCTATCACCTTGACTGCTTCGCCTGCCAACTCTGCAATCAGAGATTTTGCGTGGGAGAC
104 H © (¢} C

560 AAATTCTTCCTGAAGAACAACATGATCTTGTGCCAGATGGACTATGAGGAGGGGCATCTCAATGGCACC
12 E e KN N W EE 0 WO ¥ EEGE NG
630 TTTGAATCCCAAGTTCAGTAACGCCCAACATCTGGCCTCCAGGTCCATCTGTCCGTCTGCCCACCTGAC
150 F E S Q V Q eee

700 CATCTGCCTGGCAGGCCGGCCGGCCAGCCACTCTGCCTGCGCGGGCTGGCCAGCCGCTGTCCTACAAGT
770 TAGAACTTCATCCTCAACGTGAAGGTGGTTTTTCTCCACCACCGCCGCCCATTTCCGTGGGACCCTCCT
840 GGGGCCAGGCTCGGCCTGTACAGTCTGTCTTCTGTATATAAATGGGAA

Abb. 17: cDNA- und Aminosiuresequenz von rLMO1

Durchnumerierte cDNA und Aminoséuresequenz (fett gedruckt) von rLMO1. Blau hinterlegt sind
die Lim-Doménen, konservierte Cystein- und Histidinreste in den Doménen sind gelb
hervorgehoben. Start- und Stopcodon kursiv.

3.3.4 Identifizierung der fiir die FeRB1-rLMO1-Interaktion verantwortlichen
Sequenzbereiche

Um die Sequenzbereiche einzugrenzen, die fiir die Interaktion von FeRB1 mit rLMO1
verantwortlich sind, wurden unterschiedliche Proteinfragmente hinsichtlich ihrer
Bindungseigenschaften im Hefesystem getestet. Charakteristisch fiir rLMOI1 ist das
Vorhandensein von nur zwei Lim-Doménen. Zunichst wurden cDNA-Konstrukte beider
Dominen (Liml: nt 67-244 und Lim2: nt 261-443) in den Hefe-Vektor pACT2 kloniert.
Die entsprechenden Fusionsproteine wurden im Hefe-Zwei-Hybrid-System auf ihre
Féhigkeit zur Interaktion mit FeRB1 getestet. Nur die zweite Lim-Domine interagierte mit
FeRBI1, wobei die Stirke der Interaktion gemessen an der Anzahl der gewachsenen
Hefekolonien nicht der des vollstindigen Proteins entsprach. Zusétzlich wurden zwei
cDNA-Konstrukte von FeRB1 hergestellt, die die RRM-Doménen (RRM: nt 1-638) sowie
die KH-Doménen (KH: nt 760-1912) codierten. Die beiden RRM-Doménen von FeRBI,
nicht jedoch die isolierten KH-Doménen, sind ausreichend fiir eine Interaktion mit der

zweiten Lim-Doméne von rLMO1. Allerdings war auch in diesen Fall eine Interaktion mit
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dem gesamten codierenden Bereich von rLMO1 stirker. Diese Ergebnisse deuten darauf
hin, da} flankierende Bereiche der zweiten Lim-Doméne eine Interaktion mit FeRB1
verstirken. Ein Fusionsprotein, welches die letzten 20 Aminosduren von Lim2 sowie die
folgenden 12 C-terminalen Aminoséuren enthilt, interagierte mit den beiden RRM-
Doménen von FeRB1 ebensostark wie die vollstindigen Proteine. Demnach konnte die
Interaktionsdoméine von FeRB1 und rLMO1 auf die beiden RRM-Doménen von FeRB1
sowie den C-terminalen Bereich der 2. Lim-Doméne mit flankierender Region eingegrenzt
werden. Abbildung 18 fallt schematisch die Ergebnisse der Interaktions-Tests zusammen

und gibt einen Uberblick iiber die konstruierten Proteinfragmente.

rLMO1 X FeRB1 Interaktion

RO o IR 1 B | B o
Liml x vl - i

vL e X RRM =i +++
Liml X RRM = -
Lim2 == X  RRM =i ++

vL = x KH

Lim1 = x KH -l-l-l-l- .

Lim2 = x  KH -
Lim2 + [ X RRM = +++
C-term

Abb. 18: Schematische Darstellung der Eingrenzung der Interaktionsdoménen von rLMO1
und FeRB1 mit dem Zwei-Hybrid-System

Dargestellt sind die verschiedenen rLMO1 und FeRBI1-Teilstiicke sowie ihre Fahigkeit zur
Interaktion im Zwei-Hybrid-System. Farbige Boxen stellen die Doménen innerhalb der Proteine
dar. Blau: Lim-Doméinen; hollrot: RRM-Doménen, dunkelrot: KH-Doménen. vL: volle Lénge
Protein, Lim1: erste Lim-Domane von rLMO1, Lim2: zweite Lim-Doméne von rLMO1, Lim2 + C-
term: zweite Lim-Doméne ab AS 123 sowie N-terminus von rLMO1 bis AS 156; - keine, +
schwache, +++ starke Interaktion.
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3.3.5 Interaktion von FeRB1 und rLMO1 in CHO-K1-Zellen

Um die Interaktion von FeRB1 und rLMOI in heterologen Zellen zu untersuchen, wurden
rekombinante Proteine in CHO-K1-Zellen exprimiert. Dazu wurde zusétzlich zum Vektor
pEGFP-FeRB1 der Expressionsvektor pCMV-rLMO1 konstruiert, der in eukaryotischen
Zellen zur Bildung eines FLAG-rLMO1-Fusionsproteins fiithrt. Die Lokalisierung der
Proteine wurde mittels Floureszenzmikroskopie (Abbildung 19) untersucht. Erfolgte die
Expression der Proteine unabhdngig voneinander, war EGFP-FeRB1 priferentiell
zytoplasmatisch lokalisiert, wahrend FLAG-rLMOI1 in der gesamten Zellen zu detektieren
war. Nach einer Coexpression der Proteine dnderte sich Expressionsmuster von FLAG-

rLMOI, so daB beide Proteine hauptsichlich im Zytoplasma lokalisiert waren.

EGFP-FeRB1 FLAG-rLMO1

EGFP-FeRB1 FLAG-rLMO1 TOTO

Abbildung 19: Lokalisierung von EGFP-FeRB1 und rLMO1 in CHO-K1-Zellen.

