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1 Einleitung

Die Steuerung der Genexpression ist ein vielschichtiger komplexer Vorgang. Die
Kompartimentierung von mRNA- und Proteinsynthese, die damit verbundenen
Transportvorgange zwischen Zytoplasma und Nukleus sowie die Vielzahl der nukleér
lokalisierten Prozessierungsschritte, welche die Bildung einer translatierbaren reifen mRNA
voraussetzen, sind die Basis flr eine Reihe verschiedener Regulationsmechanismen. Dabei
wird allgemein zwischen Prozessen unterschieden, die wahrend (ko-transkriptional) bzw. im
Anschluss an die Transkription der DNA-Sequenz (post-transkriptional) stattfinden. Einen
erheblichen Anteil an der post-trankriptionalen Kontrolle der Proteinsynthese hat u.a. die
RNA-Stabilitat. Uber die Modifizierung der mRNA-Abbaurate kann die steady state-Menge
der mRNA und damit auch das Ausmal} von deren Translation in Abhangigkeit wechselnder
physiologischer Bedingungen variiert werden.

Der mRNA-Abbau ist ein sequentieller Prozess, welcher mit der exonukleolytischen
Degradation des Poly(A)-Schwanzes, der in Verbindung mit der Cap-Struktur fir eine
effektive Translation essentiell ist, beginnt. Eine Regulation wird dabei durch verschiedene
Faktoren sowie Sequenzen, die im 3-UTR der mRNA lokalisiert sind, vermittelt. Eine
detailliertere Darstellung dieser Prozesse einschlieBlich der wesentlichen strukturellen

Voraussetzungen sowie der beteiligten Faktoren ist Gegenstand der folgenden Betrachtungen.

1.1 Die Biogenese der mRNA (capping, splicing, Polyadenylierung)

Gesteuert durch Transkriptionsfaktoren und cis-aktive Sequenzen, wie Promotoren, Enhancer
und Silencer, wird die mRNA als Vorlaufer (Pr&-mRNA) durch die RNA-Polymerase 11 (Pol
I1) vom entsprechenden DNA-Template transkribiert. Mehrere Prozessierungsschritte sind fir
die Umwandlung der Pra&-mRNA in eine reife bzw. translatierbare mRNA notwendig. Der
erste VVorgang ist die Anfugung einer 7-methyl-Guanosin-Kappe (Cap) an das 5"-Ende. Diese
erfolgt unmittelbar nachdem das 5°-Ende der RNA aus dem Transkriptionskomplex auftaucht
und wird in drei aufeinanderfolgenden Schritten durch eine 5°-Triosephosphatase (RTP),
Guanylyltransferase (GT) sowie Methyltransferase (MT) katalysiert. Die Cap-Struktur wird
im Nukleus vom cap binding complex (CBC), einem Heterodimer, gebunden (Shatkin &
Manley, 2000).

Die Uberwiegende Zahl der Gene in hdéheren Eukaryoten ist durch einen alternierenden

Wechsel aus kodierenden (Exons) und nichtkodierenden (Introns) Sequenzen gekennzeichnet.



Die Ableitung eines funktionellen Transkripts vom entsprechenden DNA-Template erfordert
daher die Entfernung der Intronsequenzen aus der Pra&-mRNA sowie die Verkniipfung der
Exons zu einem open reading frame (ORF), ein Vorgang, welcher als splicing bezeichnet
wird. Das splicing verlauft in zwei aufeinanderfolgenden Transester-Reaktionen. Die
Spaltung der 5"-SpleiRposition unter gleichzeitiger Verknupfung der Verzweigungsstelle mit
dem 5°-Ende des Introns erfolgt im ersten Schritt. Dem schlie3t sich die Spaltung der 3’-
Spleilposition und die Verknlpfung der 3°- bzw. 5°-Enden der entsprechenden Exons an,
wobei das Intron als Lariat ausgeschnitten wird. Die massiven strukturellen Veranderungen
der Pr&-mRNA wahrend des Spleilvorganges sowie die Transester-Reaktionen werden durch
finf snRNPs (U1, U2, U4, U5, U6) gefordert. Heterogene Partikel, welche sich aus einer
kurzen RNA (snRNA) sowie aus verschiedenen Proteinen zusammensetzen. Diese lagern sich

zu einem Komplex, dem spliceosom, zusammen (Burge et al., 1999).

Ein strukturelles Merkmal, das alle proteinkodierenden mMRNAs gemeinsam haben
(Ausnahme sind mRNAs, die fir Histone kodieren), ist ein aus ca. 250 AMP-Resten
bestehendes 3"-Ende. Der Poly(A)-Schwanz hat wesentliche Bedeutung bei der
Translationsinitiation sowie bei der Regulation der mMRNA-Stabilitat (siehe unten). In hdéheren
Eukaryoten sind zwei Sequenzelemente flr die Prozessierung des 3"-Endes notwendig: das
hochkonservierte Hexanukleotid AAUAAA sowie ein U- oder GU-reicher Bereich
(downstream element (DSE)), der sich stromabwaérts davon befindet. Die Sequenzmotive
werden von verschiedenen Proteinkomplexen gebunden. Diese sind sowohl fir die Spaltung,
welche tiberwiegend an einem CA-Dinukleotid zwischen dem Hexamer und dem DSE erfolgt,
als auch fir die Polyadenylierung essentiell. Der cleavage and polyadenylation specificity
factor (CPSF), ein Heterotetramer, bindet an die AAUAAA-Sequenz. Der cleavage
stimulation factor (CstF), ein Heterotrimer, interagiert mit dem DSE. Zwei weitere Faktoren,
der cleavage factor | (CF Iy,) und Il (CF I1,,) sowie die Poly(A)-Polymerase sind ebenfalls an
der endonukleolytischen Reaktion beteiligt. Nach der Spaltung wird an das entstandene 3’-
Ende der Poly(A)-Schwanz angefligt. Diese Reaktion wird durch die Poly(A)-Polymerase
katalysiert. Das Enzym allein hat nur eine sehr geringe distributive Aktivitat, was durch die
niedrige Affinitdt zur RNA begriindet ist. Durch die Interaktion mit dem an die AAUAAA-
Sequenz gebundenen CPSF wird die spezifische Bindung an das Substrat und damit die
Initiation der Polymerisierungsreaktion gewahrleistet. Ein weiterer stimulierender Faktor ist
das nukledre Poly(A)-Bindeprotein (PABN 1), welches den Oligo(A)-Schwanz bindet,
nachdem dieser eine Mindestlange von 10 Nukleotiden erreicht hat. CPSF und PABN 1



wirken synergistisch und stabilisieren die Assoziation der Polymerase mit dem Substrat
wodurch eine maximale Prozessivitét erreicht wird. Dabei werden 250 AMP-Nukleotide, was
einem vollstandigen Poly(A)-Schwanz entspricht, in einer Reaktion angefugt, ohne dass die

Polymerase vorzeitig dissoziiert (Wahle & Rliegsegger, 1999).

1.1.1  Kopplung von Transkription und Prozessierung der Pra-mRNA

Die verschiedenen Prozesse der mMRNA-Reifung, die alle wahrend der Transkription erfolgen,
sind untereinander gekoppelt und beeinflussen sich gegenseitig sowohl in der Spezifitat als
auch in der Effektivitdt (Proudfoot et al., 2002). Den Uberwiegenden Anteil an dieser
Integration trégt die C-terminale Doméne der grof3en Untereinheit der Pol Il (CTD), welche
aus einem sich mehrfach (52 bei Vertebraten, 26 bei Hefe) wiederholenden
Aminosdureheptamer (YSPTSPS) besteht (Cramer et al., 2001). Der Grad und das Verhaltnis
der Phosphorylierung der Serine an den Positionen 2 und 5 innerhalb dieser Sequenz
bestimmt die Aktivitat der Polymerase wéhrend der verschiedenen Transkriptionsphasen und
beeinflusst die Assoziation verschiedener Proteine, zu denen auch Faktoren gehéren, welche
in die Prozessierung der mRNA involviert sind (Komarnitsky et al., 2000). So interagiert GT
(siehe oben) mit der hyperphosphorylierten CTD und wird dabei allosterisch aktiviert (Ho &
Shuman, 1999). CPSF ist als eine Komponente des TFIID am Promotor lokalisiert und wird
unmittelbar nach dem Transkriptionsstart auf die CTD transferiert (Dantonel et al., 1997).
Weitere Faktoren, die wéhrend der Transkription u.a. tber die CTD von Pol 1l mit der mRNA
in Verbindung treten, sind Adapterproteine (REF bzw. Yralp in S. cerevisiae), die fiir den
spateren Transport der reifen mRNA in das Zytoplasma erforderlich sind. Transportrezeptoren
(NXF1 bzw. Mex67p in S. cerevisiae) binden die Adapterproteine und vermitteln den
Transfer durch den nuclear pore complex (NPC) (Stutz & lzaurralde, 2003; Erkmann &
Kutay, 2004) .

1.2 Verschiedene Ebenen der post-transkriptionalen Regulation der Genexpression

1.2.1 Translationsinitiation

Mit dem Transport der reifen mRNA in das Zytoplasma ist der Austausch des CBC (siehe
oben) gegen elF4F, den zytoplasmatischen Cap-Bindekomplex, sowie des PABN1 mit dem
zytoplasmatischen Poly(A)-Bindeprotein (PABPC1) verbunden. Beide Faktoren sind flr die
Translation der mRNA essentiell und haben auBerdem erheblichen Einfluss auf die Stabilitét

des Transkripts. Der elF4F-Komplexe besteht aus drei Untereinheiten: dem Cap-Bindeprotein



elF4E, der RNA-abhdngigen ATPase und Helikase elF4A sowie dem Adaptor-Protein elF4G,
welches mit den genannten Untereinheiten interagiert. AuRerdem rekrutiert elF4G Uber eine
Interaktion mit elF3 die ribosomale 40S-Untereinheit zum 5 -Ende der mRNA und hat damit
wesentlichen Anteil an der Assemblierung des Translationsinitiationskomplexes. Dieser
gleitet entlang der mRNA (scanning) und assoziiert mit der ribosomalen 60S-Untereinheit,
nachdem das entsprechende Start-ATG erreicht wurde. Die ATPase-Aktivitat von elF4A
erleichtert das scanning, wobei dies vermutlich auf die Auflésung von Sekunderstrukturen des
5°-UTRs zuriickzufthren ist. Der Faktor elF4B bindet und stimuliert elF4A. Die Bildung des
Initiationskomplexes wird durch den Poly(A)-Schwanz zusétzlich gefordert, wobei der
stimulierenden Einfluss durch das zytoplasmatische Poly(A)-Bindeprotein (PABPC1)
vermittelt wird. PABPC1 bindet ebenfalls elF4G, was die Interaktion zwischen elF4E und der
Cap-Struktur stabilisiert. Damit verbunden ist weiterhin eine Zunahme der Affinitat zwischen
PABPC1 und Poly(A). Auf diese Weise wird einmal die Effektivitat der Assemblierung des
Initiationskomplexes gesteigert. Die enge Assoziation zwischen dem 5'und dem 3"-Ende der
MRNA (closed-loop model) beféhigt eventuell die Ribosomen zu einer Reinitiierung der
Translation auf der gleichen mRNA im Anschluss an die Termination. Die Interaktion
zwischen dem C-Terminus von PABPC1 und dem N-Terminus des Terminationsfaktors eRF3
ist in diesem Zusammenhang von Bedeutung (Uchida et al., 2002). Ein weiterer
stimulierender Einfluss von PABPC1 auf die Translationsinitiation ergibt sich aus der
Assoziation mit elF4B (siehe oben). AuBerdem fordert PABPC1 die Verbindung der
ribosomalen 40S- mit der 60S-Untereinheit. Der stimulierende Einfluss von PABPCL1 erfolgt
auch unabhangig von einer Bindung mit elF4G bzw. mit Poly(A) (Stimulierung in trans)
(Mangus et al., 2003; Sonenberg & Dever, 2003; Kiihn & Wahle, 2004; von der Haar et al.,
2004).

Die strukturellen und funktionellen  Beziehungen zwischen einer effektiven
Translationsinitiation und dem Poly(A)-Schwanz sind u.a. bei der Oozytenreifung bzw. in der
frihen Embryonalentwicklung von besonderer Bedeutung. Diese Phasen sind aufgrund von
intensiven  mitotischen und meiotischen  Zellteilungen durch eine verminderte
Transkriptionsaktivitat charakterisiert. Die Regulation der Genexpression wird daher
Uberwiegend tber die Translation der mRNA kontrolliert und gesteuert, wobei die Lange des
Poly(A)-Schwanzes bestimmenden Einfluss hat (Richter, 1996; de Moor et al., 2005). So wird
die Genexpression durch eine zytoplasmatische Polyadenylierung aktiviert. Diese, wahrend
der Oozytenreifung induzierte Reaktion, findet im Zytoplasma statt und ist von



regulatorischen Sequenzen, welche im 3-UTR der mRNA lokalisiert sind (cytoplasmic
polyadenylation element (CPE)), abhdngig. Eine Deaktivierung erfolgt dagegen durch die
exonukleolytische Verklrzung des Poly(A)-Schwanzes, wobei zwischen verschiedenen
Mechanismen unterschieden werden kann. Die Deadenylierung von maternaler mRNA
wahrend der Oozytenreifung verlauft unabhé&ngig von cis-aktiven Sequenzen und flhrt zur
progressiven Verminderung der Poly(A)-Schwanzlédnge aller mRNAs, die nicht von einer
kompensatorischen Polyadenylierung im Zytoplasma betroffen sind (siehe oben). Diese
Reaktion (default deadenylation) bleibt auch nach der Befruchtung bis in die friihe Phase der
Embryonalentwicklung bestehen (Fox & Wickens, 1990; Legagneux et al., 1995; Pillard &
Osborne, 2003). Dem steht die sequenzspezifische Deadenylierung gegenuber. Diese wird
durch die Befruchtung induziert und durch regulatorische Sequenzen, welche sich ebenfalls
im 3"-UTR befinden, vermittelt. Dazu gehdren u.a. AU-reiche Sequenzen (ARE, siehe unten)
oder das, in einigen Xenopus mMRNAs enthaltene, embryonic deadenylation element (EDEN)
(Paillard et al., 1998; Paillard & Osborne, 2003). Die mMRNAs, deren Poly(A)-Schwanz durch
die verschiedenen Deadenylierungsreaktionen verkirzt wurden, sind stabil und werden erst in
einer spateren Phase der Embryonalentwicklung vollstdndig degradiert. Dies steht im
Gegensatz zu den Prozessen in somatischen Zellen, wo die Deadenylierung der primare und
geschwindigkeitsbestimmende Schritt des mMRNA-Abbaus ist (siehe unten).

1.2.2 Einfluss der mRNA-Stabilitat auf die Regulation der Genexpression

1.2.2.1 Die allgemeinen Wege des mRNA-Abbaus in Eukaryoten

Die Genexpression wird zu einem groRBen Anteil Uber die mRNA-Stabilitdt reguliert.
Allgemein sind mRNAs durch eine hohe Umsatzrate (Rate aus Synthese und Abbau)
gekennzeichnet. Die Halbwertszeiten verschiedener Transkripte innerhalb einer Zelle kdnnen
dabei um mehr als den Faktor 10 differieren. Der Vorzug einer geringen Halbwertszeit besteht
in einer schnellen Anderung der steady state-Menge der mRNA als Folge einer modifizierten
Abbau- bzw. Syntheserate. Dies ermdglicht eine sofortige Anpassung der Proteinexpression
in Abhéngigkeit wechselnder physiologischer Bedingungen (Ross 1995; Meyer et al., 2004).

Die Mechanismen des mRNA-Abbaus wurden zuerst in S. cerevisiae detaillierter
charakterisiert. Allgemein kann zwischen zwei Abbauwegen unterschieden werden. Die
exonukleolytische Verkirzung des Poly(A)-Schwanzes leitet in beiden Féllen die Degradation
der mRNA ein. Die Deadenylierung ist dabei auch der geschwindigkeitsbestimmende Schritt.

Die Rate der Poly(A)-Verkiirzung unterliegt einer stringenten Kontrolle und ist fur jedes



Transkript spezifisch. Mehrere poly(A)-spezifische 3"-Exonukleasen, die nachfolgend naher
charakterisiert werden, katalysieren diese Reaktion. Beim lberwiegenden Teil der mRNAs
l6st die Reduktion der Poly(A)-Schwanzldange auf 10 Nukleotide die Hydrolyse der Cap-
Struktur (decapping) aus. Dabei kommt es zur Freisetzung von m’GDP sowie der
entsprechenden mRNA, welche ein Monophophat am 5°-Ende enthélt. Das decapping wird
durch ein Dimer katalysiert, das aus den Untereinheiten Dcplp und Dcp2p besteht, wobei
Dcp2p die katalytisch aktive Untereinheit ist. Im Anschluss an die Cap-Hydrolyse erfolgt der
exonukleolytische Abbau der mMRNA durch die 5"-Exonuklease Xrnlp. Das Enzym bevorzugt
RNA mit einem 5"-Monophosphat gegenliber RNA, welche eine 5" -Hydroxylgruppe aufweist.
RNA mit einem Cap ist dagegen resistent gegen den exonukleolytischen Angriff.

In einem alternativen Weg folgt der Deadenylierung ein exonukleolytischer Abbau vom 3’-
Ende. Diese Reaktion wird durch das Exosom katalysiert, einem Komplex, der aus mehreren
3"-Exonukleasen sowie assoziierten Proteinen besteht. Das Exosom ist sowohl im Zytoplasma
als auch im Nukleus lokalisiert, wobei sich dessen Zusammensetzung in dem jeweiligen
Kompartiment durch die Interaktion mit spezifischen Faktoren bzw. Untereinheiten
unterscheidet. Die Grundstruktur beider Varianten wird durch 10 Untereinheiten gebildet
(Rrp40p-46p, Rrpdp; Csldp/Skidp, Mtr3p). 6 dieser Proteine weisen Sequenzhomologien zur
Polynukleotidphosphorylase (PNPase) bzw. RNase PH von E. coli auf. Von 2 Untereinheiten
konnte eine 3"-Exonukleaseaktivitdt in vitro detektiert werden (Rrp4p und Rrp44p).
Spezifische, mit dem nukledren Exosom assoziierte Faktoren, sind die 3"-Exonuklease Rrp6p
sowie die Helikase Mtrdp. Das nukledre Exosom ist u.a. an der Prozessierung von rRNA,
snoRNA und snRNA beteiligt (Butler, 2002). Das im Zytoplasma lokalisierte Exosom
interagiert mit dem Ski-Komplex (Ski2p, Ski3p, Ski7p und Ski8p).

Das Cap-Dinukleotid m’GpppN, welches nach dem vollstandigen Abbau der RNA durch das
Exosom verbleibt, wird durch Dcslp (DcpS in Sdugetierzellen) hydrolytisch gespalten, wobei
m’GMP und das entsprechende Nukleosiddiphosphat entstehen. Die Cap-Struktur als
Bestandteil von kurzen Oligonukleotiden, kann auch als Substrat fur Dcslp fungieren.
Weiterhin wird m’GDP, das Reaktionsprodukt der decapping-Reaktion, ebenfalls durch
Dcslp zu m’GMP und Phosphat hydrolysiert (Meyer et al., 2004; Parker & Song, 2004).

Die allgemeinen Mechanismen des mMRNA-Abbaus von S. cerevisiae kdnnen auch auf hohere
Eukaryoten bzw. Sdugetierzellen ibertragen werden. Zum einen sind die Enzyme, welche die
verschiedenen Abbauwege katalysieren, konserviert. Weiterhin wurden fur einige dieser
Faktoren die entsprechenden katalytischen Aktivitdten in vitro bestatigt (Meyer et al., 2004).
Die Deadenylierung als primarer Schritt des mRNA-Abbaus kann in HeLa-Zellen direkt in



vivo beobachtet werden (Shyu et al., 1991; Chen & Shyu, 1995). AuBerdem sind die
verschiedenen Schritte des mRNA-Abbaus vom 3"-Ende anhand von HeLa-Zellextrakten
nachvollziehbar (Wang & Kiledjian, 2001; Mukherjee et al., 2002). Weiterhin konnten die 5”-
Monophosphatintermediate der decapping-Reaktion detektiert werden, wobei der Nachweis
auf einer Zirkularisierung der RNA und einer sich anschliefenden reversen Transkription
sowie PCR (RT-PCR) basierte. In diesem Zusammenhang erfolgte auBerdem der Nachweis,
dass auch in HeLa-Zellen die Cap-Hydrolyse von einer Deadenylierung abhangig ist (Couttet
etal., 1997). In der Abb. 1 sind die beiden Abbauwege von mRNA schematisch dargestellt.

m’ GpppN-E—— A AAAAAAAAAAAAAAAAAA

Deadenylierung:

5 - Pan2p/Pan3p
m’ GpppN AAAAF\’ - CCR4-NOT Komplex ,
- (PARN) A/B
; Cap-Hydrolyse:
—
m’ GpppN AAA -Deplp/Dep2p F

5°-3"exonukleolytischer
pN- I AAA Abbau:
-Xrnlp
160
d A

3"-5"exonukleolytischer

Abbau:
m’ Gppph -Exosom W

v Ski-Komplex
. Cap-Hydrolyse:
PPN ? -Deslp
1 Gj
- [ee] m’ Gpp B

Abb. 1: mRNA-Abbau in S. cerevisiae. Schematische Darstellung der beiden Hauptabbauwege von mRNA A:
5-3"-Abbauweg; B: 3°-5"-Abbauweg, A und B werden durch die Deadenylierung der mRNA eingeleitet
(Erlauterungen siehe Text). Die Enzyme, welche die einzelnen Schritte katalysieren, sind rechts angegeben.

Die allgemeinen Wege des mRNA-Abbaus sowie die Enzyme, welche die einzelnen
Reaktionsschritte katalysieren, sind auch in Prozesse involviert, Gber die fehlerhafte mRNAs
selektiv degradiert werden. Die Defekte entstehen u.a. durch nicht exakt verlaufende
Prozessierungsschritte der Pra-mRNA oder durch Mutationen. Sie kdnnen aber auch die Folge
von intramolekularen Rekombinationen sein. Der (berwiegende Teil der fehlerhaft
prozessierten mMRNASs, die meist auch transportinkompetent sind, wird sofort im Nukleus
durch das Exosom abgebaut. Die zentrale Komponente ist dabei die Exosom-Untereinheit
Rrp6p (S. cerevisiae) (Vasudevan & Peltz, 2003; Sommer & Nehrbass, 2005). Weitere
Kontrollmechanismen existieren im Zytoplasma, uber die defekte Transkripte, denen durch

eine vorzeitige 3"-Prozessierung und Polyadenylierung ein Terminationskodon fehlt, fiir den



Abbau selektiert werden (Frischmeyer et al., 2002; van Hoof et al., 2002). Die Degradation
von mRNAs, welche ein Terminationskodon im ORF enthalten, erfolgt tiber einen komplexen
Vorgang, der sowohl zytoplasmatische als auch nukleére Prozesse einschlieft und als NMD

bezeichnet wird (siehe unten).

1.2.2.2 Abbau von mRNA mit in frame-Stopkodon (Nonsense-Mediated mRNA-Decay (NMD))

NMD bezeichnet einen Mechanismus durch den mRNAs, die ein in frame-Stopkodon
(premature translation termination codon, (PTC)) enthalten, selektiv degradiert werden. Das
PTC entsteht dabei entweder durch Mutationen oder ist die Folge einer fehlerhaften
Prozessierung. Durch den NMD wird die Bildung von potentiell toxischen C-terminal
verkurzten Proteinen verhindert (Conti & lzaurralde, 2005; Maquat, 2005). Zusétzlich zu
dieser Kontrollfunktion hat der NMD wesentlichen Anteil an der Regulation der
Genexpression (He et al., 2003; Mendell et al., 2004). Von Bedeutung in diesem
Zusammenhang sind u.a. kurze ORFs, die im 5"-UTR (upstream-ORF) lokalisiert sind. Die
vorzeitige Termination der Translation im 5 -UTR aktiviert den NMD, was zu einer starken
Reduktion des Expressionslevels der mRNA fiihrt (Mignone et al., 2002).

Strukturelle Basis fiur die Identifizierung eines PTC ist die Interaktion des terminierenden
Ribosoms mit Faktoren, welche stromabwarts an die entsprechende mRNA gebunden sind.
Diese Konstellation fiihrt unter definierten Bedingungen zur Assemblierung eines
Proteinkomplexes, der aus den Untereinheiten Upfl, Upf2 und Upf3 (NMD-Komplex) besteht
und unmittelbar den Abbau der mRNA auslost (Lykke-Andersen et al., 2000). In Sdugetieren
erfolgt die Erkennung des PTC tber den exon junction complex (EJC). Dieser wird durch das
Spleifosom  sequenzunspezifisch  20-25  Nukleotide  stromaufwérts an  jeder
Verknupfungsstelle zweier Exons (exon junction) deponiert (Le Hir et al., 2000). Befindet
sich das PTC mehr als 50-55 Nukleotide stromaufwarts einer exon junction, wird der Abbau
der mRNA induziert (Nagy & Magquat, 1998). Neben Proteinen, die in die Spleilreaktion (SR-
Proteine) sowie in den Transport der mRNA (REF) involviert sind, enthdlt der EJC den
NMD-Faktor Upf3 bzw. die paraloge Version Upf3X (Kim et al., 2001; Le Hir et al., 2001).
Das perinukledr lokalisierte Upf2 bindet Upf3 bzw. Upf3X unmittelbar nach dem die mRNA
aus dem Nukleus ins Zytoplasma transportiert wurde (Maquat, 2005). Terminiert das
Ribosom bei der priméren Translation (pioneer round of translation) an einem PTC, das sich
in einem entsprechenden Abstand zum EJC befindet, erfolgt die Bildung des NMD-
Komplexes. Upfl wird dabei uber die Terminationsfaktoren eRF1 bzw. eRF3 zum EJC
rekrutiert und bindet direkt an Upf2 (Czaplinski et al., 1998, Ishigaki et al., 2001).



In S. cerevisiae, wo der tberwiegende Teil der mRNAs keine Introns enthalt, erfolgt die
Identifizierung eines PTC u.a. Uber stromabwaérts gelegene Sequenzen (downstream sequence
elements (DSE)), die von Proteinen, z.B. Hrplp, gebunden werden (Gonzalez et al., 2000).
Ebenfalls von Bedeutung ist die unmittelbare Umgebung des Stopkodons, die fiur eine
akkurate Termination der Translation sowie fir die Freigabe des Ribosoms erforderlich ist.
Beide Vorgénge sind bei PTCs gestort, was den NMD aktiviert (Amrani et al., 2004; Conti &
Izaurralde, 2005).

Der Abbau der mRNA, der mit der Bildung des NMD-Komplexes induziert wird, erfolgt in
Sdugetierzellen und S. cerevisiae (ber die allgemeinen Abbauwege (siehe oben), wobei
zumindest in S. cerevisiae die Hydrolyse der Cap-Struktur von einer vorherigen
Deadenylierung unabhangig ist (Muhlrad & Parker, 1994; Chen & Shyu, 2003; Lejeune et al.,
2003; Mitchell & Tollervey, 2003; Couttet & Grange, 2004). In D. melanogaster wird
dagegen die mRNA in der Néhe des PTC endonukleolytisch gespalten. Die 5°- und 3’-
Fragmente werden durch das Exosom bzw. Xrnl exonukleolytisch abgebaut (Gatfield &
Izaurralde, 2004).

1.2.2.3 Regulation der mRNA-Stabilitat Uber AREs (AU-reiche Sequenzen)

Die steady state-Konzentration der mRNA hat wesentlichen Einfluss auf das Ausmal der
Genexpression, wobei die Menge des Transkripts durch dessen Synthese- und Abbaurate
determiniert wird. Bei einer Reihe von Proteinen, zu denen u.a. Cytokine, Wachstumsfaktoren
und Proto-Onkogene gehdren, erfolgt die Kontrolle der Genexpression zum (berwiegenden
Teil Gber die Modulation der mRNA-Stabilitat (Chen & Shyu, 1995). Die mRNAs, die diese
vornehmlich regulatorischen Proteine kodieren, sind allgemein durch eine sehr geringe
Halbwertszeit gekennzeichnet. Die hohe Abbaurate wird dabei durch Sequenzen vermittelt,
die im 3"-UTR der mRNA lokalisiert sind und eine hohe Anzahl von Adenosin- und Uridin-
Nukleotiden aufweisen (AU-rich elements (ARES)). Ein charakteristisches Motiv dieser
destabilisierenden Sequenzen ist das AUUUA-Pentamer. Basierend auf dessen Anzahl und
Verteilung erfolgt die Unterteilung der ARE-Sequenzen in drei verschiedene Klassen. Zur
Klasse | gehdren AREs, deren AUUUA-Motive in U-reichen Regionen verteilt liegen. Die
AUUUA-Motive der Klasse Il AREs Uberlagern sich, wobei ein funktionelles ARE aus
mindestens zwei Uberlappenden (WUAUUUA(U/A)(U/A)-Nanomeren besteht. Die Uridin-
reichen AREs der Klasse Il enthalten kein AUUUA-Motiv. Die Klassifikation basiert dabei
ausschlieBlich auf den allgemeinen Sequenzcharakteristika und repréasentiert keine

funktionelle Einteilung. Weiterhin existieren keine Konsensussequenzen fir die



verschiedenen ARE-KIlassen. Diese Heterogenitat ist u.a. darin begriindet, dass die Kontrolle
der mRNA-Stabilitat fir jedes Transkript bzw. flr spezifische Gruppen von mRNAS
individuellen Charakter tragt und durch ein Set verschiedener Proteine, die an die ARE-
Sequenz binden (ARE-BP), gesteuert wird (Bevilacqua et al., 2003; Barreau et al., 2006).
Beispiele fir ARE-BP, die den Abbau der mRNA induzieren, sind TPP und KSRP. M.
musculus mit einer homozygoten TTP-Deletion weisen in verschiedenen Zelltypen eine
erhéhte mRNA- und Proteinkonzentration fir TNF-o und GM-CSF auf, was fir die
Ausbildung von systemischen Entzlindungsreaktionen verantwortlich ist. Ursache dafir ist die
Stabilisierung der kodierenden Transkripte, die ein ARE der Klasse Il enthalten (Carballo et
al., 2000; Stoecklin et al., 2001). Die Reduktion der Expression von KSRP in HeLa-Zellen
durch RNAI bzw. eine Depletion in vitro hat die Stabilisierung von mRNAs, deren ARES
allen Klassen zugeordnet werden koénnen, zur Konsequenz (Gherzi et al., 2004). Weitere
ARE-BP, die den mRNA-Abbau stimulieren sind BRF1 und AUF1 (hnRNPD), wobei fur
AUF1 in Abhéngigkeit des Zelltyps und der experimentellen Bedingungen auch
stabilisierende Effekte nachgewiesen wurden (Xu et al., 2001). Einen ausnahmslos
stabilisierenden Einfluss, der alle ARE-Klassen einschlielt, hat das ARE-BP HuR (Barreau et
al., 2006). Verschiedene ARE-BP konnen simultan Uber separate Bindestellen mit dem
gleichen ARE assoziieren oder um die gleiche Bindestelle konkurrieren, wobei die
Uberlagerung der stimulierenden bzw. hemmenden Einflusse synergistische oder
antagonistische Effekte auf die mRNA-Abbaurate hervorrufen. Die Zusammensetzung der
ARE-BP ist von der Abundanz des jeweiligen Proteins sowie von dessen Affinitat zur
Nukleotidsequenz abhéngig (Lal et al., 2004; Linker et al., 2005). Die Bindung wird
auflerdem durch eine Phosphorylierung reguliert (Winzen et al., 1999; Carballo et al., 2001,
Wilson et al., 2003).

Die durch ein ARE vermittelte beschleunigte Degradation der mRNA resultiert sowohl aus
einer Erhohung der Deadenylierungsrate als auch aus einem gefdrderten exonukleolytischen
Abbau, der in héheren Eukaryoten zumindest in vitro vom 3"-Ende aus erfolgt und durch das
Exosom katalysiert wird (Chen et al., 2001; Mukherjee et al., 2002;). Beide Phasen kdnnen
dabei separat reguliert werden. So stimuliert TTP die Deadenylierungsreaktion in vivo und in
vitro und destabilisiert auRerdem Transkripte, die nicht polyadenyliert sind (Carballo et al.,
2000; Lai & Blackshear, 2001; Lai et al., 2003). Die Degradation von snRNAs kann ebenfalls
durch AREs gefordert werden, wobei der beschleunigte Abbau aufgrund des Fehlens eines
Poly(A)-Schwanzes nicht von einer erhdhten Deadenylierungsrate bestimmt wird (Fan et al.,

1997). Die Aktivierung der Deadenylierung bzw. des 3"-5"-Abbauweges beruht u.a. auf einer



direkten oder indirekten Rekrutierung des Exosoms bzw. von Deadenylasen zur mRNA. So
interagieren AUF1 und KSRP direkt mit dem Exosom, letzteres aulerdem mit PARN (Chen,
et al., 2001; Gherzi et al., 2004). Fir RHAU, ein ARE-BP, welches mit dem ARE der
Urokinase-Plasminogen-Aktivator-mRNA assoziiert ist und deren Abbau stimuliert, konnte
ebenfalls eine direkte Bindung mit dem Exosom und PARN nachgewiesen werden (Tran et
al., 2004). TTP und BRF1 interagieren vornehmlich Gber ihre N-terminalen Domanen mit
einer Reihe von Enzymen, die in den mRNA-Abbau involviert sind. Uber Ko-
Immunoprézipitationen mit endogenem TTP bzw. mit dessen transient exprimierter N-
terminaler Doméane, kdnnen Ccr4, Xrnl und Dcp2 sowie die Exosomuntereinheiten Rrp4 und
PM-Scl75 aber nicht PARN (siehe unten) aus Extrakten von HEK 293T-Zellen isoliert
werden (Lykke-Andersen & Wagner, 2005). Die Bedeutung des N-Terminus von TTP als
Aktivatordoméne fur den RNA-Abbau wird anhand verschiedener experimenteller Daten
belegt. Die Deletion des N-Terminus von TTP hat im Vergleich zum Wildtypprotein eine
Reduktion des destabilisierenden Effektes, welcher durch die exogene Expression auf eine
Reporter-mRNA hervorgerufen wird, zur Folge. Eine Fusion des N-Terminus von TTP mit
dem heterologen RNA-Bindeprotein MS2 16st bei exogener Expression spezifisch den
beschleunigten Abbau von RNA-Konstrukten aus, die uber die entsprechende MS2-
Bindestelle verfiigen. Die exogene Uberexpression des N-Terminus von TTP inhibiert den
ARE vermittelten Abbau von Reporter-mRNAs (Lykke-Andersen & Wagner, 2005).

1.2.2.3.1 Die Faktoren und Enzyme der Deadenylierungsreaktion

1.2.2.3.1.1  Der PAN (Pan2p/Pan3p)-Komplex

Der PAN-Komplex von S. cerevisiae besteht aus den Untereinheiten Pan2p und Pan3p und ist
in hdheren Eukaryoten bzw. Sdugetierzellen konserviert (Boeck et al., 1996; Brown et al.,
1996; Uchida et al., 2004). PAN2 ist die katalytische Untereinheit und baut in einem
distributiven Mechanismus spezifisch Poly(A) exonukleolytisch vom 3"-Ende ab. Bei dieser
Mg?**-abhangigen Reaktion wird 5"-AMP freigesetzt (Uchida et al., 2004). Die C-terminale
Doméne von PAN2 ist zu Nukleasen der DEDD-Superfamilie homolog. Enzyme dieser
Gruppe enthalten vier stark konservierte Aminoséuren (DEDD), die in 3 Sequenzmotiven
(Exol-111) lokalisiert sind. Der Katalysemechanismus ist von zwei divalenten Kationen
abhangig, die Uber die invarianten Aminosauren der Exo-Motive gebunden werden (Zuo &
Deutscher 2001). Die Aktivitdt von Pan2p wird durch das Poly(A)-Bindeprotein Pablp
(PABPCL1 in S&ugetierzellen) stimuliert (Sachs & Deardorff, 1992; Lowell et al., 1992;
Uchida et al., 2004). Die Untereinheit Pan3 bindet direkt PABPC1, wodurch die Spezifitat



und die Affinitat von Pan2 zum Substrat gesteigert wird (Uchida et al., 2004). Der PAN-
Komplex in S. cerevisiae ist nicht essentiell. Die Deletion der PAN-Untereinheiten, einzeln
oder in Kombination, hat keinen Einfluss auf die Zellvitalitat. Einziger Effekt ist eine
Zunahme der steady-state-Poly(A)-Schwanzldnge um ca. 20 Nukleotide (Boeck et al., 1996;
Brown et al., 1996). Wesentlich massivere Auswirkungen auf die Poly(A)-Schwanzlange als
Folge einer PAN-Deletion konnte anhand der entsprechenden Zellextrakte in vitro beobachtet
werden (Brown & Sachs, 1998). Der PAN-Komplex ist nicht die dominierende Deadenylase
in S. cerevisiae. Er Kkatalysiert vielmehr unter der Beteiligung von Pabplp die
sequenzspezifische, primare Verkurzung der Poly(A)-Schwéanze auf eine Lange von 60-80
Nukletiden (initial trimming) (Brown & Sachs, 1998; Caponigro & Parker, 1995). In
Saugetierzellen ist der Komplex ebenfalls in eine frihe Phase der Deadenylierung involviert
(Yamashita et al., 2005). Dass der PAN-Komplex dartiber hinaus Anteil an der
fortschreitenden Verkirzung der Poly(A)-Schwénze hat, ist anhand von Hefe-Mutanten
ersichtlich, bei denen neben CCR4, der katalytischen Untereinheit des CCR4-NOT-
Komplexes (siehe unten), zusatzlich PAN2 deletiert wurde. Die verbliebene stark dezimierte
Deadenylaseaktivitat, welche in ccr4A noch detektierbar war, konnte in der Dopplemutante
ccr4A/pan2A nicht mehr beobachtet werden (Tucker et al., 2001). Beide Untereinheiten sind
sowohl in S. cerevisiae (Huh et al., 2003) als auch in Sdugetierzellen (Uchida et al., 2004,

Yamashita et al., 2005) tiberwiegend im Zytoplasma lokalisiert.