In A sind transfizierte CHO-K1-Zellen gezeigt, die jeweils nur ein Fusionsprotein exprimieren.
Links ist die Expression von EGFP-FeRB1 gezeigt, rechts sind FLAG-TLMO1 exprimierende
Zellen dargestellt. In B wurden CHO-K1-Zellen mit beiden Konstrukten cotransfiziert. Von links
nach rechts ist die Expression von EGFP-FeRB1, von FLAG-rLMOI, eine Kernfirbung mit dem
Farbstoff TOTO sowie eine Uberlagerung der drei Aufnahmen gezeigt. Die Aufnahmen wurden in
einem konfokalen Floureszenzmikroskop gemacht. Die Grofenbalken entsprechen 50 pm.
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Fiir Co-Immunprézipitationen wurden Zellextrakte, die beide Fusionsproteine enthielten,
mit einem anti-FLAG-Antikorper gekoppelt an Agarosebeads inkubiert. Die prézipitierten
Proteinkomplexe wurden in einem Western Blot analysiert. Dieser wurde zundchst mit
einem anti-EGFP-Antikdrper und anschlieBend mit einem anti-FLAG-Antikorper
behandelt. Abbildung 20 zeigt deutlich, da3 EGFP-FeRB1 zusammen mit FLAG-rLMOI1
prézipitiert werden konnte (Spur 3).

anti-EGFP-Ak == EGFP-FeRB1 98 kDa

&
. —
anti-FLAG-Ak . . = FLAG-rLMO1 21 kDa

Abb. 20: Co-Immunprizipitation von EGFP-FeRB1 und FLAG-rLMO1 aus CHO-K1-
Zellextrakt

Die rekombinanten Proteine EGFP-FeRB1 und FLAG-rLMO1 sind in Spur 1 im CHO-KI-
Zellextrakt gezeigt. Prazipitiert wurde mit einem anti-FLAG-Antikorper, der kovalent an Protein
A-Agarose gekoppelt war (Spur 3). Der Uberstand des Prizipitationsansatzes wurde in Spur 2
aufgetragen. Im oberen Teil wurden die Proteine mit dem anti-EGFP-Antikorper detektiert, im
unteren Teil mit dem anti-FLAG-Antikorper.

Zur Kontrolle der Spezifitdt der Interaktion zwischen EGFP-FeRB1 und FLAG-rLMOI1
wurde zusdtzlich getestet, ob FLAG-rLMO1 mit ECFP (enhanced cyan flourescent
protein)-rStaufen interagiert. rStaufen ist ein RNA-Bindeprotein aus der Ratte, welches
eine andere Doméanenstruktur als FeRB1 aufweist. Proteinextrakt aus CHO-K1-Zellen, die
beide Proteine exprimierten, wurde mit Protein A-Agarose und kovalent daran
gebundenem anti-FLAG-Antikorper inkubiert. Abbildung 21 zeigt in Spur 1 beide Proteine
im Extrakt. rLMO1 wurde durch den anti-FLAG-Antikorper prézipitiert (Spur 3), nicht
jedoch ECFP-rStaufen, das im Uberstand der Reaktion verblieb (Spur 2). Damit wurde
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gezeigt, dal rLMO1 und FeRB1 direkt miteinander interagieren, und rLMO1 nicht
unspezifisch an den EGFP-, bzw. ECFP-Anteil des Fusionsproteins bindet.

anti-EGFP-Ak = ECFP-rStaufen 80 kDa

‘ = FLAG-rLMO1 21 kDa

Abb. 21: Immunprizipitation von FLAG-rLMO1, das nicht mit ECFP-rStaufen interagiert
Spur 1 zeigt beide Proteine im CHO-KI1-Zellextrakt, Spur 2 den Uberstand des
Prizipitationsansatzes, Spur 3 die Prézipitation von FLAG-rLMO1 durch den anti-FLAG-
Antikorper. Im oberen Teil wurden die Proteine mit dem anti-EGFP-Antikorper detektiert, im
unteren Teil mit dem anti-FLAG-Antikorper.

anti-FLAG-Ak

3.3.6 Spezifitit der Bindung

Zur Familie der lim only-Proteine gehdren noch weitere Mitglieder wie LMO2, —3 und —4,
die besonders im Bereich der Lim-Doménen eine hohe Identitidt zu rLMO1 aufweisen. Im
Hefe-Zwei-Hybrid-Screen wurde als Interaktionspartner von FeRB1 aufler rLMO1 kein
weiteres Mitglied der Proteinfamilie identifiziert. Um die Spezifitidt der Interaktion von
FeRB1 und rLMOI1 zu iiberpriifen, wurden Bindungstests mit LMO2 und FeRB1 sowie
LMO4 und FeRBI1 im Hefe-System durchgefiihrt. Dazu wurde zunichst die cDNA von
LMO2 und LMO4 in den Hefe-Kdder-Vektor pACT2 kloniert. AnschlieBend wurden die
Hefezellen mit jeweils dem Kdder-Vektor und pAS-FeRB1 cotransformiert. Dabei erfolgte
bei keinem der getesteten Proteine eine Interaktion mit FeRBI1 (Abbildung 22). Zur

positiven Kontrolle wurde erneut die Bindung von rLMO1 an FeRB1 herangezogen.
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Interaktion

rLMO1 -EESS=Emms= X FeRBI .E.E_..l.l.l. S+
LMo -mmm-mmm- x rerBl -EHE-JHIHEE -
LMO4 -pmmm-pmem. x FerB1 -E-E-JHHEHE -

Abb. 22: Schematische Darstellung der Bindungstests von rLMO1, LMO2 und LMO4 mit
FeRB1

Eingesetzt wurde jeweils das vollstdndige Protein und auf die Fahigkeit zur Interaktion mit FeRB1
getestet. + keine Interaktion, +++ starke Interaktion.

3.4 Verteilung von FeRB1, FeRB2 und rLMO1 in Rattenembryonen

3.4.1 Northern Blot-Analyse von rLMO1

Um das Expressionsmuster von tLMO1 mit dem von FeRB1 zu vergleichen, wurde der
Northern Blot (siehe 3.2.3) mit einer rTLMOI1-Sonde inkubiert. Das rLMO1-Gen wird
ebenso wie FeRB1 und FeRB2 in frilhen Entwicklungsstadien der Ratte exprimiert.
Allerdings war im Unterschied zu FeRB1 und FeRB2 keine Abnahme in der Stirke der
Expression ab Embryonaltag 12 zu verzeichnen. Von E12 bis E15 konnten gleiche
Mengen an tTLMO1-mRNA detektiert werden, wahrend sie am Tag 20 im Gehirngewebe
nochmals anstieg. Im adulten Rattengehirn war dagegen keine rLMOI-mRNA zu
detektieren. Das Transkript kommt in zwei Isoformen vor, die auf Hohe von 1,2 und 1,4 kb
auf dem Blot zu erkennen sind. Die Kontrolle mit Aktin zeigt in allen Spuren vergleichbare

RNA Mengen an (Abbildung 23).
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2,3 —

Aktin m

Abbildung 23: Expression des rLMOI1-Gens zu unterschiedlichen Zeitpunkten der
Entwicklung

E12-E15: Poly (A)"-RNA aus Rattenembryonen zum Zeitpunkt E12-E15. E20-Gehirn: Poly (A)" -
RNA aus dem Gehirn 20 Tage alter Rattenembryonen, adult-Gehirn: Poly (A)” -RNA aus dem
Gehirn adulter Ratten. Grofenstandards sind am linken Rand angegeben. Im oberen Blot erfolgte
die Hybrisierung mit tLMO1-DNA, im unteren mit Aktin-DNA.

3.4.2 In situ-Hybridisierung an Gewebe-Diinnschnitten

Einen weiteren Hinweis auf eine in vivo Interaktion von FeRB1 und rLMOI ist eine
Expression in identischen Gewebearealen. Dazu wurden Gewebe-Diinnschnitte von
Rattenembryonen angefertigt und die Expression der mRNA von rLMOI und FeRBI
untersucht. Um radioaktiv markierte Sonden fiir die Hybridisierung der Gewebeschnitte
herzustellen, wurden zunichst Transkriptionsvektoren konstruiert, die Bereiche der cDNA
von FeRB1 (nt 1-1864), FeRB2 (nt 1-680) sowie r(LMO1 (nt 1-468) enthielten. Mit Hilfe
dieser Vektoren wurde die RNA in vitro transkribiert und durch eingebautes *°S-UTP
markiert. Mit diesen Sonden wurden die Gewebeschnitte inkubiert, so daf3 anschlieend in
einem Autoradiogramm die Expression der endogenen mRNAs deutlich wurde. Abbildung

24 zeigt die Expression von FeRBI1 in 14 Tage alten Rattenembryonen.
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FeRB1: r

L Tectum (Mesencephalon)
L Wachstumsbereich des vierten Ventrikels

Neopallium (Cortex, Telencephalon)

Striatum

Diencephalon (optische Bahn)

Zunge

Leber

Lunge

Lumen des Mitteldarms

Niere

Abb. 24: Expression von FeRB1 in E14 Rattenembryonen

Rattenembryonen-Diinnschnitte wurden mit einer sense- und einer antisense-Sonde hybridisiert
(kleine Aufnahmen). A und B sind VergroBerungen des antisense-Schnittes. Oben Gehirnbereich,
unten Korperbereich des E14 Embryos.

Im Gehirn konnten deutliche Signale in Bereichen von epithelialem, stark
differenzierendem Gewebe um die Ventrikel detektiert werden. Besonders im Neopallium
(spéterer cerebraler Cortex), im Tectum, im Striatum sowie im Diencephalon waren starke
Signale erkennbar. AuBerhalb des Gehirns wird FeRB1 besonders im Zungenepithel, in der
Lunge und in der Niere exprimiert. In der Leber sowie im Gewebe um das Lumen des

Mitteldarms konnte nur eine schwichere Expression verzeichnet werden.
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Zum Vergleich wurden E14 Embryonen-Diinnschnitte mit radioaktiv markierter rLMO1-
RNA hybrisisiert. Wie in Abbildung 25 deutlich wird, erfolgte eine Expression von
rLMOI1 hauptsédchlich in neuronalem Gewebe. Hierbei erfolgte eine Coexpression mit

FeRB1 im Mesencephalon, Striatum sowie im Wachstumsbereich des vierten Ventrikels.

rLMO1: A \

sense antisense

- Tectum (Mesencephalon)

£ Wachstumsbereich des vierten Ventrikels

! Striatum

Abb. 25: Expression von rLMO1 in E14 Rattenembryonen
A: sense- und antisense-Hybrisisierungen. B: VergroBerung des Gehirnbereichs des antisense-
behandelten Schnittes.

Da die Hybridisierung von E14 Embryonen-Diinnschnitten mit der FeRB2-Sonde
geringere Signalintensititen ergab, wurden Schnitte unterschiedlicher Entwicklungsstadien
hybridisiert, um mdgliche Unterschiede in der Expressionsstirke untersuchen zu konnen.
Wie in Abbildung 26 exemplarisch an zwei Entwicklungsstadien (E13 und E14) dargestellt
ist, wird die FeRB2-mRNA in sehr frilhen Stadien exprimiert und nimmt mit
fortschreitender Entwicklung ab. Zum Zeitpunkt E13 konnten schwache Signale in den
Bereichen um die Ventrikel detektiert werden. Dazu gehorten wie auch schon bei FeRB1
und rLMO1 das Neopallium sowie die Bereiche stark differenzierenden Gewebes um den
vierten Ventrikel. Die Expression der FeERB2-mRNA konnte bereits einen Tag spiter nur
noch schwach detektiert werden (Abb. 26B). Dabei konnte eine Expression des FeRB2-

Genes in den Bereichen um die Ventikel sowie in der Leber detektiert werden.
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FeRB2: A L Wachstumsbereich
des vierten Ventrikels

Neopallium

sense

antisense

B L Wachstumsbereich
# / des vierten Ventrikels

0:1' — * Neopallium

- Leber

sense

o

antisense

Abb. 26: Hybridisierung von Rattenembryonen-Diinnschnitten unterschiedlicher
Entwicklungsstufen mit der FeRB2-RNA.

A: Zeitpunkt E13, links sense-Kontrolle, rechts Hybridisierung mit der antisense-Sonde. B: E14-
Embryonalstadium. Wie A sense und antisense-Hybridisierungen.