1.2.2.3.1.2 Der CCR4-NOT-Komplex

Die dominierende Deadenylase in S. cerevisiae ist der CCR4-NOT-Komplex. Dieser kommt
in zwei unterschiedlichen Zusammensetzungen vor. Der kleinere (1,0 MDa), besteht aus den
Untereinheiten Ccr4dp, Pop2p/Caflp, finf NOT-Proteinen (Notlp-Not5p) sowie Caf40p und
Caf130p (Chen et al., 2001). Die C-terminale Domane von Ccr4p weist Homologien zur
Exolll/HAP1-Nukleasefamilie auf. Diese Gruppe von Enzymen ist durch finf konservierte
Sequenzmotive charakterisiert, die u.a. in die Bindung von Mg?*, welches fiir die Katalyse
essentiell ist, involviert sind (Chen et al., 2002). Der N-Terminus enthalt eine hohe Anzahl
von Glutaminen, weshalb ihm eine Funktion als Aktivatordoméne in der
Transkriptionsregulation zugeschrieben wurde (Collart, 2003; Denis & Chen, 2003). Die
Region zwischen den terminalen Domanen ist durch leucinreiche Sequenzwiederholungen
(LRR) gekennzeichnet, tiber die Ccr4p u.a. mit Pop2p interagiert (Liu et al., 1998; Bai et al.,
1999; Clark et al., 2004). Pop2p ist homolog zu Nukleasen der RNaseD-Familie, einer
Unterfamilie der DEDD-Superfamilie (siehe oben), wobei zwei der vier invarianten



Aminosduren des aktiven Zentrums nicht konserviert sind (Daugeron et al.,, 2001).
Deletionsmutanten von CCR4 (ccr4A) und POP2 (pop2A) wachsen wesentlich langsamer als
Wildtypzellen und sind durch eine verminderte Rate der Deadenylierung gekennzeichnet.
Damit verbunden ist gleichzeitig eine Verringerung der mRNA-Abbaurate (Daugeron et al.,
2001; Tucker et al., 2001; Chen et al., 2002). Im Verhéltnis zu Ccrdp ist der katalytische
Anteil von Pop2p an der Deadenylaseaktivitat des CCR4-NOT-Komplexes in vivo eher von
untergeordneter Bedeutung. Zum einen komplementiert die Uberexpression von Ccrdp die
Defekte einer pop2A-Mutation (Tucker et al., 2001 & 2002). Umgekehrt ist dies jedoch nicht
der Fall. AuRerdem bewirken Punktmutationen, die ausschlieBlich Aminoséauren des putativen
aktiven Zentrums von Pop2p betreffen, keinen Phanotyp. Eine Umwandlung der putativen
katalytisch relevanten Aminosduren von Ccr4p in Alanine 16st dagegen die phanotypischen
Effekte einer ccr4A-Mutante aus (Chen et al.,, 2002). Fur Ccrdp und Pop2p konnte
unabhdngig von den NOT-Untereinheiten eine poly(A)-spezifische 3 -Exonukleaseaktivitat in
vitro nachgewiesen werden. Punktmutationen der putativen katalytisch aktiven Aminoséuren
von Ccr4p haben den Verlust der in vitro-Nukleaseaktivitat zur Konsequenz (Daugeron et al.,
2001; Tucker et al., 2002). Die Aktivitat des CCR4-NOT-Komplexes wird im Gegensatz zu
Pan2p (siehe oben) durch Pablp gehemmt, die Cap-Struktur der mRNA hat dagegen keinen
Einfluss (siehe unten) (Tucker et al., 2002; Viswanathan et al., 2003).

Die Uberwiegende Zahl der Untereinheiten des CCR4-NOT-Komplexes sind in hoheren
Eukaryoten konserviert, wobei mehrere Varianten von CCR4 vorkommen. Zusatzlich zu den
CCR4-Homologen, welche die Nukleasedomane und den LRR enthalten, existieren paraloge
Versionen, bei denen der LRR fehlt. Letztere werden in drei unterschiedliche Familien
gruppiert (Dupressoir et al., 2001). Repréasentant einer dieser Familien ist Nocturnin, das in
der Retina von Xenopus im circadianen Rhythmus exprimiert wird (Green & Besharse, 1996).
Fir Nocturnin und das humane CCR4-Homologe konnte eine poly(A)-spezifische 3'-
Exoribonukleaseaktivitat in vitro gezeigt werden (Chen et al., 2002; Baggs & Green, 2003).
Humane Zellen enthalten auflerdem eine zweite Version von CAF1 (CALIF), wobei eine
Identitat von 75% zwischen beiden Proteinen besteht (Albert et al., 2000). Homologe Proteine
zu Not5p konnten weder in humanen Zellen noch in D. melanogaster identifiziert werden
(Albert et al., 2001; Temme et al., 2004). Eine erste Charakterisierung der in vivo-Funktion
des CCR4-NOT-Komplexes in hoheren Eukaryoten erfolgte in S2-Zellen von D.
melanogaster. Ausgangspunkt war die Verringerung der Expression verschiedener
Untereinheiten des CCR4-NOT-Komplexes durch RNAI. Der knockdown von dCcr4, dCafl
und dNot2 hatte Verschiebungen in der steady-state-Poly(A)-Langenverteilung zur Folge.



Unter gleichzeitiger Verringerung des Anteils von Poly(A), dessen L&nge geringer als 40
Nukleotide war, nahm die Population von Poly(A)-Schwénzen mit einer Lange groier als 70
Nukleotide zu. Dieser Effekt war am deutlichsten fur den Cafl-knockdown, am schwéchsten
dagegen flr den Ccr4-knockdown ausgepragt. Des weiteren wurde die rapide Deadenylierung
der Hsp70-mRNA, welche fur den Abbau des Transkripts in der Erholungsphase nach einem
Hitzeschock kennzeichnend ist, durch die Depletion von dCafl, dCcr4 und dNot2 massiv
beeintrachtigt (Temme et al., 2004). Ahnliche Auswirkungen auf die steady-state-Poly(A)-
Langenverteilung sowie die verminderte Rate der Deadenylierung der Hsp70-mRNA konnten
in homozygoten Ccr4-knockout-Tieren detektiert werden (Temme et al., 2004).

1.2.2.3.1.3 Poly(A)-specific ribonuclease (PARN)

Eine weitere Deadenylase, die in vielen Eukaryoten, wie S&ugetieren, einigen Pilzen (S.
pombe, N. crassa) und C. elegans, aber nicht in S. cerevisiae und D. melanogaster,
vorkommt, ist PARN. Das Enzym gehort der DEDD-Superfamilie an. Es enthalt die flr diese
Gruppe von Nukleasen charakteristischen konservierten Aminoséuren (DEDD), welche uber
drei Sequenzmotive (Exol-111) verteilt und in die Bindung des fur die Katalyse essentiellen
Mg®" involviert sind (Ren et al., 2002). PARN baut Poly(A) spezifisch und distributiv vom
3’-Ende ab, wobei 5"-AMP freigesetzt wird. Neben Mg?* sind eine freie 3"-OH Gruppe sowie
monovalente Kationen (K*) fiir diese Reaktion erforderlich. Fir PARN wurde eine oligomere
Struktur postuliert, welche Uberwiegend aus drei Untereinheiten bestehen soll (Kérner &
Wahle, 1997; Martinez et al., 2000). Die Stimulierung der katalytischen Aktivitat durch die
Cap-Struktur (m’GpppN) der mRNA ist ein wesentliches Charakteristikum von PARN, das
dieses Enzym von anderen Deadenylasen unterscheidet. Die direkte Bindung hat die
Umwandlung des distributiven in einen prozessiven Abbaumodus zur Konsequenz, wenn das
Cap Bestandteil der Substrat-mRNA ist. Freies m’GpppG hingegen wirkt als nicht-
kompetitiver Inhibitor, (Dehlin et al., 2000; Gao et al., 2000; Martinez et al., 2001). Die
Aktivitdt von PARN wird in vitro durch das zytoplasmatische Poly(A)-Bindeprotein
(PABPC1) gehemmt. Unter Standardbedingungen (100 mM KCI) blockiert ein Uberschuss
von PABPC1 gegenlber Poly(A) die Deadenylierung von mRNA. In Gegenwart aquimolarer
Mengen dagegen erfolgt die Degradation des Poly(A)-Schwanzes langsamer unter
Anreicherung von Intermediaten, die sich in der Lange um ca. 30 Nukleotide unterscheiden.
Ein nahezu identisches Abbaumuster kann ebenfalls bei der Deadenylierung von mRNAs
durch HelLa-Zellextrakte detektiert werden, wobei die Bildung der Intermediate sowie eine
effektive Degradation von der Cap-Struktur abhangt (Dehlin et al., 2000; Gao et al., 2000).



Uber verschiedene Experimente mit Oozyten von Xenopus erfolgte der Nachweis, dass
XPARN in die default deadenylation von maternaler mRNA (siehe oben) involviert ist
(Korner et al., 1998; Copeland & Wormington, 2001). Diese Reaktion wird zusammen mit
der Oozytenreifung, dem abschlieBenden Schritt der Oogenese, durch Progesteron induziert.
Kennzeichnend ist dabei der Ubergang von der Prophase I in die Metaphase I1. Die mit dieser
Teilung verbundene Auflésung des Zellkernes hat die Freisetzung des im Kern lokalisierten
XPARN ins Zytoplasma zur Konsequenz. Dort wird das Enzym vermutlich durch eine
Phosphorylierung aktiviert. In entkernten Oozyten kann daher, der durch Progesteron
induzierte, Poly(A)-Abbau nicht mehr nachgewiesen werden (Fox & Wickens, 1990; Varnum
et al., 1992). Dieser Defekt wird durch die Injektion einer PARN-kodierenden mRNA
aufgehoben bzw. komplementiert, wobei der Nachweis anhand eines ko-injizierten Reporter-
RNA-Konstruktes erfolgte. Andererseits fiihrt die Injektion von Anti-PARN-Antikdrpern in
progesteronbehandelte Oozyten zur Aufhebung der Deadenylierung von endogenen mRNAS
(Korner et al., 1998).

Indirekte Anhaltspunkte fur eine Beteiligung von PARN am mRNA turnover in somatischen
Zellen ergeben sich u.a. aus funktionellen oder strukturellen Interaktionen mit ARE-BP (siehe
oben). So fordert TTP die von PARN katalysierte Deadenylierung von mRNAS in vitro,
wobei dieser stimulierende Effekt die Bindung des TTP an das ARE erfordert (Lai et al.,
2003). Weiterhin wird PARN aus Zellextrakten mit KSRP und RAUH koimmunoprazipitiert.
Beide Proteine sind mit AREs verschiedener mRNAs assoziiert und férdern deren Abbau.
Wahrend KSRP als universeller Faktor alle ARE-Klassen (siehe oben) direkt bindet, ist
RAUH nur mit dem ARE der Urokinase-Plasminogen-Aktivator-mRNA assoziiert (Gherzi et
al., 2004; Tran et al., 2004).

Hinweise fir eine Beteiligung von PARN am NMD (siehe oben) basieren u.a. auf
Experimenten, bei denen die Reduktion der Expression durch RNAiI mit dem Anstieg der
steady-state-Menge einer mRNA mit in frame-Stopkodon korreliert. In diesem
Zusammenhang wurde jedoch nicht gezeigt, dass die Stabilisierung des NMD-Substrats auf
einer verminderten Rate der Deadenylierung basiert (Lejeune et al., 2003).

A. thaliana enthélt ein hPARN-Homologes, welches ubigiutar exprimiert wird. Ein zweiter
OREF, welcher ebenfalls Homologien zu hPARN aufweist, ist durch Aminosaureaustausche an
drei der vier konservierten Positionen des aktiven Zentrums gekennzeichnet und daher
vermutlich nicht funktionell (Reverdatto et al., 2004). In A. thaliana ist PARN ein essentieller
Faktor der Embryogenese. Der knockout des Enzyms ist mit einer massiven Verzogerung der
Embryonalentwicklung verbunden, wobei sich dieser Effekt vor allem in morphologischen



Unterschieden dufRert (Reverdatto et al., 2004; Chiba et al., 2004). Wé&hrend die Embryonen
der Mutanten sich morphologisch in einer friihen Phase der Entwicklung befinden (Herz-
Stadium), haben die der Wildtyppflanzen ihre Entwicklung bereits abgeschlossen. Letztlich
fuhrt diese Verzogerung zum Absterben der Embryonen, da diese keine Toleranz gegentber
der Vertrocknung entwickeln. Deren Erwerb erfolgt erst in einer spéaten Phase der
Embryogenese. Der Zusammenhang zwischen diesen phénotypischen Effekten und der
katalytischen Aktivitat von AtPARN konnte dabei jedoch nicht aufgeklart werden (Reverdatto
et al., 2004). Eine weitere PARN-Mutante von A. thaliana resultiert aus einem frame shift und
ist durch eine stark verminderte Expression des funktionellen Enzyms, das in diesem Fall
durch differentielles SpleiBen gebildet wird, gekennzeichnet. Diese Mutante weist eine
Hypersensitivitdt gegeniiber ABA in verschiedenen Entwicklungsstadien (z.B. Keimung)
sowie massive Anderungen im Expressionsmuster verschiedener stressinduzierter Gene auf
(Nishimura et al., 2005).



1.3 Zielstellung der Arbeit

PARN ist eine poly(A)-spezifische 3"-Exoribonuklease. Auf Grundlage der Kristallstrukturen
einer C-terminal verklrzten Variante von PARN (PARNN[1-430]) in substratfreier sowie
substratgebundener Form sollten wesentliche strukturelle VVoraussetzungen und Bedingungen
fir den Katalysemechanismus, die Substratbindung bzw. Poly(A)-Spezifitdt sowie die
Oligomerisierung untersucht werden. Die Analysen erfolgten dabei mit entsprechenden
Punkt- und Deletionsmutanten des vollstandigen Enzyms.

In Xenopus konnte eine Beteiligung von PARN an der sequenzunspezifischen Deadenylierung
von mRNA wiéhrend der Oozytenreifung sowie der frihen Embryonalentwicklung
nachgewiesen werden (default deadenylation). Welchen Anteil PARN am mRNA-turnover in
somatischen Zellen hat, wurde dagegen noch nicht detaillierter untersucht. Ein weiteres Ziel
dieser Arbeit bestand daher in einer ausfihrlichen Charakterisierung der in vivo-Funktion von
PARN, wobei der knockdown des Enzyms in HelLa-Zellen durch RNAI als allgemeiner
experimenteller Ansatz diente.

Die in S. cerevisiae identifizierten kurzen Poly(A)-Schwanze von snRNAs, SnoORNAs sowie
rRNAs sind auf die Aktivitat der nukledr lokalisierten Poly(A)-Polymerasen Trfdp bzw. Trf5p
zuruckzufihren. Beide Enzyme sind in Verbindung mit dem Exosom an der
Qualitatskontrolle verschiedener RNA-Spezies beteiligt. Erste Untersuchungen sollten zeigen,
ob PARN als poly(A)-spezifische 3 -Exoribonuklease in einen analogen Prozess in

Séugetierzellen involviert ist.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Bakterienstamme

Stamm Genotyp

Escherichia coli BL21(DE3) Codon® E. coli B, F, dcm, ompT, hsdS(rg- mg.), galA
(DE3) [Codon']

Escherichia coli XL1-blue E. coli K12, recAl, endAl, gyrA96, thi-1,
hsdR17, supE44, relAl, lac, {F, proAB,
lacl9ZAM15, Tn10 (Tet)'}

2.1.2  Zelllinien

HeLa-Zellen Diese Zelllinie leitet sich von menschlichen Epithelzellen eines
Zervixkarzinoms ab. Sie sind mit dem humanen Papillomavirus
befallen und durch eine hohe Teilungsrate sowie durch
Unsterblichkeit gekennzeichnet (Gey et al., 1952; Scherer et al.,
1953).

HeLaret.of-Zellen (Clontech). HeLa-Zelllinie, die eine regulierte Genexpression
ermoglicht. Die Zellen exprimieren stabil den Transkriptions-
aktivator tTA (tetracycline-controlled transactivator). Die
Promotorbindung von tTA wird in Gegenwart von Doxycyclin
aufgehoben, wodurch die Transkription der entsprechenden

Zielsequenz verhindert wird (Gossen & Bujard, 1992).

2.1.3 Kulturmedien

LB (Luria Bertani) 1% (w/v) Bactotrypton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 1% (w/v)
NaCl, Einstellung pH 7,5 mit konz. NaOH-LoOsung, Zur

Herstellung von LB-Agar wurden 1,2 % (w/v) Agar zugesetzt.

DMEM (Gibco/BRL). Es kamen sowohl das komplette Flissigmedium
als auch die pulverférmige Variante, dessen Verarbeitung nach
den Angaben des Herstellers erfolgte, zur Anwendung. Frisch
hergestelltes Medium wurde durch eine OE 66-Membran
(Schleicher & Schull) sterilfiltriert.
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Opti-MEM

Transfektion von siRNAs in HeLa-Zellen benutzt.

Fotales Kalbsserum (FBS)  (Biochrom)

2.1.4 Enzyme, Proteine und Antikorper

Alkalische Phosphatase

bovine Poly(A)-Polymerase (PAP 513)
BSA

DNasel

hinterleukin-1la

Hiss-humanPARN
humanPARN-Antikorper

humanPARN-Antikorper (affinitatsgereinigt)

methyliertes BSA

M-MLV-RNaseH™ Reverse Transkriptase
PreScission™ Protease

Proteinase K

Proteinstandard SDS-6H
Pwo-DNA-Polymerase
Restriktionsendonukleasen und Puffer
RNase A

RNase T1

RNase-Inhibitor (RNasin)
Schwein-anti-Kaninchen-Antikorper HRP
Kaninchen-anti-Maus-Antikérper HRP
SP6-RNA-Polymerase

T4-DNA-Ligase
T4-Polynukleotidkinase
T7-RNA-Polymerase
Tag-DNA-Polymerase
Tubulin-Antikdérper

CIP, Roche Diagnostics
Temme, C. 1998

Merck

Roche Diagnostics

E. coli, Calbiochem

E. coli, C. Kdrner, diese Arbeit
Kaninchen, Dehlin, E. 2003
Kaninchen, diese Arbeit

C. Korner

Promega

Amersham Biosciences
Merck

Roche Diagnostics

Haybaid AGS, PeglLab
New England Biolabs (NEB)
Roth

Sigma Aldrich

Promega

DAKO

DAKO

Roche Diagnostics

NEB

NEB

Roche Diagnostics

A. Jenny

Sigma Aldrich

(GIBCO/BRL). Dieses Medium wurde ausschlielich fur die
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2.1.5 Nukleinsauren und Nukleotide

(a-*P) 3-dATP (Cordycepin)
(a-¥P) ATP, (a-¥P) UTP

(y-¥P) ATP

(a-*P) dCTP
DNA-GroRenstandart
dNTPs, NTPs
Oligo(A)20

Poly(A)

rRNA (E. coli)
Hefe-RNA

2.1.6 Plasmide

pp-glEx.3
pp-globin-NS39
pp-globin-wt
pB-globin-wt+300+3e
pBR322
pBKS-B-Globin
pEGFP-N1
pEMBL8™M-U5
pFLAG-hUpfl
pFLAG-hUpf2
pFLAG-hUpf3
pFLAG-hDcp2
pGMMCS 645295
pGEX-6p-1 PARNN
pHUla

pPMRG3U2
pSP6-L3pre(A)so
pTET-BBB
pTET-BBB-IL8Are

NEN

Amersham Pharmacia
Amersham Pharmacia
Amersham Pharmacia

1 kb Ladder, Invitrogen
Amersham Pharmacia

U. Kihn

Roche Diagnostics

16S und 23S, Roche Diagnostics
Merck

(Thermann et al., 1998)
(Thermann et al., 1998)
(Thermann et al., 1998)
(Neu-Yilik et al., 2001)
New England Biolabs
(Winzen et al., 1999)
Clontech

Hartmut, K., 2003
Gehring, N., 2004
Gehring, N., 2004
Gehring, N., 2004
Gehring, N., 2004
(Korner et al., 1998)
(Wu et al., 2005)
(Patton & Wieben, 1987)
(Jacobson et al., 1993)
(Kerwitz et al., 2003)
(Xu et al., 1998)
(Winzen et al., 1999)
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pTET-B B B-C-fOSARE
pPTET-BBB-GM-CSFagre

pUC13-U4
pUC13-U6

2.1.7 Oligonukleotide

Oligonukleotide, die fir PCR, Sequenzierung verwendet bzw. als sSiRNAs sowie als Sonden in

Northern-Hybridisierungen eingesetzt wurden, sind in der Tab. 1 aufgefiihrt. DNA-

(Xu et al., 1998)
(Xu et al., 1998)
Hartmut, K., 2003
Hartmut, K., 2003

Oligonukleotide wurden ausschlief3lich von Invitrogen, siRNAs von IBA bezogen.

Tab. 1: Name und Sequenz der verwendeten Oligonukleotide

A: Folgende Oligonukleotide wurden als 5"-markierte Sonden in Northern-Hybridisierungen eingesetzt:

Name (nt) Sequenz (5°-3)

58STrRNA | 58 [Cgg ggC CgC AAg TgC gTT CgA AgT gTC gAT gAT CAA TgT gTC CTg
CAA TTC ACA TAA A

18SrRNA | 62 |TCA Cag ACC TgT TAT TgC TCA ATC TCg ggT ggC TgA Acg CCA CTT
gTC CCT CTA AgA AgT Tg

28STRNA | 58 |CTC gCC CAT CTC TCA ggA CCg ACT gAC CCA TgT TCA ACT gCT gTT
CAC Atg gAA CCC T

hITS1 5 | 51 |Cgg ggA CCg CTC CCC gCC gCC CgC Cgg CCC CAC gAC Acg CgC ACA
CCA ACg

hiTS1 3 51 |[Agg TCg ATT Tgg CgA ggg CgC TCC CgA CgA CgC ACC ggg Agg Agg
CCC TTC

hiTS2_3" 50 [Cgg ACg gAC ggA Cgg AAT CgC gCC ggC CCg ACC gCC CgC CCg ACg
CTC Cg

U3-probe | 70 [gCA ACg CCA gAA AgC Cgg CTT CAC gCT CAg

B: Folgende Oligonukleotide wurden fiir PCRs, Sequenzierungen oder als DNA-Linker benutzt”:

Name (nt) Sequenz (5°-3")
28SrRNAhsforl | 21 |CCT ACT gAT QAT gTg TTg TTg
28SrRNAhsfor2 | 19 [ATA gCC ggT CCC CCg CCT g
645295 A 20 |gTg Agg ATC TAT TgA Agg gT
645295 B 20 |CCT TCA ATA gAT CCT CAC CA
645295 D 20 [CAA gTC Tgg TCC TTC CAA gT
645295 G 19 |TTT CCA ATT CCg CAA ggg A
645295 H 20 |AAg TCT CAA CAT gAA TgC CT
645295 | 19 | TgC CTg Cgg ACT TAA gTg A
AUTNFfor 37 |gAT CgA TTT ATT ATT TAT TTA TTA TTT ATT TAT TTA G
AUTNFrev gAT CCT AAA TAA ATA AAT AAT AAA TAA ATA ATA AAT C
del(134-269)for | 51 |ATA TAT ggT CTC ACC ATA TTT TTC TAg AgT CAT TCA CgC CAT
TgC TAA TTC
del(134-269)rev | 47 |ATA TAT ggT CTC TAT ggA ATT CCA TTT CgA AAA ACT TTA TTA
AAA TC
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del(175-245)for | 47 |ATA TAT ggT CTC ATC CTg AAg AAg AAC gCA AAA gAA gAg AgC
AgC Ag
del(175-245)rev | 41 |ATA TAT ggT CTC TAg gAA TCg TgA CAg gAC ATT TTg AAg Tg
(dT)12 12 |TTT TTT TTT TTT
(dT)3o 30 |TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT
GAPDH-3’ 19 |[GCC ATg Tgg gCC ATg Agg T
GAPDH-5 20 |TTT ggT CgT ATT ggg CgC CT
hGAPDHf 2 22 |CCT CAA CgA CCA CTT TgT CAA G
HAtagfor 42 | TAT ggg TAC CAT gTA CCC CTA CgA CgT gCC CgA CTA CgC CCA
HAtagrev 42 | TAT ggg CgT AgQT Cgg gCA CgT CgT Agg ggT ACA Tgg TAC CCA
hpri-miR-21for 25 |CTT Tag gAg CAT TAT gAg CAT TAT g
hpri-miR-21rev 23 |gTC ATg AAg ACT ATC CCC ATT TC
L3pre+1ffw 23 |GAA TAC AAg CTT ggg CTg CAg gT
Ndel 645295 29 |AgT gTC gCA TAT ggA gAT AAT Cag gAg CA
Oligo(dT) anchor | 30 [gCg AgC TCC gCg gCC gCg TTT TTT TTT TTT
PARNGFPfor 35 | TCC ggC ggT CTC gCT gAA Tgg AgA TAA TCA ggA gC
PARNGFPrev 35 |CCC TCA ggT CTC CgA TCC CAT gTg TCA ggA ACT TC
SeqbGl1 21 |9gC AAC gTg CTg gTT ATT gTg
SegbGI2 20 | TCC AAC ACA CTA TTg CAA Tg
T7 16
Uifor 18 |ACT TAC CTg gCA ggg gAg
Ulrev 42 |TTA ATA CgA CTC ACT ATA ggg AgA Cag ggg AAA gCg CgA ACg
U2for 19 |ATC gCT TCT Cgg CCT TTT g
U2rev 42 | TTA ATA CgA CTC ACT ATA ggg AgA ggg TgC ACC gTT CCT ggA
Ud4for 18 |AgC TTT gCg Cag Tgg CAg
Udrev 42 |TTA ATA CgA CTC ACT ATA ggg AgA AAA AAT TCA gTC TCC gTA
uUefor 19 |gTg CTC gCT TCg gCA gCA C
U6rev 42 | TTA ATA CgA CTC ACT ATA ggg AgA AAA AAT ATg gAA CgC TTC
Xhol 645295 29 |AgT ACT CgA gCA gCg gTT TgC TgC CCT CA

*) Die Schnittstellen flr Restriktionsenzyme sind unterstrichen.

C: Die nachfolgend angegebenen Oligonukleotide wurden fiir die in vitro Mutagense von PARN verwendet”:

Name (nt) Sequenz (5°-3)
PF31A 39 |s: CTT CgC CAT CgA Tgg gogA ggC CTC Agg AAT CAg TgA Tgg
as: CCA TCA CTg ATT CCT gAg gCC TCC CCA TCg ATg gCg AAg
PS32A 39 [s: CgC CAT CgA Tgg ggA gTT TgC Cgg AAT CAg TgA Tgg ACC
as: ggT CCA TCA CTg ATT CCg gCA AAC TCC CCA TCg ATg gCg
PI34A 39 [s: OAT ggg gAg TTT TCA ggA gCC AgT gAT ggA CCT TCA gTC
as: gAC TgA Agg TCC ATC ACT ggC TCC TgA AAA CTC CCC ATC
PF115A 40 [s: CAg AgC TCC AgC ATT gAC gCT CTA gCA AgC CAg ggA TTT g
as: CAA ATC CCT ggC TTg CTA gAg CgT CAA TgC Tgg AgC TCT ¢
PF123A 40 [s: gCA AgC CAg ggA TTT gAT gCA AAT AAA gTT TTT CgA AAT g
as: CAT TTC gAA AAA CTT TAT TTg CAT CAA ATC CCT ggC TTg C
PF127A 41 |s: gAT TTg ATT TTA ATA AAg TTg CgC gAA ATg gAA TTC CAT AT
as: ATA Tgg AAT TCC ATT TCg CgC AAC TTT ATT AAA ATC AAA TC
PH287A 41 |s: Cgg gAA AAC TTg TTA TTg gAg CCA ATA TgC TCT Tgg Acg TC
as: gAC gTC CAA gAg CAT ATT ggC TCC AAT AAC AAg TTT TCC Cg
PN288A 41 [s: gAA AAC TTg TTA TTg gAC ACg CCA TgC TCT Tgg ACg TCA Tg
as: CAT gAC gTC CAA gAg CAT ggC gTg TCC AAT AAC AAg TTT TC
PL291A 43 |s: gTT ATT ggA CAC AAT ATg CTC gCg gAC gTC ATg CAC ACA gTT C
as: gAA CTg TgT gCA TgA CgT CCg CgA gCA TAT TgT gTC CAA TAA C
PK326A 40 |s: CCC AgA CTC TTg gAT ACT gCC TTg ATg gCC AgC ACA CAA C
as: gTT gTg TgC Tgg CCA TCA Agg CAg TAT CCA AgA ¢gTC Tgg ¢
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PH377A 40 |s: CAC AgC CTC TgA ACA ACT CgC ggA ggC Agg CTA CgA TgC C
as: ggC ATC gTA gCC TgC CTC CgC gAg TTg TTC AgA ggC TgT g

M/AL 46 |s: CCA TAT TTT TCT CgA gTC ATT CAC gCC ATT gCT AAT TCg ggA
AAA C
as: gTT TTC CCg AAT TAg CAA Tgg CgT gAA TgA CTC gAg AAA AAT
ATg ¢

*) Dargestellt sind jeweils sense (s) und antisense (as) Oligonukleotid, veranderte Aminosaurekodons sind
unterstrichen.

D: Folgende Oligoribonukleotide wurden als siRNAs verwendet:

Name Gen Sequenz (5°-3")

helF4E helFAE [s: 9gCA AAC CUg Cgg CUg AUC U dT dT
as: AgA UCA gCC gCA ggU Uug C dT dT

K dCAF |s: CCU ggA ggA ggA guu CCg C dT dT

as: GCg gAA CUC CUC CUC CAg g dT dT
Luci Luciferase |s: CgU ACg Cgg AAU ACU Ucg A dT dT
as: UCg AAg UAU UCC gCg UAC g dT dT
Pl hPARN |s: gUA CCA ggC CAU AgA ggA g dT dT
as: CUC CUC UAU ggC CUg gUA C dT dT
Pl hPARN |s: Agg CAU UCA UgU UgA gAC U dT dT
as: AgU CUC AAC AUg AAU gCC U dT dT
P ExI hPARN |s: guUg AAU UCC gug Uug CUC Uug
as: AgA gCA ACA Cgg AAU UCA Cug
P ExlI hPARN |s: gUU gCA gCC CUC ggU UAg UCU

as: ACU AAC gCA ggg Cug CAA CuUg

Upfl-2 hupfl |s: gAU gCA gUU CCg CUC CAU U dT dT
as: AAU ggA gCg gAA CUg CAU C dT dT

*) Dargestellt sind jeweils sense (s) und antisense (as) Oligoribonukleotid. dT: Desoxythymidinnukleotid

2.1.8 Saulen und Saulenmaterialen

Glutathion-Sepharose 4B Amersham Pharmacia
MonoQ Amersham Pharmacia
Ni-NTA-Agarose Qiagen

Sephadex G-50 Amersham Pharmacia
Superdex 200 HS Amersham Pharmacia

2.1.9 Feinchemikalien

Alle Standardchemikalien wurden in der Qualitdt p.A. von Merck, Sigma Aldrich oder Roth

bezogen.

40% Acrylamid/bis-Acrylamid (19:1) Accugel, National Diagnostics
40% Acrylamid Bio-Rad
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Agarose

Benzamidin

Bis-Acrylamid

Coomassie Brilliant Blue R250

DEPC

DTT

Glycogen
Isopropyl-b-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Leupeptin-Hemisulfat

Pepstatin

SDS

Nonidet P-40

Pepstatin A

Phenol

Phenol, TE-gesattigt

PMSF

Ponceau S

Reagenzien fur Bakterienmedien und Platten
Reagenzien fur HeLa-Zellkultur

TEMED

Tween 20

2.1.10 Systeme

Big Dye™ Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction

PCR Purification Kit
Plasmid Midi Kit
QuickPrep micro mRNA Purification Kit

2.1.11 Sonstiges

Biorad Protein Assay

Blotmembran

Dialyseschlduche Serva

Invitrogen

Sigma Aldrich
Merck

Merck

Sigma Aldrich
Gerbu

Roche Diagnostics
peQLab

Sigma Aldrich
Roche Diagnostics
Fluka

Fluka

Fluka
Agqua-Roti-Phenol, Roth
Roti-Phenol, Roth
Merck

Sigma

Gibco

Gibco

Merck

Merck

PE Applied Biosystems

Roche

Qiagen
Amersham Biosciences

Proteinbestimmung nach Bradford (Biorad)

Protran Nitozellulose, Schleicher & Schiill
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Membranfilter RC 58, PorengroRe 0,2 um, Schleicher & Schull
Phospholmager-Screens Molecular Dynamics, Fuji

Rontgenfilme Scientific Imaging Film X-Omat AR, Kodak
Scintillationscocktail Lumasafe™Plus, Lumac LSC

Western blot-Detektion Super Signal, Pierce

2.2 Mikrobiologische Methoden

Allgemeine mikrobiologische Methoden, wie die Sterilisierung von Losungen und
Gegenstanden, die Kultivierung von E. coli in Medien bzw. auf selektiven Agarplatten, die
Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen sowie deren Transformation durch

Elektroporation wurden anhand von Standardprotokollen durchgefiihrt.
2.2.1 Expression von PARN sowie der Punkt- und Deletionsmutanten von PARN

Die verschiedenen Expressionsplasmide (ca. 50 ng) wurden in E. coli BL21 (DE3) Codon®
durch Elektroporation transformiert. Mit den transformierten Zellen wurde eine Vorkultur von
25 ml LB-Medium, welche 100 pg/ml Ampicillin und 30 pg/ml Chloramphenicol enthielt,
angesetzt und U.N. bei 37°C unter schitteln inkubiert. Mit 8 ml dieser Vorkultur wurden 400
ml LB-Medium, welches mit den entsprechenden Antibiotika versetzt war, angeimpft und bis
zu einer ODgoonm VON 0,4 bei 37°C inkubiert. Die weitere Kultivierung erfolgte dann bei 25°C.
Die Expression wurde bei einer ODgoonm Von 0,5-0,6 durch die Zugabe von IPTG (100 uM
Endkonzentration) induziert. Nach weiteren 5 Stunden Inkubation bei 25°C erfolgte die Ernte
der Zellen durch Zentrifugation bei 4000xg fur 10 min. Das Zellpellet wurde in flussigem

Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Verarbeitung bei —80°C gelagert.

2.3  Zellkultur-Methoden
2.3.1 Kultivierung von HeLa-Zellen

Die Kaultivierung von HelLa-Zellen erfolgte in DMEM-Medium mit 10% (v/v)
hitzeinaktiviertem FCS und einer Penicillin/Streptomycin-Lésung (1XPEST, GIBCO) bei
37°C und 5% CO, (Brutschrank). StandardmaRig wurden 25 cm?- oder 75 cm?-Kulturflaschen
mit 5 bzw. 15 ml Medium verwendet. Fir experimentelle Ansdtze dagegen erfolgte die
Anzucht in 6 well-Platten oder in 5 cm- bzw. 10 cm-Petrischalen. Fir Immunfluoreszenz-
analysen kamen aullerdem 24 well-Platten zur Anwendung. Pro well wurden dabei 0,5 ml
bzw. 2 ml, fir die Petrischalen entsprechend 4 und 10 ml Medium benutzt. Alle 3-4 Tage oder
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beim Erreichen einer Zelldichte von ca. 100% erfolgte eine Neuaussaat, wobei die Adhérenz
durch eine Behandlung mit Trypsin (GIBCO) aufgehoben wurde. Nach der Entfernung des
Mediums und einem Waschschritt mit reichlich PBS wurde pro 25 cm? Kulturflache 0,5 ml
Trypsin-Losung zugegeben und so lange bei 37°C inkubiert, bis sich die Zellen durch ein
leichtes Anschlagen von der Oberflache abtrennen lieRen. Mit 10% der im Medium

resuspendierten Zellen wurde die neue Kultur angeimpft.

Phosphatpuffer (PBS), pH 7,3
30 mM KCI

137 mM NaCl

1,5 mM KH,PO,

8,5 mM Na,HPO,

2.3.2 Transfektion von HelLa-Zellen
2.3.2.1 Transfektion von siRNAs mit OligofectAMIN™

Durch die Transfektion von siRNAs wurde die Expression verschiedener Proteine reduziert.
Die siRNAs (Tab. 1D) wurden aus zwei synthetischen Oligonukleotiden (IBA), welche
jeweils aus 19 vollstandig komplementéren Ribonukleotiden sowie 2 am 3"-Ende gelegenen
Desoxythymidinen bestanden, durch eine Hybridisierungsreaktion hergestellt. Diese erfolgte
mit 20 uM der Einzelstrange in 30 mM HEPES pH 7,4, 100 mM Kaliumacetat und 2 mM
Magnesiumacetat durch Erhitzen bei 95°C fir ca. 5 min und die anschlieRende Inkubation bei
37°C fir ca. 1 Stunde. Die Losung wurde bei —20°C gelagert. Die beiden Desoxythymidine
bildeten dabei jeweils einen 3"-Uberhang. Die antisense-Sequenz des RNA-Doppelstranges
ist komplementér zur entsprechenden mRNA und sollte im Bereich ab 50 Nukletide
stromabwarts vom Startkodon hybridisieren. Die Sequenz wurde dabei z.T. so gewahlt, dass
die zwei Desoxythymidine an der Paarung beteiligt sind.

In Abhangigkeit des experimentellen Ansatzes betrug die Zelldichte am Tag der Transfektion
15-50%, wobei die Aussaat 12-17 Stunden zuvor erfolgte (0,25-0,75x10° Zellen pro 10 cm-
Petrischale). Fir eine 10 cm-Petrischale wurden 60 pl siRNA-L6sung (20 uM) mit 1,050 ml
Opti-MEM gemischt. Parallel dazu wurden 18 pl OligofectAMIN™ und 90 ul Opti-MEM
gemischt. Beide Ldsungen wurden nach einer 5-minutigen Inkubation bei RT vereinigt und
fiir weitere 15 Minuten bei RT aufbewahrt. VVor der Zugabe dieser Mischung zu den Zellen
wurden diese zweimal mit jeweils 5 ml Opti-MEM gewaschen sowie 3,8 ml Opti-MEM pro
Petrischale vorgelegt. Die Transfektionslosung wurde anschlielend gleichméRig und
tropfenweise Uber die gesamte Flache der Petrischale verteilt. Nach einer vorsichtigen

Durchmischung wurden die Zellen fur 4 Stunden im Brutschrank inkubiert und im Anschluss
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5 ml DMEM-Medium mit 20 % FCS und 2x PEST dazugegeben. Die Analyse des
knockdowns erfolgte 72 Stunden nach der Transfektion. Bei Verwendung von 6-well-Platten
bestanden die Ansatze pro well aus 10 pl siRNA-Lésung (20 uM) und 175 pl Opti-MEM
bzw. 3 pl OligofectAMIN™ und 15 pl Opti-MEM.

Schloss sich eine weitere Transfektion, z.B. mit Plasmid-DNA an, so erfolgte diese generell
nach 24 Stunden in der selben 10 cm-Petrischale bzw. im entsprechenden well der 6 well-
Platten unter Verwendung der oben bzw. unter (2.3.2.2) beschriebenen Methode. Fir
Doppeltransfektionen wurden die Zellen in einer Menge ausgesat, sodass deren Dichte am
Tag der zweiten Transfektion 60-80% betrug, wobei die Kalkulation allgemein auf einer

Verdopplungszeit von 24 Stunden basierte.