3.5 Coexpression von rLMO1 und FeRB1 mit Clim2 im Zellkultursystem

In der Literatur wird LMOI als primdr nukledres Protein beschrieben, das mit Cofaktoren
wie Clim2 interagiert (Bach, 2000). Clim2 wiederum bindet an Transkriptionsfaktoren mit
Lim-Homeodoménen. Es wird vermutet, da3 LMO1 durch die Interaktion mit Clim2
Transkriptionsprozesse regulieren kann. Um zu untersuchen, ob eine Interaktion von
FeRB1 mit der Bindung von rLMO1 an Clim2 kompetieren kann, wurde die Interaktion
der rekombinanten Proteine im CHO-K1-Zellsystem untersucht. Ein Expressionsvektor,

durch den Clim2 fusioniert an ein MY C-Peptid (QVLLADQLLL) exprimiert werden kann,
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wurde von Dr. Ingolf Bach, ZMNH, zur Verfiigung gestellt. Abbildung 27 zeigt die
Lokalisierung von EGFP-FeRB1, FLAG-rLMOI1 sowie MYC-Clim2 in unterschiedlicher
Kombination in CHO-K1-Zellen. MYC-Clim2 ist ein ausschlieBlich im Nukleus
lokalisiertes Protein (Abb. 27 a,g). Wird FLAG-rLMO1 mit MYC-Clim2 zusammen in
einer Zelle exprimiert, so wird FLAG-rLMOI1 ebenso in den Nukleus rekrutiert (Abb. 27
b). Im Gegensatz dazu ist FLAG-rLMOI1, wenn mit EGFP-FeRBlcoexprimiert wird,
ausschlieBlich im Zytoplasma lokalisiert (27 d-f). Erfolgt eine Expression aller drei
Fusionsproteine in CHO-K1-Zellen, akkumulieren FLAG-rLMO1 und MYC-Clim2 im
Kern, wihrend EGFP-FeRB1 im Zytoplasma verbleibt (Abb. 27 g-j). Diese Ergebnisse
zeigen, dall sowohl FeRBI1 als auch Clim2 mit rLMOI interagieren und so die subzelluldre

Verteilung dieses Proteins regulieren.

MYC-Clim2 EGFP-FeRB1 FLAG-rLMO1

- -
f
- .

Abb. 27: Lokalisierung von EGFP-FeRB1, FLAG-rLMO1, MYC-Clim2 in CHO-K1-Zellen.

Die Expression der Fusionsproteine in CHO-K1-Zellen wurde immuncytochemisch analysiert und
die Zellen in einem konfokalen Fluoreszenzmikroskop aufgenommen. a-c¢: Coexpression von
MYC-Clim2 (a) und FLAG-rLMOI1 (b); d-f: Coexpression von EGFP-FeRB1 (d) sowie FLAG-

rLMOL1 (d); g-j: Trimire Lokalisierung von MYC-Clim2 (g), EGFP-FeRB1 (h) und FLAG-rLMO1
(i) ¢, f, j zeigen jeweils iiberlagerte Aufnahmen.
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4 Diskussion

Posttranskriptionale Regulation ist in eukaryotischen Zellen ein wichtiger Mechanismus
komplexe Vorgénge wie z.B. Differenzierung und Entwicklung zu steuern. Auf RNA-Ebene
kann dies durch die Regulation der RNA-Stabilitdt, zytoplasmatische Lokaliserung oder
gezielte Trandation von Transkripten als Resktion auf intra- oder extrazelluldre Reize
geschehen. Innerhalb vieler so regulierter Transkripte wurden cis-agierende Sequenzelemente
identifiziert, mit denen spezifische RNA-Bindeproteine interagieren. In Neuronen gibt es eine
Reihe somatodendritisch lokalisierter Transkripte, wahrend der Grofdteil der mRNAS auf das
Soma beschrankt ist (Kuhl & Skehel, 1998). Es wird davon ausgegangen, dal3 der Vorgang
der dendritischen Lokalisierung und extrasomatischen Proteinsynthese zur synaptischen
Plastizitét beitragt Kindler et al., 1997; Weélls et al., 2000; Steward & Schuman 2001;
Krichevsky & Kosik, 2001). In den letzten Jahren wurden viele trans-Faktoren identifiziert,
wobei sich herausstellte, dal3 diese RNA-Bindeproteine Funktionen in vielen
unterschiedlichen Zelltypen und Spezies Ubernehmen kdnnen ( Bassell & Singer, 2001; Rand
& Yisraeli, 2001; Monshausen et al., 2001). Diese Ergebnisse deuten auf generelle
Mechanismen der posttranskriptionalen Regulation von mRNA hin. Ziel dieser Arbeit war es,
weitere RNA-Bindeproteine in neuronalem Gewebe der Ratte zu identifizieren, die an diesen

Regulationsmechanismen beteiligt sein konnten.

Die in dieser Arbeit im Gehirn von 5 Tage aten Ratten identifizierten RNA-Bindeproteine,
FeRB1 und FeRB2, weisen 7 Doménen auf, die Interaktionen mit RNA eingehen konnen und
die nahezu das gesamte Protein ausmachen. Das Vorkommen mehrerer Interaktionsdomanen
ist hdufig ein Merkmal von RNA-Bindeproteinen. So kdnnen entweder mehrere Faktoren
gebunden werden, oder durch multiple Interaktionen mit einer RNA die Spezifitdt erhoht
werden (Siomi & Dreyfuss, 1997). Innerhalb der Sequenz von FeRB1 und FeRB2 gibt es
zwei RRM-Doméanen (RNA recognition motif), eine RGG-Box sowie vier KH-Doméanen
(hnRNP K-homology domains). RRM-Doménen sind innerhalb von RNA-Bindeproteinen
haufig vorkommende RNA-Interaktionsdoméanen, deren Konsensusmotiv zwel RNP-Motive
sind. Am Beispidl der Bindung der U1 RNA mit dem RNA-Bindeprotein U1A konnte gezeigt
werden, dal3 die RNP-Motive nebeneinander auf den beiden zentralen b-Fatblattern liegen,
die die Struktur der RRM-Doménen ausmachen Siomi & Dreyfuss, 1997). Innerhalb der

69



4 DISKUSSION

RRM-Doméanen der Ratten-RNA-Bindeproteine FERB1 und FeRB2 entsprechen die RNP-

Motive dem Konsensusmotiv.

Eine RGG-Box befindet sich stromabwérts der RRM-Doménen in FeERB1 und FeRB2. Diese
RNA-Interaktionsdoméne hat einen hohen Antell an den Aminosduren Arginin (R) und
Glycin (G), deren spezifische Anordnung aber im phylogenetischen Vergleich nicht stark
konserviert ist. RGG-Boxen finden sich in Proteinen, die an zahlreichen Schritten des RNA-
Metabolismus beteiligt sind. Dazu gehdren nuklegre Speil¥faktoren und hnRNP-Proteine
sowie viele zytoplasmatische Proteine. RGG-Boxen kommen haufig in Kombination mit
anderen RNA-Interaktionsdomanen vor Kiledjan & Dreyfuss, 1992; Steinert et al., 1991).
Man geht davon aus, da3 RRG-Boxen die Bindungsaffinitét fir RNA in einer Sequenz-
unabhangigen Weise erhdhen, indem sie RNA-Sekundérstrukturen auflésen und die RNA
somit fur andere RNA-Interaktionsdoménen zuganglich machen (Ghisolfi et al., 1992;
Kiledjian & Dreyfuss, 1992). Die RGG-Boxen in FeERB1 und FeRB2 haben Ahnlichkeiten mit
der in Nucleolin (Genbank-Nr.: M60858) und FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein,
Genbank-Nr.: X69962).

Ebenso wie RRM-Doméanen sind KH-Domanen in vielen RNA-Bindeproteinen identifiziert
worden. Das hnRNP K Protein, ein nukledres preemRNA-Bindeprotein, besitzt drel solcher
Domaénen und war das erste Protein, in dem diese Doménen identifiziert wurden (Siomi et al.,
1993). KH-Doménen sind zumeist fir RNA-Interaktionen verantwortlich, kénnen aber wie
auch RRM-Doméanen Protein-Protein-Interaktionen vermitteln (Chen et al., 1997, Samuels et
al., 1998).

FeRB1 und FeRB2 gehdren zur ZBP-1-Familie von RNA-Bindeproteinen. Einzelne
Familienmitglieder sind am Transport, der Stabiliserung und Trandation von
unterschiedlichen Transkripten in verschiedenen Zellsystemen beteiligt Bassell & Singer,
2001; Rand & Yisradli, 2001; Nielsen et al., 1999). ZBP-1 ist sowohl in Fibroblasten als auch
in embryonalen Neuronen des Huhns am Transport der b-Aktin-mRNA an die Zellperipherie
beteiligt Ross et al., 1997; Bassell & Singer, 2001, Zhang et al., 2001). Vgl-RBP/Vera
bindet in Xenopus laevis Oozyten an die Vg1l-mRNA, die in einer spaten Phase der Oogenese
an den vegetalen Pol der Oozyte transportiert wird (Rand & Yisragli, 2001). Ein weiteres
Homolog aus der Maus, das CRD-BP, bewirkt eine Stabilisierung der c-myc-mRNA, die
einen wichtigen Wachstumsfaktor, der auch als Onkogen-Produkt beschrieben wird, kodiert
(Doyle et al., 1998). In den letzten Jahren wurden aul3erdem Mitglieder dieser Proteinfamilie
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im Menschen identifiziert. Die IGFII-mRNA, die einen fétalen Wachstumsfaktor kodiert und
differentiell trandatiert wird, interagiert mit den RNA-Bindeproteinen IMP 1-3 (Nielsen et
al., 1999). Durch Bindung an die sogenannte leader 3-IGFII-mRNA wird eine physiologische
Regulierung der Trandation wéahrend der Embryonaentwicklung bewirkt. Somit wird
deutlich, da3 Mitglieder dieser Familie von RNA-Bindeproteinen trotz hoher
Sequenzidenti&ten unterschiedliche Funktionen ausiiben kdnnen. Es konnte auf3erdem gezeigt
werden, dal3 diese Proteine in unterschiedlichen Zelltypen vorkommen und in vitro ein hohe
Spezifitét in Bezug auf einzelne RNA-Interaktionspartner aufweisen (Leeds et al., 1997,
Nielsenet al., 1999).

FeRB1 und FeRB2 werden ausschliefdich in embryonalem Gewebe exprimiert, deshalb kann
eine Funktion der Proteine bel Differenzierungsvorgéngen angenommen werden. Dazu passen
die Beobachtungen, dal die Orthologe IMP-1 und CRD-BP ebenfalls praferentiell embryonal
vorkommen und die Expresson von wichtigen  Wachstumsfaktoren  und
Transkriptionsfaktoren regulieren (Nielsen et al., 1999; Doyle et al., 1998). Coulis et al.
(2000) konnten zeigen, dal’ eine Zerstérung der Bindung zwischen CRD-BP und der c-myc-
MRNA zu einem geringeren c-myc-Spiegel in der Zelle und somit zu einer Inhibition des
Zellwachstums fihrt. In mehreren Tumorgeweben und Krebszellinien  konnte eine
Uberexpression von CRD-BP und IMP-1 nachgewiesen werden (loannidis et al., 2001). Die
onkogene Wirkung dieser Proteine kdnnte somit in einer verstarkten Stabilisierung der c-myc-
MRNA liegen, was in einem erhdhten Proteinlevel des Wachstumsfaktors resultiert. Diese
Ergebnisse deuten auf fotale RNA-Bindeproteine mit onkogenen Eigenschaften hin, die auch

fur FeRB1 und FeRB2 angenommen werden konnen.

Moglicherweise sind die RNA-Bindeproteine der Ratte an mRNA-Transportprozessen
beteiligt. GFP-FeERB1 und GFP-FeRB2 wiesen in Hippocampus-Neuronen der Ratte ein
granulédres Verteilungsmuster in  den Dendriten auf. Diese Granulae konnten
Ribonukleoprotein (RNP)-Partikel darstellen, innerhalb derer bestimmte mRNASs in Dendriten
transportiert werden. Man geht davon aus, dal3 in diesen multimolekularen Komplexen eine
Vielzahl von Proteinen an unterschiedlichen Prozessen des Transports beteiligt sind. In
Neuronen wurden bei verschiedenen lokalisierten Transkripten RNP-Partikel beobachtet.
Beispielsweise fuhrte die Expresson von rekombinanter MAP2-mRNA in kultivierten
Neuronen zu Partikeln, die mit dem Zytoskelett assoziiert zu sein scheinen (Blichenberg et
al., 1999). Ein putativer Interaktionspartner fir die MAP2-mRNA ist das RNA-Bindeprotein
rStaufen (Monshausen et al., 2001). Kohrmann et al. (1999) zeigten, dal3 GFP-hStaufen
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Partikel bildet, die sich in den Dendriten entlang der Mikrotubuli bidirektional bewegen. Ein
weiteres neuronales RNA-Bindeprotein, FMRP, kommt im Zytoplasma in grof3en RNP-
Komplexen vor, die mit translatierenden Polyribosomen assoziiert vorliegen (Eberhart et al.,
1996; Brown et al., 2001). In diesem Fall wurde eine Betelligung von FMRP an der
Trandation mdglicherweise unterschiedlicher neuronaler RNAS postuliert. Fur embryonales
FeRB1 konnte eine Assoziation sowohl mit freilen Ribosomen als auch mit Polyribosomen
gezeigt werden. Dies deutet ebenso auf eine mdgliche Beteiligung der FERB1 bzw. FeRB2-
RNP-Partikel an trandationaler Regulation hin. Das Vorkommen von RNP-Partikeln bei
unterschiedlichen RNA-Bindeproteinen konnte auch auf einen konservierten Mechanismus
zur Trandokation von Transkripten hindeuten. Fir Mitglieder der ZBP-1-Familie konnte
bereitsin zwei Féllen ein Vorkommen der Proteine in RNP-Partikeln gezeigt werden. Nielsen
et al. (2002) zeigten in Fibroblasten, dal3 rekombinantes IMP-1 in 200-700 nm grof3en RNP-
Partikeln entlang des Zytoskeletts zum sogenannten leading edge bewegt wird. In Neuriten
und Wachstumskegeln des embryonalen Huhner-Vorderhirns konnte eine Co-Lokalisierung
von ZBP-1 und b-Aktin-mRNA sowie eine lokale Synthese der zytoskeletalen Proteine
beobachtet werden (Zhang et al., 2001). Denkbar wére ebenso eine Beteiligung von FeRB1

am Prozef3 des Transportes von b-Aktin-Transkripten, da in vitro eine schwache Interaktion

von FeRB1 mit der b-Aktin mRNA gezeigt werden konnte.