2.3.2.2 Transfektion von Plasmid-DNA durch Calciumphosphatféllung

Diese Methode basiert auf der Koprazipitation von DNA als Folge der kontrollierten
Mischung einer Calciumchloridlésung mit einer gepufferten Phosphatlésung. Das Prazipitat
wird von den Zellen durch Endocytose aufgenommen. Die Transfektion erfolgte
ausschlieBlich unter Verwendung von 10 cm-Petrischalen, wobei die Zelldichte durchschnitt-
lich 60-70% betrug. Zwei Stunden vor der Prozedur wurde altes Medium (DMEM, 10% (v/v)
FCS, 1XPEST) durch frisches ersetzt. Pro Ansatz bzw. 10 cm Petrischale wurden 5-15 ug
Plasmid-DNA mit 55 pl einer 2,5 M CaCl,-L6sung gemischt und mit H,O auf ein VVolumen
von 550 pl aufgefiillt. Dieser Mix wurde tropfenweise unter permanentem riihren (Vortexer)
in 550 pl 2xHEBS-Puffer gegeben. Alternativ kam aullerdem 2xBBS zur Anwendung. Im
Anschluss an eine 15 bis 20-mindtige Inkubation bei RT erfolgte die gleichméaRige und
tropfenweise Verteilung dieser Transfektionslésung uber die gesamte Flache der Petrischale.
Nach einem vorsichtigen Durchmischen wurden die Zellen fiir genau 16 Stunden inkubiert.
Danach erfolgte die Entfernung des restlichen Prazipitats durch ein zweimaliges Waschen mit
DMEM-Medium, welches kein FCS sowie Antibiotikum enthielt. Alternativ wurde aul3erdem
TBS verwendet. In Abhéngigkeit des experimentellen Ansatzes wurden die transfizierten
Zellen entweder nach einer weiteren Inkubation von ca. 24 Stunden geerntet oder nach ca. 8-

10 Stunden neu ausgesét.
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2xHEBS-Puffer (100 ml) 2xBBS
1,64 g NaCl (280 mM) 50 mM BES (N, N-bis(Hydroxyethyl)-2-Aminoethansulfonat
1,199 HEPES (50 mM) 1,5 mM Na,HPO,
0,21g Na,HPO, oder 280 mM NacCl
0,269 NaHPO4x2H,0 (1,5 mM) pH 6,96
pH 7,05 (Einstellung mit HCI)
IBS
150 mM NaCl

10 mM Tris/HCI, pH 7,5

2.3.3 Immunfluoreszenz von PARN in HelLa-Zellen

Fur Immunfluoreszenzen erfolgte die Kultivierung der HeLa-Zellen in 24 well-Platten, die vor
dem Animpfen mit sterilisierten cover slips (Abflammen mit 100% Ethanol) bestiickt wurden.
In den wells erfolgte ebenfalls, soweit nicht gesondert erwahnt, der Gberwiegende Teil der
Inkubationsschritte (Fixierung, Permeabilisierung, Blocken sowie alle Waschschritte). Mit
dem Erreichen der entsprechenden Zelldichte oder nach Ablauf des experimentellen Ansatzes
wurden die Zellen, nach einem Waschschritt mit PBS (500 pl), in 4% (w/v) Paraformaldehyd
(400 pl) fur 20 Minuten bei RT fixiert. Nach dem zweimaligen Waschen mit PBS (je 500 pl)
schloss sich die Permeabilisierung mit 0,2% (v/v) Triton X-100 in PBS (500 pl) fir 20
Minuten bei RT an. Zur Abséttigung von unspezifischen Bindestellen erfolgte danach eine
Inkubation mit 1 ml 10% (v/v) FCS in PBS (blocking-L6ésung) fur mind. 30 Minuten. Die
Deckglaschen wurden nach dem Blocken aus den wells entnommen, mit 30 pl des in
blocking-Lésung 1:500 verdiinnten Anti-PARN-Antikorpers bedeckt und fir mind. 1 Stunde
bei RT inkubiert. Nach dem viermaligen Waschen mit PBS (500ul) fur jeweils 10 Minuten

folgte die Zugabe des sekundaren Antikérpers (FluoroLink™cCy™3

labelled goat anti-rabbit
lgG (H+L), Amersham Pharmacia Biotech). Dieser wurde in blocking-Losung 1:250
verdunnt. Die Inkubation erfolgte mit 30 pl pro Deckgléschen fiir 45 Minuten bei RT im
Dunkeln. Anschliefend wurde weitere vier mal mit PBS (500 ul) fur jeweils 10 Minuten im
Dunkeln gewaschen. Die Deckglédschen wurden abschlieRBend auf einem Objekttrager
befestigt. Dazu wurde die Zellseite auf 5 pl Moviol (Calbiochem) gelegt. Die Aushértung

erfolgte U. N. bei 4°C.

Phosphatpuffer PBS (10x), pH 7.4
A: 0,2 M Na,HPO,
1,3 M NaCl
B: 0,2 M NaH,PO,
1,3 M NaCl
Losung A vorlegen und mit Lésung B einen pH-Wert von 7,4 einstellen
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2.4 Protein-Methoden

Allgemeine Praktiken wie Dialyse, Konzentrationsbestimmung, die Aufkonzentrierung von
Proteinlésungen sowie die elektrophoretische Trennung und Farbung von Proteinen in SDS-
Polyacrylamidgelen erfolgte unter Verwendung von Standartprotokollen (Laemmli, 1970;
Sambrook, 1989) bzw. entsprechender Materialien nach den Angaben des Herstellers.

2.4.1 Proteinreinigung

2.4.1.1 Reinigung von rekombinantem PARN sowie der Punkt- und Deletionsmutanten von
PARN

Soweit nicht gesondert erwéhnt, erfolgten alle Reinigungsschritte bei 4°C oder auf Eis. Das E.
coli-Zellpellet einer 400 ml-Kultur wurde in 5 ml Puffer A vollstdndig resuspendiert. Der
Zellaufschluss erfolgte durch Ultraschallbehandlung. Die Zellsuspension wurde dafir drei
mal fir 30 Sekunden mit jeweils 1 Minute Pause beschallt (Branson Sonifier, Einstellung:
50% duty cycle, Stufe 7). Das Lysat wurde anschlieBend zur Abtrennung der Zelltrimmer und
unléslichen Bestandteile 30 Minuten bei 10000xg zentrifugiert. Der gewonnene Extrakt
wurde mit 0,5 ml in Puffer A &quilibrierter Ni-NTA-Agarose gemischt. Nach einer
zweistiindigen Inkubation auf einem Rollschittler wurde diese Mischung in eine Saule (Bio
Rad) unter Schwerkraftbedingungen gefullt. Nach dem sukzessiven Waschen des
Saulenmaterials mit je 20 ml Puffer A und 20 ml Puffer B, erfolgte die schrittweise Elution
der gebundenen Proteine mit jeweils 6 x 0,5 ml Puffer B, welcher zusétzlich 250 mM
Imidazol enthielt. Die Elutionsfraktionen wurden anschlieBend vereinigt und gegen Puffer C
unter dreimaligem Pufferwechsel dialysiert (Volumenverhéltnis zwischen Probe und Puffer
ca. 1:100). Das dialysierte Ni-NTA-Eluat wurde dann bei 20.000xg fur 20 Minuten
zentrifugiert und auf eine 1 ml MonoQ FPLC Sé&ule gegeben, welche mit Puffer C &quilibriert
war. Nach dem Waschen der Saule mit 5 ml Aquilibrierungspuffer erfolgte die Elution der
Proteine mit einem Salzgradienten von 50 bis 500 mM KCI in insgesamt 30 ml, wobei
Fraktionen von jeweils 1 ml gesammelt wurden. Alle Chromatographieschritte erfolgten bei

einer Flussrate von 0,5-0,8 ml/min.
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Lysispuffer (Puffer A) Puffer B Puffer C
50 mM Tris/HCI, pH 7,9 50 mM Tris/HCI, pH 7,9 50 mM Tris/HCI, pH 7,9
300 mM KCI 300 mM KCI 50 mM KCI
0,1 mM MgAcetat 10% Glyzerin 10% Glyzerin
1 mM Imidazol 0,02% (v/v) NP40 1mMDTT
1 mM B-Mercaptoethanol 20 mM Imidazol (Elution: 250 mM) 0,02% (v/v) NP40
0,4 pg/ml Leupeptin 1 mM B-Mercaptoethanol 0,5 mM PMSF
0,7 pg/ml Pepstatin 0,4 pg/ml Leupeptin (Elution: 500 mM)
0,5 mM PMSF 0,7 pg/ml Pepstatin
0,5 mM PMSF

2.4.1.2 Reinigung von rekombinantem PARNnN (1-430)

Die Préaparation des E. coli-Zellextrakts erfolgte in der gleichen Weise wie unter (2.4.1.1)
beschrieben, wobei die Zusammensetzung des Lysispuffers (Puffer Al) leicht modifiziert
war. Der gewonnene Extrakt wurde mit 0,25 ml in Puffer Al aquilibrierter Glutathion-
Sepharose 4B gemischt, fur ca. eine Stunde unter vorsichtigem Schitteln inkubiert und
anschlielend in eine S&ule unter Schwerkraftbedingungen gefullt. Nach dem Waschen der
Affinitatsmatrix mit jeweils 3 x 10 ml Puffer Al erfolgte die schrittweise Elution des
gebundenen Proteins mit 3 x 0,5 ml GSH-Elutionspuffer. Fir die Abspaltung des GST-tag
wurden die Elutionsfraktionen nach der Vereinigung zuerst gegen cleavage-Puffer unter
mehrmaligem Pufferwechsel dialysiert (VVolumenverhaltnis zwischen Probe und Puffer ca.
1:100), anschlieBend mit PreScission™ Protease versetzt und bei 4°C 0. N. inkubiert. Es
wurden dabei 40 units Protease (2 units/ul) pro ml Glutathion-Sepharose 4B eingesetzt. Um
ein Grofteil des freien GST sowie des nicht gespaltenen GST-Fusionsproteins zu entfernen,
erfolgte im Anschluss an den Proteaseverdau eine weitere Chromatographie an Glutathion-
Sepharose 4B, wobei 2 ml der Proteinlosung mit ca. 0,2 ml in cleavage-Puffer aquilibrierter
Affinitatsmatrix unter vorsichtigem Schtteln fur 30 Minuten inkubiert wurde. Die Mischung
wurde erneut in eine Séule gefillt und das Saulenmaterial 2 x mit jeweils 0,5 ml cleavage-
Puffer gewaschen. Der Durchfluss und die beiden Waschfraktionen wurden vereinigt und
nach einer 30-mindtigen Zentrifugation bei 20 000 x g auf eine mit Puffer D (Puffer C mit
NaCl statt KCI) &quilibrierte MonoQ-FPLC-Sédule aufgetragen. Nach dem Waschen der Sdule
mit 10 ml Aquilibrierungspuffer erfolgte die Elution der Proteine mit einem Salzgradienten
von 50 mM bis 1 M KCI in insgesamt 50 ml, wobei Fraktionen von jeweils 1 ml gesammelt
wurden. Elutionsfraktionen, die PARNN enthielten, wurden vereinigt und unter Verwendung
von Centricons (Millipore) anhand der Herstellerangaben aufkonzentriert. Fir die
abschlieRende Gelfiltration wurden max. 0,5 ml des aufkonzentrierten Ansatzes auf eine, mit

Puffer D &quilibrierte, Superdex 200-Séule aufgetragen. Nach 5 ml wurde bei einer Flussrate



Material und Methoden 31

von 0,2 ml/min mit dem Sammeln von 0,5 ml-Fraktionen begonnen. Nach insgesamt 35 ml

erfolgte der Abbruch des Chromatographielaufes.

Lysispuffer (Puffer Al) GSH-Elutionspuffer cleavage Puffer

50 mM Tris/HCI, pH 8,5 50 mM Tris/HCI, pH 8,0 50 mM Tris/HCI, pH 7,0
500 mM NacCl 500 mM NacCl 150 mM NaCl
2mMDTT 20 mM Glutathion 1 mM EDTA

2 mM Benzamidin 2mMDTT 1mMDTT

2 mM MgAcetat 0,01% (v/v) NP40

2.4.1.3 Praparation von Proteinextrakten aus HelLa-Zellen

Die Isolation von Proteinen aus zytoplasmatischen, nukledren sowie Gesamtzellextrakten von
HeLa-Zellen, welche hauptsachlich in Western blots eingesetzt wurden, erfolgte nach der
unter (2.5.1.2) beschriebenen Methode.

2.4.1.4 Reinigung von transient exprimierten FLAG-Fusionsproteinen aus Hela-Zellen
(Koprazipitation)

StandardméaRig wurden die Zellen in 10 cm-Petrischalen kultiviert. Soweit nicht gesondert
erwahnt, fanden alle Arbeitsschritte bei 4°C oder auf Eis statt. Die Ernte bzw. Zelllyse
erfolgte 48 Stunden nach Transfektion der entsprechenden Expressionsplasmide. Dafir
wurden die Zellen zweimal in jeweils 10 ml PBS gewaschen, in 1 ml Lysispuffer
aufgenommen und nach dem Abkratzen zur Homogenisierung mehrere Male (ca. 6x) durch
eine Spritze gezogen. Das Lysat wurde 10 Minuten bei 20 000xg und 4°C zentrifugiert. Nach
Bestimmung der Proteinkonzentration wurden 960 pl des Uberstandes mit 30 pl in
Lysispuffer daquilibrierter FLAG-Affinitatsmatrix vermengt und fur 1 Stunde unter
permanentem Schwenken inkubiert. Nach dem Abfillen der Mischung in eine spin column
wurde die Affinitdtsmatrix flnf mal mit jeweils 1 ml Lysispuffer gewaschen. Dem schlossen
sich drei zusatzliche Waschschritte an, bei denen die Affinitatsmatrix in der verschlossenen
Saule mit jeweils 1 ml Lysispuffer fur 10 Minuten schittelnd inkubiert wurde. Zum
Abschluss der Wasch-Prozedur wurde noch zwei mal jeweils 1 ml Lysispuffer auf die Séule
gegeben. Nach der Entfernung des restlichen Lysispuffers durch eine kurze Zentrifugation (30
Sekunden, 500xg, 4°C) erfolgte die Elution des gebundenen Proteins mit 2x 20 pl
Elutionspuffer, wobei bei jedem Elutionsschritt kurz zentrifugiert wurde (500xg, 10
Sekunden). Die Halfte des Eluats sowie 5% des gewonnenen Zellextraktes wurden in einer
SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und mit den entsprechenden Antikorpern Uber
Western blots analysiert.
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Lysis-Puffer Elutionspuffer Phosphatpuffer (PBS), pH 7,3
50 mM Tris/HCI, pH 7,2 200 mM Glycin, pH 2,5 30 mM KCI

150 mM NacCl 150 mM NacCl 137 mM NaCl

0,5% (v/v) Triton X-100 0,5% (v/v) Triton X-100 1,5 mM KH,PO,

0,25% (w/v) Deoxycholat 1 mM PMSF 8,5 mM Na,HPO,

1 mM PMSF

(20 pg/ml RNAse)

2.4.1.5 Affinitatsreinigung von Anti-PARN-Antikdrpern aus Immunserum

25 pg rekombinantes PARN wurde in einer SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine
Nitrocellulosemembran transferiert. Das Protein wurde mit PonceauS-Ldsung angefarbt und
die Bande aus der Membran ausgeschnitten. Die Membranstiicke wurden flr 1 Stunde mit 5%
Magermilchpulver in TN-Tween (blocking-Lésung) behandelt und anschliefend in Anti-
PARN-Immunserum, welches mit blocking-L6ésung 1:20 verdiinnt war, ebenfalls fiir 1 Stunde
inkubiert. Nach intensivem Waschen mit TN-Tween erfolgte die Elution der gebundenen
Antikorper in einem 1,5 ml Reaktionsgefa mit 200 ul 0,2 M Glycin pH 2,8, 1 mM EGTA.
Der Ansatz wurde dafir bei RT 5 min schiittelnd inkubiert. Mit 20 pul 1 M Tris/HCI pH 8,0
erfolgte die Neutralisation des Eluats. Die isolierten Antikérper wurden nach einer Dialyse
gegen 50 mM Tris/HCI pH 7,5, 10% (v/v) Glyzerin, 0,02% (v/v) NP40 und 0,1 mg/ml BSA

zu 50 pl aliquotiert und in flissigem N, eingefroren.

2.4.2  Western blot-Analyse

Nach der elektrophoretischen Trennung der Proteine in einem SDS-Polyacrylamidgel,
erfolgte deren Transfer auf eine Nitrocellulosemembran mit einer Semi-dry-Blotapparatur
(Hoefer) in Transferpuffer nach dem Verfahren von Kyhse-Andersen (1984). Die Membran
wurde ca. 1 Minute mit PonceauS-Losung fur die Kennzeichnung der Markerproteine
angefarbt. Die Entfarbung erfolgte durch mehrmaliges Waschen in TN-Tween. Danach wurde
die Membran zur Absattigung von unspezifischen Bindestellen fur min. 1 Stunde in einer
Losung aus 5% (w/v) Magermilchpulver in TN-Tween (blocking-Losung) inkubiert.
Immunserum bzw. affinitatsgereinigte Antikorper wurden je nach Spezifitat und Affinitat in
einem Bereich von 1:500 bis 1:7500 mit blocking-L6ésung verdinnt und fur 1 Stunde mit der
Membran unter leichtem Schwenken inkubiert. VVor der Zugabe des sekundaren Antikorpers
wurde funfmal fur jeweils 5 Minuten in TN-Tween gewaschen. Als sekundarer Antikorper
diente ein Peroxidase-gekoppelter Schwein-anti-Kaninchen-Antikorper, der 1:5000 in TN-
Tween verdinnt und fur 1 Stunde mit der Membran inkubiert wurde. Nach dem erneuten

funfmaligen Waschen fiir jeweils 5 Minuten in TN-Tween erfolgte die Detektion unter
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Verwendung des Super-Signal-Substrats (Pierce) entsprechend den Herstellerangaben. Die

entstandene Chemilumineszenz wurde durch Exposition eines Rontgenfilms visualisiert.

Transferpuffer PonceauS-Ldsung TN-Tween

48 mM Tris/HCI, pH 9,2 0,5% (w/v) PonceauS 20 mM Tris/HCI, pH 7,5
39 mM Glycin 1% (v/v) Essigséure 0,05% (v/v) Tween

1,3 mM SDS 150 mM NaCl

20% (v/v) Methanol

2.5 Nukleinsaure-Methoden

Die Protokolle fir grundlegende Methoden wie z.B. Ethanolfallung, die Phenol-
Chloroformextraktion von Nukleinsduren oder die Bestimmung der Konzentration von DNA-
und RNA-Losungen wurden allgemein gebréuchlichen Laborhandbiichern entnommen
(Ausubel et al., 1996; Sambrook et al., 1989). Enzymatische Reaktionen, wie Ligation,
Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung, reverse Transkription (RT) oder die
Restriktionsspaltung von DNA erfolgten nach den Angaben des Herstellers unter

Verwendung der entsprechenden Enzyme und Puffer.

2.5.1 Isolation von Nukleinsauren

2.5.1.1 Plasmid-Praparation aus E. coli

Die Préparation geringer Mengen (1-2 ug) Plasmid-DNA erfolgte nach Birnboim & Doly,
1979. Es wurden standardmaRig 2 ml einer Uber-Nacht-Kultur eingesetzt. Die Herstellung
groRerer Mengen (200 ug) Plasmid-DNA erfolgte unter Verwendung des ,,Plasmid-Midi-
Kits* von QIAGEN entsprechend den Herstellerangaben.

2.5.1.2 Isolierung von Gesamt-RNA aus HelLa-Zellen

Die Isolierung von Gesamt-RNA erfolgte unter Verwendung der TRIZOL-Methode
(GIBCO/BRL). HelLa-Zellen wurden standardmé&fRig nach der Entfernung des Kulturmediums
direkt auf den Kulturplatten durch mehrmaliges, vorsichtiges Auf- und Abpipettieren in
Extraktionspuffer lysiert. Unabhangig von der Konfluenz wurden dabei 30 pl/cm?
Kulturflache eingesetzt. Zum Zelllysat wurde anschlieend Chloroform (30% des
Extraktionspuffervolumens) gegeben und vorsichtig gemischt. Nach einer Inkubation fiir ca.
10 Minuten bei RT erfolgte die Trennung des Phasengemisches durch Zentrifugation (12
000xg, 15 min, 4°C). Der RNA-haltige, wassrige Uberstand wurde vorsichtig, unter
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Vermeidung eines Kontaktes mit der proteinhaltigen Interphase, abgenommen und nach einer
zweiten Chloroformextraktion mit Isopropanol (ca. 0,7 Vol. des Uberstandes) versetzt. Im
Anschluss an eine 10-mindtige Inkubation bei RT wurden die ausgefallten Nukleinséuren
durch Zentrifugation bei 10 000xg fiir 10 min und 4°C pelletiert, in 70% Ethanol gewaschen
und nach dem Trocknen in DEPC-behandeltem H,O (ca. 0,5-1 pl/pg RNA) aufgenommen.

Fur die Isolation der Proteine wurde nach der vollstandigen Abnahme des wassrigen, RNA-
haltigen Uberstandes 100% Ethanol (40% des Extraktionspuffervolumens) zum verbliebenen
Phasengemisch gegeben und die Interphase durch vorsichtiges Schwenken vollstandig
solubilisiert. Nach einer Zentrifugation bei 2000xg fir 5 Minuten, die der Entfernung der
unldslichen DNA diente, wurde der erhaltene Uberstand mit Isopropanol (2-fache Volumen
des Extraktionspuffers) gemischt und bei RT fiir 10 Minuten inkubiert. Die Prézipitation der
Proteine erfolgte durch eine Zentrifugation bei 12 000xg fir 10 Minuten. Das erhaltene Pellet
wurde anschlieBend dreimal fir jeweils 20 Minuten in reichlich Waschpuffer bei RT
gewaschen, wobei zwischen den einzelnen Waschschritten eine Zentrifugation bei 10 000xg
fiir 10 Minuten erfolgte. Das Pellet wurde nach einem weiteren 20-minutigen Waschschritt in
95% Ethanol bei RT unter Verwendung der SpeedVak vollstandig getrocknet und in 25 mM
Tris/HCI pH 8,5, 6% SDS, 70 mM f-Mercaptoethanol bei 37°C unter schutteln fir 2-5

Stunden resuspendiert.

RNA-Extraktionspuffer Waschpuffer
0,8 M Guanidiniumthiocyanat 0,3 M Guanidiniumhydrochlorid
0,4 M Ammoniumthiocyanat 95% (v/v) Ethanol

0,1 M NaAcetat, pH 5,0
5% (v/v) Glyzerin
38% (v/v) Phenol (in Wasser geséttigt)

2.5.1.3 Isolierung von zytoplasmatischer und nukleérer RNA aus HelLa-Zellen

HeLa-Zellen einer 75 cm?Kultur, welche eine Konfluenz von 90-100% aufwiesen, wurden
durch Trypsin-Behandlung von der Kulturflache abgeldst, in 10 ml Phosphatpuffer (PBS)
resuspendiert und zwei mal in jeweils 15 ml PBS gewaschen. Die Zentrifugation zwischen
den Waschschritten wurde bei 200xg fir 10 Minuten bei 4°C durchgefiihrt. Das erhaltene
Zellpellet (ca. 0,5-1x10" Zellen) wurde anschlieBend in 1,5 ml Lysis-Puffer vollstandig
resuspendiert und fur ca. 5 Minuten auf Eis inkubiert. Die Lyse der Zellen erfolgte durch die
Zugabe von 1,5 ml Lysis-Puffer, welcher zusatzlich 1% NP40 (0,5% Endkonzentration)
enthielt. Nach einer weiteren 5-min(tigen Inkubation auf Eis wurde das Lysat zur Abtrennung
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der Zellkerne bei 470xg filr 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Vom Uberstand, welcher dem
zytoplasmatischen Extrakt entspricht, wurden jeweils 250 pl-Aliquots sofort mit 750 pl RNA-
Extraktionspuffer gemischt. Das Pellet, welches die Zellkerne reprasentiert, wurde nach der
vorsichtigen und vollstandigen Entfernung des restlichen Uberstandes ebenfalls direkt in 750
Hl RNA-Extraktionspuffer aufgenommen. Die sich anschlieBenden weiteren Schritte zur

Isolation von RNA und Protein sind unter (2.5.1.2) erldutert.

Lysis-Puffer Phosphatpuffer (PBS), pH 7.3
10 mM Tris/HCI, pH 8,4 30 mM KCI

0,14 M NaCl 137 mM NaCl

10 mM EDTA 1,5 mM KH,PO,

0,5% (v/v) NP40 8,5 mM Na,HPO,

2.5.1.4 Isolierung von Poly(A)*-RNA aus HelLa-Zellen

Die Praparation von Poly(A)"-RNA erfolgte tber eine Chromatographie an Oligo(dT)-
Cellulose unter Verwendung des QuickPrep micro mRNA Purification Kits
(Amersham/Bioscience) nach den Angaben des Herstellers. StandardmaRig wurden Hela-
Zellen einer 75 cm®Kultur mit einer Konfluenz von 90 % (ca. 0,5x10’ Zellen) pro Prozedur
eingesetzt. Fiir die Isolierung von nukleédrer Poly(A)"-RNA wurden die Zellkerne von ca.
1,5x10° Zellen wie unter (2.5.1.3) beschrieben prapariert und direkt in 400 pl des im Kit

enthaltenen extraction buffer aufgenommen.

2.5.2 Die elektrophoretische Auftrennung von DNA und RNA
2.5.2.1 Agarosegel-Elektrophorese

Die Auftrennung von DNA erfolgte in Agarosegelen unter Verwendung von 1xTBE als
Laufpuffer. Je nach GréRe der zu trennenden Fragmente wurden Agarosekonzentrationen von
0,8-4% (w/v) in 1XTBE-Puffer verwendet. Zum Zwecke der Detektion und Auswertung, die
mit einem UV-Leuchttisch und einem Videosystem (INTAS) erfolgte, wurden 0,5 pug
Ethidiumbromid pro ml Gel zugefiigt. Vor dem Auftragen wurden die Proben mit 1/10 Vol.
eines 10-fach konzentrierten DNA-Ladepuffers gemischt. Als Grolienstandard dienten die 1
kb- sowie die 0,1 kb-ladder (GIBCO).

TBE-Puffer DNA-Ladepuffer (10x)

90 mM Tris-Borat 30% (v/v) Glyzerin

90 mM Borsdure 0,25% (w/v) Bromphenolblau
4 mM EDTA 0,25% (w/v) Xylencyanol

In 1XTBE-Puffer
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Eine denaturierende Agarosegel-Elektrophorese kam fiir die Auftrennung von RNA, welche
nachfolgend fir Northern Hybridisierungen eingesetzt wurde, zur Anwendung (Fourney et al.,
1988). StandardmaRig wurden 1%-ige Gele in 1XMOPS und 2,5% Formaldehyd hergestellt.
1XxMOPS-Puffer diente ebenfalls als Laufpuffer. Die Agarose wurde zuerst durch Aufkochen
in Wasser gel6st und nach dem Abkthlen mit den entsprechenden Mengen 10xXMOPS-Puffer
sowie einer 37% (v/v) Formaldehydlosung versetzt. Die RNA-Proben, deren Praparation
anhand des in Tab. 2 gezeigten Schemas erfolgte, wurden vor dem Auftragen auf das Gel bei
65°C fir 15 Minuten denaturiert und mit 1/10 Vol. 10xRNA-Ladepuffer auf Eis gemischt.
Weiterhin wurde jede Probe fir die spatere Detektion mit 0,1 pg Ethidiumbromid vermengt.

Die Auftrennung erfolgte standardmagig . N. bei 8°C.

10xMOPS-Puffer Tab. 2: Zusammensetzung der RNA-Proben fir die

0,2 M MOPS denaturierende Agarosegel-Elektrophorese

0,05 M NaAcetat, pH 7,0 Vol. (ul) Endkonzentration

0,01 M EDTA RNA X (2-10 ug)
37% (v/v) Formaldehyd 55 6,8 %

RNA-Ladepuffer (10x) Formamid 15 50%

0,25% (w/v) Bromphenolblau 10xMOPS-Puffer 15 0.5x

0,25% (w/v) Xylencyanol . : .

2506 (wiv) Ficoll™ 400 gzgaﬁﬁggﬁn?ee:a”dem 838(

in DEPC-behandeltem H,O
2.5.2.2 Denaturierende Polyacrylamidgel-Elektrophorese

RNA wurde in Abhangigkeit der Grolze in 5-10%-igen denaturierenden Polyacrylamidgelen
elektrophoretisch aufgetrennt. Fir die Herstellung der Gele wurde eine 20%-ige
Polyacrylamidlésung (Acrylamid/bis-Acrylamid 19:1), die 8,3 M Harnstoff in 1x TBE
enthielt in einem entsprechenden Verhaltnis mit einer Losung gemischt, die ebenfalls aus 8,3
M Harnstoff in 1XTBE bestand. Durch die Zugabe von 125 ul 10% (w/v) APS und 25 pl
TEMED pro 25 ml Gel-Losung wurde die Polymerisierung gestartet. Als Laufpuffer diente
IXTBE. Vor dem Beladen des Gels wurden die Proben mit Formamid-Ladepuffer gemischt,
bei 95°C fir 5 Minuten denaturiert. Die Auftrennung erfolgte bei konstanter Leistung (20
Watt fir eine Gel-Grofe von 20x20x0,1cm) nach einem 30-minutigen Vorlauf. Als
GroRenstandard dienten die 5 -markierten DNA-Fragmente des Hpall-verdauten pBR322-
Vektors.

Formamid-L adepuffer
80% (v/v) Formamid

1 mM EDTA

0,2 mg/ml Bromphenolblau
0,2 mg/ml Xylencyanol
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2.5.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die mittels PCR selektiv vervielfaltigten DNA-Fragmente wurden flr praparative und
analytische Zwecke verwendet. In einer standardmaRigen 50 pl-Reaktion wurden 50 ng
Plasmid-DNA oder 0,5-2 pl einer RT-Reaktion als template eingesetzt. Fir Kolonie-PCRs
wurde eine E. coli-Kolonie gepickt und in 5 pl Wasser resuspendiert. Der Ansatz enthielt
auBerdem PCR-Puffer, 25-50 pmol der entsprechenden Primer, 2,5 mM Mg?*, 0,2 mM einer
dNTP-Mischung sowie 0,5-2,5 U thermostabile DNA-Polymerase. Nach einer Denaturierung
bei 94°C fir 2 Minuten wurden 25-30 Reaktionszyklen durchgefiihrt, wobei die Hohe der
Temperaturen sowie die Dauer der einzelnen Zyklusschritte (Denaturierung, Hybridisierung
und Synthese) von den verwendeten Primern, der Lange der zu amplifizierenden DNA und
den eingesetzten Polymerasen abhdngig war. Die Amplifizierung von DNA-Fragmenten, die
zu praparativen Zwecken hergestellt wurden, erfolgte ausschlieBlich mit der Pwo-DNA-
Polymerase, da diese Uber eine proof-reading-Aktivitat verfligte. Fur alle weiteren Reaktionen

wurde dagegen Tag-DNA-Polymerase verwendet.
2.5.4 DNA-Sequenzierung

Durch eine Sequenzierung wurde uberpruft, ob Klonierungsschritte bzw. in vitro Mutagenese-
Reaktionen korrekt verlaufen bzw. erfolgreich waren. Das angewandte Verfahren basierte auf
dem enzymatischen Kettenabbruch (Sanger et al., 1977), wobei die verwendeten
Didesoxynukleotide fluoreszenzmarkiert waren. Die Sequenzreaktion wurde mit dem Big Dye
Terminator Cycle Sequenzing Kit (Applied Biosystems) nach den Angaben des Herstellers
durchgefihrt. Standardméiig wurden 200 ng Plasmid-DNA aus einer Midi-Préparation und
3,5 pmol des entsprechenden Primers in einen 10 pl-Ansatz eingesetzt. Die Proben wurden
nach der Reaktion mit Wasser auf 20 pl aufgeftllt und zur Entfernung von nicht eingebauten
Nukleotiden Uber eine G50-Sepharosesdule gereinigt. Nach der Denaturierung erfolgte die
Auftrennung und Analyse der Fragmente Uber eine Kapillarelektrophorese unter Verwendung
des ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (PE Applied Biosystems)

2.5.5 Die Herstellung von Punktmutanten von PARN durch in vitro-Mutagenese
Die spezifische Umwandlung einzelner Aminosaurekodons von PARN erfolgte mit Hilfe

einer PCR unter Verwendung von Pwo-DNA-Polymerase. In einen 50 pl-Reaktionsansatz

wurden dafur 50 ng pGMMCS645295 sowie je 30 pmol von zwei Mutageneseprimern (Tab.
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1C) eingesetzt. Diese waren vollstandig komplementdr und enthielten die verdnderte
Nukleotidsequenz. Die Modifizierung der einzelnen Nukleotide erfolgte dabei so, dass
zusétzlich zum veranderten Kodon eine Restriktionsschnittstelle hergestellt wurde. Dies
ermoglichte die schnelle Identifizierung der mutierten Sequenzen. Es wurden pro Reaktion
2,5 U Enzym verwendet. Nach einer Denaturierung bei 94°C fir 2 Minuten wurden insgesamt
18 Reaktionszyklen durchgefuihrt, wobei ein Zyklus aus je einem Denaturierungsschritt bei
94°C fir 1 min, einem Hybridisierungsschritt bei 55°C fir 30 Sekunden sowie einem
Syntheseschritt bei 68°C fir 7 Minuten und 50 Sekunden bestand. Im Anschluss an die
Reaktion wurde das template, das im Gegensatz zur neu synthetisierten, mutierten DNA
methyliert ist, durch Dpnl, welches ausschlieflich methylierte DNA spaltet, verdaut. Es
wurde 1 pl Dpnl zum Ansatz zugefugt, dessen Inkubation bei 37°C fir ca. 1 Stunde erfolgte.
Die unverdaute, mutierte Plasmid-DNA wurde geféllt und das Pellet in 10 pl 10 mM Tris/HCI
pH 7,5 resuspendiert. Von dieser Lésung wurden 1-2 pl in E .coli XL1-blue transformiert. Die
Identifizierung der entsprechenden Mutanten erfolgte ber einen Restriktionsverdau. Dafur
wurden entweder das vollstandige Plasmid oder tber Kolonie-PCR mit 0,5 U Tag-DNA-
Polymerase amplifizierte DNA-Fragmente eingesetzt. Die isolierten Punktmutanten von

PARN wurden durch eine Sequenzierung kontrolliert.

2.5.6  Herstellung der Expressionsplasmide:
2.5.6.1 pGMMCSAPARN(175-245)

Unter Verwendung von jeweils 50 pmol der Primer del(175-245)for (Tab. 1B) und del(175-
245)rev sowie von 100 ng pGMMCS645295 wurde eine PCR mit 25 U Pwo-DNA-
Polymerase in Gegenwart von 2,5 mM Mg*" durchgefiihrt (Zahl der Zyklen: 20, pro Zyklus
94°C fir 50 s, 55°C fir 30 s und 68°C fir 7 min und 50 s). Beide Primer enthalten eine Bsal-
Schnittstelle am 5°-Ende. Der 50 pl-Reaktionsansatz wurde im Anschluss an einen Dpnl-
Verdau geféllt und in 20 pl H,O resuspendiert. Die beiden &ufReren Enden des PCR-Produkts,
welches die gesamte Sequenz von pGMMCS645295 mit Ausnahme des zu deletierenden
Bereichs umfasste, wurden darauf in einem Bsal-Verdau gespalten. Nach einer erneuten
Fallung sowie der Resuspension der DNA in 10 ul H,O erfolgte die Ligation der
Uberhdngenden und komplementaren 5°-bzw. 3"-Enden. In einer Kolonie-PCR mit den
Primern Ndel 645295 und G 645295 erfolgte die Identifizierung von positiven Klonen, die

anschlieBend durch eine Sequenzierung tberprift wurden.
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256.2 pGMMCSAPARN(134-269)

In jeweils einer PCR, welche unter Verwendung von 30 pmol der Primer Ndel 645295 (Tab.
1B) und del(134-269)rev (Fragment 1) bzw. del(134-269)for und Xhol 645295 (Fragment 2)
erfolgte, wurden der 5°-bzw. 3"-Bereich des PARN-ORFs unter Aussparung der zu
deletierenden Sequenz amplifiziert. Fir beide Reaktionen wurden 25 ng pPGMMCS645295,
2,5 mM Mg und 2,5 U Pwo-DNA-Polymerase eingesetzt (Zahl der Zyklen: 30, pro Zyklus
94°C fur 30 s, 55°C fur 30 s und 72°C fur 1 min). Im Anschluss an eine Reinigung, welche
mit dem PCR Purification Kit (Roche) nach den Angaben des Herstellers erfolgte, wurde das
5"-Ende des PCR-Fragments 1 mit Ndel, das 3"-Ende des PCR-Fragment 2 dagegen mit Xhol
gespalten. Beide 50 pl-Ansatze wurden nach dem Verdau vereinigt und erneut mit dem PCR
Purification Kit gereinigt. Mit Bsal wurde dann das 3"-Ende von Fragment 1 sowie das 5 -
Ende von Fragment 2 geschnitten. Nach einer Fallung und der Resuspension in 10 ul H,O
wurden die Fragmente untereinander, (ber ihre durch Bsal generierten Enden, sowie mit dem
durch Ndel und Xhol gespaltenen pGMMCS645295 ligiert. In einer Kolonie-PCR mit den
Primern Ndel 645295 und G 645295 erfolgte die Identifizierung der Deletionsvariante. Die
Sequenzierung eines der isolierten Klone (APL8) ergab einen frame shift, der durch ein
fehlendes C in der Nukleotidsequenz von del(134-269)for verursacht war. Dieses wurde in
einer in vitro Mutagenese unter Verwendung der Mutagenese-Primer M/ALfor und M/ALrev

(Tab. 1C) nachtréglich eingefigt.

256.3 pTETBBB™™

Das Plasmid pTETBBB wurde mit Bglll geschnitten, aus einem Agarosegel gereinigt und
dephosphoryliert. Die Oligonukleotide AUTNFfor und AUTNFrev (Tab. 1B), welche das
ARE des humanen TNFa-Gens kodieren, wurden zur Hybridisierung fiir 2 min bei 95°C und
anschlieBend fur 1 Stunde bei 37°C inkubiert (siehe 2.3.2.1). Darauf erfolgte eine
Phosphorylierung unter Verwendung der T4-Polynukleotidkinase. Nach der Fallung und
Resuspension in H,O wurde der DNA-Linker in den Bglll-verdauten pTETBBB-Vektor
ligiert. Positive Klone wurden durch eine PCR mit den Primern SeqbGIl1 und SegbGI2
isoliert. Die Kontrolle der richtigen Orientierung erfolgte abschliefend durch eine

Sequenzierung.
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2.5.6.4 GFP-PARN

In einer PCR mit jeweils 30 pmol der Primer PARNGFPfor und PARNGFPrev (Tab. 1B), 50
ng pPGMMCS645295, 2,5 mM Mg** sowie 2,5 U Pwo-DNA-Polymerase wurde der ORF von
PARN amplifiziert (Zahl der Zyklen: 30, pro Zyklus 94°C fir 30 s, 52°C fur 30 s und 72°C
fur 2 min). Die verwendeten Primer verfligen tUber eine Bsal-Schnittstelle am 5"-Ende. Das
PCR-Fragment wurde anschliefend aus einem Agarosegel gereinigt und die 5°- bzw. 3'-
Enden mit Bsal geschnitten. Nach einer Fallung und der Resuspension in H,O wurde das
PCR-Fragment Uber die entsprechenden Uberhangenden 5°-bzw. 3"-Enden in die Xhol- und
BamHI-Schnittstellen von pEGFP-N1 (Clontech) ligiert. Der verwendete Vektor wurde daftr
nach dem Xhol und BamHI-Verdau ebenfalls aus einem Agarosegel gereinigt und

dephosphoryliert. Eine Kontrolle erfolgte abschlieRend durch eine Sequenzierung.

2.5.6.5 pcDNAS3-HA-PARN

Das Plasmid pGMMCS645295 wurde mit Ndel gespalten und nach der Reinigung aus einem
Agarosegel dephosphoryliert. Die Oligonukleotide HA-tagfor und HA-tagrev (Tab. 1B),
welche fir einen HA-tag kodieren, wurden zur Hybridisierung fur 2 Minuten bei 95°C und
anschlieBend 1 Stunde bei 37°C inkubiert (siehe 2.3.2.1). Im Anschluss an eine
Phosphorylierung mit T4-Polynukleotidkinase wurde der HA-Linker gefallt und nach der
Resuspension in H,O in die Ndel-Schnittstelle von pGMMCS645295 ligiert. Die
Identifizierung von positiven Klonen erfolgte anhand eines Verdaus mit Kpnl und Xhol. Die
richtige Orientierung des HA-tag wurde mittels einer Sequenzierung Uberprift. Die Fusion
aus HA-tag und PARN wurde dann mit Kpnl und Xhol ausgeschnitten, das Fragment aus dem
Agarosegel gereinigt und mit dem Kpnl- und Xhol-verdauten pcDNA3 (Invitrogen) ligiert.
Der geschnittene Vektor war zuvor ebenfalls aus einem Agaosegel gereinigt und
dephosphoryliert worden. Isolierte positive Klone wurden durch eine Sequenzierung

kontrolliert.

2.5.7 Methoden mit radioaktiv markierten Nukleinsdauren

2.5.7.1 Herstellung radioaktiv markierter Substrate

25.7.1.1  Die Herstellung von homogen markiertem Poly(A)

Das fur den TCA-Fallungsassay (2.5.7.3) verwendete, homogen markierte Poly(A) wurde

durch die Verlangerung eines Oligo(A), in einer Polyadenylierungsreaktion erzeugt. Dafir
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wurden in einer 50 pl-Reaktion 0,02 mM des Oligonukleotids (als Mononukleotide) mit
Polyadenylierungspuffer, 0,5 mM DTT, 1 mM ATP, ca. 50 uCi [a-3*P] ATP, 20 U RNasin,
0,5 mM MnClI; sowie 2 pmol bPAP 513 fur 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Der Ansatz wurde
anschlieBend mit Phenol-Chloroform extrahiert und in 2,5 M NHj-Acetat mit Ethanol gefallt.
Nach der Resuspension des Pellets in DEPC-behandeltem Wasser erfolgte die Abtrennung
von nicht inkorporierten Nukleotiden durch die Reinigung tber eine Sephadex G-50 spin
column (Amersham). Die Radioaktivitdt von einem Aliquot der Praparation wurde im
Scintillationszéhler gemessen. Die Lange des, anhand dieser Methode hergestellten, Poly(A)
betrug durchschnittlich 400-600 Nukleotide.

Polyadenylierungspuffer
25 mM Tris/HCI, pH 8,3
40 mM KCI

10% (v/v) Glyzerin

0,05 mM EDTA

0,2 mg/ml mBSA

0,02% (v/v) NP40

25.7.1.2 Radioaktive 5 -Markierung

Diese Methode wurde fir die radioaktive Markierung von DNA- und RNA-Oligonukleotiden
verwendet. Die markierte DNA wurde als Sonde fiir Northern blots (2.5.7.2), markierte RNA
dagegen als Substrat flir enzymatische Reaktionen benutzt. In einem standardmaRigen 10 pl-
Reaktionsansatz erfolgte die Inkubation von 10-500 pmol der Oligonukleotide mit PNK-
Puffer (NEB), 5-15 uCi [y-**P] ATP (3000 Ci/mmol) und 5 U T4-Polynukleotidkinase (PNK)
fur 1 Stunde bei 37°C. PNK katalysiert dabei die Ubertragung der [y-**P]-Gruppe auf die 5'-
Hydroxylgruppen der DNA bzw. RNA. Die Proben wurden nach einer Phenol-Chloroform-
Extraktion gefallt und in Wasser (DEPC-behandelt bei RNA) aufgenommen. Von einem

Aliquot der Praparation wurde die Radioaktivitat im Scintillationszéhler gemessen.

25.7.1.3 Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten (random primed labelling)

Radioaktiv markierte DNA wurde als Sonde in Northern-Hybridisierungen (2.5.7.2)
eingesetzt. Basis dieser Methode ist eine Mischung aus Hexanukleotiden zufalliger Sequenz
(random primer), die als Primer fur das Klenow-Fragment der DNA-Polymerase | fungieren,
wobei eine Markierung durch die Inkorporierung von [o-**P] dCTP in die neu synthetisierten
DNA-Strange erfolgt. Fir die Markierungsreaktion, die unter Verwendung des Megaprime-
DNA Labeling Kit (Amersham Pharmacia Biotech) entsprechend der Herstellerangaben

erfolgte, wurden 25-50 ng DNA eingesetzt. Nach der Reaktion wurden die Proben mit
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Phenol-Chloroform extrahiert und entweder geféllt oder zur Abtrennung von nicht

eingebauten Nukleotiden Uber eine G50-Sepharosesaule gereinigt.

25.7.1.4  Invitro-Transkription

In vitro synthetisierte RNA wurde entweder als Sonde in Northern-Hybridisierungen (2.5.7.2)
eingesetzt oder diente als Kontrolle, z.B. fiir den PAT-Assay (2.5.7.5) bzw. fir die Poly(A)-
Schwanzlédngenbestimmung. Standardméiig wurde eine 10 pl- oder 50 ul-Reaktion mit 1-2
ug linearisierter Plasmid-DNA, 5 mM DTT, 0,5 mM ATP, GTP, CTP, 0,1 mM UTP, 1-4 U
RNasin (Promega), 20-50 pCi [a-32P] UTP und 20 U SP6- bzw. T7-RNA-Polymerase im
entsprechenden Transkriptionspuffer fir 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Bei Verwendung der
SP6-RNA-Polymerase enthielt der Ansatz zusatzlich 0,01% (v/v) NP40. Die Herstellung von
unmarkierten Transkripten erfolgte mit 0,5 mM UTP. Alternativ wurden ca. 100 ng iber PCR
amplifizierte DNA-Fragmente, die einen T7-Promotor enthielten, eingesetzt. Nach der
Reaktion wurde die RNA mit Phenol-Chloroform extrahiert und entweder zur Abtrennung
von nicht eingebauten radioaktiven Nukleotiden Uber eine Sephadex G-50 spin column
(Amersham) gereinigt oder mit 2,5 M NHg4-Acetat und Ethanol gefallt. Das Pellet wurde in
DEPC-behandeltem H,O resuspendiert oder flr eine weitere Reinigung in Formamid-
Ladepuffer aufgenommen und in einem 5-8%-igen denaturierenden Polyacrylamid-
harnstoffgel aufgetrennt. Im Anschluss an die Elektrophorese wurden die Transkripte aus dem
Gel ausgeschnitten. Die Lokalisation erfolgte dabei mittels eines kurz auf das Gel aufgelegten
Rontgenfilmes. Fur die Detektion von unmarkierten Transkripten wurde das Gel Uber einer
fluoreszierenden Siliciumplatte mit UV-Licht bestrahlt. Die Elution der RNA aus dem Gel
erfolgte durch eine 4. N.-Inkubation in Elutionspuffer unter Verwendung eines
Thermoschittlers bei 37°C. Nach einer Phenol-Chloroform-Extraktion wurde die RNA gefallt
und in DEPC-behandeltem H,O resuspendiert.

Folgende Plasmide wurden fiir die in vitro Transkription verwendet:

PSP6-L3preAgq -enthélt die Sequenz von L3-pre und einen plasmidkodierten Poly(A)-Schwanz aus 80
Nukleotiden (Kerwitz et al., 2003). Die Linearisierung erfolgte mit Bbsl, die
Transkription mit SP6-RNA-Polymerase.

pp-GIEX.3 -enthédlt die Sequenz des dritten Exons des humanen [-Globin-Gens. Fir die
Linearisierung wurde BamHI, fir die Transkription SP6-RNA-Polymerase verwendet
(Gehring et al., 2003).

pBKS-B-Globin -enthdlt Teile der genomischen Sequenz des B-Globin-Gens von Kaninchen (Winzen et
al., 1999). Fur die Linearisierung wurde Hindlll, fur die Transkription T7-RNA-
Polymerase verwendet.
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Elutionspuffer
500 mM Ammoniumacetat

1 mM EDTA

0,5% (w/v) SDS

10% (v/v) Phenol (in H,O gesattigt)

Es wurde nur die wassrige Phase verwendet.

2.5.7.2 Hybridisierung von RNA mit radioaktiv markierten RNA- bzw. DNA-Sonden (Northern
blot)

Im Anschluss an die elektrophoretische Trennung der RNA wurde das Agarosegel (2.5.2.1)
sukzessive zwei mal fir jeweils 10 Minuten in H,O, fur 15 Minuten in 50 mM NaOH sowie
fir min. 20 Minuten in 20xSSC unter leichtem Schwenken inkubiert. Mittels eines Kapillar-
Blots (Southern, 1975; Sambrook, 1989) erfolgte danach die Ubertragung der RNA auf eine
Nylonmembran (Hybond-N, Amersham Pharmacia Biotech). Der Transfer wurde mit
20xSSC fur ca. vier Stunden unter hdufigem Wechsel des Saugpapiers durchgefuhrt. Bei der
Auftrennung der RNA in einem denaturierenden Polyacrylamidgel erfolgte dagegen die
Ubertragung unmittelbar nach der Elektrophorese mit einer Semi-dry-Blotapparatur in 1XTBE
bei 200 mA fur 1 Stunde. Das Polyacrylamidgel wurde dabei mit 3 mm Blot-Papier
(Schleicher & Schill) von der Glasplatte separiert. Das cross linking der RNA mit der
Membran erfolgte mit dem UV Stratalinker (Stratagene) im Auto Cross Link-Modus. Die
Membran wurde danach kurz in 2xSSC gewaschen und entweder zwischen Filterpapier bei
Raumtemperatur getrocknet oder sofort in Church-Puffer fir mind. 1 Stunde bei 65°C
prahybridisiert. Je nach MembrangroRe wurden 15 cm oder 30 cm Hybridisierungsrohren
(Biometra) verwendet und entsprechend mit 5 ml bzw. 10-15 ml Puffer beftllt. Als Sonden
wurden 5"-markierte  DNA-Oligonukleotide, markierte DNA-Fragmente oder in vitro
synthetisierte  RNA Dbenutzt (siehe 2.5.7.1). Fur die Hybridisierung wurden pro ml
Hybridisierungspuffer 0,5-2x10° cpm der markierten Sonde bei 95°C fir 5 Minuten
denaturiert und nach dem volistandigen Abkiihlen auf Eis direkt in den zuvor erneuerten
Church-Puffer gegeben. Die Hybridisierung erfolgte . N. bei 65°C. AnschlieBend wurde die
Membran jeweils zwei mal mit ca. 200 ml Waschpuffer 1 und 1l gewaschen. Nach dem
Trocknen der Membran bei Raumtemperatur wurde diese in Klarsichtfolie eingeschlagen und

auf Phospholmager-Screens bzw. Rontgenfilmen exponiert.
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Church-Puffer 20xSSC Waschpuffer |

0,25 M NaPhosphat-Puffer, pH 7,2 3 M NaCl 2xSSC

1 mM EDTA 0,3 M NacCitrat 0,1% (w/v) SDS

1% (wiv) BSA

7% (w/v) SDS Waschpuffer 11
0,2xSSC

“ 1M Na,HPO, (A) 0,1% (w/v) SDS

1M NaH,PO, (B)
0,5 M, pH 7,2 (1I):
342 ml A+158 ml B+500 ml H,0

2.5.7.3 TCA-Fallungsassay

Anhand des TCA-Fallungsassays erfolgte die Ermittlung der enzymatischen Aktivitat sowie
der kinetischen Konstanten der verschiedenen Varianten von PARN. Als Substrat wurde pro
Reaktion eine Mischung aus 0,05 mM (als Mononukleotide) nicht groRenfraktioniertem
Poly(A) und homogen markiertem Poly(A) mit einer Aktivitdt von 5000 bis 10 000 cpm
verwendet (2.5.7.1.1). Die eingesetzte Menge an Poly(A) entspricht der flinffachen Ky-
Konzentration von WT-PARN. In einem standardmaiiigen 20 pl-Ansatz wurde das Substrat in
Gegenwart von Deadenylierungspuffer, 120 mM KCI, 2 mM DTT und 1,5 mM MgAcetat mit
0,5-2 ul Enzym bei 37°C umgesetzt. Das Abstoppen der Reaktion erfolgte durch die Zugabe
von 60 pl eiskalter 16%-iger TCA. Die Proben wurden im Anschluss 15 Minuten bei 15000xg
und 4°C zentrifugiert. Dabei verbleiben die freigesetzten Mononukleotide aufgrund ihrer
Saurel6slichkeit im Uberstand. Polynukleotide dagegen werden durch TCA vollstandig
prazipitiert. Die Halfte des Uberstandes wurde mit 3 ml Scintillationsfliissigkeit gemischt und
die Radioaktivitat im Scintillationszahler ermittelt. Die Menge an gebildetem AMP wurde aus
dem Verhéltnis zwischen der eingesetzten Menge an Substrat und der Ausgangsaktivitat des
markierten Poly(A) sowie aus den im Uberstand gemessenen cpm abgeleitet.

Fur die Bestimmung von Vmx und Ky wurden mind. 5 verschiedene Poly(A)-
Konzentrationen in einem Bereich von 0,01 mM bis 0,3 mM unter Konstanthaltung der
spezifischen Radioaktivitat verwendet. Niedrigere Konzentrationen wurden aufgrund der
geringen Differenzen der Messwerte zum radioaktiven Hintergrund nicht eingesetzt. Die
Umsetzung des Substrates erfolgte unter Standardbedingungen mit jeweils konstanten
Enzymmengen und identischen Inkubationszeiten, wobei pro Messansatz mind. 4
Inkubationsintervalle benutzt wurden. Die Auswertung der Daten erfolgte nach HANES bzw.
Lineweaver-Burk. Alternativ wurden die Konstanten unter Verwendung von SigmaPlot durch

eine direkte Anpassung der ermittelten Werte an die Michaelis-Menten-Gleichung bestimmt.
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Deadenylierungspuffer
20 mM HEPES, pH 7,0
10% (v/v) Glyzerin

0,2 mg/ml mBSA
0,02% (v/v) NP40

2.5.7.4 Bestimmung der Langenverteilung von Poly(A)

Fur die Selektion und Detektion von Poly(A)-Schwénzen wurde Gesamt-RNA bzw.
zytoplasmatische oder nukledre RNA am 3"-Ende in einer Polyadenylierungsreaktion mit 3’-
dATP radioaktiv markiert und anschlieBend mit den RNasen T1 und A verdaut. RNase T1
spaltet spezifisch an einem Guanosin, RNase A dagegen an einem Pyrimidin, so dass die
markierten Poly(A)-Schwénze bestehen bleiben. Standardmalig wurde eine 20 pl-Reaktion
mit 1 ug RNA, 5 mM DTT, 0,5 mM MnCl,, 10 uCi 3"-dATP und 2 pmol bPAP 513 in
Polyadenylierungspuffer fir 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Die markierte RNA wurde mit
Phenol-Chloroform extrahiert, mit 2,5 M NH4-Acetat und Ethanol gefallt und nach der
Resuspension in 25 pl DEPC-behandeltem H,O im Scintillationszéhler vermessen. Der
RNase-Verdau erfolgte unter Verwendung gleicher Mengen Radioaktivitat (100000-500000
cpm) in einem 20 pl-Ansatz mit 10 ng RNAse A, 20 U RNase T1 in 50 mM Tris/HCI pH 7,5,
100 mM KCI und 20 pg Hefe-RNA fiir 30 Minuten bei 30°C. Die Reaktion wurde durch
einen Proteinase K-Verdau gestoppt. Dazu wurde der Ansatz auf 100 pl mit 20 pug Proteinase
K, 10 ug rRNA, 12,5 ug Glykogen, 2xPK-Puffer sowie H,O aufgefillt und bei 37°C fir 30
Minuten inkubiert. Nach der Ethanol-Fallung der markierten Poly(A)-Schwanze in 2,5 M
NH4-Acetat erfolgte deren  Auftrennung in  einem  10%-igen denaturierenden
Polyacrylamidgel. Als Kontrolle diente 1 pmol in vitro synthetisierte L3-preAg-RNA. Von
der markierten RNA wurden 10 000 cpm im RNase-Verdau verwendet.

PK-Puffer (2x)
0,2 M Tris/HCI, pH 7,9

0,3 M NaCl
25 mM EDTA
2% (w/v) SDS

2,575 Bestimmung der Poly(A)-Schwanzlange spezifischer mRNAs: PAT Assay (Sallés &
Strickland, 1999)

Basis dieser Methode ist die Synthese von cDNA, die von Primern aus erfolgt, welche mit den
Poly(A)-Schwanzen ber die gesamte Lange hybridisieren. Diese Primer werden durch zwei
aufeinanderfolgende Reaktionen hergestellt. Mit phosphoryliertem Oligo(dT),, das

zusammen mit der RNA inkubiert und durch Ligase untereinander verknipft wird, erfolgt die
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Bildung eines Poly(T), welches den (berwiegenden Teil der Poly(A)-Schwénze abdeckt.
Kurze ungepaarte Bereiche am dufersten 3"-Ende des Poly(A)-Schwanzes hybridisieren bei
einer niedrigeren Temperatur mit dem Oligo(dT)-Bereich eines anchor-Primers. Dieser wird
ebenfalls durch die Ligase mit dem gebildeten Poly(T)-Strang verbunden. Im Anschluss an
die reverse Transkription erfolgt die Vervielfaltigung der entsprechenden Sequenz durch eine
PCR unter Verwendung des anchor-Primers sowie eines gen-spezifischen Primers.

StandardméaRig wurden in eine Reaktion 2,5 pug Gesamt-RNA oder 5 pg zytoplasmatische
RNA bzw. 0,25 ug nukledre RNA eingesetzt. Als Kontrolle wurde auRerdem zu jedem Ansatz
zusétzlich 2 ng L3-preA(80) zugegeben. Die RNA wurde mit 25 ng phosphoryliertem
Oligo(dT)12 in 7 pl H,O gemischt und zur Auflésung von Sekundarstrukturen bei 95°C fir 5
Minuten denaturiert, wobei keine Abklhlung auf Eis erfolgte. Ein bei 42°C prainkubierter
Parallelansatz, der 4 pl 5xM-MLV-Puffer, 2 pl 100 mM DTT, 1 pl 10 mM dNTPs, 1pl 10
mM ATP sowie 10 U T4-DNA-Ligase in einem Gesamtvolumen von 13 pl enthielt, wurde
anschlieRend mit der denaturierten RNA gemischt und 30 Minuten bei 42°C inkubiert. Nach
der Zugabe von 1 pg anchor-Primer erfolgte die weitere Inkubation bei 12°C fir 2 Stunden.
AnschlieBend wurde der Ansatz wieder auf 42°C transferiert und die reverse Transkription
mit 200 U M-MLV-RNase H" bei 42°C fir 1 Stunde durchgefiihrt. AbschlieRend erfolgte eine
Inaktivierung der Enzyme bei 70°C fir 30 Minuten. Vom Reaktionsansatz wurden 1-2 pl in
eine PCR eingesetzt, die mit 25 pmol der entsprechenden Primer und 0,5 U Tag-DNA-
Polymerase erfolgte. Die gen-spezifischen Primer wurden flr die spatere Detektion am 5°-
Ende radioaktiv markiert. Die im Reaktionsansatz verwendete Radioaktivitat betrug
standardmalig 200.000 cpm. Die PCR-Proben wurden nach einer Phenol-Chloroform-
Extraktion gefallt und nach der Resuspension in 10 pl Formamid-Ladepuffer in einem 5%-
igen denaturierenden Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel wurde nach

dem Trocknen mit Phospholmager-Screens exponiert.



3 Ergebnisse

3.1 Zusammenhange zwischen der Struktur und dem Katalysemechanismus von
PARN

PARN ist eine 3"-Exoribonuklease mit hoher Spezifitat fur einzelstrangiges Poly(A). Eine 3-
Hydroxylgruppe ist dabei essentiell fur die Katalyse (Kérner & Wahle, 1997). Die am 5-
Ende von mRNAs lokalisierte Cap-Struktur wird von PARN gebunden, was die
deadenylierende Aktivitat stimuliert und die Prozessivitat steigert (Martinez et al., 2001;
Dehlin et al., 2000). Die strukturellen Voraussetzungen, die diesem Katalysemechanismus
bzw. der Substratspezifitat zugrunde liegen, wurden im Rahmen einer Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von H. Song aus Singapur naher untersucht. Grundlage der Analyse waren die
Kristallstrukturen einer C-terminal verkirzten Version von PARN (PARNN) in substratfreier
bzw. substratgebundener (PARNN-RNA) Form, wobei die Kokristallisation mit einem (A)1o-
Nukleotid erfolgte. Fir beide Strukturen betrug die Aufldsung 2,6 A (Wu et al., 2005).
PARNN (Aminoséuren 1-430) besteht aus der Nuklease-Doméane und der R3H-Domane. Die
Fahigkeit an m’GTP-Sepharose zu binden, ist dagegen nicht mehr vorhanden (Wu et al.,
2005). Kiristallisationsversuche mit vollstaindigem PARN bzw. mit einer C-terminal
verkurzten Version, welche noch Uber die Eigenschaft der Cap-Bindung verfugte (PARN[1-
537]), waren erfolglos (pers. Mitteilung H. Song).

Die funktionellen Analysen zur Substratbindung, Poly(A)-Spezifitit sowie zum Kkatalytischen
Mechanismus, welche auBerdem mit vollstindigem PARN durchgefuhrt wurden, sind

Bestandteil dieser Arbeit und werden im Folgenden né&her vorgestellt.

3.1.1 Die kinetischen Parameter von PARNN

PARNN wurde als GST-Fusionsprotein in E. coli synthetisiert und anschlieBend tber eine
Affinitatschromatographie an GSH-Sepharose isoliert. Nach der proteolytischen Abspaltung
des GST-tag erfolgte Uber eine Chromatographie an MonoQ sowie Uber eine Gelfiltration an
Superdex 200 die weitere Aufreinigung zur Homogenitéat (Abb. 2).
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Abb. 2: Reinigung von PARNN. PARNn wurde als GST-Fusion in E. coli synthetisiert und Uber sukzessive
Chromatographieschritte an GSH-Sepharose, MonoQ und Superdex 200 zur Homogenitat gereinigt. Dargestellt
sind drei SDS-Polyacrylamidgele. Die Elutionsfraktionen der Affinitatschromatographie an GSH-Sepharose
wurden vereinigt (1) und zur Abspaltung des GST-tag mit PreScission Protease behandelt (2). Nach einer
Chromatographie an MonoQ erfolgte abschlieRend eine Gelfiltration an Superdex 200. (3, 4): Elutionsfraktionen
von MonoQ, die fir die Gelfiltration eingesetzt wurden. (5, 6): Fraktionen mit dem hdéchsten Gehalt an PARNN
wurden fiir die weiteren enzymatischen Assays verwendet. Die verschiedenen Proteine sind links bezeichnet.
Das Molekulargewicht der Markerproteine (7) ist rechts angegeben.

Um zu uUberprifen, inwieweit die C-terminale Deletion die Substratbindung bzw. den
Substratumsatz beeinflusst, wurde die maximale Reaktionsgeschwindigkeit (Vmax) sowie der
Ku-Wert von PARNN unter Verwendung des TCA-Prézipitationsassays (2.5.7.3.) bestimmt
und mit vollstdndigem PARN verglichen. Es zeigte sich, dass die C-terminale Verkirzung mit
einer massiven Reduktion des Substratumsatzes verbunden ist. Die fir PARNN bestimmte
Vmax War im Vergleich zu vollstdindigem PARN um einen Faktor von ca. 30 vermindert.
Gleichzeitig war der Ky-Wert um einen Faktor von 50 erhoht. Die Tab. 3 fasst die ermittelten

kinetischen Parameter fir PARNn und PARN zusammen.

Tab. 3: Kinetische Konstanten von PARN und PARNN

Protein V max Kmv (mM)
(nmol AMP/mg*min)

PARN 8400 0,01

PARNN 270 0,5

Fur den Nachweis, dass die verringerte Substrataffinitat, die sich in einem erhéhten Ky-Wert
auflert, nicht gleichzeitig mit dem Verlust der Spezifitat fir Poly(A) verbunden ist, wurde 5-
markiertes, groRenfraktioniertes (A)iz, (U)120 und (C)i20 mit jeweils 0,45 pmol PARNnN
umgesetzt. Das Abstoppen der Reaktionsansatze erfolgte zu verschiedenen Zeitpunkten durch
die Zugabe von EDTA (25 mM). Nach einer Fallung wurden die Proben in einem



denaturierenden 10%-igen Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt (Abb. 3). Wahrend
Oligo(C) vollstandig resistent gegen den exonukleolytischen Angriff durch PARNNn war,
konnte fiir (U)o ein minimaler Abbau, fir (A); dagegen eine starke Degradation
nachgewiesen werden, wobei diese, aufgrund der gleichmaRigen Verkirzung der Oligo(A)-
Nukleotide, Uber einen distributiven Mechanismus erfolgte.
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Abb. 3: Poly(A)-Spezifitdt von PARNN. PARNn wurde mit 5 -markiertem, gréRenfraktioniertem Oligo(A),
Oligo(U) und Oligo (C) inkubiert. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten erfolgte das Abstoppen der Reaktion durch
die Zugabe von 25 mM EDTA. Nach dem Féllen wurden die Proben in einem 10%-igen denaturierenden
Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Pro Zeitpunkt wurden 0,45 pmol Protein und 1-2 pmol RNA
(als Mononukleotide) eingesetzt.

Die Deletion der letzten 209 Aminosduren (431-369) vom C-Terminus von PARN hat eine
massive Verringerung der Substrataffinitdt und der Reaktionsgeschwindigkeit zur
Konsequenz, beeinflusst aber nicht die Poly(A)-Spezifitdt. Wie diese Eigenschaft letztlich
strukturell determiniert ist, sollte anhand der Kristallstrukturen von PARNn bzw. PARNN-
RNA aufgezeigt werden.

3.1.2 Struktur von PARNN

Fasst man die wesentlichen Charakteristika der Kristallstrukturen von freiem und
substratgebundenem PARNN zusammen, so kann der folgende Aufbau abgeleitet werden (Wu
et al., 2005). PARNN ist ein Homodimer. Dies entspricht Untersuchungen, bei denen das
native Molekulargewicht des vollstdndigen Proteins mittels einer analytischen

Ultrazentrifugation ermittelt wurde (Dehlin, 2004). Eine Untereinheit des Dimers besteht



dabei jeweils aus einer Nuklease-Doméne und einer R3H-Domane, die Uber zwei a-Helices
(a5 und a8) miteinander verbunden sind (Abb. 4). Die Dimerisierung wird ausschlief3lich
uber die Nuklease-Doméne vermittelt. Diese enthélt eine negativ geladene Vertiefung, in der
die Bindung des Substrats erfolgt. In der Dimerstruktur liegen diese Vertiefungen auf
entgegengesetzten Seiten, wobei die R3H-Doméne der einen Untereinheit die Poly(A)-
Bindestelle der anderen Untereinheit (berdeckt. In der Kiristallstruktur von PARNN-RNA,
welches mit einem (A)io-Nukleotid kokristallisiert wurde (PARNN-RNA), ist die R3H-
Doméne nicht aufgeldst. Des weiteren sind pro Untereinheit nur die letzten drei Adenosin-

Nukleotide Ag-Aap, die in der Vertiefung der Nuklease-Doméne gebunden sind, klar definiert.

. ..‘I-..\. _::\l\ e

2y
N

-~ R3H-Doméne

Nuklease-Domane

Abb. 4: Struktur von PARNnN in freier und substratgebundener Form. A: Struktur von PARNn ohne
Substrat, die Untereinheiten des Homodimers sind in gelb bzw. griin dargestellt. R3H-Doméane und Nuklease-
Doméne sind durch die a-Helices o5 und o8 verbunden. Wesentliche, an der Dimerisierung beteiligte,
Strukturen (o-Helices a3, a4 sowie das B-Faltblatt $5) sind bezeichnet. B: Struktur von PARNN, welches mit
(A)o kokristallisiert wurde (PARNN-RNA). Die Nuklease-Doménen des Dimers sind in gelb bzw. griin
dargestellt. Die R3H-Doméne konnte in der Struktur nicht aufgeldst werden, nur die letzten drei Adenosin-
Nukleotide Ag-Ajg (dargestellt als Strichmodell), welche in der Poly(A)-Bindestelle lokalisiert sind, waren Klar
definiert.

3.1.2.1 Das aktive Zentrum von PARN

Das aktive Zentrum von Nukleasen, die der DEDD-Familie zugeordnet werden, enthalt als
wesentliches Charakteristikum vier stark konservierte saure Aminosauren, drei Aspartate und
ein Glutamat. Diese sind Uber drei separate Sequenzmotive verteilt (Exol-Exoll) und fir die
koordinative Bindung von zwei divalenten Kationen (Mg?* oder Mn®"), tiber die letztlich die
Katalyse erfolgt, essentiell. Eine weitere konservierte Aminosaure (Histidin oder Tyrosin), die
ein H,O-Molekul aktiviert bzw. fiur den nukleophilen Angriff auf die Phosphatgruppe
positioniert, ist ebenfalls fir die Katalyse von Bedeutung (Beese & Steitz, 1991; Zuo &
Deutscher, 2001). Das aktive Zentrum von PARN wird durch die konservierten Aminosauren



D28, E30, D292, D382 konstituiert (Ren et al., 2002). Diese sind, genauso wie das
konservierte Histidin 377, in einer negativ geladenen Vertiefung der Nuklease-Domane
lokalisiert, in welcher auch die Bindung des Trinukleotids erfolgt (Abb. 5). Die
Substratbindung hat keine signifikanten Konformationsanderungen der genannten
Aminosdurereste zur Konsequenz, was den experimentellen Befund bestétigt, dass sie an der
Stabilisierung des Enzym-Substratkomplexes nicht beteiligt sind (Ren et al., 2002). Mg**
konnte im aktiven Zentrum von PARNN nicht nachgewiesen werden, obwohl 5 mM MgCl,
zum Kiristallisationsansatz hinzugesetzt wurden. Die Kristallisation von PARNN-RNA
erfolgte dagegen in Gegenwart von 5 mM EDTA, um den Abbau des Oligo(A) zu
unterbinden. Das aktive Zentrum von PARNnN weist genauso wie die gesamte Nuklease-
Doméne hohe strukturelle Ahnlichkeiten zu anderen Enzymen der DEDD-Familie auf, wie
z.B. zur Nuklease-Domane der Exonuklease | (Exo I) von E. coli (Breyer & Matthews, 2000)
oder zu Pop2p, einer Untereinheit des CCR4-NOT-Komplexes von S. cerevisiae (Thore et al.,
2003), wobei ein wesentlicher Unterschied darin besteht, dass diese keine R3H-Doméne

enthalten und ausschliellich als Monomere vorkommen.

3.1.2.2 Substrathindung

Die Bindung des Adenosin-Trinukleotids (As-Aio) in die Vertiefung der Nuklease-Doméne
wird Uber eine Vielzahl von Wasserstoffbriickenbindungen, hydrophoben Interaktionen sowie
van der Waals-Wechselwirkungen (VDW) gewaéhrleistet (Abb. 5). So interagiert die
Adeninbase von Ajp mit dem aromatischen Ring von F115. Das N3-Atom (Nomenklatur
PDB-Datenbank) der Adeninbase ist weiterhin mit der Hydroxylgruppe des S112 (ber eine
Wasserstoffbriicke verbunden. Zwischen dem Carbonylsauerstoff und dem Aminostickstoff
von F31 und den 2°- bzw. 3"-Hydroxylgruppen der Ribose von Aj, bestehen
Wasserstoffbrickenbindungen, wohingegen die Aminosdureseitenkette mit dem Ribose-Rest
sowie mit der Phosphatgruppe tber VDW interagiert. Die 3"-Hydroxylgruppe der Ribose von
Ao ist auBerdem Uber eine Wasserstoffbriicke mit dem OE1-Atom des E30 verbunden, wobei
dieses wiederum mit dem NE2-Atom des H377, ebenfalls Uber eine Wasserstoffbriicke, in
Kontakt steht. Zwischen der Seitenkette des H377 und der Phosphatgruppe von Ao bestehen
VDW. Das O2P-Atom der Phosphatgruppe ist dabei mit dem OD2-Atom des D28 durch eine
Wasserstoffbriicke verknupft. Die Interaktion des Ag mit dem Protein wird u.a. durch die
Seitenketten von 134 und L291, die entsprechend mit der Adeninbase bzw. mit dem Ribose-
Rest (iber VDW in enger Verbindung stehen, vermittelt. Weiterhin interagieren die O1P- und
O2P-Atome der Phosphatgruppe von Ag mit der NZ-Gruppe des K326 bzw. dem



Aminostickstoff von L343 uber Wasserstoffbricken. Weitere Wasserstoffbriicken existieren
auBerdem zwischen dem ND2-Atom von N288 und dem O4°-Atom der Ribose sowie
zwischen den 2°-und 3"-Hydroxylgruppen der Ribose und der Seitenkette von D292, wobei
letztere durch Wasser vermittelt werden. Weitere Kontakte sind zwischen der Seitenkette von
H287 und der Phosphatgruppe vorhanden. Die Adeninbase von Ag ist ins Losungsmittel
exponiert. VDW bestehen dabei zwischen dem Ribose-Ring und den Seitenketten von S342
und K326. Bis auf eine Ausnahme existieren keine Wasserstoffbriicken zwischen dem Protein
und den Adeninbasen. Ein GroRteil der Interaktionen zwischen Substrat und Enzym erfolgt
uber Ribose-Reste und die Phosphatgruppen, so dass die Poly(A)-Spezifitdt sich nicht

ausschlieRlich aus den Strukturdaten ableiten lasst.
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Abb. 5: Struktur der Substratbindestelle von PARNN. Die Aminosédurekette ist in grau dargestellt. An der
Substratbindung beteiligte Aminosauren und das Trinukleotid sind als Strichmodelle in magenta bzw. grin
gezeigt. Sauerstoff- und Stickstoffatome sind rot bzw. blau gefarbt. Aminosauren, die das aktive Zentrum von
PARN konstituieren sowie der in die Katalyse involvierte konservierte Histidinrest sind zusdtzlich durch die
entsprechenden Buchstabensymbole gekennzeichnet. Wasserstoffbriicken sind als gestrichelte blaue Linien
angegeben.

3.1.2.3 Die Dimerisierung der Nuklease-Doméane

Die Dimerisierung von PARNnN wird durch intensive hydrophobe Interaktionen zwischen den
Nuklease-Domaénen gewaéhrleistet. Zentrale strukturelle Komponenten sind dabei ein
antiparalleles B-Faltblatt, welches sich aus jeweils einem p-Faltblatt pro Untereinheit (35)
zusammensetzt sowie zwei a-Helices von jeder Untereinheit (a3 und a4), die untereinander
in enger Verbindung stehen (Abb. 4 und 6). Ein bedeutender hydrophober Kontakt wird durch

die konservierten Phenylalanine 123 und 127 vermittelt. Das F123 der einen Untereinheit,



welches sich in einem hydrophoben Kern befindet, der von den Aminoséureresten F67, 1113,
L116, A117, F121 und F127 gebildet wird, interagiert dabei mit dem F127 sowie mit der
Methylengruppe eines Argininrestes (R128) der anderen Untereinheit (Abb. 6). Die starken
Wechselwirkungen zwischen den Nuklease-Doméanen, deren Vermittlung z.T. Uber
konservierte Aminosauren sowie durch Strukturen, die in die Bindung des Substrats involviert
sind (Helix a3, Abb. 5), erfolgt, konnten Hinweise dafiir sein, dass das Dimer als strukturelle
Einheit fur die enzymatische Katalyse fungiert. Ein weiterer Anhaltspunkt ergibt sich
auBerdem aus der wechselseitigen Uberlagerung der Substratbindestellen durch die
entsprechenden R3H-Domanen, fiur die eine Funktion bei der Substratbindung angenommen
wird (siehe unten, Abb. 4A).
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Abb. 6: Struktur der Kontaktflache zwischen den Nuklease-Doménen von PARNnN. Dargestellt sind
Ausschnitte der beiden Untereinheiten von PARNN, entsprechend griin bzw. magenta geféarbt, die sich
ausschlieBlich auf die Kontaktflache des Dimers beschréanken. Die a-Helices a3 und a4 sowie das B-Faltblatt 5
der jeweiligen Untereinheit sind bezeichnet. Die an der Dimerisierung beteiligten Aminosdurereste sind als
Strichmodelle dargestellt. Carbonylsauerstoff und Aminostickstoff der Peptidkette sind rot bzw. blau geférbt.
Blaue, gestrichelte Linien demonstrieren bedeutende hydrophobe Interaktionen.

3.1.3 Funktionelle Analysen mit Punktmutanten von PARN

Um die Funktion der in den Kiristallstrukturen von PARNn und PARNN-RNA identifizierten
Aminosduren fir die Substratbindung, Dimerisierung und Katalyse zu bestatigen, wurden
diese in vollstdndigem PARN mittels in vitro-Mutagenese durch Alanine ersetzt und die
Auswirkungen auf die enzymatische Aktivitat naher analysiert. Uber einen identischen
experimentellen Ansatz erfolgte bereits der Nachweis, dass die konservierten sauren

Aminosduren des aktiven Zentrums (D28, E30, D292, D382) fir die enzymatische Katalyse



essentiell sind (Ren et al., 2002). Die Substitution der entsprechenden Reste durch Alanin
hatte fur alle Mutanten den vollstdndigen Verlust der katalytischen Aktivitat zur Konsequenz.
Uber eine Fe*-vermittelte Hydroxylradikal-Spaltung von PARN konnte dabei auRerdem
demonstriert werden, dass D28, E30 und D282 direkt in die Bindung von divalenten Kationen
involviert sind. Die Bedeutung des H377 fir die enzymatische Katalyse wurde in diesem
Zusammenhang aber nicht tUberprift.

Die Untersuchungen zur Substratbindung und Dimerisierung beschrénkten sich vorwiegend
auf Aminosduren, fur deren Substitution aufgrund der strukturellen Gegebenheiten ein
deutlicher Effekt hinsichtlich der katalytischen Aktivitat zu erwarten war. Von den, in die
Substratbindung involvierten, Reste wurden daher F31, 134, F115, N288, L291 und K326
(Abb. 5), von den an der Dimerisierung beteiligten Aminosdauren F123 und F127 (Abb. 6)
entsprechend durch Alanine ersetzt. In der Tab. 4 sind die untersuchten Aminoséuren mit den

entsprechenden Funktionen zusammengefasst.

Tab. 4: Aminosauren von PARN und deren Funktion

Aminoséure Funktion
F31 Substratbindung
134 Substratbindung
F115 Substratbindung
F123 Dimerisierung
F127 Dimerisierung
N288 Substratbindung
L291 Substratbindung
K326 Substratbindung
H377 Katalyse

Die Varianten von PARN wurden in E. coli als His-tag-Fusionsproteine synthetisiert und
anschlieBend Uber eine Affinitatschromatographie an Ni-NTA-Agarose isoliert. Die weitere
Aufreinigung zur Homogenitét erfolgte Uber eine Chromatographie an MonoQ, wobei diese
fir die verschiedenen Proteine unter identischen Bedingungen verlief. Dabei zeigten alle
Punktmutanten sowie das Wildtypprotein ein annahernd identisches Elutionsverhalten. Eine
Ausnahme war die PARN-Mutante F123A, deren Elution tber einen sehr weiten Bereich des
KCI-Gradienten erfolgte (Abb. 7).
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Abb. 7: Chromatographie der His-tag-Fusionen von PARN und der Mutante F123A an MonoQ. Wahrend
PARN in einem engen Bereich des KCI-Gradienten (0,25-0,3 M) eluiert, ist die Punktmutante F123A Uber einen
groen Teil des Gradientenbereichs diskontinuierlich verteilt. Dies wird zusatzlich durch die SDS-
Polyacrylamidgele (10%) veranschaulicht, in denen die elektrophoretische Auftrennung der Elutionsfraktionen
(ca. 1,5 g Protein) erfolgte.