Esist ebenso denkbar, da3 FeRB1 und FERB2 an weiteren Aspekten der posttranskriptionalen
Regulation beteiligt sind. Innerhalb der Sequenz von FeRB1 und FeRB2 konnte sowohl ein
Kern-Lokalisierung-Signal (NLS) als auch en Kern-Export-Signal (NES) identifiziert
werden. Experimente mit einem Inhibitor des nukledren Exports, Leptomycin B, zeigten eine
Akkumulation sowohl von GFP-FeRB1 als auch von GFP-FeERB2 im Zelkern. Diese
Beobachtungen konnten bestétigt werden, nachdem die NES-Sequenzen in beiden Proteinen
mutiert wurden und so ebenfalls der Export aus dem Kern inhibiert werden konnte. Die
Ergebnisse zeigen, dal3 FeERB1 und FeRB2 zwischen dem Kern und dem Zytoplasma hin und
her transportiert werden konnen. Untersuchungen der letzten Jahre am Mechanismus des
nukledren Exportes zeigten eine Betelligung einer Kkonservierten Familie von
Transportrezeptoren, die as Karyopherine oder auch Importine/Exportine bekannt sind
(Mattg) & Englmeier, 1998; Gorlich & Kutay, 1999; Reed & Hurt, 2002). Der Exportrezeptor
CRM 1 (Exportin 1) bindet direkt an NES-Sequenzen des zu transportierenden Proteins.
Mitglieder der Karyopherin-Familie sind auch am Transport verschiedener Klassen von
RNAs beteiligt, unter anderem rRNAS, tRNAS, und snRNAs (Nakielny & Dreyfuss, 1999). Es
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ist also moglich, dal3 FeERB1 potentielle Ziel-mRNAs im Kern bindet, diese ins Zytoplasma
transportiert und dort weiterhin innerhalb eines RNP-Komplexes mit diesen assoziiert bleibt.
Ein weiteres neuronales RNA-Bindeprotein mit ahnlichem subzelluldrem Verteilungsmuster
wie FeRB1 und FeRB2 ist das FMRP, das an der héufig vorkommenden mentalen
Degeneration "Fragiles X Syndrom" beteiligt ist. ES konnte gezeigt werden, daf3 dieses
hauptsachlich im Zytoplasma vorkommende Protein ebenso Uber NES und NLS-Sequenzen
verfugt und Uber den CRM 1 Rezeptor aus dem Kern ausgeschleust wird Eberhart et al.,
1996; Feng et al., 1997). Darnell et al., 2001 stellen die Hypothese auf, dal’ sich FMRP vom
Kern zu postsynaptischen Bereichen bewegt, wo mRNA-Molekile in einer translational
reprimierten Form gehalten werden, bis synaptische Aktivitét die Funktion von FMRP
verdndert und so mRNA Trandation erlaubt. Eine &hnliche Funktion konnte fir FeERB1 und
FeRB2 angenommen werden, da die genutzten Signalsequenzen und Exportwege identisch
sind. Es ist noch unklar, welche Transkripte vom RNA-Bindeprotein FMRP gebunden
werden, aber neuere Untersuchungen weisen auf eine Vielzahl potentieller RNA-Ziele hin
(Brown et al., 2001). In den meisten bisher identifizierten Protein-RNA-Interaktionen konnte
ein cisElement in der RNA identifiziert werden, das vom RNA-Bindeprotein erkannt
und/oder gebunden wird. Brown et a. (2001) zeigten, dald in 67% der angenommenen RNA-
Zidleen strukturelles Element in der Form von G-Quartetts vorhanden ist. Moglicherweise
erkennen FeRB1 und FeRB2 ahnliche Strukturen in ihren RNA-Zielen. Um weitere Aussagen
Uber die Funktion von FeRB1 und FeRB2 machen zu kénnen, wird es zukinftig notwendig
sein, die RNA-Ziele zu identifizieren. Dies kdnnte Uber die Immunprézipitation von RNA mit
FeRB1-enthaltenen RNP-Partikeln geschehen und die folgende Untersuchung, wie diese
Transkripte aus dem Kern ausgeschleust werden.

Weitere Hinweise auf die Funktion eines neu identifizierten Proteins ergeben sich haufig tber
die Untersuchung weiterer Interaktionspartner. In einem Hefe Zwei-Hybrid-System wurde in
dieser Arbeit der spezifische Interaktionspartner rLMOL, das Rattenhomolog des Lim-only-
Protein 1 (LMOLJ), identifiziert. LMOL1 gehort zur Familie der Lim-only-Proteine, da sie
ausschliefdlich aus zwel Lim-Domanen bestehen Dawid et al., 1998; Jurata & Gill, 1998).
Diese Domanen sind cysteinreiche, Zink-bindende Motive, die urspringlich neben
Homeodomanen in den drel Transkriptionsfaktoren Lin-11, Id-1 und Mec-3 identifiziert
wurden (Freyd et al., 1990; Karlsson et al., 1990). Bisang wurden eine Vielzahl von Lim-
Domanen enthaltenen Proteinen identifiziert, die wichtige Funktionen in vielen biologischen