Von den Elutionsfraktionen der Chromatographie an MonoQ, in denen die verschiedenen
Versionen von PARN enthalten waren, wurde unter Verwendung des TCA-
Prézipitationsassays (2.5.7.3) die Volumenaktivitit (nmol AMP/mI*min) bestimmt.
Zusétzlich zu einer vorlaufigen Bewertung, inwieweit die einzelnen Mutationen in PARN die
enzymatische Aktivitat beeinflussen, konnte dabei gezeigt werden, dass der Proteingehalt mit
der Menge an umgesetztem Substrat korrelierte. Ausnahme war die Mutante F123A, wo diese
Beziehung nicht bestand. Das meiste Protein wurde in der Elutionsfraktion 11, die grofte
Volumenaktivitdt dagegen in der Elutionsfraktion 14 (Abb. 7, Daten nicht gezeigt)
nachgewiesen. Die Ausbildung der nativen Proteinstruktur wird durch die Mutation F123A
vermutlich massiv behindert. Das isolierte Protein wurde daher in die sich anschlielenden

Untersuchungen nicht weiter mit einbezogen.



Anhand der Elutionsfraktionen, welche die hochste Reinheit bzw. Volumenaktivitat
aufwiesen (Abb. 8), erfolgte die Ermittlung der spezifischen Aktivitat der Punktmutanten von
PARN unter Standardbedingungen. Dafir wurden jeweils steigende Mengen der
entsprechenden Proteine unter Substratiiberschuss (100-5000-fach in Abh&ngigkeit der
enzymatischen Aktivitat) mit 0,05 mM Poly(A), was der fiinffachen Ky-Konzentration von
PARN entspricht (Tab. 3), umgesetzt. Die Reaktion erfolgte dabei unter Bedingungen, bei
denen ein proportionales Verhaltnis zwischen den im Ansatz verwendeten Enzymmengen und
dem in der entsprechenden Reaktionszeit gebildeten AMP bestand. Die ermittelten
spezifischen Aktivitaten sind in der Tab. 5 dargestellt.
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Tab. 5: spezifische Aktivitat der verschiedenen Punktmutanten von
PARN sowie des Wildtypproteins unter Standardbedingungen

Mutante spezifische Aktivitat”
(nmol AMP/min*mg)
Wildtyp 5440
F31A 95
134A 430
F115A 650
F127A 3800
N288A 3200
L291A 4800
K326A 240
H377A 31

Jsubstratkonzentration 0,05 mM Poly(A) entspricht funffacher K-
Konzentration von PARN

Fur die Mutation H377A konnte der drastischste Effekt auf die spezifische Aktivitat ermittelt
werden. Diese war um den Faktor 200 verringert, was die Vermutung stitzt, dass H377
malgeblich an der enzymatischen Katalyse beteiligt ist. Unter den Aminosauren, denen eine

Funktion fir die Substratbindung zugewiesen wird, hatte die Umwandlung des F31 in Alanin



die starksten Auswirkungen mit einer um den Faktor 50 reduzierten spezifischen Aktivitat.
Bei den Mutanten 134A, F115A und K326A dagegen war der Substratumsatz nur um einen
Faktor von 10 bzw. 20 vermindert. Keinen deutlichen Einfluss hatten die Mutationen N288A
und L291A. Der Austausch der Aminosaure F127 zu Alanin fihrte, zumindest unter
Standartbedingungen,  ebenfalls nicht zu einer signifikanten ~ Abnahme  der

Reaktionsgeschwindigkeit.

Mit Ausnahme von N288A und L291A, hatte die Mutation der Aminoséuren, fir die eine
Funktion bei der Substratbindung postuliert wird (F31, 134, F115 und K326), eine deutliche
Reduktion der enzymatischen Aktivitat zur Folge. Ob diese allein auf einer verringerten
Affinitat zwischen Enzym und Poly(A) beruht oder ob die strukturellen Veranderungen
zusatzlich den katalytischen Mechanismus beeinflussen, wurde anhand der Ky- bzw. Vmax-
Werte, die in der Tab. 6 dargestellt sind, analysiert.

Tab. 6: kinetische Konstanten der Punktmutanten von PARN
sowie des Wildtypproteins

Mutante V max Kwv (mM)
(nmol AMP/mg*min)

Wildtyp 8400 0,01
F31A 160 0,05
134A 420 0,03

F115A 780 0,02

K326A 560 0,08

Fur alle Punktmutanten konnte ein Ky-Wert bestimmt werden, der im Vergleich zum
Wildtypprotein moderat erhéht war. Den eindeutigsten Einfluss hatten dabei die Mutationen
K326A und F31A, die eine Steigerung des Ky-Wertes um den Faktor 8 bzw. 5 bewirkten. Ein
wesentlich geringerer Effekt wurde fir die Mutationen 134A und F115A nachgewiesen,
welche lediglich zu einer Zunahme des Ky-Wertes um den Faktor 3 bzw. 2 fihrten.
Gleichzeitig war die Vmax im Vergleich zum Wildtypprotein fir alle Punktmutanten
signifikant verringert und zwar in Verhaltnissen, die in etwa denen der spezifischen
Aktivitaten, welche unter Standartbedingungen bestimmt wurden, entsprachen (Tab. 5). Die
Verminderung des Substratumsatzes ist also nicht ausschlieflich die Folge der reduzierten
Affinitat zwischen Enzym und Substrat. Die strukturellen Veranderungen scheinen zusétzlich

Einfluss auf den Katalysemechanismus zu haben.



Die kinetischen Konstanten der Mutante F127A entsprachen in etwa den vom Wildtypprotein
(Vmax=5120 nmol AMP/mg*min, Ky=0,01 mM). Daher wird, unter der Annahme, das dass
Homodimer als strukturelle Einheit fir die enzymatische Katalyse essentiell ist (siehe oben),
durch die Substitution des F127 in Alanin die Interaktion zwischen den Untereinheiten,
zumindest in vollstindigem PARN, nicht signifikant beeinflusst. Die gleiche Mutation in
einer C-terminal verkirzten Version (PARN[1-537]) bewirkte dagegen eine deutliche
Reduktion der katalytischen Aktivitat sowie die Auflésung der Dimerstruktur (Wu et al.,
2005). Noch drastischere Effekte verursachte die Umwandlung des F123 in Alanin. Wahrend
beim vollstdndigen Protein anscheinend die Ausbildung der nativen Struktur behindert wird
(siehe oben), liegt die verkiirzte Version PARN[1-537] ausschlieflich als Monomer vor und

ist enzymatisch inaktiv (Wu et al., 2005, siehe Diskussion: 4.1.2).

3.1.4 Die R3H-Domane von PARN

Die R3H-Doméne, ein konserviertes Sequenzmotiv und Bestandteil von einer Vielzahl von
Proteinen, ist strukturell durch drei anti-parallele p-Faltblattstrukturen und zwei o-Helices
charakterisiert (Abb. 9B). Ein weiteres wesentliches Merkmal ist ein invariantes Arginin
sowie ein hoch konserviertes Histidin. Beide sind durch drei Aminosdurereste getrennt. Als
Funktion wird fir die Domdane eine Beteiligung an der Bindung von RNA, ssDNA und
dsDNA postuliert (Grishin,1998; Liepinsh et al., 2003). In der Dimerstruktur von PARNnN
sind die jeweiligen R3H-Doménen so angeordnet, dass die Substratbindestellen der Nuklease-
Doménen wechselseitig tUberdeckt werden (Abb. 4). Die enge Assoziation weist auf eine
Beteiligung der R3H-Domanen an der enzymatischen Reaktion hin, wobei diese in einer
Erhohung der Substrataffinitdt bzw. Poly(A)-Spezifitdt bestehen konnte. Ein weiterer
Anhaltspunkt fur einen Kontakt zwischen Substrat und R3H-Domane ergibt sich aus der
Uberlagerung der Strukturen von PARNNn und PARNN-RNA. Die Adeninbasen von Asg,
welche aus dem aktiven Zentrum exponiert sind (siehe oben, Abb. 5), wiirden dabei der R3H-
Doméne direkt gegeniber stehen. Die R3H-Domaéne kdnnte aullerdem als Prozessivitatsfaktor
fungieren, wobei die deckelartige Struktur die vorzeitige Dissoziation des Poly(A) von der
Substratbindestelle unterbindet.

Die funktionelle Bedeutung der R3H-Domdane in PARN, sollte anhand von zwei
Deletionsmutanten ndher untersucht werden. Dafur wurde die R3H-Doméne einmal allein
(APARN175-245) und einmal mit den als Linker fungierenden o-Helices 5 und 8
(APARN134-269) aus dem vollstandigen Protein entfernt (Abb. 9).
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Die Synthese und Praparation der Deletionsvarianten sowie die erste grundlegende
Charakterisierung der enzymatischen Aktivitat erfolgte in Analogie zu den Punktmutanten
von PARN. Die Variante APARN134-269 war durch eine geringe Loslichkeit
gekennzeichnet. Ein Grofiteil des Proteins befand sich in inclusion bodies und prazipitierte
wéhrend der sukzessiven Reinigungsschritte an Ni-NTA-Agarose und MonoQ. Der l6sliche
Anteil, welcher letztlich Uber die Chromatographie an MonoQ isoliert wurde (Abb. 10), war

enzymatisch inaktiv.

1 2 3 kDa
8 ' Abb. 10: Deletionsmutanten von PARN,
e e 116 Dargestellt ist ein 8%-iges SDS-Polyacrylamidgel,
- in dem ca. 1 pg PARN (1) sowie die
-~ - 97 Deletionsvarianten ~ APARN175-245 (2) und
2 APARN134-269 (3) elektrophoretisch aufgetrennt
Raad : wurden. Die Proteinfraktion von APARN175-245
.' e : . 66 wurde fiir die enzymatischen Assays verwendet.

o APARN134-269 war enzymatisch inaktiv.
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Die spezifische Aktivitat von APARN175-245 unter Standardbedingungen betrug 1500 nmol
AMP/min*mg und war damit im Vergleich zum Wildtypprotein um den Faktor 3 reduziert
(Tab. 5). Anhand der kinetischen Parameter (Tab. 7) ist ersichtlich, dass diese Verringerung
des Substratumsatzes ausschlielich auf einer verminderten Affinitat zwischen Enzym und
Substrat beruht. Der Ky-Wert von APARN175-245 war im Vergleich zum Wildtypprotein um
einen Faktor von 16 erhdht. Dem stand sogar eine moderat gesteigerte Vmax (Um den Faktor 2)

gegenuber.



Tab. 7: Kinetische Parameter von PARN und APARN134-269

Protein Spezifischen Aktivitat™ V max Kv (mM)
(nmol AMP/min*mg) (nmol AMP/min*mg)
PARN 5440 8400 0,01
APARN175-245 1500 16500 0,16

“Jsubstratkonzentration 0,05 mM Poly(A) entspricht der flinffachen Ky-Konzentration von PARN

Die aufgezeigte Abnahme der Affinitat zwischen der Deletionsmutante und dem Substrat
kénnte auch Ausdruck einer verminderten Spezifitat fur Poly(A) sein. Um dies ndher zu
untersuchen, wurde groéRenfraktioniertes, 5 -markiertes (A)i2o, (U)120 und (C)i0 mit 0,04
pmol APARN175-245 umgesetzt. Oligo(C) war dabei vollstdndig resistent gegen einen
exonukleolytischen Verdau. Im Gegensatz dazu konnte bei Oligo(U) eine geringflgige
Degradation, bei Oligo(A) dagegen ein starker Abbau nachgewiesen werden (Abb. 11). Die
Verkurzung des (A)ixo erfolgte dabei relativ gleichméBig, was fir einen distributiven

Abbaumechanismus sprechen wirde.
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Die R3H-Domane ist also erheblich in die Stabilisierung des Enzym-Substrat-Komplexes
involviert und konnte in diesem Zusammenhang auch wesentlichen Anteil an der Prozessivitét
von PARN haben. Gleichzeitig ist die Bedeutung fiir die Poly(A)-Spezifitat eher gering

einzuschétzen.



Aus den Kristallstrukturen von PARNN in substratfreier bzw. substratgebundener Form sowie
Uber die durchgefuhrten funktionellen Analysen mit den Punkt- bzw. Deletionsmutanten
kdénnen zumindest in Ansadtzen wesentliche Voraussetzungen fir die Poly(A)-Bindung und
den Katalysemechanismus abgeleitet werden. Fur andere Eigenschaften, wie die Poly(A)-
Spezifitat oder den Einfluss der Cap-Struktur auf den Mechanismus des Substratumsatzes, ist
dies dagegen nur eingeschrankt oder Uberhaupt nicht méglich. Vor allem die Bindung des
Cap und die damit verbundene Umwandlung des distributiven in einen prozessiven
Abbaumechanismus konnten fiir die physiologische Funktion von PARN von entscheidender
Bedeutung sein. Darlber hinaus sind diese Eigenschaften deutliche Hinweise fir eine
Beteiligung von PARN am turnover von mRNAs bzw. allgemein von RNAs, die durch die
RNA-Polymerase Il synthetisiert werden.

Die Bedeutung bzw. Funktion von PARN in somatischen Zellen wurde bisher noch nicht
genauer untersucht. Ein experimenteller Ansatz ergibt sich dabei aus der dsSRNA-interference
(RNAI) in HeLa-Zellen (Elbashir et al., 2001). Die Reduktion der Expression von PARN
sollte den Ausfall bzw. die deutliche Reduktion der biologischen Funktion des Enzyms zur
Folge haben und spezifische phanotypische Effekte verursachen.

In den sich anschlielenden Abschnitten werden diese Untersuchungen naher vorgestellt.



3.2 Untersuchungen zur in vivo-Funktion von PARN in HeLa-Zellen
3.2.1  Knockdown von PARN durch RNA-Interferenz (RNAI)

Experimentelle Grundlage fir die Untersuchung der in vivo-Aktivitdt von PARN war die
Depletion des Proteins in HelLa-Zellen mittels RNAI. Eine signifikante Verringerung der
steady-state-Proteinkonzentration sollte idealerweise den Ausfall oder zumindest eine
signifikante Reduktion der biologischen Funktion zu Folge haben.

Mit den siRNAs (Tab. 1D), welche fur den knockdown von PARN in HeLa-Zellen transfiziert
wurden, konnte eine Verringerung der Proteinmenge bis auf 10% (PI, P Ex I) bzw. bis unter
10% (PII, PEXxII) erreicht werden (Abb. 12A). Eine deutliche Reduktion von PARN war
bereits 48 h nach der Transfektion zu detektieren (Abb. 12B). Titrationsexperimente mit der
SiRNA PI (15; 7,5; 3; 1,5; 1; 0,75 pmol/cm?® Kulturflache) zeigten, dass eine Menge von 7,5
pmol/cm? Kulturflache bereits einen vollstandigen knockdown bewirkte. Ab einer Menge von

3 pmol/cm? war dagegen keine Reduktion von PARN mehr nachzuweisen (nicht gezeigt).
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Abb. 12: Knockdown von PARN durch RNAI. Fir den knockdown von PARN wurden vier verschiedene
SiRNAs in HeLa-Zellen transfiziert. A zeigt ein Schema der Sequenzbereiche der PARN-mRNA, von denen sich
die siRNAs ableiten (blauer Balken: ORF, rote Balken: siRNAs, Linien: 5°- bzw. 3"-UTR, AAAAn: Poly(A)-
Schwanz). B: Die Quantifizierung des Proteinlevels von PARN 72 h nach der Transfektion erfolgte anhand von
Western blots mit einem Anti-PARN-Antikorper. Extrakte von HeLa-Zellen, welche mit jeweils einer der
siRNAs (fett hervorgehoben) transfiziert waren, wurden dabei mit unterschiedlichen Extraktmengen (Angabe als
prozentualer Anteil) von unbehandelten Zellen (-) verglichen. C: Zeitverlauf des PARN-knockdowns. Die
angegebenen Zeitpunkte entsprechen den Stunden nach der Transfektion, (-) unbehandelte Zellen, (K) als
Kontrolle wurde eine siRNA ohne Zielsequenz transfiziert.



Der Eingriff in komplexe Prozesse wie den mRNA-turnover, wie er durch den knockdown
von PARN in HeLa-Zellen bewirkt werden soll, kdnnte vielfaltige phanotypische Effekte zur
Folge haben. Am direktesten zuganglich waren dabei generelle Veranderungen im Poly(A)-
Status mit den zu erwartenden Konsequenzen einer erhghten Stabilitat bzw. einer verringerten
Abbaurate von mRNA. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen werden nachfolgend naher

vorgestellt.

3.2.1.1 PARN hat keinen Einfluss auf die steady-state-Poly(A)-Langenverteilung in HelLa-
Zellen

Um zu analysieren, ob eine Verringerung der Proteinkonzentration von PARN in HelLa-Zellen
eine generelle Verénderung der steady-state-Poly(A)-Schwanzlédnge zur Folge hat, wurde die
Poly(A)-Langenverteilung im Nukleus sowie im Zytoplasma nach einem PARN-knockdown
untersucht und mit der von unbehandelten Zellen verglichen. Ausgangspunkt daftir waren
RNA-Praparationen aus nukledren und zytoplasmatischen sowie Gesamtzellextrakten. Nach
einer radioaktiven Markierung der 3"-Enden durch 3"-dATP erfolgte ein vollstandiger Verdau
mit der RNAse T1 und der RNAse A. Die nach dieser Prozedur verbliebenen Poly(A)-
Schwénze wurden abschlieBend in einem 10%-igen denaturierenden Polyacrylamidgel

elektrophoretisch aufgetrennt.

Die Depletion von PARN sollte eine Verschiebung in der Langenverteilung hin zu langerem
Poly(A) verursachen, wie dies anhand des knockdowns der Deadenylase Cafl in Drosophila-
S2-Zellen demonstriert wurde (Temme et al., 2004).

Ein solcher Effekt konnte jedoch nach einem knockdown von PARN nicht beobachtet werden.
Sowohl bei unbehandelten als auch bei RNAi-behandelten Zellen wurde eine maximale
Poly(A)-Lange von ca. 200 AMP-Resten im zytoplasmatischen Extrakt sowie im
Gesamtzellextrakt bestimmt (Abb. 13A). In der nukleédren Praparation dagegen wurde diese
erwartungsgemal noch etwas Uberschritten. Die maximale Poly(A)-L&nge in der nukledren
Praparation von unbehandelten Zellen war sogar leicht erhoht im Vergleich zu Zellen, bei
denen PARN depletiert wurde. Die verschiedenen Poly(A)-Langenpopulationen sind in allen
Préparationen gleichmalRig verteilt. Die steady-state-Langenverteilung von Poly(A) wurde

also weder im Zytoplasma noch im Kern durch den PARN-knockdown beeinflusst.
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Abb. 13: Der knockdown von PARN bewirkt

90 keine Anderung der steady-state-Poly(A)-
Langenverteilung. In HeLa-Zellen wurde PARN

durch RNAI depletiert. Aus den nukledren (n),

76 zytoplasmatischen (zy) Extrakten sowie aus den
Gesamtzellextrakten (g) wurde RNA isoliert und

- 64 am 3"-Ende mit 3"-dATP radioaktiv markiert. Nach
dem vollstdndigen Verdau mit RNAse T1 und

RNAse A wurden die verbliebenen Poly(A)-

Schwénze in einem denaturierenden
Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. A:
Polyacrylamidgel  (10%), Poly(A)-Fraktionen
unbehandelter Zellen sind mit (-), von Zellen mit
PARN-knockdown durch (+) bezeichnet. Als

Kontrolle wurde eine in vitro synthetisierte RNA

— 2 mit einem Poly(A)-Schwanz von 80 Nukleotiden
(L3preA80) zusatzlich markiert (1). (2) zeigt die

Auftrennung von (1) nach dem RNAse-Verdau. B:

Western blot, gleiche Mengen der in A préparierten

Extrakte wurden auf die Depletion von PARN mit

einem Anti-PARN-Antikorper getestet. Extrakte

- 15 unbehandelter Zellen sind mit (-), Extrakte von
Zellen mit PARN-knockdown durch (+) bezeichnet.
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Die Aktivitat von PARN wird zumindest in vitro maRgeblich durch die Cap-Struktur am 5-
Ende der mRNA beeinflusst. Eine direkte Interaktion bewirkt eine Zunahme der
Deadenylierungsrate sowie die Steigerung des prozessiven Abbaumodus. Um die Bindung der
Cap-Struktur konkurriert PARN vermutlich mit dem Translationsinitiationsfaktor elF4E.
Dieser bildet zusammen mit elF4G einen Komplex, tber den letztlich die Assoziation der
MRNA mit der 60S-Untereinheit des Ribosoms initiiert wird. Aktuelle Untersuchungen haben
gezeigt, dass unter modifizierten Wachstumsbedingungen (Serummangel) die Interaktion von

elF4E mit der 5"-Cap-Struktur vermindert, die von PARN dagegen verstarkt ist (Seal et al.,



2005). Die modifizierte Affinitat basiert dabei auf Veranderungen im Phosphorylierungsstatus
beider Proteine und hat eine erhdhte Abbaurate verschiedener mMRNAS zur Konsequenz.

Eine Mdglichkeit, die Zuganglichkeit der Cap-Struktur fir PARN zu erhdhen, ware die
Depletion von elF4E durch RNAIi. Dies misste zu einer verstarkten Degradierung von
Poly(A) fihren. Dieser Effekt konnte dann, vorausgesetzt PARN ist die dominierende
Deadenylase in HelLa-Zellen, durch einen PARN/elF4E Doppel-knockdown komplementiert
werden. Diese theoretischen Uberlegungen wurden experimentell jedoch nicht bestatigt.
Weder RNAI gegen elF4E noch der knockdown beider Proteine hatte einen Einfluss auf die
Poly(A)-L&angenverteilung in HeLa-Zellen (nicht gezeigt).

Als Erganzung zu den Untersuchungen der Poly(A)-Langenverteilung in den
Zellkompartimenten wurde weiterhin analysiert, ob die Reduktion der Proteinkonzentration
von PARN durch Anderungen in der Poly(A)-Schwanzlange einer einzelnen mRNA detektiert
werden kann. So besteht die Moglichkeit, dass PARN in die Poly(A)-Langenkontrolle
involviert ist und Uberschussige AMP-Reste, welche nach der Polyadenylierung der Pré-
MRNA angefiigt werden, entfernt. Grundlage des experimentellen Ansatzes waren
zytoplasmatische RNA-Praparationen sowie nukledre Poly(A)*-RNA von HeLa-Zellen, die
mit der sSiRNA PII transfiziert wurden. Als Vergleich dienten unbehandelte Zellen sowie
Zellen, deren Transfektion mit einer siRNA ohne Zielsequenz erfolgte. Mit einem PAT-Assay
(Sallés et al., 1999, siehe 2.5.7.5) und unter Verwendung eines Oligonukleotids, welches 100
Nukleotide stromaufwarts vom Stopkodon der Glycerinaldehyd-3"-Phosphat-Dehydrogenase-
(GAPDH)-Sequenz bindet, erfolgte die Bestimmung der Poly(A)-Schwanzlange der GAPDH-
MRNA. Als Kontrolle diente eine in vitro synthetisierte RNA, welche einen Poly(A)-Schwanz
von 80 AMP-Resten aufwies (L3preA80). Dieses aus insgesamt 170 Nukleotiden bestehende
Transkript wurde zu jedem Reaktionsansatz zugefugt.

Die Lénge des PCR-Fragments von GAPDH vom 5°-Ende des verwendeten Oligonukleotids
bis einschliellich des ersten AMP des Poly(A)-Schwanzes betragt ca. 310 Nukleotide.
Bertcksichtigt man zusatzlich den Poly(A)-Schwanz mit einer L&nge von ca. 200 AMP-
Resten, dann sind Fragmente im GrolRenbereich von 320-520 Nukleotiden zu erwarten. Die
durch PCR erhaltenen GAPDH-Fragmente decken genau diesen GrélRenbereich ab (Abb.
14A). Ein Unterschied in der maximalen Nukleotidlange sowie in der Langenverteilung der
PCR-Produkte zwischen den verschiedenen Ansatzen konnte dabei nicht beobachtet werden.
Die amplifizierte DNA bei 320 Nukleotiden wiirde einem GAPDH-Fragment ohne Poly(A)-



Schwanz entsprechen. Dieses entsteht wahrscheinlich dann, wenn der Anker-Primer nicht nur
mit den ungepaarten AMP-Resten am 3"-Ende, sondern zusatzlich am Beginn des Poly(A)-
Schwanzes hybridisiert. Dies wird durch die erhaltenen PCR-Produkte der L3preA80-
Kontrolle bestatigt. Neben einem Fragment von ca. 165-170 Nukleotiden, was der
vollstdndigen Lange entspricht, ist ein weiteres Fragment von ca. 95 Nukleotiden amplifiziert
worden. Dies stimmt mit der Lange der L3pre-Sequenz inklusive Anker-Primer-Sequenz

Uberein. Eine schematische Darstellung ist in der Abb. 14B gegeben.
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Abb. 14: Die Poly(A)-Schwanzldange der GAPDH-mRNA wurde durch einen PARN-knockdown nicht
beeinflusst. HeLa-Zellen wurden mit der siRNA PII transfiziert, um das Expressionslevel von PARN zu
reduzieren. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen (-) sowie Zellen, deren Transfektion mit einer sSiRNA ohne
Zielsequenz (K) erfolgte. Zytoplasmatische RNA (zy) und nukleare (n) Poly(A)"-RNA wurde prépariert und in
einen PAT-Assay eingesetzt. Als Kontrolle wurde zu jedem Reaktionsansatz eine in vitro synthetisierte RNA mit
einem Poly(A)-Schwanz von 80 AMP-Resten hinzugefligt (L3preA80). Mit 5°- markierten Oligonukleotiden,
welche das 5°-Ende von L3preA80 sowie die GAPDH-Sequenz 100 Nukleotide stromaufwarts von Stopkodon
binden, wurde eine PCR durchgefuhrt. Die elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte in 5%-igen
denaturierenden Polyacrylamidgelen. A: PCR-Produkte der GAPDH-Sequenz. B PCR-Produkte der L3preA80-
Sequenz. Die Entstehung der beiden Produktvarianten ist rechts schematisch dargestellt. Die Markerbanden sind
mit den entsprechenden Nukleotidlangen (nt) rechts gekennzeichnet. C: Western blot, gleiche Mengen der
nuklearen (n) Extrakte sowie der Gesamtzellextrakte (g) wurden mit einem Anti-PARN-Immunserum auf die
Reduktion der Proteinkonzentration von PARN untersucht.

Weder die maximale Lénge des Poly(A)-Schwanzes von nukleédrer noch die steady-state-
Lange von zytoplasmatischer GAPDH-mRNA wurde durch die Reduktion des

Expressionslevels von PARN beeinflusst.



3.2.1.2 Der Einfluss von PARN auf die mRNA-Stabilitat bzw. mRNA-Abbaurate

3.21.2.1  Auswirkungen eines PARN-knockdowns auf die Stabilitat transient exprimierter mRNAs

Dass die PARN-Depletion keine Veranderungen bei der steady-state-Poly(A)-
Langenverteilung verursachte, konnte u.a. dadurch begrindet sein, dass nur spezifische
mRNAs von PARN deadenyliert werden bzw. dass dies nur unter definierten Bedingungen
stattfindet. Aus diesem Grund wurde die Analyse auf einzelne Transkripte ausgeweitet, wobei
der Schwerpunkt auf mRNAs lag, die destabilisierende Elemente (AREsS) im 3"-UTR
enthielten. Deren Degradation ist aufgrund einer sehr geringen Halbwertszeit mit den
verwendeten experimentellen Methoden leichter kinetisch zu erfassen. Neben den technischen
Vorteilen existieren auBerdem Hinweise, dass in den beschleunigten Abbau, der u.a. durch
eine erhohte Deadenylierungsrate ausgelost wird, auch PARN involviert sein kénnte. Die
Aktivitat wird dabei von Proteinen vermittelt, welche an die ARE-Sequenzen entweder direkt
binden (ARE-BP) oder tiber zusatzliche Faktoren mit diesen assoziiert sind (Tran et al. 2004;
Gherzi et al. 2004). So wird z.B. die von PARN katalysierte Deadenylierung von RNAsS,
welche das ARE der humanen TNFo-RNA enthalten, durch das ARE-BP Tristetraprolin
(TPP) in vitro stimuliert (Lai et al. 2003).

Es wird zwischen drei verschiedenen Klassen von ARE-Sequenzen unterschieden. Die
Zuordnung basiert dabei hauptsachlich auf der Anzahl bzw. Anwesenheit von AUUUA-
Motiven. Klasse Il AREs enthalten funf AUUUA-Motive. Typische Vertreter sind das TNFao.-
ARE und das granylocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF)-ARE. Zur
Klasse | gehéren AREs die nur ein bis drei (AUUUA)-Motive besitzen, wie z.B. die ARES
der Interleukin 8 (IL8)- bzw. c-fos-mRNA. Zur dritten Klasse werden AREs ohne AUUUA-
Sequenz gerechnet (Xu et al., 1997).

Fur die Analysen wurde die B-Globin-mRNA aus Kaninchen (fortlaufend mit BBB
bezeichnet) verwendet. Diese war durch die Einfligung verschiedener, humaner ARE-
Sequenzen im 3-UTR modifiziert, was gleichzeitig mit einer massiven Reduktion der
Halbwertszeit des sehr stabilen Transkripts (t1,>16 h, Xu et al., 1998) korreliert. Die
entsprechenden kodierenden Sequenzen lagen bereits kloniert im pTet-Vektor vor. Es wurden
Varianten mit den IL8- (Winzen et. al. 1999), GM-CSF- und c-fos- AREs benutzt (Xu, et al.
1989). Eine weitere Variante, welche die ARE-Sequenz des humanen TNFa-Gens enthielt,
wurde im Rahmen dieser Arbeit hergestellt (siehe unten, 2.5.6.3). Die Expression der

verschiedenen BBB-Versionen erfolgte transient in HeLate.or-Zellen. Diese Zelllinie



ermoglicht eine regulierte Genexpression. Basis ist ein konstitutiv exprimierter
Transkriptionsaktivator (tetracyclin-controlled transactivator (tTA)), dessen Bindung an die
Promotorsequenz des pTet-Vektors durch Tetracyclin gesteuert wird. In HeLaret.or-Zellen ist
in Gegenwart von Tetracyclin (alternativ Doxycyclin) die Promotorbindung und damit die
Transkription der entsprechenden Sequenz unterbunden.

Fiir die Ermittlung der Halbwertszeit der BBB™ “-mRNA wurden HeLa-Zellen 20 Stunden
nach dem Aussden mit der entsprechenden Plasmid-DNA transfiziert. In einem Parallelansatz,
der als Vergleich diente, erfolgte die Transfektion mit dem unmodifizierten BBB-Konstrukt.
24 Stunden danach wurden die Zellen fir die Probenahme den verschiedenen Zeitpunkten
entsprechend auf neue Kulturschalen gleichmaRig verteilt. Das Ausschalten der Transkription
erfolgte im Anschluss an eine weitere 15-stiindige Inkubation durch die Zugabe von
Doxycyclin. Zu den entsprechenden Zeitpunkten wurden die Zellen geerntet, RNA prapariert
und die BBB-Konstrukte iber Northern blot detektiert. In der Abb. 15 sind die Northern blots
der BBB- und BBB™™*-mRNAs sowie die quantitative Auswertung von deren Abbau
dargestellt. Die Einfligung der ARE-Sequenz des humanen TNFa-Gens in den 3"-UTR der B-
Globin-mRNA hat eine deutliche Reduktion der Halbwertszeit zur Konsequenz (Abb. 15B).
Fiir BBB wurden ca. 16 h, fir BBB™"* dagegen 95 Minuten ermittelt, wobei die Reduktion
des Hybridisierungssignals von BBB Uberwiegend auf die Deadenylierung zurtickzufuhren

war.
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Abb. 15: Destabilisierung von BBB durch die ARE-Sequenz des hTNFa-Gens. HeLare.off Zellen wurden
mit BBB sowie mit einem BBB-Konstrukt, welches die ARE-Sequenz des humanen TNFa-Gens im 3"-UTR
enthielt (BBB™") transfiziert. Die Transkription wurde 48 h nach der Transfektion durch Doxycyclin gestoppt.
Zu verschiedenen Zeitpunkten wurde RNA isoliert und ein Northern blot durchgefiihrt. A: Northern blot, die
dargestellten Zeiten entsprechen den Stunden nach der Zugabe von Doxycyclin (t=0). Die Konstrukte sind links
angegeben. B: Die Northern blot-Signale von A wurden quantifiziert und in einem Diagramm gegen die Zeit (h)
aufgetragen.



Um zu untersuchen, ob die Depletion von PARN in HeLa-Zellen einen Einfluss auf die
Stabilitdt der BBB-Konstrukte hat, wurde der folgende experimentelle Ansatz verwendet: ca.
12 Stunden nach dem Aussden der HeLareos-Zellen wurden diese fir die Reduktion des
Expressionslevels von PARN mit der siRNA PII transfiziert. Als Kontrolle diente eine
SiRNA, welche keine in HelLa-Zellen vorkommende Zielsequenz besal3. 30 Stunden danach
erfolgte die Transfektion der BBB-Konstrukte. Hierbei wurde zusatzlich ein Drittel der
Ausgangsmenge der verschiedenen siRNAs zum Ansatz zugefugt. Nach weiteren 24 Stunden
wurden die Zellen fir die Probenahme den verschiedenen Zeitpunkten entsprechend auf neue
Kulturgefale gleichmaRig verteilt. 12 Stunden danach erfolgte die Ausschaltung der
Transkription durch die Zugabe von Doxycyclin. Die Zellen wurden geerntet, RNA prépariert
und die verschiedenen BBB-Konstrukte uber Northern blot detektiert.

Ein PARN-knockdown sollte zu einer verzogerten Deadenylierung und damit zu einer
Erhohung der Halbwertszeiten der entsprechenden mRNAs fuhren. Dies musste weiterhin mit
einer erhdhten steady-state-Menge der entsprechenden Transkripte korrelieren. In der Abb. 16
sind Northern blots, welche den Abbau der verschiedenen BBB-Konstrukte wiedergeben,

dargestellt.
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Abb. 16: Der knockdown von PARN hat keinen Effekt auf die Halbwertszeit von transient exprimierter
MRNA. Hel ate.or-Zellen wurden fir die Depletion von PARN mit der siRNA PII sowie mit einer sSiRNA ohne
Zielsequenz (K) transfiziert. B-Globin-Konstrukte (BBB), die ARE-Sequenzen im 3"-UTR enthielten, wurden im
Anschluss (nach 24 Stunden) transfiziert. 48 Stunden nach der Transfektion erfolgte das Abstoppen der
Transkription durch die Zugabe von 3 pg/ml Doxycyclin (t=0). Zu unterschiedlichen Zeiten wurde RNA isoliert
und der Abbau der BBB-mRNASs anhand von Northern blots analysiert. A: Northern blots der verschiedenen
BBB-Konstrukte (links angegeben). Die dargestellten Zeiten entsprechen den Stunden nach dem
Transkriptionsstop durch Doxycyclin. B: Western blot, Die Quantifizierung des Proteinlevels von PARN erfolgte
anhand der fir A préaparierten Zelllysate zum Zeitpunkt 0 h unter Verwendung eines Anti-PARN-Antikorpers.
Unterschiedliche Mengen Extrakt (Angabe als prozentualer Anteil) wurden dabei verglichen. HeLa-Zellen, die
nicht mit siRNA transfiziert waren (-), wurden ebenfalls verwendet.

Setzt man fur die unterschiedlichen RNAI-Bedingungen eine unveranderte Transkriptionsrate
der BBB-Konstrukte voraus, dann ware ein erster Hinweis fur die Erhéhung der Halbwertszeit
die Zunahme von deren steady-state-Menge. Dies misste bei gleicher DNA- bzw RNA-
Menge, welche entsprechend fiir die Transfektion bzw. den Northern blot eingesetzt wurde,
durch ein erhéhtes Hybridisierungssignal zu detektieren sein. Dies konnte aber in keinem der
in Abb. 16A gezeigten Northern blots eindeutig nachgewiesen werden. Gleichzeitig ware die
Abbaurate, der Quotient aus abgebauter mMRNA pro Zeiteinheit, signifikant erhoht. Anhand
der quantitativen Auswertung der in Abb. 16A dargestellten Northern blots, konnte dies

ebenfalls nicht eindeutig gezeigt werden (Abb. 17).



Fir die Halbwertszeiten der BBB™ - und BBB'-®-mRNAs wurden im Kontrollansatz 95
Minuten, unter den Bedingungen eines PARN-knockdowns jeweils etwa 110 Minuten

bestimmt. Die Halbwertszeit der BBB®™ %

-mRNA war geringer und betrug 65 Minuten fur
die Kontrolle bzw. 50 Minuten fir den PARN-knockdown. Aufgrund der geringen
Differenzen wurden diese Unterschiede jedoch nicht als signifikant betrachtet. Die hdchste
Halbwertszeit sowie die gro3te Abweichung zwischen Kontrollansatz und PARN-Depletion
wurde fiir die BBB®™-mRNA ermittelt, welche entsprechend bei 135 Minuten bzw. 210
Minuten lag. Diese konnte aber in weiteren Experimenten nicht reproduziert werden. Die
bestimmten Werte sind im Vergleich zu publizierten Daten (Bsp. Winzen et al., 1998) stark
erhoht (Faktor 2-4), was sich vermutlich aus erheblichen Unterschieden des experimentellen

Ansatzes erkléart (siehe Diskussion: 4.2).
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Abb. 17: Abbaukinetiken verschiedener BBB-Konstrukte nach einem PARN-knockdown. Die
Hybridisierungssignale der in Abb. 16A gezeigten Northern blots wurden quantifiziert und in Diagramme in
Abhéngigkeit der Zeit (h) aufgetragen. Zur Veranschaulichung ist weiterhin die Abbaukinetik des
unmodifizierten Konstrukts (BBB) dargestellt (siehe Abb. 15). Eine Standardisierung aller Quantitaten erfolgte
anhand der 18S rRNA, welche mit der verwendeten Sonde kreuzhybridisierte (in Abb. 16 nicht gezeigt).



Die Reduktion des Expressionslevels von PARN hatte fiir keines der untersuchten BBB-
Konstrukte eine signifikante Zunahme der Halbwertszeit zur Folge. Der experimentelle

Ansatz wurde fiur die verschiedenen BBB-Varianten mehrfach wiederholt.