Prozessen Ubernehmen. Man geht davon aus, dal3 die Lim-Domanen Protein-Protein-
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Interaktionen vermitteln und die Proteine somit haufig als wichtige Adapter-Molekille in
Multiproteinkomplexen wirken (Bach, 2000). Zur Familie der Lim-only-Proteine gehoren
bisher 4 Mitglieder: LMO1-4. LMO1 und LMO2 wurden als Onkogen-Produkte identifiziert
und sind in Zelldifferenzierungsvorgangen sowie wéahrend der Entwicklung des ZNS aktiv
(Hinks et al., 1997). Die Gene wurden an Regionen starker Transkriptionsaktivitét im Bereich
von chromosomalen Trang okationspunkten identifiziert, die mit T-Zell Leukdmie assoziiert
sind (McGuire et al., 1989; Boehm et al., 1991). Fir Lim-only-Proteine vermutet man eine
Rolle in Lim-Lim-Assoziationen (Rabbitts & Boehm, 1990) durch die indirekt die
Transkription beeiflul® werden konnte. Dies geht aus ihrer Rolle as Regulatoren der
Zélldifferenzierung und Tumorigenese hervor (Boehm et al., 1991; Sanchez-Garcia et al.,
1993; Warrenet al., 1994). Das macht sie zu wichtigen Regulationsfaktoren, da weitere Lim-
Proteine, mit denen putative Interaktionen eingegangen werden kdnnen, weit verbreitet sind.
Allerdings konnte auch gezeigt werden, dal3 Lim-Doménen Interaktionen mit anderen
Domaénen vermitteln konnen. Dye & Patton (2001) zeigten eine Interaktion zwischen einer
Lim-Domane und der RRM-Doméne des RNA-Bindeproteins PSF (Polypyrimidin tract
binding protein-associated splicing factor). Es war bereits bekannt, dal3 auch RRM-Doméanen
nicht nur fir die Bindung mit RNA verantwortlich sind, sondern auch Protein-Protein-
Interaktionen eingehen konnen (Chen et al., 1997; Samuels et al., 1998). Die Bindung an das
RNA-Bindeprotein FeERB1 konnte auf einen Bereich der zweiten Lim-Doméne mit C-terminal
flankierenden Bereichen sowie die Region der RRM-Domaénen in FeRB1 eingegrenzt werden.
Vermutlich vermittelt die Region auf3erhalb der 2. Lim-Domaéne die Spezifitdt der Interaktion
mit FeRB1. Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dal? trotz der hohen Homologie der
Lim-only-Proteine untereinander eine Bindung von FeRB1 ausschliefdlich an rLMOL1 erfolgte.
Diese Spezifitdt konnte funktionell wichtig sein. Limronly-Proteine wurden haufig in
Zusammenhang mit Cofaktoren der Transkription gebracht, da sie in einigen Falen mit der
Lim-Doméne von Lim-Homeobox-Transkriptionsfaktoren oder bHLH (basic helix-loop-
helix)- Transkriptionsfaktoren interagieren konnen Wadman et al., 1994; Sugihara et al.,
1998). Wadman et al. (1994) zeigten, dal3 die Lim-bHLH-Interaktionen in Patienten mit
akuter lymphoblastischer Leukamie (T-ALL) hochspezifisch sind, da die Interaktion von
LMOL1 und LMO2 spezifisch mit TAL 1-verwandten bHLH-Proteinen (Sanchez-Garcia et al.,
1993) interagieren und nicht mit anderen bHLH-Transkriptionsfaktoren. Weiterhin wurde ein
Limonly-Protein identifiziert, da® mit den Transkriptionsfaktoren CREM und CREB
interagiert Fimia et al., 1999). In diesem Fall wurde gezeigt, dal3 das Lim-Protein ACT
(activator of CREM in testis) intrinsische Aktivierungsfunktion besitzt, die die bisher
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bekannte Aktivierung von CREM und CREB Uber Phosphorylierung und beteiligte second-
messenger-Systeme umgeht Fimia et al., 1999). In dieser Arbeit wurde der Einfluld der
Interaktion von FeERB1 und rLMO1 auf die Bindungsfahigkeit des Lim-only-Proteins mit
Lim-Doméanen enthatenen Cofaktoren untersucht. Sugihara et al. (1998) zeigten ene
Interaktion des Coregulators Clim2 mit LMO4 und dem DNA-Bindeprotein DEAF1. Alle
Mitglieder der Limronly Proteinfamilie kénnen mit Clim2 interagieren. Moéglich wére also
eine Kompetition von FeRB1 und Clim2 um die Interaktion mit rLMO1, was durch die
Lokaliserung dieses trimaren Komplexes im Zellkultursystem untersucht wurde. Eine
Colokalisierung von FeRB1 und rLMOL1 erfolgte ausschlieffdlich im Zytoplasma, wéhrend
Clim2 und rLMO1 im Zelkern interagierten. Erfolgte eine Expression aller drei Proteine,
interagierte r(LMOL mit Clim2 im Zellkern. Diese Ergebnisse bestétigen eine Kompetition
von Clim2 und FeRB1 um rLMO1. Méglicherweise hangt es von speziellen physiologischen
Bedingungen ab, zu welchen Zeitpunkten rLMOL eine Interaktion mit FERB1 eingeht. Es
waére von grof3em Interesse, weitere Transkriptionswege auf die Mitwirkung von FeRB1 oder
rLMO1 zu untersuchen. Ein zelluldres Analysesystem, bei dem die Wirkung von Cofaktoren
auf bekannte Transkriptionsfaktoren untersucht werden kann, wére hierbei sehr hilfreich.
AuRerdem wére es interessant zu untersuchen, ob rLMO1 wie es fir ACT und CREM/CREB
in Testis gezeigt wurde, mit dem in Dendriten lokalisierten Transkriptionsfaktor CREB

interagieren kann.

Durch in sit-Hybridiserungen konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, da3 rLMO1
hauptsachlich in neuronalem Gewebe vorkommt. Eine Expression des rLMO1-Gens erfolgt in
Rattenembryonen besonders in Bereichen des cerebralen Cortex, des Mesencephaons sowie
in Bereichen sark differenzierenden Gewebes um den vieten Ventrikel. Diese
Beobachtungen werden gestiitzt durch Untersuchungen von Hincks et al. (1997), die zeigen
konnten, dal? LMO1 im Gehirn der Maus hauptsachlich im Hippocampus sowie im cerebralen
Cortex exprimiert wird. Durch Northern Blot-Untersuchungen wurde in dieser Arbeit gezeigt,
dal3 die Expression von rLMO1 ebenso wie die von FeRB1 und FeRB2 auf embryonales
Gewebe beschrankt ist. Dies deutet wiederum auf eine entwicklungsspezifische Regulation
hin, die auch fur die RNA-Bindeproteine der ZBP-1-Familie vermutet wird. Hincks et al.
(1997) zeigten, dal die Expression von LMOL in adulten Mausen durch Kainat induzierte
epileptische Anfélle in Pyramidenzellen des Hippocampus angeschaltet werden kann. Dies
deutet auf eine differentielle Regulation durch neuronale Aktivitdt hin. Somit kann eine
Betelligung von FeRB1 und rLMO1 an posttranskriptionalen Regulationsmechanismen, die

durch synaptische Aktivitét beenflul® sein konnen, angenommen werden. Um diese
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Hypothese ndher zu untersuchen wéren in der Zukunft weitere Experimente hinsichtlich
assoziierter Faktoren nétig, die in diesen Regulationsmechanismen eine weitere Rolle spielen.
Dies konnte Uber eine weitere Identifizierung von Interaktionspartnern tUber das Hefe Zwe-
Hybrid-System geschehen oder aber durch die Untersuchung FeRB1l1-enthaltenen RNP-
Partikeln durch Immunpréziptation. Dies konnte dazu beitragen, RNA- oder Protein-
Interaktionspartner zu identifizieren, die weitere Aufschliisse Uber die Funktion von FERB1
und FeRB2 zulief3en.

Zusammengenommen deuten die Ergebnisse dieser Arbeit auf eine Betelligung von RNA-
Bindeproteinen an einer Vielzahl von regulatorischen Aspekten des RNA-Metabolismus hin.
Besonders wéahrend der Entwicklung vieler Organismen scheint eine Gruppe von RNA-
Bindeproteinen wichtige Funktionen hinsichtlich posttranskriptionaler Regulation auszutiben.
Rekombinantes FeERB1 und FeRB2 kann in Ribonukleoprotein-Partikeln in  hippocampalen
Neuronen der Ratte detektiert werden, was auf eine Beteiligung am Transport lokalisierter
Transkripte hindeutet. Dafir spricht die praferentielle Lokalisierung im Zytoplasma. Zu
gewissen Stadien konnen beide Proteine auch im Zellkern detektiert werden, wo eine
Assoziation mit mRNA oder auch mit anderen nukledren Faktoren stattfindet konnte. FeRB1
interagiert mit einem Onkogenprodukt, dem Lim-only-Protein rLMOL. Durch die Interaktion
mit rLMOL1 ist eine Beteiligung an posttranskriptionalen wie auch -translationalen
Regulationsmechanismen denkbar, die durch neuronale Aktivitdt gesteuert werden koénnen.
Diese Funktionen werden hauptsachlich wahrend der Entwicklung bzw. Differenzierung
ausgelibt, da sowohl die RNA-Bindeproteine als auch rLMO1 hauptsachlich wahrend der
Embryogenese vorhanden sind und onkogene Eigenschaften aufweisen.

Fir  zukinftige  Untersuchungen wére es interessant aufzuklaren, welche
Entwicklungsvorgange durch diese RNA-Bindeproteine reguliert werden. Dies kdnnte durch
Untersuchungen geschehen, in denen einzelne Bereiche der RNA-Bindeproteine deletiert
werden. Denkbar wére auch die Herstellung transgener Mause bzw. der knock out der Gene.
Weiterhin ist es wichtig herauszufinden, welche spezifischen RNA-Interaktionen durch
FeRB1 und FeRB2 eingegangen werden kénnen. Eine Untersuchung der FeRB1- und FeRB2-
enthaltenen RNP-Partikel kdnnte wichtige Erkenntnisse Uber die Regulationsmechanismen

dieser Familie von RNA-Bindeproteinen liefern.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

6 Zusammenfassung

Neben einer Aktivierung der Transkription und direkter Neusynthese von Proteinen erfolgt
die Steuerung komplexer biologischer Differenzierungsvorginge héaufig iiber
posttranskriptionale Regulation auf RNA-Ebene. Diese Regulationsmechanismen betreffen
diverse Schritte des RNA-Metabolismus, wie z.B. RNA-Stabilitit, zytoplasmatische
Lokalisierung oder lokale Translation von Transkripten. In vielen Entwicklungsschritten
spielen RNA-bindende Proteine eine zentrale Rolle. Zytoplasmatische RNA-Lokalisierung
ist ein wichtiger posttranskriptionaler Regulationsmechanismus, der iiber lokal begrenzte
Proteinsynthese zur Bildung und Aufrechterhaltung von Zellpolarititen fiihrt. In dieser
Arbeit sollten RNA-Bindeproteine der Ratte identifiziert werden, die an
posttranskriptionalen Regulationsmechanismen beteiligt sein konnten. Durch RT-PCR
wurden cDNA-Sequenzen identifiziert, die zwei verschiedene Proteine codieren, die zur
ZBP-1-Familie von RNA-Bindeproteinen gehoren. Mitglieder dieser Proteinfamilie weisen
hohe Sequenzidentititen auf und sind in unterschiedlichen Zellsystemen am Transport, der
Stabilisierung und der Translation von mRNA-Transkripten beteiligt. Durch Northern
Blot-Analysen wurde gezeigt, dal die RNA-Bindeproteine der Ratte, FERB1 und FeRB2,
ausschlieBlich wahrend der Embryogenese vorkommen. FeRB1 ist in Embryonenextrakten
der Ratte mit Polysomen assoziiert und scheint wie das ZBP-1 des Huhns mit der 3-Aktin-
mRNA interagieren zu konnen. In kultivierten Hippocampusneuronen weisen beide RNA-
Bindeproteine somatodendritische Verteilungsmuster auf und scheinen in Form von
Ribonukleoprotein-Partikeln in Dendriten vorzuliegen. Eine Inhibierung des nukledren
Exportes durch den Inhibitor Leptomycin B sowie durch Mutation der nukledren Export-
Sequenzen (NES) in FeRB1 und FeRB2 zeigte, dal3 beide Proteine zwischen dem Zellkern

und dem Zytoplasma hin und her transportiert werden konnen.

Mittels des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems wurde das Lim-only-Protein TLMOI1 als FeRBI-
Interaktionspartner identifiziert. Immunprézipitationen rekombinanter Proteine aus CHO-
K1-Zellen sowie Colokalisierungsuntersuchungen bestétigten die Spezifitit der Interaktion.
Northern Blot-Analysen zeigten, dal tfLMO1 wie FeRB1 und FeRB2 in verschiedenen
embryonalen Geweben exprimiert wird. Wie in situ-Hybridisierungen zeigten, wird das
rLMO1-Gen hauptsichlich neuronal exprimiert. In Gehirnarealen wie dem Mesencephalon

und dem Striatum werden rLMO1 und FeRB1 coexprimiert.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten auf eine Beteiligung der RNA-Bindeproteine FeRB1
und FeRB2 an posttranskriptionalen Regulationsmechanismen wihrend der embryonalen
Entwicklung des Gehirns und einiger anderer Gewebe hin. Vermutlich wird diese Funktion

hauptséchlich im Zytoplasma ausgeiibt.
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