3.2.1.2.2 Einfluss eines PARN-knockdowns auf die Stabilitat einer endogenen mRNA in HeLa-Zellen

Uber den Abbau transient exprimierter mRNA konnen die Ablaufe des mRNA-turnover, wie
er in vivo stattfindet, modglicherweise nur bedingt erfasst werden. Zum einen handelt es sich
um Sequenzkonstrukte, die in der verwendeten Zelllinie nicht natiirlich vorkommen. Des
weiteren erfolgt die Transkription der mRNA konstitutiv ohne den entsprechenden
chromosomalen Hintergrund. Gerade mRNAs, welche destabilisierende Elemente im 3"-UTR
enthalten, werden nur durch extrazellulare Stimuli und dann nur kurzzeitig exprimiert. Durch
eine Vielzahl von Genkopien pro Zelle und die Verwendung starker Promotoren ist die
Transkriptmenge im Vergleich zu endogenen mRNAs um ein Vielfaches erhoht. Aus diesem
Grund wurde zusétzlich der Abbau der Interleukin 8 (IL 8)-mRNA analysiert, sowie der
Einfluss eines PARN-knockdowns untersucht. Die Expression dieses Transkripts wird durch
das Interleukin 1 (IL 1)-Peptid kurzzeitig induziert. Durch ein ARE im 3"-UTR der IL 8-
MRNA ist deren Halbwertszeit sehr gering.

Fur die Reduktion des Expressionslevels von PARN wurden HelLa-Zellen ca. 12 Stunden
nach dem Ausséen mit der siRNA PII transfiziert. Als Kontrolle diente eine siRNA, welche
keine in HeLa-Zellen vorkommende Zielsequenz besal. 48 Stunden nach der Transfektion
wurden die Zellen fir die Probennahme den verschiedenen Zeitpunkten entsprechend auf
neue KulturgefaRe verteilt. Nach 72 Stunden erfolgte die Induktion der IL 8-mRNA durch
Zugabe des IL 1-Peptides. Zu den entsprechenden Zeitpunkten wurden die Zellen geerntet,
RNA prépariert und die IL 8-mRNA Uber Northern blot detektiert.

In Analogie zu den transient exprimierten mRNAs sollte die Verringerung der
Proteinkonzentration von PARN eine Erhéhung der Halbwertszeit des Transkripts bewirken.
Dies misste gleichzeitig mit einer verzogerten Deadenylierung korrelieren. Ahnliche Effekte
wurden fur die IL 8-mRNA als Auswirkungen nach einer Behandlung mit UV-Licht
beschrieben (Gowrishankar et al., 2005). Eine hohere steady-state-Menge der mRNA ist
dagegen nicht zu erwarten. Die Abb. 18A zeigt einen Northern blot, der den Abbau von IL 8-

MRNA nach Induktion mit IL 1 unter verschiedenen Bedingungen wiedergibt.
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Abb. 18: PARN hat keinen Einfluss auf den Abbau von endogener IL 8-mRNA in HelLa-Zellen. HelLa-
Zellen wurden fir die Depletion von PARN mit der siRNA PII transfiziert. Als Vergleich dienten unbehandelte
Zellen (-) sowie Zellen, deren Transfektion mit einer sSiRNA ohne Zielsequenz erfolgte (K). Die Transkription
von IL 8 wurde durch die Zugabe des IL 1-Peptids (1ng/ml) induziert. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach
der Induktion wurde RNA isoliert und mittels Northern blot analysiert. A: Northern blot, die angegebenen
Zeiten entsprechen den Stunden nach der IL 8-Induktion. Der Zeitpunkt t=0 entspricht uninduzierten Zellen.
Die verwendeten Sonden sind links angegeben. Die Hybridisierung mit GAPDH diente als Ladekontrolle. B:
Western blot, Die Reduktion des Expressionslevels von PARN wurde anhand der fir A préparierten Zelllysate
zum Zeitpunkt 0 h mit einem Anti-PARN-Antikorper analysiert. Unterschiedliche Extraktmengen (Angabe als
prozentualer Anteil) wurden dabei verglichen. Als Ladekontrolle diente ein Anti-a-Tubulin-Antikorper.

Zum Zeitpunkt O h, welcher uninduzierte Zellen repréasentiert, war keine IL 8-mRNA
detektierbar. Diese wurde erst 1 Stunde nach der Induktion als diskrete Bande nachgewiesen.
Bereits nach 2 Stunden war eine deutliche Verkirzung des Ausgangsprodukts zu beobachten.
Gleichzeitig wurde die detektierbare Mindestlange der mRNA schon erreicht. Im weiteren
Zeitverlauf erfolgte die komplette Degradation, so dass nach 6 Stunden keine RNA mehr
nachweisbar war. Dies wirde mit dem allgemeinen Schema des mMRNA-Abbaus
ubereinstimmen. Der erste Schritt ist die Deadenylierung, dem die komplette Degradation des
deadenylierten Zwischenprodukts folgt. Durch den knockdown von PARN wurde das
beobachtete Abbau-Schema jedoch nicht beeinflusst bzw. konnte dies unter den verwendeten
experimentellen Bedingungen nicht nachgewiesen werden. Ein Vergleich auf Basis der
GAPDH-Ladekontrolle in Abb. 18A zeigt, dass die IL 8-mRNA-Menge der Zellen, welche
mit RNAI behandelt wurden, die der unbehandelten weit Ubersteigt. Der Mengenunterschied
konnte auch aus einer erhdhten Stabilitat des Transkriptes resultieren. Dies wéare dann aber
kein spezifischer Effekt, welcher auf der Verringerung der Proteinkonzentration von PARN

beruht, da mit der Kontroll-siRNA dhnliche Ergebnisse erhalten wurden.



3.2.1.2.3 Die Beteiligung von PARN am Nonsense-Mediated mMRNA-Decay (NMD) konnte nicht
bestatigt werden

NMD beschreibt einen komplexen Mechanismus tber den mRNAs detektiert und eliminiert
werden, welche ein in frame-Stopkodon (premature translation termination codon (PTC))
enthalten. Auf diese Weise wird die Bildung von potentiell toxischen C-terminal verkirzten
Proteinen verhindert. Eine Reihe von Faktoren und strukturellen Voraussetzungen, welche
unter (1.2.2.2) naher erldutert werden, sind fir die Erkennung des PTC notwendig. Letztlich
ist der entscheidende VVorgang die Interaktion zwischen den NMD-Faktoren Upf 1 und Upf 2.
Upf2 ist dabei aulRerdem mit dem NMD-Faktor Upf3 assoziiert. Die Bildung des Upf- bzw.
NMD-Komplexes hat die Degradation der mRNA zur Konsequenz, wobei der zugrunde
liegende Mechanismus unbekannt ist. Untersuchungen mit transient exprimierten 3-Globin-
Konstrukten zeigen, dass, zumindest im Zytoplasma, der beschleunigte Abbau mit einer
forcierten Deadenylierung korreliert (Chen & Shyu, 2003; Yamashita et al., 2005). Eine
Reduktion des Expressionslevels von Dcp2 sowie der Exosom-Untereinheit PM/Scl100 hat
eine Hemmung des NMD zur Konsequenz, was darauf hinweist, dass die Degradation der
MRNA mit PTC uber die allgemeinen mRNA-Abbauwege vom 3"- bzw. vom 5" -Ende her
erfolgt (Lejeune et al., 2003). In S. cerevisiae 16st die vorzeitige Termination der Translation
die Hydrolyse der Cap-Struktur aus, wobei diese Reaktion, im Unterschied zu normalen
mRNAs, unabhéngig von einer vorangehenden Deadenylierung erfolgt (Muhlrad & Parker,
1994). Im Gegensatz dazu konnte in Séugetierzellen zumindest die partielle Deadenylierung
auch fir den 5°-3"-Abbau von mRNAs mit PTC von Bedeutung sein (Couttet & Grang, 2004;
Yamashita et al., 2005).

Erste Anhaltspunkte, dass PARN in den NMD involviert ist, ergeben sich aus der
Stabilisierung einer mMRNA mit PTC als Folge der Reduktion des Expressionslevels von
PARN durch RNAI (Lejeune et al., 2003). Dabei blieb aber der Nachweis, dass die
verringerte Abbaurate auf einer verminderten Deadenylierung basiert, aus. In diesem
Zusammenhang wurden aulRerdem erste Hinweise fur die direkte Interaktion von PARN mit
den NMD-Faktoren Upfl, Upf 2 und Upf3 erhalten.

Leicht modifizierte experimentelle Ansdtze wurden verwendet, um die Beteiligung von
PARN am NMD sowie die Interaktion mit den NMD-Faktoren Upfl, Upf2 und Upf3 zu
uberprifen. Gleichzeitig sollte dabei eine methodische Basis fiir eine detailliertere Analyse

der, durch PARN katalysierten, Deadenylierung im Zusammenhang mit dem NMD



geschaffen werden. Grundlage der Experimente war eine B-Globin-mRNA humanen
Ursprungs mit einem PTC an der Nukleotidposition 39 (B-GI-NS39), deren Expression
transient in HelLa-Zellen erfolgte. Ob der knockdown von PARN Auswirkungen auf die
Stabilitat von B-GI-NS39 hat, wurde mittels Northern blots analysiert. Als Vergleich diente
dabei die unverénderte B-Globin-mRNA (B-Gl-wt). Die quantitative Auswertung erfolgte
iiber eine modifizierte p-Globin-mRNA (B-Gl-wt**®"). Diese unterschied sich zu B-Gl-wt in
der Lange um 300 Nukleotide und wurde in jedem Ansatz zusatzlich exprimiert.

Uber das folgende experimentelle Schema sollte die Beteiligung von PARN am NMD
demonstriert bzw. reproduziert werden. HelLa-Zellen wurden ca. 12 Stunden nach dem
Aussden fir die Reduktion des Expressionslevels von PARN mit verschiedenen siRNAS
transfiziert. Als Positiv-Kontrolle diente eine siRNA, deren Zielsequenz die mRNA des
NMD-Faktors Upfl war. Als Negativ-Kontrolle wurde eine siRNA, die keine in HeLa-Zellen
vorkommende Zielssequenz besaB, verwendet. Ca. 30 Stunden danach erfolgte die
Transfektion des NMD-Substrats (3-GI-NS39). In einem parallelen Ansatz wurde dagegen 3-

300+ zusatzlich transfiziert. Nach

Gl-wt verwendet. In jedem Ansatz wurde aullerdem B-Gl-wt
weiteren 48 Stunden erfolgte die Ernte der Zellen und die Pré&paration von zytoplasmatischer
RNA. Diese wurde fir die Detektion der B-Globinkonstrukte in einen Northern blot
eingesetzt.

Eine deutliche Reduktion der Proteinmenge von PARN bis weit unter 10% der
Ausgangslevels wurde mit jeder der fur den knockdown transfizierten siRNAs erreicht (Abb.
19B) Basierend auf den publizierten Daten Uber den Abbau verschiedener NMD-Substrate
(Lejeune et al., 2003), misste eine Reduktion von PARN auf 10% der Ausgangskonzentration
bereits ausreichen, um die steady-state-Menge der B-GI-NS39-mRNA signifikant zu erhéhen.
Dies konnte aber auch bei einer wesentlich effektiveren Depletion nicht nachgewiesen werden
(Abb. 19A). Es war kein Unterschied in der Menge des B-GI-NS39-Transkripts zwischen der
Negativkontrolle und den verschiedenen RNAI-Ansatzen von PARN zu detektieren. Diese
betrug durchschnittlich 7%, legt man das steady-state-Level von 3-Gl-wt mit 100% zugrunde.
Der knockdown von Upfl dagegen hatte eine Steigerung der steady-state-Menge von B-Gl-
NS39 auf etwa 40% zur Konsequenz. Verglichen mit den 7,5 % der Negativkontrolle
entspricht dies einer funffachen Stabilisierung. Die Verringerung der Proteinkonzentration
von Upfl konnte im Western Blot nachgewiesen werden (nicht gezeigt).
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Abb. 19: PARN ist nicht in den NMD involviert. HeLa-Zellen wurden mit verschiedenen siRNAs fiir die
Reduktion des Expressionslevels von PARN (PIl, P Exl, P ExIl) und des NMD-Faktors Upfl (Upfl-2)
transfiziert. Als Negativkontrolle diente eine siRNA ohne Zielsequenz (Luci). Ein NMD-Konstrukt mit einem
PTC an der Nukleotidposition 39 (B-GI-NS39) sowie die unverdnderte Sequenz (B-Gl-wt) wurden als
Parallelansédtze im Anschluss transfiziert und transient exprimiert. Die Quantifizierung der steady-state-Mengen
der Konstrukte erfolgte ber Northern blots mit zytoplasmatischer RNA. A: Northern blot, Die verschiedenen
RNAI-Ansétze sind durch die verwendeten siRNAs gekennzeichnet. Die jeweilige B-Globin-Variante ist oben
angegeben. Die steady-state-Menge von B-GI-NS39 wurde im Verhaltnis zur B-Gl-wt-Menge bestimmt und ist
fir die jeweiligen Ansédtze unten in % angegeben. Der Abgleich unterschiedlicher Transfektionseffizienzen
erfolgte Uber das kotransfizierte Konstrukt -GI-wt®®*. B: Western blot, Gleiche Mengen der in A préparierten
Extrakte bzw. Zelllysate wurden mit einem Anti-PARN-Antikdrper auf die Depletion von PARN untersucht. Als
Ladekontrolle diente ein Anti-a-Tubulin-Antikorper.

Wie bereits erwahnt, ist ein weiterer Anhaltspunkt fiir die Beteiligung von PARN am NMD
dessen Interaktion mit den NMD-Faktoren Upfl, Upf 2und Upf 3. Unter Bedingungen,
welche die Integritdt von mRNPs bewahrt, wurde PARN mit Antikdrpern gegen Upfl, Upf2
und Upf3 koimmunoprézipitiert (Lejeune et al., 2003).

Fur eine Bestatigung dieser Ergebnisse und eine gleichzeitige Analyse, inwieweit die gezeigte
Interaktion auf einer direkten Assoziation zwischen den Proteinen oder nur auf der Integritét
von mMRNPs beruht, wurden diese Untersuchungen unter Verwendung eines stark
modifizierten Ansatzes wiederholt. Ausgangspunkt war dabei eine N-terminale HA-Fusion
von PARN, deren Koexpression mit jeweils einer FLAG-Fusion von hUpfl, hUpf2 und
hUpf3 transient in HeLa-Zellen erfolgte. Als Negativkontrolle diente die FLAG-Fusion von

hDcp2 sowie ein FLAG-Peptid ohne Fusion. Zellextrakte wurden einmal in Gegenwart von



RNase A sowie ohne RNase unter Zusatz von RNase-Inhibitor prépariert. Die Isolierung der
FLAG-Fusionsproteine aus den Extrakten erfolgte unter Verwendung der entsprechenden
Affinitats-Matrix (FLAG-beads). Die gereinigten FLAG-Fusionen wurden abschlielend im
Western blot mit einem Anti-PARN-Antikorper hinsichtlich einer Koprézipitation untersucht.
Antikorper gegen hUpfl und hUpf3 wurden auflerdem verwendet, um die Interaktion der
transient exprimierten NMD-Faktoren mit den entsprechenden Bindungspartnern aus HeLa-
Zellen nachzuweisen. Der Nachweis der FLAG-Fusionsproteine erfolgte mit einem Anti-
FLAG-AnNtikorper.

In den praparierten Zellextrakten wurden die HA-Fusion von PARN sowie die FLAG-
Fusionsproteine von Upfl, Upf3 und Dcp2 detektiert (Abb. 20A und B). Der Nachweis
erfolgte dabei mit jeweils 5% des fir die Isolation der jeweiligen FLAG-Fusion eingesetzten
Extrakts (Input). In den Reinigungen aller verwendeten FLAG-Fusionen konnte eine
Koprézipitation von PARN nicht beobachtet werden und zwar unabh&ngig davon, ob die
Herstellung des Zellextrakts in Gegenwart bzw. Abwesenheit von RNAse A (unter Zusatz von
RNase-Inhibitor) durchgefihrt wurde (Abb. 20A). Fur den Western Blot kamen dabei jeweils
50% des von den FLAG-beads gewonnenen Eluats zur Anwendung.

Als Kontrolle wurden die verschiedenen FLAG-Reinigungen weiterhin mit Antikdrpern
gegen hUpfl und hUpf3 in Western blots untersucht. Wie zuvor erldutert, ist eine wesentliche
strukturelle Voraussetzung fir den NMD die Interaktion zwischen Upf2 und Upf3 als
Bestandteile des exon junction complex (EJC) sowie die Interaktion zwischen Upf2 und Upf1,
die letztlich den Abbau der mRNA einleitet bzw. bedingt. Zumindest die Assoziation von
Upf2 und Upf3 ist dabei unabhdngig von intaktem mRNP. Weiterhin interagiert Upfl als
Bestandteil des NMD-Komplexes mit Dcp2 (Lykke-Andersen, 2002). In den Reinigungen der
FLAG-Fusionen von Upf3, Upf2, Upfl und Dcp2 sollten demzufolge die entsprechenden
Upf-Proteine von HelLa-Zellen koprazipitieren. So konnte Upf3 nach RNAse-Behandlung in
den Prézipitationen der FLAG-Fusionen von Upfl und Upf2 detektiert werden (Abb. 20C),
wobei die Anreicherung uber FLAG-Upfl ca. 10%, die Uber FLAG-Upf2 ca. 30% betrug.
Gemessen an der detektierten Menge von FLAG-Upf2 (Abb. 20B), ist dieser Anteil hoch
einzuschétzen und weist auf eine starke Assoziation zwischen Upf2 und Upf3 hin. Mit dem
selben Verfahren war ein Nachweis von Upfl in den entsprecheden FLAG-Prazipitaten

erfolglos.
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Abb. 20: PARN kann nicht mit Upfl, Upf2 und Upf3 koprazipitiert werden. PARN wurde als N-terminale
HA-Fusion zusammen mit jeweils einer FLAG-Fusion von hUpfl, hUpf2 und hUpf3 in HeLa-Zellen transient
exprimiert. Als Negativkontrolle wurde die FLAG-Fusion von hDcp2 sowie ein FLAG-Peptid ohne Fusion (-)
verwendet. Proteinextrakte wurden unter Zusatz von RNase A prapariert und die FLAG-Fusionen unter
Verwendung von FLAG-beads isoliert. 5% des Zelllysats (Input) und 50% des Eluats der FLAG-Reinigung
(FLAG-Préazipitation) wurden in einem Western Blot jeweils mit einem Anti-PARN-Antikoérper (A), einem Anti-
FLAG-Antikorper (B) sowie mit einem Anti-hUpf3-Antikdrper (C) untersucht. Die unterschiedlichen FLAG-
Fusionen sind oben angegeben. Hiss-PARN: rekombinantes in E. coli syntheisiertes His-tag-Fusion von hPARN.



3.3 Weiterfihrende Untersuchungen zur in vivo-Aktivitat von PARN

Entgegen den Erwartungen gestaltete sich der Nachweis der deadenylierenden Aktivitat von
PARN in vivo mit den verwendeten experimentellen Ansatzen als sehr schwierig. Obwohl die
Proteinmenge von PARN durch RNAI deutlich reduziert wurde, hatte dies keine signifikanten
Auswirkungen auf die Abbaurate aller analysierten mRNAs sowie auf die Stabilitat von
NMD-Substraten. Ein genereller Einfluss auf die Poly(A)-Langenverteilung war ebenfalls
nicht zu detektieren. Dies wiederspricht wesentlichen enzymatischen Eigenschaften von
PARN, wie der Poly(A)-Spezifitdit oder der Cap-Abhéngigkeit. AuBerdem existieren
experimentelle Daten, die darauf hinweisen, dass PARN in die Deadenylierung von mRNAs
in HeLa-Zellen involviert sein kodnnte. So erfolgt die Degradierung von Poly(A) in
zytoplasmatischen HeLa-Zellextrakten anhand eines typischen Musters bestehend aus
Intermediaten, die sich in der Ldnge um ca. 30 Nukleotide unterscheiden. Dieses Abbau-
Muster ist abhéngig von einer Cap-Struktur am 5°-Ende der RNA und konnte mit den
homogenen PARN- und PABPC1-Préparationen aus Kalbsthymus in vitro reproduziert
werden (Korner et al., 1997, Dehlin et al., 2000). Wird PARN durch Anti-PARN-Antikdrper
bzw. Anti-PARN-Immunserum aus HelLa-Zellextrakten depletiert, dann hat dies eine massive
Reduktion bzw. den Verlust der deadenylierenden Aktivitat in vitro zur Konsequenz. Durch
die Zugabe von rekombinatem PARN wird diese wieder hergestellt (Gao et al., 2000). Lasst
man verschiedene Gesichtspunkte auBer Betracht (siehe Diskussion: 4.2), dann ergibt sich aus
diesem Gegensatz die Frage nach der Funktion und damit nach dem Substrat von PARN in
vivo. Ein moglicher Hinweis konnte dabei aus der intrazellularen Lokalisation von PARN

abgeleitet werden.

3.3.1 Intrazellulare Lokalisation von PARN

Erste Immunfluoreszenzanalysen ergaben, dass PARN uberwiegend im Zytoplasma sowie in
geringeren Mengen im Kern lokalisiert ist. In einigen Féllen konnte auch eine Farbung der
Nukleoli nachgewiesen werden, wobei diese im Vergleich zum Nukleoplasma wesentlich
intensiver war (Korner et al., 1998). Zwei unabhéngig durchgefiihrte proteomische Analysen
detektierten PARN ebenfalls im Nukleolus (Andersen et al., 2002, Scherl et al., 2002).

Um letztlich Klarheit Uber die genaue Lokalisation von PARN zu erhalten, wurde diese erneut
anhand von Immunfluoreszenzen untersucht. Entscheidend war dabei einmal, dass uber die
Depletion von PARN durch RNAI eine Beurteilung der Spezifitat der Farbungen mdoglich ist

und das ein Anti-PARN-Immunserum zur Verfiigung stand, welches zumindest im Western



blot keine Kreuzreaktion mit anderen Proteinen aufwies. Weiterhin kamen eine N-terminale
Fusion von PARN mit dem green fluorescent protein (GFP) sowie eine N-terminale Fusion

mit dem HA-Peptid zur Anwendung.

In Immunfluoreszenzanalysen, bei denen HeLa-Zellen mit PFA (4%) fixiert und anschlieRend
mit Triton X 100 permeabilisiert wurden, konnte, unter Verwendung des Anti-PARN-
Immunserums, sowohl eine Farbung der Nukleoli als auch des Nukleus und des Zytoplasmas
nachgewiesen werden (Abb. 21A,). Die Intensitat der nukleoldren Farbung war dabei am
starksten, die des Zytoplasmas dagegen am geringsten ausgeprégt. Die Bestétigung, dass es
sich bei den intensiv gefdrbten Strukturen um Nukleoli handelt, erfolgte anhand von
Koimmunfluoreszenzfarbungen mit einem affinitatsgereinigten Anti-Fibrillarin-Antikorper
(Abb. 21C). Die Depletion von PARN durch RNAI hatte den Verlust der Markierung der
Nukleoli zur Folge, wéhrend das Ausmald der zytoplasmatischen und nukledren Farbungen
kaum verandert war (Abb. 21A;). Die Anwendung von alternativen Methoden der
Zellfixierung (Methanol, Prédextraktion mit Detergenz) sowie die Benutzung eines
affinitatsgereinigten Anti-PARN-Antikorpers beeinflussten die Intensitat sowie die Verteilung

der Farbungen zwischen den Zellkompartimenten nur geringfiigig (Abb. 21By, y).
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Abb. 21: Intrazellulare Lokalisation von PARN. Immunfluoreszenzfarbungen von PARN unter Verwendung
eines Anti-PARN-Immunserums (A) sowie eines affinitatsgereinigten Anti-PARN-Antikorpers (B). Die
Fixierung von HelLa-Zellen erfolgte entweder in 4% PFA (A, C) oder Methanol (B). Die Spezifitat der
Markierungen wurde anhand des PARN-knockdowns durch RNAi bewertet (All und BIl). C:
Koimmunfluoreszenzfarbung mit einem affinitatsgereinigten Anti-Fibrillarin-Antikérper bestatigen die
Uiberwiegend nukleolére Lokalisation von PARN.
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Ergénzende Untersuchungen zur intrazelluldren Lokalisation von PARN wurden mit einer N-
terminalen GFP-Fusion, deren Expression transient in HelLa-Zellen erfolgte, durchgefihrt.
Dabei konnten die Ergebnisse der Immunfluoreszenzanalysen tGberwiegend bestatigt werden.
Die Nukleoli und der Nukleus waren deutlich geféarbt, wobei die Intensitdt der nukledren
Markierung mafgeblich vom Expressionslevel des Fusionsproteins abhing. Exprimierten
HeLa-Zellen geringe Mengen der GFP-Fusion, waren die Nukleoli deutlich, der Nukleus
dagegen nur sehr schwach markiert. Dagegen hatten héhere GFP-PARN-Konzentrationen
eine deutliche Farbung des Nukleus zur Folge. Eine Markierung des Zytoplasmas war
indessen auch bei einer hohen Menge der GFP-Fusion nicht zu beobachten (Abb. 22A). Eine



vollstdndige und anndhernd gleichmaRig verteilte Farbung, mit Ausnahme der Nukleoli
zeigten dagegen HelLa-Zellen, in denen GFP ohne Fusion exprimiert wurde (nicht gezeigt).
Die N-terminale HA-Fusion von PARN lag ebenfalls angereichert in den Nukleoli sowie in
geringeren Mengen im Nukleus vor. Wie bei der GFP-Fusion von PARN konnte auch hier
eine Abhangigkeit zwischen dem Expressionslevel des Fusionsproteins und der Intensitét der
nukledren Farbung nachgewiesen werden. Bei der Expression geringer Mengen wurde die
HA-Fusion tberwiegend in den Nukleoli detektiert. Der Anteil im Nukleus war dagegen
gering. Eine erhohte Konzentration der HA-Fusion fuhrte zur Zunahme des Anteils im
Nukleus (nicht gezeigt).

Abb. 22: Intrazellulare Lokalisation der N-terminalen
GFP-Fusion von PARN. Die Expression der GFP-Fusion
erfolgte transient in HeLa-Zellen. A: griine Fluoreszenz in
Durchlicht-Dunkelfeldanregung, B: HeLa-Zellen mit GFP-
PARN in Auflicht-Hellfeldanregung. C: Western blot mit
einem Anti-GFP-Antiképer. (3) untransfizierten HelLa-
Zellen, (1) HeLa-Zellen, die mit GFP ohne Fusion sowie mit
einer GFP-PARN-Fusion  (2) transfiziert  wurden
(Abbildungen von Tavernez, J., 2004).

C

Aus den Immunfluoreszenzanalysen und den intrazelluldren Lokalisationen der GFP- und
HA-Fusionen kann geschlussfolgert werden, dass PARN vorwiegend im Nukleolus
akkumuliert. Der Anteil im Zytoplasma sowie im Nukleus ist dagegen eher als gering
einzuschétzen. Dies bestatigen auch Ergebnisse von Western blots, wo der verhaltnismaRige
Anteil von PARN in nukledren Zellextrakten den in zytoplasmatischen Fraktionen weit

ubersteigt.



Weiterfiihrende Analysen zur in vivo Aktivitat von PARN sowie zur ldentifizierung eines
entsprechenden Substrats erfolgten auf Grundlage der nachgewiesenen Anreicherung im

Nukleolus. Diese Untersuchungen werden nachfolgend néher vorgestellt.

3.3.2 RNA-Spezies im Nukleolus

Der Nukleolus ist eine Substruktur bzw. ein Kompartiment des Nukleus, welches funktionell
vor allem durch die Prozessierung und Reifung der ribosomalen RNA (rRNA) charakterisiert
ist. Dabei werden aus einem polycistronischen Vorlaufertranskript durch eine Vielzahl von
aufeinander folgenden exo- und endonukleolytischen Schritten die 5,8S und 28S rRNA sowie
ein Vorlaufer der 18S rRNA (21S rRNA) gebildet. Die vollstandig prozessierten rRNAs
werden anschlieBend an spezifischen Positionen durch eine 2°-O-Methylierung bzw. eine
Pseudouridylierung modifiziert. Komponenten, die fur einige dieser Prozessierungsschritte
sowie fur die posttranskriptionalen Modifikationen notwendig sind oder diese vermitteln bzw.
katalysieren, sind snoRNPs. Dabei handelt es sich um heterogene Komplexe, die aus einer
kurzen RNA (snoRNA) und verschiedenen Proteinen bestehen. Die Basenpaarung zwischen
der rRNA und der snoRNA determiniert u.a. die spezifische Position der Modifizierung oder
fungiert als Chaperone fur einen endonukleolytischen Verdau. (Filipowicz et al., 2002;

Fromont-Racine et al., 2003).

PARN wurde in Immunfluoreszenzanalysen tiberwiegend im Nukleolus detektiert. Es besteht
daher die Mdoglichkeit, dass es in Mechanismen, die mit der Biogenese der rRNA im
Zusammenhang stehen, direkt involviert ist. Ein weiterer indirekter Einfluss konnte sich aus
einer Beteiligung an den Prozessen der snoRNA-Reifung ergeben. Es erfolgte daher die
Analyse, inwieweit die Depletion von PARN durch RNAi Auswirkungen hinsichtlich der

rRNA-Reifung sowie der snoRNA-Prozessierung hat.

3.3.2.1 Einfluss von PARN auf die Biogenese von snoRNAs

Unter strukturellen und funktionellen Gesichtspunkten wird zwischen zwei Klassen von
snoRNAs unterschieden. Ein wesentliches Merkmal der C/D box snoRNAs sind zwei kurze,
konservierte, am 5°- und 3"-Ende gelegene Sequenzen (box C und box D). Im Bereich der box
D erfolgt die Bindung der target RNA sowie die Methylierung der entsprechenden Ribose an
der 2°-OH-Gruppe. H/ACA box snoRNAs sind ebenfalls durch zwei kurze, konservierte

Sequenzelemente (box H und box ACA) sowie eine typische Sekundérstruktur (hairpin-hinge-



hairpin-tail) charakterisiert. Die Synthese der snoRNAs erfolgt Uber verschiedene Wege.
Allgemein kennzeichnend ist ein Reifeprozess, der mehrere endo- und exonukleolytische
Schritte umfasst. In  Vertebraten sind snoRNAs hauptsachlich in Introns von
proteinkodierenden bzw. nichtkodierenden mRNAs enthalten. Die Freisetzung der
intronkodierten snoRNAs erfolgt einmal durch splicing, wobei die gebildete Lariat-Struktur
durch ein debranching-Enzyme linearisiert wird, oder durch eine endonukleolytische
Spaltung. Die dabei gebildeten 5- und 3"-Enden dienen als Ansatzpunkte fir die weitere
exonukleolytische Prozessierung (5"-, 3"-trimming) (Kiss, 2002; Filipowicz & Pogacic, 2002).
Alternativ werden snoRNAs auch als eigenstdndige, 3"-verlangerte Transkripte durch die
RNA-Polymerase Il synthetisiert. Die Vorlaufer weisen eine Cap-Struktur am 5°-Ende auf.
Die Freisetzung der 3"-Enden kann dabei durch Faktoren erfolgen, die auch in die 3'-
Prozessierung der Pra-mRNA involviert sind. In diesem Fall ist aber die endonukleolytische
Spaltung von der Polyadenylierung entkoppelt (Fatica et al., 2000; Morlando et al., 2002).

Die Anwesenheit einer Cap-Struktur, die Transkription durch die RNA-Polymerase Il sowie
die enge Assoziation mit Komponenten, die an der 3"-Prozessierung der Pra-mRNA und
damit auch an deren Polyadenylierung beteiligt sind, kdnnen, zumindest fiir die eigenstandig
synthetisierten snoRNAs, als hinreichende strukturelle Kriterien fiir ein mogliches Substrat
von PARN gewertet werden. Ein weiterer Anhaltspunkt sind polyadenylierte snoRNA-
Spezies, die in S. cerevisiae detektiert wurden und die sich in knockout-Mutanten der
Exosom-Untereinheit Rrp6p anhdufen (siehe unten) (Allmang et al., 1999; van Hoof et al.,
2000).

Eine Beteiligung von PARN an den Prozessen der snoRNA-Reifung ist daher nicht
auszuschlieen. In einer ersten Analyse wurden deshalb verschiedene snoRNAs hinsichtlich
der Auswirkungen eines PARN-knockdowns in Northern blots untersucht. Das Augenmerk
lag dabei vor allem auf quantitativen Effekten sowie auf der Akkumulation von

Prozessierungsintermediaten.

Es wurden insgesamt drei verschiedene snoRNAs analysiert: U99, welche zur Klasse der
H/ACA box snoRNAs gehort, sowie U3 und U106, die den C/D box snoRNAs zugeordnet
werden. U3 wird als eigenstandiges Transkript durch die RNA-Polymerase Il synthetisiert,
wéhrend U99 und U106 Intron-kodiert sind (Vitali et al., 2003; Lestrade & Weber, 2006). Fur
die Depletion von PARN in HeLa-Zellen wurden verschiedene siRNAs verwendet. Die

Préparation der RNA erfolgte aus zytoplasmatischen, nuklearen sowie Gesamtzellextrakten.



Fur keine der untersuchten snoRNAs konnte ein durch den knockdown von PARN bewirkter
signifikanter Effekt nachgewiesen werden. In den entsprechenden Northern blots wurden
weder zusatzliche 3"-verlangerte Spezies noch quantitative Unterschiede zwischen den
verschiedenen Ansatzen detektiert. Ein Northern blot der U3 snoRNA ist in der Abb. 23
gezeigt. Eine zusatzliche Bande im Bereich von ca. 270 nt war in der nukledren Préparation
sowohl des Kontrollansatzes als auch des RNAi-Ansatzes vorhanden. Dabei handelt es sich
vermutlich um ein unspezifisches Hybridisierungssignal, da sich der in HelLa-Zellen
detektierbare Vorlaufer der U3 snoRNA zur vollstandig prozessierten Sequenz nur um 8 nt
unterscheidet (Watkins et al., 2004). In Northern blots, welche mit Poly(A)"-RNA-
Préparationen durchgefiihrt wurden, konnten weder U3 noch 3 -verlangerte Spezies, welche

sich von U3 ableiten, nachgewiesen werden (nicht gezeigt).
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Abb. 23: Der knockdown von PARN hat keinen Effekt auf die Biogenese der U3 snoRNA. PARN wurde in
Hela-Zellen durch RNAI depletiert. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen (-). RNA (2,5 pg) wurde aus den
nuklearen (n), zytoplasmatischen (zy) sowie Gesamtzellextrakten (g) prépariert und in einem 10%-igen
denaturierenden Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Die Detektion von U3 erfolgte mittels Northern
blot mit einem 5 -markierten DNA-Oligonukleotid. A: Northern blot, die verwendete siRNA sind oben
angegeben, die Markerbanden sind mit den Nukleotidlangen (nt) links bezeichnet. B: Western blot, gleiche
Proteinmengen von den in A analysierten Extrakten wurden mit einem Anti-PARN-Immunserum auf die
Depletion von PARN untersucht.

3.3.2.2 Untersuchungen zur Beteiligung von PARN an der Biogenese der rRNA

Die rRNA-Gene werden durch die RNA-Polymerase | als polycistronische Einheit (Pré-
rRNA) transkribiert. Eine Transkriptionseinheit enthalt dabei die Sequenzen der reifen 18S,
5,8S und 28S rRNA. Diese sind untereinander durch die internal transcribed spacer (ITS1
und ITS2) getrennt. Sequenzbereiche, welche die Einheit flankieren werden als external
transcribed spacer (5'"ETS und 3"ETS) bezeichnet. Durch endonukleolytische Spaltungen in



den ETS- und ITS-Sequenzen werden die einzelnen rRNAs aus dem Primartranskript als
Vorlaufer freigesetzt. In S. cerevisiae wird 18S rRNA durch vier sukzessive
endonukleolytische Schritte gebildet. Die Synthese der 5,8S und 28S rRNA dagegen ist
wesentlich komplexer. Sie bedarf sowohl einer endonukleolytischen als auch einer
exonukleolytischen Prozessierung der 5°- bzw. 3"-Enden. In Abhé&ngigkeit der Reihenfolge
bzw. der Position der endonukleolytischen Schnitte erfolgt die Reifung der 5,8S und 28S
rRNA auf zwei verschiedenen Wegen, die durch das Auftreten charakteristischer Intermediate
gekennzeichnet sind (Fatica & Tollervey, 2002; Fromont-Racine et al., 2003). In humanen
Zellen werden die reifen rRNAs Uber einen dhnlichen Weg erzeugt (Hadjiolova et al., 1993).
Neben Endo- und Exonukleasen sind an der rRNA-Prozessierung auch snoRNPs beteiligt.
Der snoRNP U3 fungiert z.B. als RNA-Chaperone fir die Spaltung im 5"-ETS der 18S rRNA
(Borovjagin et al., 2004).

Ein grol3er Anteil der ribosomalen Biogenese, vor allem die Synthese der Pra-rRNA sowie die
ersten Prozessierungsschritte, finden im Nukleolus statt. Die polycistronische Struktur der
Pra-rRNA, die Synthese durch die RNA-Polymerase | sowie die endonukleolytische
Prozessierung an den ETS-Sequenzen durch den snoRNP U3 und das Fehlen eines
cleavage/polyadenylation element (1.1) bedingen, dass die Transkripte keine Cap-Struktur
besitzen bzw. nicht durch den Pra-mRNA cleavage and polyadenylation-Komplex modifiziert
werden konnen. Eine 3"-Prozessierung und damit Polyadenylierung in Analogie zur Pré-
MRNA-Synthese ist daher ausgeschlossen. Trotzdem wurden in S. cerevisiae polyadenylierte
rRNAs identifiziert, wobei diese in knockout-Mutanten der Exosomuntereinheit Rrp6p bzw.
in Gegenwart von 5-Fluorourazil, einem Inhibitor des Exosoms, akkumulieren (Kuai et al.,
2004; Fang et al., 2004). Aktuelle Untersuchungen zeigen, dass die Addition dieser Poly(A)-
Schwénze durch den TRAMP-Komplex katalysiert wird. Dieser besteht aus der Poly(A)-
Polymerase Trf4p oder Trf5p. Beide Proteine sind zu 48% identisch und funktionell
redundant. Weitere Bestandteile sind die putative RNA-Helikase Mtr4p, welche auch mit dem
nukledren Exosom assoziiert ist, sowie jeweils eines der Zink-Finger-Proteine Airlp bzw.
Air2p. Letztere vermitteln die Substratbindung des TRAMP-Komplexes. Im Unterschied zu
Paplp, verflgt weder Trf4p noch Trf5p tGber eine RNA-Bindedoméne (Vanacova et al., 2005;
LaCava et al., 2005; Houseley & Tollervey, 2006). Die kurzen Poly(A)-Schwénze fungieren
vermutlich als unstrukturierte Ansatzpunkte fiir das Exosom und markieren somit RNA fir
den exonukleolytischen Abbau, wobei die Mtr4p Sekundarstrukturen auflost bzw. gebundene
Proteine entfernt. AufRerdem wird zumindest in vitro das Exosom durch den TRAMP-



Komplex stimuliert (Vanacova et al., 2005; LaCava et al., 2005). Die Aktivitdt des TRAMP-
Komplexes im Zusammenhang mit dem Exosom ist fiir die Qualitatskontrolle von Bedeutung.
So werden z.B. tRNAs, die aufgrund von unmodifizierten Nukleotiden fehlerhafte
Sekundarstrukturen aufweisen, ber diesen Mechanismus selektiv degradiert (Kadaba et al.,
2004, Vanacova et al.,, 2005). Transkripte der RNA-Polymerase Il, welche sich aus
intergenischen Regionen ableiten, werden ebenfalls Uber diesen Weg abgebaut (Wyers et al.,
2005). Der Nachweis von polyadenylierten snoRNAs, snRNAs und rRNAs, wobei diese
Modifikation von Trfdp bzw. Trf5p abhangig ist, kann als Hinweis dafir gelten, dass dieser
Mechanismus der Qualitatskontrolle auch bei den letztgenannten RNA-Spezies stattfindet.
Unter der Annahme, dass diese Prozesse auch in htheren Eukaryoten konserviert sind, besteht

die Mdglichkeit, dass PARN in diese VVorgange involviert ist.

Es wurde daher Gberprift, ob der knockdown von PARN in HeLa-Zellen Auswirkungen auf
die rRNA-Biogenese hat, wobei sich die Untersuchungen anfanglich auf quantitative
Unterschiede der reifen rRNAs beschrénkten. Erste Analysen, die auf RT-PCRs basierten,
lieferten Anhaltspunkte dafiir, dass die Depletion von PARN durch RNAi mit der
Anreicherung der 5,8S; 18S und 28S rRNA verbunden ist (pers. Mitteilung J. Tavernez,
2005). Ein Problem bei diesem experimentellen Ansatz ergibt sich aus der optischen
Quantifizierung der RNA-Konzentration. Da diese, aufgrund des hohen Anteils von ca. 90%,
auf der 28S und 18S rRNA beruht, kdnnen ohne einen entsprechenden Vergleichsparameter
Mengenunterschiede nur grob ermittelt werden. Daher wurden die verschiedenen
Prozessierungsintermediate der rRNAs sowie die Pra-rRNA in die Analysen mit einbezogen.
Diese sind wesentlich instabiler und im Nukleus lokalisiert. Mit 5 -markierten DNA-
Oligonukleotiden, welche u.a. in den Bereichen der ITS1 und 2 hybridisieren (Abb. 24B),
wurde zytoplasmatische und nukleare RNA von HelLa-Zellen, in denen PARN durch RNAI
depletiert war, in Northern blots auf quantitative Unterschiede der rRNA-Vorldaufer
untersucht. Der Vergleich erfolgte mit einem Ansatz, der von unbehandelten Zellen stammte.

Es konnten dabei sowohl die zwei Préa-rRNA-Spezies (45S und 41S) als auch die
verschiedenen Prozessierungsintermediate der reifen rRNAs nachgewiesen werden
(Hadjiolova et al. 1993). Mit einer, gegen den 5 -Bereich des ITS1 sowie gegen die reife 18S
rRNA gerichteten, Sonde wurden die 34S und 21S Vorlaufer der 18S rRNA detektiert. Der
Nachweis der 32S und 36S Intermediate erfolgte mit einer Sonde, welche im 3"-Bereich des
ITS 2 hybridisierte (Abb. 24A,.v). Zwischenstufen der 5,8S rRNA-Reifung (12S) konnten



dagegen nicht beobachtet werden, was sich durch die verwendeten Sonden begriindet
(Hadjiolova et al. 1993, Bowman et al., 1981).
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Abb. 24: Ein knockdown von PARN hat keinen Effekt auf die Prozessierung von Pra-rRNA. HelLa-Zellen
wurden flr die Depletion von PARN mit der siRNA PII transfiziert. Als Kontrollen dienten unbehandelte Zellen
(). Nukleére (n) und zytoplasmatische (zy) RNA wurde prépariert, in einem Agarosegel (1%) elektrophoretisch
aufgetrennt und in Northern blots untersucht. Als Sonden dienten 5 -markierte DNA-Oligonukleotide. A: vier
verschiedene Northern blots, die verwendeten Sonden sind unter den Blots angegeben. Ein Schema der Pra-
rRNA wird unter B gezeigt und gibt die Sequenzbereiche wieder, in denen die entsprechenden Sonden
hybridisieren. Die verschiedenen detektierten rRNA-Intermediate sind rechts bezeichnet und durch ein Schema
zusétzlich beschrieben. Die RNA-Mengen bzw. Fraktionen sind oben angegeben. C: Western blot, gleiche
Mengen der in A analysierten Extrakte wurden auf die Reduktion des Expressionslevels von PARN mit einem
Anti-PARN-Immunserum untersucht.

Signifikante quantitative Unterschiede, die auf den knockdown von PARN zuriickzufuihren
waéren, konnten generell nicht beobachtet werden. Die RNA-Menge des RNAi-Ansatzes, die
mit der Sonde ITS2_3" nachgewiesen wurde, ist im Vergleich zu der von unbehandelten
Zellen leicht reduziert (Abb. 24A,y). Diese Verringerung schlie8t alle detektierten RNA-

Spezies ein und ist darlber hinaus auch mit der gegen die 18S rRNA gerichteten Sonde zu



beobachten (Abb. 24A). Da fir beide Northern blots die gleichen RNA-Proben zur
Anwendung kamen, resultieren diese Abweichungen vermutlich aus Unterschieden in der
Beladung. Bei einer genauen Betrachtung der RNA-Spezies, die mit der Sonde gegen die 18S
rRNA detektiert wurden, fallt auf, dass die elektrophoretische Mobilitadt der 34S rRNA des
Kontrollansatzes im Vergleich zum RNAi-Ansatz leicht erhdht war (Abb. 24Ay). Ein
ahnlicher Unterschied konnte jedoch mit der gegen den 5" -Bereich des ITS gerichteten Sonde
(ITS1_57), welche ebenfalls die 34S rRNA detektierte, nicht nachgewiesen werden (Abb.
24A,). Die Wiederholung des experimentellen Ansatzes unter Verwendung héherer RNA-
Mengen sowie alternativer Sonden, welche die betreffende rRNA-Intermediate selektiv
detektieren, miussten klarstellen, ob diese Differenz auf die Depletion von PARN
zurlickzufuhren ist. Die mit der Sonde ITS1 5 in den zytoplasmatischen RNA-Praparation
detektierten Banden (Abb. 24A,) sind vermutlich auf eine Kreuzreaktion mit der 28S rRNA
zurtickzufuhren, wobei der Schmier auf einen Abbau hinweist.

Aufgrund der Grolie der verschiedenen rRNA-Vorldufer von mehreren kB ist der Nachweis
von Intermediaten, die nur durch wenige Nukleotide verlangert sind, allein anhand des

Laufverhaltens nicht moglich (siehe unten).

Fur die Detektion der 5,85 rRNA erfolgte die elektrophoretische Auftrennung der RNA-
Proben in einem 8%-igen Polyacrylamidgel. Mit einer Sonde gegen die 5,8S rRNA wurden
drei RNA-Spezies nachgewiesen, die sich nur wenig in der Nukleotidlange aber relativ
deutlich in der vorhandenen Menge unterschieden (Abb. 25A). Reife 5,8S rRNA besteht aus
ca. 160 nt und wird vermutlich durch die Bande oberhalb der 160 nt-Markerbande
reprasentiert. Im Vergleich zu den RNA-Spezies im Bereich von 150 bzw. 170 nt liegt diese
in den zytoplasmatischen und Gesamt-RNA-Praparationen angereichert vor. Die Zuordnung
der zuséatzlichen detektierten RNAs war nicht mdglich. Das 12S rRNA-Intermediat, welches
aus der reifen 5,8S rRNA sowie einem groRen Anteil des ITS2 besteht und demzufolge eine
Lange von ca. 1000 nt aufweist, wurde entweder durch das verwendete Gel nicht aufgetrennt
oder konnte aufgrund der geringen Abundanz nicht nachgewiesen werden (Hadjiolova et al.,
1993). Ein quantitativer Effekt, der sich von einem knockdown von PARN ableitet, wurde
nicht beobachtet. Bei den Banden im Bereich von 240 nt bzw. 300 nt handelt es sich um
unspezifische Hybridisierungen, da die Signalintensitat nicht tber die aufgetragenen RNA-
Mengen entsprechend titriert wurde (Abb. 25B).
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Abb. 25: Ein Effekt auf die Prozessierung der 5,8S rRNA durch den knockdown von PARN kann nicht
nachgewiesen werden. HeLa-Zellen wurden mit sSiRNAs gegen PARN (PI1) transfiziert. Verschiedene Mengen
RNA aus zytoplasmatischen (zy), nuklearen (n) sowie Gesamtzellextrakten (g) wurde in einem 8%-igen
Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und im Northern blot mit einer Sonde gegen die 5,85 rRNA
hybridisiert. A: Northern blot der 5,8S rRNA, die RNA-Fraktionen bzw. Mengen sind oben, die Nukleotidlangen
des Markers (nt) links angegeben. B zeigt einen Ausschnitt von A (gekennzeichnet durch eine Klammer),
welcher langer exponiert wurde. Ein Western blot, der die Depletion von PARN in den verschiedenen Extrakten
demonstriert, ist in Abb. 23B dargestellt.

Es wurde weiterhin untersucht, ob in Analogie zu Kuai et al., 2004 und Fang et al., 2004 auch
in HeLa-Zellen polyadenylierte rRNA-Spezies, in diesem speziellen Fall der 28S rRNA,
nachweisbar sind bzw. ob diese detektierbar werden, wenn die Proteinkonzentration von
PARN durch RNAI reduziert wird. Ausgangspunkt der Experimente waren Poly(A)"-RNA-
Préparationen, deren Analyse in Northern blots erfolgte. 5"-markierte DNA-Oligonukleotide,
welche neben der reifen 28S rRNA auch gegen den ITS2 sowie gegen die reife 5,85 rRNA
gerichtet waren, kamen dabei zur Anwendung.

In den Poly(A)"-RNA-Priparationen, welche mit einer Sonde gegen die 28S rRNA
hybridisiert wurden, konnte eine RNA-Spezies detektiert werden (Abb. 26). Ein Vergleich mit
der dazugehdrigen Gesamt-RNA-Préparation zeigt, dass diese sich in der Lange zur reifen
28S rRNA nicht bzw. kaum unterschied. Anhand einer Kontrollhybridisierung, die mit einer
Sonde gegen die GAPDH-mRNA erfolgte, ist ersichtlich, dass die Poly(A)"-RNA im
Vergleich zur Gesamt-RNA-Praparation um ca. das zehnfache angereichert vorlag. Die
hohere Menge der RNA-Spezies, die in den knockdown-Proben detektiert wurde, ist ebenfalls
fur die GAPDH-mRNA nachweisbar, so dass diese vermutlich aus Unterschieden der
Beladung resultiert.
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Abb. 26: Polyadenylierte 28S rRNA kann in HelLa-Zellen auch nach dem knockdown von PARN nicht
nachgewiesen werden. HelLa-Zellen wurden fiir die Reduktion der Proteinkonzentration von PARN mit der
siRNA PII transfiziert. Als Vergleich dienten unbehandelte Zellen (-). Aus den Zellextrakten wurde Gesamt-
RNA (g) sowie Poly(A)*-RNA isoliert. Nach der elektrophoretischen Auftrennung in einem Agarosegel (1%)
erfolgte die Analyse im Northern blot. A: Northern blot mit einer Sonde gegen die 28S rRNA. Als Kontrolle
wurde eine Sonde gegen die GAPDH-mRNA verwendet. Die RNA-Fraktionen bzw. Mengen sind oben, die
verwendeten Sonden rechts angegeben. Detektierte RNA-Spezies, welche durch (*) gekennzeichnet wurden,
sind nicht polyadenyliert (sieche Text). B: Western blot, Verschiedene Mengen von den in A verwendeten
Zellextrakten wurden mit einem Anti-PARN-Immunserum auf die Reduktion der Proteinkonzentration
untersucht. Als Ladekontrolle diente ein Anti-a-Tubulin-Antikérper. Die Extraktmengen sind in % unten, die
Antikorper rechts angegeben.

Die 28S rRNA besteht aus ca. 5000 nt. Ob es sich bei der, in den Poly(A)"-Priparation
nachgewiesenen, RNA um eine polyadenylierte Spezies der 28S rRNAs handelt, kann daher
allein anhand von Unterschieden im Laufverhalten nicht erfasst werden. Aus diesem Grund
wurde untersucht, ob eine polyadenylierte Spezies der 28S rRNA mittels RT-PCR
nachweisbar ist. Dafiir wurde Poly(A)*-RNA in einer reversen Transkription mit einem
Oligo(dT);, eingesetzt. Unter Verwendung spezifischer Primer konnten aber weder fir den
PARN-knockdown noch fir den Kontrollansatz Fragmente der 28S rRNA-Sequenz
amplifiziert werden. Der Nachweis der 28S rRNA in den Poly(A)*-RNA-Préparationen ist
vermutlich auf eine unspezifische Bindung an die Oligo(dT)-Affinitatsmatrix, welche fur die

Reinigung verwendet wurde, zuriickzuftihren.

In Analogie zur 28S rRNA wurde zusétzlich ein Northern blot mit einer Sonde gegen die 5,8S
rRNA durchgefuhrt. Dafiir erfolgte die elektrophoretische Auftrennung der RNA in einem
8%-igen Polyacrylamidgel. Auch hier konnten RNA-Spezies in den Poly(A)*-Préparationen

detektiert werden, wobei kein Unterschied in der Quantitdt und Lange zwischen den



verschiedenen Ansétzen (PARN-knockdown und unbehandelte Zellen) sowie im Vergleich zu
einer Gesamt-RNA-Préparation beobachtet wurde (nicht gezeigt). Mit einer Sonde, die gegen
den 1TS2 gerichtet war, konnten keine RNA-Spezies in den Poly(A)*-Praparationen detektiert

werden.

3.3.2.3 Einfluss von PARN auf die Biogenese von snRNA

Eine weitere RNA-Spezies, die Ahnlichkeiten mit einigen snoRNAs hinsichtlich der
Biogenese aufweisen, sind snRNAs. Diese werden, mit Ausnahme von U6, durch die RNA-
Polymerase Il als VVorlaufer synthetisiert. Das primére Transkript wird prozessiert, wobei es
zur exonukleolytischen Verkirzung des 3"-Endes kommt. Zusétzlich wird das m7G Cap in
ein 3m (2, 2, 7-trimethyl-Guanosin) Cap umgewandelt. Dem Reifeprozess der snRNAs liegt
ein reversibler Transfer vom Kern in das Zytoplasma zu Grunde. snRNAs sind Bestandteile
der snRNPs (small nuclear ribonucleoproteins). Diese heterogenen, aus verschiedenen
Proteinen und RNA bestehenden Komplexe, bilden zusammen mit anderen
Proteinkomponenten das spliceosom, welches die Introns von Pra&-mRNAs prozessiert. Die
Zusammensetzung des spliceosom bzw. die Assoziation der verschiedenen snRNPs variiert
dabei in Abhé&ngigkeit des Intron-Typs. Die Mehrzahl der Introns werden durch ein
spliceosom prozessiert, welches die snRNPs U1, U2, U4, U5 und U6 enthadlt (Will &
Ldhrmann, 2001).

Ebenso wie snoRNAs (siehe oben) erfiillen auch snRNAs wesentliche strukturelle Kriterien
fiir ein mogliches Substrat von PARN. Bis auf die sSnRNA U6 werden alle durch die RNA-
Polymerase Il synthetisiert und enthalten eine Cap-Struktur. Die 3"-Enden der snRNA-
Vorlaufer werden durch Faktoren, die auch in die 3-Prozessierung von Pra&-mRNAS
involviert sind, gebildet. Dabei ist, wie bei den snoRNAs, die endonukleolytische Spaltung
von der Polyadenylierung entkoppelt (Morlando et al., 2002). Ungeachtet dessen konnten
polyadenylierte snRNA-Spezies in S. cerevisiae detektiert werden, wobei deren
Akkumulation auf dem knockout der Exosom-Untereinheit Rrp6p beruht (van Hoof et al.,
2000). Die Addition des Poly(A)-Schwanzes ist dabei von der RNA-Polymerase Trf4p
abhangig (Wyers et al.,, 2005). Wie zuvor erldutert ist Trf4p Bestandteil des TRAMP-
Komplexes, und zusammen mit dem nukledren Exosom in die Qualitatskontrolle
verschiedener RNA-Spezies, z.B. tRNAs, involviert (siehe oben).

Es wurde untersucht, ob der knockdown von PARN in HelLa-Zellen die Biogenese der
SnRNAs beeinflusst. Die Analysen beschrankten sich dabei auf Unterschiede in der steady



state-Menge bzw. auf zusétzliche 3"-verlangerte SnRNA-Spezies. Grundlage der Experimente
waren Gesamt-RNA-Préparationen, die in Northern blots mit in vitro transkribierter asRNA
gegen U1, U2, U4 und U6 eingesetzt wurden. Die Depletion von PARN erfolgte unter
Verwendung aller zur Verfligung stehenden siRNAs. Als Vergleich dienten unbehandelte
Zellen bzw. Zellen, die mit einer Kontroll-siRNA ohne entsprechende Zielsequenz transfiziert

wurden.

Im Northern blot von U4 und U6 (Abb. 27A) war nur eine Bande zu detektieren, welche mit
der jeweiligen reifen snRNA, 107 nt fur U6 (nicht gezeigt) bzw. 144 nt fir U4,
korrespondiert. Fir Ul dagegen konnten gleich zwei zusétzliche Spezies nachgewiesen
werden, die um ca. 50 bzw. 215 nt langer als die reife ShARNA (164 nt) waren. Bei U2 wurde
ebenfalls eine langere RNA detektiert, die sich um ca. 10 nt zur reifen snRNA U2 (187 nt)
unterschied.
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Abb. 27: Der knockdown von PARN hat keinen Effekt auf die Biogenese von snRNAs. In HelLa-Zellen
wurde PARN durch RNAI depletiert. Als Kontrolle dienten Zellen, welche mit unspezifischen siRNAs (K)
transfiziert wurden bzw. unbehandelte Zellen (-). RNA wurde isoliert und in einem 10%-igen denaturierenden
Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Die Detektion der snRNAs U1, U2, U4 erfolgte im Northern
blot. A: Northern blot, die in den verschiedenen RNAi-Ansdtzen verwendeten siRNAs sowie die fur die
Hybridisierung verwendeten Sonden sind oben angegeben. Die Markerbanden sind mit den entsprechenden
Nukleotidlangen (nt) links bezeichnet. B: Western blot, Die Proben von A wurden auf die Depletion von PARN
mit einem Anti-PARN-Antikdrper untersucht. Die in den verschiedenen RNAi-Ansétzen verwendeten siRNAs
sind oben, die verwendeten Extraktmengen in % unten angegeben.



Ob die zusétzlich detektierten RNAs sich tberhaupt von den jeweiligen sSnRNAs ableiten und
ob es sich dabei um 3 -verlédngerte Spezies handelt und inwieweit diese polyadenyliert sind,
war letztlich nicht relevant, da fir den knockdown von PARN kein Effekt beobachtet werden
konnte. Weder wurde eine zusatzliche 3"-verlangerte Spezies fiir die getesteten snRNAS
nachgewiesen, noch wurden quantitative Unterschiede zwischen den Ansétzen beobachtet.
Anhand des Western blots in Abb. 27B wird die unterschiedliche Effektivitdt der PARN-
Depletion in den verschiedenen RNAI-Ansatzen ersichtlich. Diese Unterschiede in der
Proteinmenge konnten mit unterschiedlich stark ausgeprdagten phéanotypischen Effekten
korrelieren. Dies wurde jedoch auch nicht beobachtet.

3.3.2.4 Der Einfluss eine PARN-knockdowns auf die Stabilitat der pri-miRNA-21

Die zuvor betrachteten RNA-Spezies (SNnRNA, snoRNA, rRNA) werden einer Kategorie von
Transkripten zugeordnet, die, aufgrund der allgemeinen funktionellen Eigenschaft nicht fiir
Proteine zu kodieren, als nc (non-protein-coding) RNA bezeichnet wird. Der Anteil von
proteinkodierenden Sequenzen im menschlichen Genom betragt nur 1,2%. Dem steht ein
transkribierter Anteil von wenigstens 50% gegenuber, so dass ca. 97% der synthetisierten
RNA aus Sequenzen besteht, die nicht fur Protein kodieren. Dies schlief3t Intronsequenzen mit
ein (Mattick & Makunin, 2005).

Zu den ncRNAs gehoren u.a. miRNAs. Diese kurzen (~22 nt) RNAs sind fir die Regulation
der Genexpression von Bedeutung. miRNAs leiten sich von Vorlaufern ab (pri-miRNA), die
u.a. in Introns von proteinkodierenden bzw. nichtkodierenden Pr&-mRNAs lokalisiert sind.
Alternativ kdnnen verschiedene miRNAs auch als polycistronische Einheit zusammengefasst
sein oder sie kommen als eigenstandige Transkripte vor, wobei in beiden Fallen die Synthese
durch die RNA-Polymerase Il erfolgt. Ein charakteristisches Merkmal der pri-miRNA ist eine
Sekundarstruktur, die eine L&nge von 60-70 nt umfasst und aus kurzen Doppelstrangen sowie
ungepaarten Nukleotiden (stem loop) besteht. Diese wird im Nukleus durch die Endonuklease
Drosha aus der RNA ausgeschnitten. Der entstandene miRNA-Vorlaufer (pre-miRNA) wird
nach dem Transport ins Zytoplasma (liber Ran-GTP und Exportin-5) durch die endonuklease
Dicer erneut gespalten, wobei es zur Freisetzung eines ~22 nt-Doppelstrdnges kommt, der an
beiden 3"-Enden einen Uberhang von jeweils 2 Nukleotiden besitzt. Ein Strang des Hybrides
(miRNA) wird in den RISC-Komplex inkooperiert. Der RISC-Komplex vermittelt die
Paarung der miRNA mit der entsprechenden Zielsequenz. Diese kann z.B. in 3"-UTRs von
MRNAs lokalisiert sein. Bei nahezu vollstandiger Komplementaritat l16st die Paarung die
Degradation der mRNA aus. Ist der gebildete Doppelstrang aus miRNA und mRNA dagegen



nicht vollstdandig komplementédr, kommt es (iber einen noch unbekannten Mechanismus zur
Hemmung der Translation (Bartel, 2004).

pri-miRNAs, die als eigenstandige Transkripte durch die RNA-Polymerase Il synthetisiert
werden, sind polyadenyliert und enthalten eine Cap-Struktur am 5°-Ende. Sie erfiillen damit
alle strukturellen Kriterien fur ein Substart von PARN (Cai et al., 2004). Da miRNAs in
regulatorische Prozesse involviert sind, ist davon auszugehen, dass ihre Synthese ebenfalls
einer stringenten Kontrolle unterliegt. Diese konnte theoretisch auch Uber die Halbwertszeit
der pri-miRNA erfolgen, wobei die Rate der Deadenylierung entscheidenden Einfluss hatte.
In diesem Zusammenhang konnte die Aktivitat von PARN von Bedeutung sein.

Es erfolgte daher die Untersuchung, ob der knockdown von PARN eine Anderung der
Stabilitat bzw. Halbwertszeit der pri-miRNA 21 (miR-21) zur Folge hat. Diese wird in HeLa-
Zellen in leicht detektierbaren Mengen exprimiert (Lagos-Quintana et al., 2001). Fir die
Reduktion des Expressionslevels von PARN wurden HeLa-Zellen mit der siRNA PII
transfiziert. Als Kontrollen dienten einmal eine siRNA, die keine in HelLa-Zellen
vorkommende Zielsequenz besitzt, sowie unbehandelte Zellen. Grundlage der Analyse waren
nukledre Poly(A)*-RNA-Préparationen, die in einer RT in Gegenwart eines Oligo(dT):,
eingesetzt wurden. Mit Oligonukleotiden, welche 170 nt stromauf- bzw. stromabwarts der
pre-miRNA-Sequenz binden, wurde im Anschluss eine semiquantitative PCR durchgefiihrt.
Zusétzlich erfolgte eine Kontrollreaktion mit Oligonukleotiden, welche die Sequenz der
GAPDH binden.

Nach 28 von insgesamt 35 Zyklen war ein PCR-Fragment mit der erwarteten L&nge von ca.
400 nt (exakte L&nge: 428 nt) in den verschiedenen Reaktionen des pri-miR-21-Ansatzes
detektierbar (Abb. 28A). Dabei konnte ein geringer Unterschied in der Quantitat der PCR-
Produkte beobachtet werden. Die meiste DNA wurde in den Proben amplifiziert, welche sich
von der Kontrolltransfektion ableiteten. Die niedrigste DNA-Menge war in den Ansétzen
vorhanden, welche von unbehandelten Zellen stammten. Fir GAPDH dagegen waren schon
nach 22 von insgesamt 28 PCR-Zyklen die entsprechenden Fragmente nachweisbar, obwohl
die PCR mit einer um 50% verringerten template-Menge erfolgte. Die quantitativen
Abweichungen, welche zwischen den pri-miRNA-21-Reaktionen beobachtet wurden, waren
in den Reaktionen der GAPDH-Kontrolle ebenfalls in nahezu identischen Verhaltnissen
vorhanden. Als Kontrollen dienten RTs, bei denen reverse Transkriptase, Poly(A)*-RNA bzw.
Oligo(dT);> jeweils durch Wasser ersetzt wurden. Damit wurde Uberprift, ob die
Amplifikation der PCR-Fragmente von einem Poly(A)-Schwanz abhéngig ist und nicht auf
DNA-Kontaminationen beruht. Fir den Ansatz von unbehandelten Zellen wurde nur eine



Kontrollreaktion (ohne RNA) durchgefiihrt, da die Poly(A)"-RNA-Mengen nicht ausreichten.
Sowohl fiir GAPDH als auch fiur die pri-miR-21 konnten die entsprechenden Fragmente
ebenfalls in Abwesenheit des Oligo(dT):> nachgewiesen werden. Die Synthese der cDNA
erfolgte also auch unabhé&ngig von einer Poly(A)-Sequenz. Die dafiir notwendige freie 3"-OH
Gruppe konnte von, im 3"-Bereich der RNA gebundenen, Oligonukleotiden stammen oder sie
leitet sich letztlich von der eigenen Sequenz ab, wobei das 3"-Ende der RNA eine Schleife
bildet. Aufgrund der Verwendung von Poly(A)*-RNA in den Reaktionsansitzen
représentieren die PCR-Produkte trotzdem die Quantitat der polyadenylierten RNA-Spezies.
Hinweise fir eine Kontamination mit genomischer DNA gaben Fragmente in den
Kontrollansatzen der pri-miR-21, die ohne reverse Transkriptase durchgefiihrt wurden. Diese
machen aber nur einen minimalen zusatzlichen Anteil am Produkt der cONA Amplifikation
aus.

Die steady-state-Menge der pri-miR-21 wurde durch einen knockdown von PARN nicht
beeinflusst. Die Mengen an Produkt, welche in der semiquantitativen PCR der knockdown-
Probe erhalten wurde, war zwar leicht erhoht im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Jedoch
konnte im Ansatz der Kontrolltransfektion eine noch gréRere Menge detektiert werden. Die
fur die pri-miR-21 beobachteten quantitativen Verhaltnisse waren aullerdem auch fir GAPDH

nachzuweisen, so dass sie vermutlich durch technische Abweichungen begrindet sind.
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Abb. 27: Die steady-state-Menge der pri-miRNA-21 wird durch den knockdown von PARN in HeLa-Zellen
nicht beeinflusst. A: Agarosegele (1,2%), in denen die Produkte semiquantitativer RT-PCRs elektrophoretisch
aufgetrennt wurden. Die RT erfolgte mit nuklearer Poly(A)"'-RNA in Gegenwart eines Oligo(dT)y,. Drei
Kontrollen, bei denen reverse Transkriptase (-RT), RNA (-RNA) oder Oligo(dT);, (-(dT)12) jeweils durch
Wasser ersetzt waren, wurden zuséatzlich durchgefiihrt. Die Reduktion des Expressionslevels von PARN erfolgte
durch Transfektion der siRNA PII. Zum Vergleich dienten unbehandelte Zellen (-) sowie HelLa-Zellen, die mit
einer siRNA ohne Zielsequenz (K) transfiziert wurden. B: Western blot, gleiche Mengen der nukleédren (n)
Extrakte sowie der Gesamtzellextrakte (g) wurden mit einem Anti-PARN-Immunserum auf die Reduktion des
Expressionslevels untersucht.
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4 Diskussion

4.1 Struktur und Katalysemechanismus von PARN

4.1.1 Das aktive Zentrum und der Katalysemechanismus von PARN

PARN gehort der DEDD-Superfamilie von Nukleasen an. Es enthalt die fur diese Gruppe von
Enzymen charakteristischen vier konservierten Aminosauren, drei Aspartate (D28, D292 und
D382) und ein Glutamat (E30), die in drei Sequenzmotiven (Exo-Motiv I-111) lokalisiert sind.
Diese Aminosauren sind flr die Katalyse essentiell. Ihre Umwandlung in Alanin fuhrt zum
vollstandigen Verlust der enzymatischen Aktivitat. Die Substrataffinitat wird dabei jedoch
nicht beeinflusst. Alle vier Reste sind an der Bindung von insgesamt zwei divalenten
Kationen beteiligt (Ren et al., 2002; 2004).

Diese Eigenschaften sind Anhaltspunkte daftr, dass die von PARN katalysierte Reaktion tber
einen two-metal-ion phosporyl-transfer mechanism erfolgen koénnte, der erstmals fir die
Nuklease-Doméne der DNA-Polymerase | von E. coli postuliert wurde (Beese & Steitz, 1991,
Steitz & Steitz; 1993). Die divalenten Kationen vermitteln dabei den Katalysemechanismus,
indem sie einmal eine genaue Positionierung und Orientierung des Substrates gewahren, den
Ubergangszustand stabilisieren und die Bildung bzw. Freisetzung des 3-Oxyanions
erleichtern. Als Lewis-Sdure fordert eines der Kationen auRerdem die Deprotonierung eines
H,0O-Molekils, wobei Uber das gebildete Hydroxidion der nukleophile Angriff auf das
Phosphat erfolgt. In der Pol | von E. coli ist dabei ein Tyrosin (Y497) von Bedeutung,
welches zusammen mit dem entsprechenden Metallion sowie dem konservierten Glutamat des
Exo-Motivs | die exakte Ausrichtung des Hydroxidions fir den nukleophilen Angriff
ermoglicht (Derbyshire et al., 1991; Steitz & Steitz; 1993). Das Tyrosin ist im Exo-Motiv 11l
(-Y-x(3)-D-) lokalisiert und nur in einigen Enzymen der DEDD-Familie konserviert. Andere
Nukleasen, zu denen auch PARN gehort, enthalten dagegen ein konserviertes Histidin (-H-
X(4)-D) an vergleichbarer Position. Basierend auf dieser Sequenzvariation erfolgt die
Unterteilung der DEDD-Familie in Untergruppen, die entsprechend mit DEDDy bzw.
DEDDh bezeichnet werden (Zuo & Deutscher, 2001). In Analogie zum Tyrosin kdnnte das
Histidin der DEDDh-Nukleasen an der Ausrichtung des nukleophil angreifenden
Hydroxidions beteiligt sein. Weiterhin ware denkbar, dass ihm als Protonenakzeptor ein
wesentlicher Anteil an der Bildung dieses Hydroxidions und damit zusétzlich ein
aktivierender Einfluss zukommt (Hamdan et al., 2002). Die Mutation dieser konservierten
Aminosaure misste sich daher in einer deutlichen Reduktion der enzymatischen Aktivitat

auswirken. Dies wurde durch unsere Analysen gezeigt. Die Umwandlung des H377 in Alanin
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ist mit einem drastischen Verlust der katalytischen Aktivitat von PARN verbunden. Im
Vergleich zum Wildtypprotein war die spezifische Aktivitdt um den Faktor 200 verringert.
Der gleiche Effekt konnte mit einer C-terminal verkirzten Mutante (PARN[1-537])
beobachtet werden. Das H377 ist daher eine weitere Aminoséure, die flr die enzymatische
Katalyse wichtig ist. Die Substitution des H377 in Alanin hatte keine signifikanten
Auswirkungen auf die Substratbindung (Wu et al., 2005). Die Umwandlung des Y497 in
Alanin in der Pol I von E. coli hat dagegen einen weniger drastischen Effekt auf die
katalytische Aktivitat (Derbyshire et al., 1991).

In der Kristallstruktur von PARNn wurden erstaunlicherweise keine Mg -lonen im aktiven
Zentrum nachgewiesen, obwohl 5 mM MgCl, im Kristallisationsansatz enthalten waren und
genug Raum fir deren Inkorporation zur Verfugung steht. Die Aktivitat von PARN ist absolut
von Mg? bzw. divalenten Kationen abhangig (Korner et al., 1997; Ren et al., 2002). Die
optimale Mg*-Konzentration fiir die enzymatische Katalyse betragt dabei 0,75-1 mM.
Zumindest bei einem der divalenten Kationen erfolgt die Assoziation mit dem Protein
unabhéngig von der Bindung des Substrats (Ren et al., 2002). Die Kokristallisation von
PARNN mit dem Oligo(A)1o wurde dagegen in Gegenwart von 5 mM EDTA durchgefihrt,
um den Abbau des Nukleotids zu verhindern. Dies erklart zum einen die Abwesenheit der
divalenten Kationen und beweist weiterhin, dass die Bindung des Substrates unabhéngig von
deren Gegenwart erfolgt. Der strukturelle Vergleich des aktiven Zentrums von PARNN-RNA
mit dem des €186-TMP-Komplexes (£186 ist die N-terminale Doméne der e-Untereinheit der
Pol 111 von E. coli (Hamdan et al., 2002)), zeigt hohe Ubereinstimmungen in Anordnung und
Position der konservierten Aminoséurereste. Die Seitenketten von D28, E30, D292 und D382
sind mit den entsprechenden Seitenketten von €186 (D12, E14, D103 und D167), abgesehen
von geringen Abweichungen, kongruent. Dies schlielit die Seitenketten der konservierten
Histidine, des H377 von PARN (siehe oben) bzw. des H162 von €186, mit ein (Wu et al.,
2005). Aufgrund dieser Identitat konnte die Katalyse flir beide Enzyme uber einen identischen
Mechanismus verlaufen. Die in PARNN-RNA fehlenden divalenten Kationen mussten dann
an den entsprechenden Positionen der Mn®*-lonen des £186-TMP-Komplexes lokalisiert sein.
Ein Mg*-lon wiirde dann von den Seitenketten des D28, D382 und E30, das weitere
entsprechend von D28 und D292 gebunden werden.

4.1.2 Das Dimer von PARN als strukturelle Einheit fur die enzymatische Katalyse

Auf der Grundlage von Gelfiltrations- und Protein-Protein-crosslink-Experimenten, welche

mit einem 54 kDa-Fragment des bovinen PARN bzw. mit dem rekombinanten humanen
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Protein erfolgten, wurde eine oligomere Struktur fur PARN postuliert, wobei ein Trimer
uberwiegen sollte (Martinez et al., 2000).

Die Kiristallstrukturen von PARNN in substratfreier und substratgebundener Form zeigen
eindeutig, dass es sich bei dem Protein um ein Homodimer handelt. Eine Untereinheit besteht
jeweils aus Nuklease-Domane und R3H-Doméne. Dass vollstdandiges PARN in Ldsung auch
als Dimer vorliegt, wurde durch Ultrazentrifugationsanalysen nachgewiesen (Dehlin, 2004).
Die analytische Gelfiltrationschromatographie der Deletionsvariante PARN[1-537] ergab
ebenfalls eine Zusammensetzung aus zwei Untereinheiten (Wu et al., 2005). Die
Dimerisierung in PARNN wird durch starke hydrophobe Kontakte zwischen den Nuklease-
Doménen vermittelt. Die Substratbindestellen befinden sich dabei auf entgegengesetzten
Seiten und werden entsprechend von der R3H-Doméne der jeweilig gegentberliegenden
Untereinheit tberdeckt (Abb. 4). Fir die R3H-Domane, ein konserviertes Sequenz- und
Strukturmotiv, das in einer Reihe verschiedener Proteine vorkommt, wird eine Beteiligung an
der Bindung von Nukleinsduren postuliert (Grishin, 1998). Aufgrund der engen Assoziation
mit der Substratbindestelle sowie der deckelartigen Anordnung kénnte die R3H-Doméne in
die Poly(A)-Bindung involviert sein und dabei die Affinitat bzw. Spezifitat beeinflussen. Das
Dimer wirde demnach als strukturelle Einheit fiir die enzymatische Katalyse fungieren. Eine
Auflésung der Dimerstruktur musste unter diesen Voraussetzungen zu einer Beeintrachtigung
der enzymatischen Aktivitat oder der Poly(A)-Spezifitat fuhren. Vergleichbare Effekte waren
dann auch nach einer Deletion der R3H-Doméne zu erwarten.

Ein Dbedeutender hydrophober Kontakt wird durch die Phenylalanine 123 und 127
gewaéhrleistet. Beide sind in der Helix a4 lokalisiert, Gber welche die Nuklease-Domanen
unter anderem in Verbindung stehen (Abb. 4, 6). Im Dimer kommt es zu einer
wechselseitigen Interaktion zwischen dem F123 der einen Untereinheit und dem F127 der
anderen Untereinheit. F123 ist dabei jeweils in einem hydrophoben Kern lokalisiert, der durch
eine Reihe von hydrophoben Aminosdureresten gebildet wird und von dem auch F127 ein
Bestandteil ist (Abb. 6).

Die Umwandlung des F123 in Alanin im vollstdndigen Protein hatte massive Auswirkungen.
Die Mutante eluierte bei der Chromatographie an MonoQ Uber fast den gesamten KCI-
Gradienten in schwankenden Proteinmengen (Abb. 7). Die héchste enzymatische Aktivitat
(U/ml), die im Vergleich zum Wildtypprotein erheblich verringert war, fiel dabei nicht mit der
Fraktion zusammen, die (ber die grofite Proteinmenge verflgte. Dies ist kennzeichnend fur
eine fehlerhafte Proteinfaltung und Aggregation und deutet daher auf F123 als eine

wesentliche Komponente fur die Struktur von PARN hin. Dagegen hatte die Substitution des
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F127 in Alanin keine Auswirkungen auf die enzymatische Aktivitdit sowie die
Substrataffinitdt von vollstaindigem PARN. Die Kinetischen Parameter Vmax und Ky
entsprachen denen vom Wildtypprotein.

F127 und F123 wurden auch in der verkirzten Variante PARN[1-537] durch Alanine ersetzt
(Wu et al., 2005). Fir die Mutante F127A konnten dabei im Gegensatz zum vollstandigen
Protein deutliche Effekte auf die enzymatische Aktivitdt sowie die Substrataffinitét
beobachtet werden. Eine analytische Gelfiltration der Mutanten zeigte, dass F127A
Uberwiegend, F123A dagegen ausschliel(lich als Monomer vorlag. Dies war mit der
Inaktivierung von F123A bzw. mit einer signifikanten Reduktion der enzymatischen Aktivitat
von F127A verbunden. Weiterhin besal F123A keine Affinitat gegeniiber Oligo(A)ss, die von
F127A war im Vergleich zu unverandertem PARN[1-537] stark vermindert. Ein Vergleich
der Ergebnisse der untersuchten Varianten von F127A lasst vermuten, dass offenbar Regionen
innerhalb der deletierten Bereiche von PARN[537] und damit auch von PARNnN ebenfalls
Anteil an der Dimer-Stabilisierung haben. Weiterhin sind sie Hinweise flr eine enge
Beziehung zwischen Dimerstruktur, Substratbindung bzw. -affinitdt und Kkatalytischer
Aktivitat. Die Bedeutung, die in diesem Zusammenhang der R3H-Domane zukommt, wird
anhand der entsprechenden Deletionsmutanten verdeutlicht. Die Entfernung der R3H-Doméne
in vollstaindigem PARN (APARN175-245) ist mit einer starken Verringerung der
Substrataffinitat verbunden. Dies duferte sich in einem im Vergleich zum Wildtypprotein um
den Faktor 16 erhdhten Ky-Wert. Die Vmax War dagegen nicht signifikant verandert. Die
Deletion hatte keinen Einfluss auf die Poly(A)-Spezifitat.

Die Entfernung der R3H-Doméne einschlieBlich der, als Linker fungierenden, a-Helices 5
und 8 (APARN134-269) flhrte zu einer verminderten Loslichkeit des Proteins und zum
Verlust der katalytischen Aktivitdt. PARN[1-537] mit der gleichen Deletion wies eine
erheblich verminderte katalytische Aktivitdt und Substrataffinitat auf (Wu et al., 2005). Die
R3H-Domaéne ist also in die Stabilisierung des Enzym-Substrat-Komplexes involviert, was
gleichzeitig bedeuten wirde, dass nur das Dimer die maximale katalytische Aktivitét

aufweisen kann.

Enge strukturelle Verknupfungen bestehen zwischen der Poly(A)-Bindestelle und der Dimer-
Kontaktflache. Ein Beispiel ist die a-Helix a3, Uber die beide Untereinheiten unter anderem
interagieren (Abb. 4). Diese enth&lt einmal Aminosauren, welche den hydrophoben Kern um
F123 bilden (siehe oben) sowie Aminoséauren, die an der Bindung des 3 -Nukleotids beteiligt

sind. So z.B. das S112, welches mit dem N3-Atom der Adeninbase von Ajq (siehe unten) tber
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eine Wasserstoffbriicke interagiert oder das F115, welches mit der Adeninbase von A;q Uber
hydrophobe Wechselwirkungen in Verbindung steht (Abb. 5, 6). Eine Veranderung der
Strukturen, welche die Assoziation der Nuklease-Domanen vermitteln, konnte demnach
gleichzeitig die Integritdt der Substratbindestelle aufheben; ein Gesichtspunkt, der fiir die
Mutante F123A von PARN[1-537] in Betracht kommt (siehe oben).

4.1.3 Die Substratbindung, sowie die Poly(A)-Spezifitdt von PARN

Poly(A) wird in einer Vertiefung der Nuklease-Domane gebunden. Diese ist negativ geladen
und enthalt auRerdem das aktive Zentrum mit den konservierten flr die Katalyse essentiellen
Aminosauren (Abb. 4, 5). Die Poly(A)-Bindestellen des Dimers befinden sich auf
entgegengesetzten Seiten und werden von den entsprechenden R3H-Domanen, die an der
Stabilisierung des Enzym-Substrat-Komplexes beteiligt sind, Uberdeckt (siehe oben). In der
Ko-Kristallstruktur von PARNn mit RNA sind die R3H-Domanen nicht aufgeldst. Dies
konnte darauf hinweisen, dass bei PARNnN die Kooperation zwischen Nuklease- und R3H-
Doméne beeintréchtigt ist. Dies ware gleichzeitig eine Erklarung fir die stark verminderte
enzymatische Aktivitat sowie Substrataffinitat von PARNN. Demnach wiirden Bereiche, die
in den deletierten Regionen von PARNnN liegen fir eine stabile und damit funktionelle

Interaktion der Doménen von Bedeutung sein.

Von dem fir die Kokristallisation verwendeten Oligo(A) sind nur die letzten drei
Nukleotide (Ag-Aig) in der Struktur von PARNN-RNA sichtbar. Zwischen dem in der
Poly(A)-Bindestelle lokalisierten Adenosin-Trinukleotid Ag-Ajg und dem Protein bestehen
eine Reihe von Wasserstoffbriickenbindungen sowie hydrophobe bzw. van der Waals-
Wechselwirkungen (VDW). Bis auf das S112, welches mit dem N3 der Adeninbase von Ajg
uber eine Wasserstoffbriicke in Kontakt steht, existieren keine basenspezifischen
Wasserstoffbriickenbindungen. Die Interaktion mit den Basen erfolgt hauptsachlich tber
VDW und hydrophobe Wechselwirkungen. Die Poly(A)-Spezifitat kann daher nicht auf eine
selektive Bindung der Adenine zurlickgefiihrt werden. Worauf letztlich die Poly(A)-Spezifitét
beruht ist unklar. Jedenfalls wird sie nicht durch die in PARNnN deletierten Bereiche bestimmit,
da auch PARNN selektiv Poly(A) degradiert (Abb. 3).

Das Ausmal} der Kontakte ist fir das am 3"-Ende gelegene Nukleotid Ao am starksten, fiir
das am 5"-Ende lokalisierte dagegen am schwéchsten ausgepragt. Die Adeninbase von Ag ist
aus der Substratbindestelle exponiert und kdnnte mit der R3H-Domane in Verbindung stehen.
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Die intensiven Wechselwirkungen zwischen dem Protein und Ajo gewéhrleisten vermutlich
eine genaue Positionierung der Phosphatgruppe fir den nukleophilen Angriff und sind daher
nicht nur fur die Bindung von Poly(A), sondern darlber hinaus auch fir die Katalyse von
entscheidender Bedeutung. Dies wird durch die entsprechenden Mutanten bestétigt. F31
interagiert mit seiner Seitenkette Uber VDW mit dem Ribose-Ring, sowie mit der
Phosphatgruppe von Ajg (Abb. 5). Die Substitution von F31 in Alanin fuhrte zu einer
moderaten Erhéhung des Ky um den Faktor 5 im Vergleich zum Wildtypprotein und
beeinflusste daher die Affinitdt zwischen Enzym und Substrat nur geringfugig. Gleichzeitig
war die Vimax mit einem Faktor von 50 erheblich reduziert, was auf eine Beeintréchtigung des
Katalysemechanismus hinweist. Ahnliche Effekte wurden fir die Mutanten 134A und K326A
beobachtet. 134 interagiert mit der Adeninbase von Ag, K326 ist Uiber eine Wasserstoffbriicke
mit dem O1P-Atom der Phosphatgruppe von Ag verbunden. Die Umwandlung der
entsprechenden Aminosaure in Alanin hatte ebenfalls nur eine méiige Steigerung des Ku
(Faktor 3 fur 134A bzw. Faktor 8 fur K326A) aber eine signifikante Verminderung des

Substratumsatzes (Faktor 20) im Vergleich zum unveranderten Protein zur Konsequenz.

4.2 Die in vivo-Funktion von PARN in somatischen Zellen

Vor allem wesentliche enzymatische Eigenschaften von PARN, wie die Spezifitat fur
einzelstrangiges Poly(A) sowie die Cap-Abhéngigkeit, sind Hinweise flr eine Beteiligung des
Enzyms an der Deadenylierung und damit am Abbau von mRNA. Inwieweit PARN in vivo in
diese Prozesse involviert ist bzw. welche Bedeutung dem Enzym bei der Regulation der
MRNA-Stabilitét in vivo zukommt, wurde bisher nicht genauer untersucht.

Eine erste Charakterisierung der in vivo-Funktion von PARN erfolgte anhand von Xenopus-
Oozyten. Dabei konnte gezeigt werden, dass PARN die sequenzunspezifische Deadenylierung
von maternaler mMRNA (default deadenylation) katalysiert (Korner et al., 1998).

Dass PARN als Deadenylase auch in somatischen Zellen von erheblicher Bedeutung sein
kdnnte, lasst sich aus verschiedenen experimentellen Daten folgern. So wurde bei zwei
unabhéangigen  Reinigungen von PARN aus Kalbsthymusextrakt bei allen
Chromatographieschritten jeweils nur ein Aktivitats-Peak detektiert (Korner et al., 1997,
Martinez et al., 2000). Dies schliet zwar die Existenz von anderen poly(A)-spezifischen
Deadenylasen nicht aus, ist aber u.a. ein Hinweis auf die hohe katalytische Aktivitdt des

Enzyms.
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Weiterhin fiihrt die Depletion von PARN aus Zellextrakten zum Verlust bzw. zu einer
signifikanten Reduktion der deadenylierenden Aktivitat in vitro. Diese kann durch die Zugabe
des rekombinanten Proteins wieder hergestellt werden (Gao et al., 2000).

Aullerdem erfolgt die Deadenylierung von mRNAs in HeLa-Zellextrakten unter Anreicherung
von Intermediaten, die sich in der Lange um ca. 30 Nukleotide unterscheiden. Dieses
charakteristische Abbaumuster, das vermutlich auf einem inhibierenden Einfluss von
PABPCL1 beruht, hangt von einer Cap-Struktur ab und kann unter definierten Bedingungen
allein mit den homogenen PARN- und PABPC1-Préparationen aus Kalbsthymus in vitro
reproduziert werden (Korner et al., 1997, Dehlin et al., 2000). Die Cap-Abhangigkeit ist dabei
eine spezifische Eigenschaft von PARN. Ccr4p, die katalytische Untereinheit des CCR4-
NOT-Deadenylasekomplexes von S. cerevisiae, wird zwar auch durch das Poly(A)-bindende
Protein (Pablp) gehemmt, die Cap-Struktur hat dagegen keine Auswirkungen auf die
katalytische Aktivitat (Tucker et al., 2002; Viswanathan et al., 2003).

Ein moglicher experimenteller Ansatz fir die Untersuchung der in vivo-Funktion von PARN
basiert auf der Depletion des Enzyms durch RNAI. Unter Verwendung verschiedener sSiRNAs
konnte die Proteinkonzentration von PARN in HelLa-Zellen standardmaRig bis auf 10% der
Ausgangsmenge verringert werden. Dieser sehr effektive knockdown misste mit einer
deutlichen Beeintrachtigung der biologischen Funktion korrelieren und anhand spezifischer
phanotypischer Effekte detektierbar sein.

Wenn PARN fur den Abbau von Poly(A) in somatischen Zellen von wesentlicher Bedeutung
ist, dann sollte die Reduktion der Proteinkonzentration zu Anderungen in der steady-state-
Poly(A)-Langenverteilung fiihren. Der Anteil von langen Poly(A)-Schwénzen musste dabei
zunehmen, der von kurzen Poly(A)-Schwanzen sich dagegen gleichzeitig verringern. Ein
Effekt, der z.B. mit dem knockdown von Cafl und Not2, zwei Untereinheiten des CCR4-
NOT-Komplexes, in S2-Zellen von D. melanogaster verbunden war (Temme et al., 2004).
Entsprechende Auswirkungen eines PARN-knockdowns in HeLa-Zellen konnten jedoch nicht
beobachtet werden. Obwohl die Proteinmenge bis unter 10% der Ausgangskonzentration
reduziert wurde, hatte dies keine Auswirkungen auf die steady-state-Langenverteilung von
Poly(A) im Kern bzw. Zytoplasma.

Eine mogliche Erklarung fur das Ausbleiben des erwarteten phanotypischen Effekts ware,
dass sich die Aktivitdt von PARN nur auf bestimmte mRNAs beschrénkt. Dazu kénnten auch
Transkripte gehoren, die AREs im 3-UTR enthalten. Diese sind allgemein durch eine sehr
geringe Halbwertszeit gekennzeichnet. Die hohe Abbaurate wird dabei durch Proteine
vermittelt, welche die AREs entweder direkt binden (ARE-BP) oder tber weitere Faktoren
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mit diesen indirekt assoziiert sind. So wurde eine direkte Interaktion zwischen PARN und
KSRP, einem ARE-BP, das alle ARE-Klassen bindet und den Abbau der entsprechenden
MRNAs fordert, nachgewiesen (Gherzi et al., 2004). Weiterhin wird PARN in vitro durch
TTP, ein ARE-BP, welches ausschlie3lich mit AREs der Klasse Il assoziiert ist, stimuliert.
Dies erfordert die Bindung des vollstandigen TTP an die ARE-Sequenz des entsprechenden
Reportertranskripts. Eine Mutation der fir die Katalyse essentiellen Aminosauren von PARN
hebt die forcierte Deadenylierung auf (Lai et al., 2003).

Um zu untersuchen ob bzw. inwieweit PARN in den turnover von mRNAs mit
destabilisierenden Elementen involviert ist, wurden die Auswirkungen eines PARN-
knockdowns auf die Stabilitdt bzw. Halbwertszeit verschiedener RNA-Konstrukte analysiert,
welche die AREs des humanen c-fos-, GM-CFF-, IL-8- und TNFa-Gens enthielten. Die
Synthese der mRNAs erfolgte transient in HeLare.or-Zellen, bei denen in Gegenwart von
Doxycyclin die Transkription der entsprechenden Zielsequenz gestoppt wird. Nach der
Zugabe von Doxycyclin wurde die Abnahme der steady-state-Menge der verschiedenen
RNA-Konstrukte entsprechend verfolgt.

Dabei konnte fir keines der untersuchten Transkripte ein, durch die PARN-Depletion
verursachter, Effekt auf die RNA-Stabilitdt nachgewiesen werden. Die Reduktion der
Konzentration von PARN bis deutlich unter 10% der Ausgangsmenge war weder mit
erhohten steady-state-Mengen noch mit einer signifikanten Zunahme der Halbwertszeiten
bzw. mit einer sichtbaren Verringerung der Deadenylierungsraten verbunden.

Die ermittelten Halbwertszeiten der verwendeten RNA-Konstrukte sind, verglichen mit
publizierten Werten, stark erhoht (Winzen et al., 1999). Dies ist sicherlich z.T. auf den
experimentellen Ansatz zurickzufiihren. Zwei sukzessive Transfektionen (SiRNA und
Plasmid-DNA) konnten die Zellen stressen und somit zu einer unspezifischen Stabilisierung
der mRNA beitragen (Kedersha et al., 1999; Bolling et al., 2002). Weiterhin kann nicht
ausgeschlossen werden, dass hohe Transkriptmengen die zellularen Abbaumechanismen
ibersattigen. Neben einer reduzierten Abbaurate wiirde es dabei auch zu einer Uberlagerung
der zu erwartenden phéanotypischen Effekte kommen.

Aus diesem Grund wurde zusatzlich der Einfluss eines PARN-knockdowns auf die Stabilitét
einer endogenen mMRNA von HelLa-Zellen untersucht. Durch Zugabe des Interleukin 1-Peptids
kann die Expression von Interleukin 8 (IL8) kurzzeitig induziert werden. Die IL 8-mRNA
enthdlt ein ARE, welches der Klasse | angehort, und das unter Standardbedingungen die
geringe Halbwertszeit des Transkripts vermittelt. Doch auch fiir die endogene mRNA wurden

keine spezifischen Auswirkungen auf die Stabilitat als Folge der PARN-Depletion detektiert.
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Die Proteinkonzentration war ebenfalls bis unter 10% gegeniiber unbehandelten Zellen
reduziert. Allerdings wurden in den Zellen, deren Transfektion mit der PARN-spezifischen
bzw. der Kontroll-siRNA erfolgte, signifikant erhohte IL8-mRNA-Mengen im Vergleich zu
untransfizierten Zellen nachgewiesen (Abb. 18A). Diese Unterschiede sind anscheinend nicht
auf verénderte Transkriptionsraten zurtickzufuhren, da die mRNA-Menge 1 h nach der
Induktion bei allen Ansétzen in vergleichbaren Bereichen lag. Wenn die Differenzen auf einer
erhdhten mRNA-Stabilitat beruhten, dann war dies keine spezifische Auswirkung der
reduzierten Proteinkonzentration von PARN, da die Kontrolle nahezu identische
Charakteristika aufwies. Als Ursache waére eine allgemeine stressbedingte Stabilisierung des

Transkripts, die durch die Transfektion der siRNAs ausgeldst wurde, denkbar (siehe oben).

Keiner der verwendeten experimentellen Ansétze fir den Nachweis einer Beteiligung von
PARN am mRNA-Abbau, bzw. an der Deadenylierung als geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt dieses Prozesses, in somatischen Zellen (HeLa-Zellen) resultierte in den erwarteten
phanotypischen Effekten. Obwohl die Proteinkonzentration durch RNAI erheblich reduziert
werden konnte, hatte dies keine Auswirkungen auf den Poly(A)-Status sowie auf die Stabilitat
der getesteten mMRNAs bzw. RNA-Konstrukte. Gleiche Ergebnisse wurden auch bei
unabhéngigen Untersuchungen, die nach identischen bzw. leicht modifizierten
experimentellen Konzepten erfolgten, erhalten (Chang et al., 2004; Yamashita et al., 2005).
Eine mogliche Erklarung wére, dass die durch RNAI erreichte Depletion des Proteins nur
partiell ist. Die geringen Restmengen konnten fiir die Aufrechterhaltung der in vivo-Funktion
ausreichend sein. Weiterhin ist denkbar, dass der Verlust von PARN durch andere Enzyme
mit vergleichbarer Aktivitdt komplementiert wird. So sind die Untereinheiten des CCR4-
NOT-Komplexes, dessen generelle Bedeutung fur den Abbau von Poly(A) in S. cerevisiae
und D. melanogaster demonstriert wurde, auch in Sdugetieren konserviert (Dupressoir et al.,
2001; Tucker et al., 2001 & 2002; Temme et al., 2003). Fir humanes CCR4 konnte auRerdem
eine poly(A)-spezifische 3 -Exoribonukleaseaktivitat in vitro und darlber hinaus eine
Beteiligung am Abbau verschiedener mRNAs in vivo gezeigt werden (Chen et al., 2002;
Chang et al., 2004; Yamashita et al., 2005).

Bei der Suche nach PARN-Homologen in entsprechenden Datenbanken wurde eine
Aminoséduresequenz mit hoher Ahnlichkeit zu PARN (28%) identifiziert. Beide Proteine
zeigen weiterhin groRe Ubereinstimmungen in den Bereichen der Exo-Motive I-I11. Die fir

die Katalyse essentiellen Aminosduren sind ebenfalls konserviert. Eine Expression dieser
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PARN-Variante konnte jedoch mittels RT-PCR, unter Verwendung verschiedener Primer,
zumindest in HeLa-Zellen mit groRer Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden.

Auch in C. elegans bewirkt der knockdown der entsprechenden PARN-Homologen keine
sichtbaren phénotypischen Effekte (Kamath et al., 2003; Reverdatto et al., 2004). Der
knockout des Enzyms in S. pombe hat ebenfalls keine Konsequenzen auf das Zellwachstum
oder wichtige physiologische Prozesse. In Analogie zu HelLa-Zellen wurden aullerdem keine
Veranderungen in der Poly(A)-Langenverteilung nachgewiesen (Reverdatto et al., 2004).
Letztlich deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass PARN nicht die dominierende Deadenylase
in somatischen Zellen ist bzw. unter den verwendeten experimentellen Bedingungen keinen
detektierbaren Einfluss auf die Stabilitat verschiedener Transkripte hat.

In Pflanzen dagegen ist die katalytische Aktivitat von PARN zumindest fiir die Embryogenese
essentiell. In A. thaliana fihrt der knockout des Enzyms zu einer massiv verzbgerten
Embryonalentwicklung, was letztlich mit dem Absterben der Samen verbunden ist. Von den,
in diesem Zusammenhang analysierten, embryospezifischen Transkripten konnte aber nur bei
einem eine geringe Zunahme der staedy-state-Poly(A)-Schwanzldnge nachgewiesen werden
(Reverdatto et al., 2004; Chiba et al., 2004). Eine weitere Mutante, bei der die Expression des
funktionellen Enzyms infolge eines frame shifts stark reduziert ist (eine geringe Menge von
enzymatisch aktivem PARN wird dabei durch differentielles SpleilRen gebildet) zeichnet sich
durch eine erhéhte Sensitivitat gegenliber Abscisinsédure (ABA) aus (Nishimura et al., 2005).
ABA ist ein Pflanzenhormon, das diverse physiologische Prozesse, wie Keimung und
Samenentwicklung, sowie die Anpassung an abiotischen Stress steuert bzw. kontrolliert
(Merlot & Giraudat, 1997). Pflanzen mit dieser Mutation weisen eine vermehrte Expression
stressinduzierter Gene auf. Sie sind auBerdem durch eine Vielzahl von morphologischen
Abnormalitaten und Abweichungen in verschiedenen Entwicklungsstadien gekennzeichnet. In
diesem Zusammenhang wurde weiterhin demonstriert, dass abiotischer Stress (Salz oder
osmotischer Stress) eine Steigerung der PARN-Expression in  Wildtyppflanzen zur
Konsequenz hat.

Die Beziehung zwischen den phanotypischen Effekten und der katalytischen Aktivitat des
Enzyms konnte zwar fur beide Mutanten nicht abgeleitet werden. Die Ergebnisse deuten
jedoch an, dass AtPARN in die durch ABA gesteuerten Entwicklungsprozesse bzw.
Anpassungsmechanismen an verschiedene Formen von abiotischem Stress involviert sein
kdnnte, wobei der regulatorische Einfluss Uber die Destabilisierung verschiedener mRNAs
erfolgen wirde (Nishimura et al., 2005). Die Modulation der mRNA-Stabilitét als ein Teil der



Diskussion 107

adaptiven Prozesse an unterschiedliche Stressbedingungen ist ein Mechanismus, der auch in

Saugetierzellen vorkommt (Fan et al., 2002).

4.2.1 Beteiligung von PARN am NMD

An der selektiven und beschleunigten Degradation von mRNAs mit einem in frame-
Stopkodon (premature translation termination codon (PTC)) sind Enzyme und Faktoren
beteiligt, die auch die allgemeinen Wege des mRNA-Abbaus katalysieren. Uber welchen
genauen Mechanismus der Abbau in Sdugetierzellen erfolgt und ob dabei die Deadenylierung
in Analogie zur Degradation von normalen mRNAs als erster und geschwindigkeits-
bestimmender Schritt von Bedeutung ist, konnte bisher nicht geklart werden. Einige
Untersuchungen zeigen, dass der NMD im Zytoplasma hauptsachlich auf einer gesteigerten
Rate der Deadenylierung beruht (Chen & Shyu, 2003; Yamashita et al., 2005). Die vorzeitige
Termination der Translation an einem PTC kann aber auch die verstirkte, von einer
vorangehenden Deadenylierung weitestgehend unabhangige, Hydrolyse der Cap-Struktur
auslosen (Couttet & Grange, 2004). Beide Untereinheiten des decapping-Komplexes (Dcpl,
Dcp2) interagieren mit Upfl, wobei die Assoziation vornehmlich in Anwesenheit von Upf2
und Upf3 erfolgt (NMD-Komplex) (Lykke-Andersen, 2002). Die Reduktion der
Proteinkonzentration von Dcp2 durch RNAiI hemmt den NMD, was sich in der erhthten
steady-state-Menge einer mRNA mit PTC ausdriickt (Lejeune et al., 2003).

In S. cerevisiae wird der Uberwiegende Teil der mRNAs mit PTC (ber den 5"-3"-Abbauweg
degradiert. Die Hydrolyse der Cap-Struktur ist dabei, im Gegensatz zu normalen mRNAs,
unabhdngig von einer vorangehenden Deadenylierung (Muhlrad & Parker, 1994). In
Saugetierzellen dagegen scheint der Zusammenhang zwischen decapping und
exonukleolytischer Verkirzung des Poly(A)-Schwanzes zumindest partiell auch fir mRNAs
mit PTC zu bestehen (Couttet & Grange, 2004; Yamashita et al., 2005).

Hinweise fiir die Beteiligung des Exosoms am NMD in S&ugetierzellen leiten sich u.a. vom
knockdown der Exosom-Untereinheit PM/Scl100 ab, wobei die Reduktion der
Proteinkonzentration mit der Stabilisierung eines NMD-Substrats verbunden ist (Lejeune et
al., 2003). In S. cerevisiae, wo der NMD nur zu einem geringen Teil (ber den 3"-5"-
Abbauweg erfolgt, geht der Aktivitat des Exosoms eine beschleunigte Deadenylierung voraus
(Mitchell & Tollervey, 2003).

Erste Anhaltspunkte, dass PARN in den NMD involviert ist, ergeben sich ebenfalls aus der
Stabilisierung von transient exprimierten NMD-Substraten als Auswirkung der Depletion des
Enzyms durch RNAI. Dieser Effekt ist aber, verglichen mit einem Dcp2- bzw. PM/Scl100-
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knockdown, nicht so stark ausgepragt (Lejeune et al., 2003). Aullerdem erfolgte kein
Nachweis, ob die erhéhte steady-state-Menge der untersuchten NMD-Konstrukte durch eine
verminderte Rate der Deadenylierung verursacht wird. Dahingehende erganzende
Untersuchungen wurden jedoch in dieser Arbeit nicht durchgefiihrt, da eine durch die
Depletion von PARN bewirkte Stabilisierung von NMD-Substraten nicht bestétigt werden
konnte. Obwohl die Proteinkonzentration unter Verwendung verschiedener siRNAs bis weit
unter 10% der Ausgangsmenge reduziert war, hatte dies keine Auswirkungen auf die Stabilitét
der transient exprimierten B-GI-NS39-mRNA. Die steady-state-Menge lag fur alle RNAI-
Ansatze von PARN sowie fir die Negativkontrolle in annéhernd identischen Bereichen und
betrug, verglichen mit der entsprechenden steady-state-Menge des unverdnderten Transkripts
(B-Gl-wt), durchschnittlich 7%. Der knockdown von Upfl dagegen hatte die Stabilisierung der
B-GI-NS39-mRNA zur Konsequenz. Die steady-state-Menge betrug im Verhéltnis zu B-Gl-wt
40% und war damit im Vergleich zur Negativkontrolle um den Faktor 5 gesteigert.
Unabhédngige Analysen, die auf identischen oder leicht modifizierten experimentellen
Ansatzen basierten, konnten die Beteiligung von PARN am NMD ebenfalls nicht bestatigen
(‘Yamashita et al., 2005).

Nach dem Modell der pioneer round of translation erfolgt die Identifizierung des PTC bei der
ersten bzw. vorlaufigen Translation, wobei diese entweder unmittelbar nach dem Transport
der entsprechenden mRNA bzw. des mRNP-Komplexes ins Zytoplasma oder in enger
Assoziation mit dem Zellkern stattfindet. Terminiert dabei das Ribosom in einem Abstand
von mehr als 50-55 Nukleotiden stromaufwarts einer Exon-Exon-Verknupfung wird die
Bildung des NMD-Komplex ausgeldst, was den Abbau der entsprechenden mRNA im
Zytoplasma oder im Zellkern einleitet. Wahrend dieser Prozesse ist die Cap-Struktur der
MRNA mit dem cap binding complex (CBC), einem Dimer, das aus den Untereinheiten
CBP20 und CBP80 besteht, assoziiert (Ishigaki et al., 2001; Maquat, 2005). CBP20
interagiert direkt mit dem Cap. CBP80 bindet CBP20 und induziert einen
Konformationswechsel, der die CBP20-Cap-Assoziation verstarkt (Mazza et al., 2002). Die
Aktivitat von PARN wird in vitro durch CBP80 gehemmt. Der inhibierende Einfluss beruht
dabei nicht auf einer verminderten Zugénglichkeit der Cap-Struktur, sondern ist auf die
direkte Interaktion des C-Terminus von PARN mit CBP80 zurlickzufiihren (Balatsos et al.,
2005). Da PARN auch im Nukleus lokalisiert ist (siehe unten), kénnte die Inaktivierung des
Enzyms durch den CBC die Pra&-mRNA bzw. die nukledr assoziierte reife mRNA vor einer
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vorzeitigen Deadenylierung schiitzen. Darlber hinaus wirde sie die Beteiligung von PARN
am NMD ausschlieen.

Die enge Assoziation zwischen Upfl und Dcpl bzw. Dcp2 weist darauf hin, dass der Abbau
von NMD-Substraten im Zytoplasma in processing bodies (PBs) erfolgen konnte (siehe
unten). Zwei weitere essentielle Faktoren des NMD in hoheren Eukaryoten, SMG5 und
SMG?7, sind ebenfalls in PBs lokalisiert. Beide Proteine interagieren mit phosphoryliertem
Upfl. Die Bindung (tethering) von SMG7 an ein Reportertranskript hat den beschleunigten
Abbau der entsprechenden mRNA zur Folge und zwar unabhéngig davon, ob diese ein PTC
enthalt (Unterholzner & lzaurralde, 2004). Die Deadenylierung des Transkripts konnte dabei
durch den CCR4-NOT- bzw. PAN-Komplex katalysiert werden, denn beide sind vornehmlich
im Zytoplasma lokalisiert, CCR4 akkumuliert dartiber hinaus auch in PBs (Cougot et al.,
2004; Yamashita et al., 2005).

4.2.2 Dieintrazellulare Lokalisation von PARN

Der Abbau von mRNA erfolgt im Zytoplasma. Entsprechend sind die an den verschiedenen
MRNA-Abbauwegen beteiligten Enzyme und Faktoren sowohl in S. cerevisiae als auch in
Saugetierzellen Uberwiegend im Zytoplasma lokalisiert. Das Exosom kommt in beiden
Zellkompartimenten vor und hat im Zellkern wesentlichen Anteil an der Prozessierung von
rRNA, snRNA und snoRNA. Des weiteren katalysiert es den 3"-exonukleolytischen Abbau
von mRNA. Dabei ist die Aktivitdt des Exosoms vom Ski-Komplex, einem Heterotrimer
(Ski2p, Ski3p, Ski8p), welches im Zytoplasma lokalisiert ist, abhangig (Anderson & Parker,
1998; Brown et al., 2000). Enzyme und Faktoren, welche die verschiedenen Schritte des 5°-
3"-Abbauweges von mMRNA katalysieren bzw. in diese involviert sind, wie die 5"-Exonuklease
Xrnl, der decappig-Komplex Dcpl/Dcp2 oder der LSm1-7-Komplex, sind ebenfalls im
Zytoplasma lokalisiert und dartber hinaus in diskreten Strukturen (foci) angereichert. Diese
zytoplasmatischen Kompartimente dienen weniger der Lagerung. Sie stellen vielmehr Zentren
dar, in denen der mRNA-Abbau konzentriert erfolgt (Processing Bodies (PBs)) (Ingelfinger et
al., 2002; Sheth & Parker, 2003; Cougot et al., 2004).

Der Abbau der mRNA wird generell durch die exonukleolytische Verkiirzung des Poly(A)-
Schwanzes eingeleitet. Die Untereinheiten des PAN-Komplexes sowie CCR4, die katalytische
Untereinheit des CCR4-NOT-Komplexes, sind im Zytoplasma lokalisiert. In Sdugetierzellen
akkumuliert Ccr4 in PBs, was Uber Kolokalisationsanalysen mit Dcpl nachgewiesen werden
konnte (Cougot et al., 2004). In den Ovarien von D. melanogaster wurde Ccr4 sowie Cafl,

eine weitere Untereinheit des CCR4-NOT-Komplexes, auch im Zytoplasma detektiert, wobei
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beide Proteine in diskreten foci angereichert vorliegen. In S. cerevisiae dagegen ist Ccrdp eher
gleichférmig im Zytoplasma verteilt (Sheth & Parker, 2003; Temme et al., 2004; Uchida et
al., 2004).

Wenn PARN in die Prozesse des mRNA-Abbaus in vivo involviert ist, dann wére eine
uberwiegend zytoplasmatische Lokalisation zu erwarten. In Immunfluoreszenzanalysen
wurde PARN dagegen hauptsachlich in den Nukleoli detektiert. Der Anteil sowohl im
Zytoplasma als auch im Nukleus war dagegen gering. Mit einer GFP- und HA-Fusion von
PARN, deren Expression transient in HelLa-Zellen erfolgte, konnten die
Immunfluoreszenzfarbungen bestétigt werden. Beide Fusionen akkumulierten vornehmlich in
den Nukleoli und waren dartber hinaus auch im Nukleus eindeutig nachweisbar. Die
Abundanz des entsprechenden Fusionsproteins im Nukleus hing dabei von dessen
Expressionslevel ab, wobei hohe Konzentrationen allgemein zu einer Zunahme des nukleéren
Anteils fiihrten. Die Anreicherung von PARN in den Nukleoli sowie die verhaltnismaRig
geringe Menge des Enzyms im Zytoplasma sind weitere Anhaltspunkte, dass der Anteil von
PARN am mRNA-Abbau in vivo, zumindest unter den verwendeten experimentellen

Bedingungen, von untergeordneter Bedeutung ist.

4.2.3 Hat PARN eine katalytische Funktion im Nukleus?

Aufgrund der Gberwiegend nukleédren Lokalisation von PARN sowie der Akkumulation in den
Nukleoli kann vermutet werden, dass sich die katalytische Funktion und damit auch das
Substrat des Enzyms auf dieses Kompartiment beschrankt.

Eine generelle Deadenylierung von nukledarer mRNA oder Pra-mRNA ist vermutlich
auszuschlieen, da die Depletion von PARN keine detektierbaren Auswirkungen auf die
steady-state-Poly(A)-Langenverteilung im Nukleus hatte. Die maximale Poly(A)-
Schwanzlénge der kernlokalisierten GAPDH-mRNA wurde durch den knockdown von PARN
ebenfalls nicht beeinflusst.

Wesentliche strukturelle Kriterien fiir ein Substrat von PARN sind ein am 3"-Ende gelegener
Poly(A)-Strang sowie die Cap-Struktur am 5°-Ende der RNA. Einige ausschlieBlich nukleér
lokalisierte RNA-Spezies werden durch die RNA-Polymerase Il synthetisiert und enthalten
demzufolge ein Cap. Dazu gehort z.B. die snoRNA U3. Die meisten SnRNAs, mit Ausnahme
von U6, deren Synthese durch Pol 11l erfolgt und die eine y-monomethyl-Cap-Struktur
enthalt, werden ebenfalls durch Pol Il gebildet (Will & Luhrmann, 2001). Diese nicht
kodierenden RNAs unterliegen allgemein einem Reifeprozess, der sowohl endo- als auch

exonukleolytische Schritte umfasst. Die Freisetzung der 3"-Enden der entsprechenden
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Vorlaufertranskripte erfolgt dabei u.a. durch Faktoren, die auch an der 3"-Prozessierung von
MRNAs beteiligt sind, wobei aber die endonukleolytische Spaltung von der sich
anschlieBenden Polyadenylierung entkoppelt ist (Fatica et al., 2000; Morlando et al., 2002).
Bei snRNAs erfolgt die exonukleolytische Prozessierung der Vorldufer im Zytoplasma. Dem
geht die Umwandlung des m’Cap in ein m®Cap (2, 2, 7-tri-methyl-Guanosin) unmittelbar
voraus. Die reife, mit Sm-Proteinen assoziierte SNARNA (snRNP Sm Core) wird anschlielend
in den Zellkern zuriicktransportiert, wo es zur Assemblierung des entsprechenden
vollstandigen snRNP kommt (Will & Liuhrmann, 2001).

Im Nukleolus findet die Reifung der rRNAs statt. Das polycistronische Transkript, welches
die 18S, 5,8S sowie die 28S rRNA enthalt, wird dabei durch Pol | synthetisiert.
Endonukleolytische Spaltungen der Pra-rRNA setzen die entsprechenden rRNAs als
Vorlaufer frei, deren weitere exonukleolytische Prozessierung sowohl vom 3"-Ende als auch
vom 5”-Ende erfolgt. Die Erzeugung der reifen 3"- bzw. 5 -Enden und die Synthese durch Pol
I schlieRt die Anfugung einer Cap-Struktur sowie eine Polyadenylierung in Analogie zu den
Mechanismen der Pra-mRNA-Prozessierung fur alle rRNAs aus.

In Rrp6p-Mutanten von S. cerevisiae wurden dennoch verschiedene rRNA- und auch snRNA-
sowie sSNnoORNA-Spezies mit kurzen Poly(A)-Schwénzen nachgewiesen (Allmang et al., 1999;
van Hoof et al., 2000; Kuai et al., 2004; Fang et al., 2004). Diese sind auf die Aktivitat der
kernlokalisierten Poly(A)-Polymerasen Trf4p bzw. Trf5p zurlckzufiuhren. Trf4p bildet
zusammen mit Mtrdp sowie dem Zink-Finger-Protein Air2p einen Komplex (TRAMP-
Komplex). Die putative ATP-abhangige RNA-Helikase Mtr4p ist genauso wie Rrp6p mit dem
Exosom im Zellkern assoziiert und hat dabei u.a. Anteil an der Prozessierung der 5,8S rRNA
(Allmang et al., 1999; de la Cruz et al., 1998). Alternativ zu Air2p kann Airlp, ebenfalls ein
Zink-Finger-Protein, im TRAMP-Komplex enthalten sein. Beide Proteine sind zu 48%
identisch und vermitteln die Substratbindung der Polymerase. Diese enthalt, im Gegensatz zur
Paplp, kein RNA-Bindemotiv. Trf5p, das zu 57% mit Trf4p identisch und ebenfalls mit
Mtrdp und Airlp assoziiert ist, bildet einen alternativen TRAMP-Komplex, der zumindest
partiell eine funktionelle Redundanz aufweist (LaCava et al., 2005; Vanacova et al., 2005;
Houseley & Tollervey, 2006). Der TRAMP-Komplex in Verbindung mit dem Exosom ist u.a.
fur die selektive Degradation von fehlerhaften tRNA-Spezies sowie fur den Abbau von
intergenischen Transkripten, die sich eventuell von zuféalligen promotordhnlichen Sequenzen
ableiten, von Bedeutung (Kadaba et al., 2004; Wyers et al., 2005). Die kurzen Poly(A)-
Schwaénze markieren dabei vermutlich die RNA fir den Abbau. Es wére denkbar, dass sie als
unstrukturierte Ansatzpunkte fir das Exosom fungieren und somit dessen Aktivitat fordern.
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Eine weitere Stimulierung des Exosoms konnte durch Mtrdp erfolgen, das z.B.
Sekundarstrukturen in tRNAs auflost oder gebundene Proteine entfernt (Anderson, 2005).
Dieser postulierte Reaktionsmechanismus konnte zumindest in Ansdtzen in vitro bestatigt
werden (LaCava et al., 2005; Vanacova et al., 2005). Was die polyadenylierten rRNA-,
SnoRNA bzw. snRNA-Spezies représentieren; ob es sich dabei um normale
Prozessierungsintermediate mit sehr geringer Halbwertszeit oder um fehlerhafte, fir den
Abbau selektierte Transkripte handelt, ist nicht klar. Ihr Anteil an der Gesamtmenge der
entsprechenden RNA-Spezies ist sehr gering. AuRerdem hat der knockout der verschiedenen
TRAMP-Komponenten keinen Einfluss auf die Abundanz der reifen Transkripte (Wyers et
al., 2005; LaCava et al., 2005).

Trf4p bzw. Trf5p typisieren innerhalb der strukturell, sowie funktionell sehr heterogenen
Gruppe von Nukleotidyltransferasen, die aufgrund ihrer Aminosduresequenzhomologien zur
eukaryotischen DNA-Polymerase [ als Pol-#like nucleotidyltransferase superfamily
bezeichnet wird, eine eigenstdndigen Familie (Trf-family). Zur Trf-family gehoren eine Reihe
von stark konservierten Aminosduresequenzen, die auch von hoheren Eukaryoten
einschlieRlich H. sapiens stammen und die eine hohe Ahnlichkeit mit konventionellen
eukaryotischen Poly(A)-Polymerasen aufweisen (Aravind & Koonin, 1999). Charakteristisch
ist u.a. die am N-Terminus lokalisierte katalytische Doméne mit drei hoch konservierten
Aspartaten. Eine RNA-Bindedoméne ist im Gegensatz zu konventionellen Poly(A)-
Polymerasen nicht vorhanden. Die Existenz eines Proteinkomplexes in Analogie zum
TRAMP-Komplexes von S. cerevisiae ist daher auch in Saugetierzellen denkbar. Dabei
konnte PARN flr den turnover der verschiedenen polyadenylierten RNA-Spezies von
Bedeutung sein.

In ersten Untersuchungen wurde daher berpriift, ob der knockdown von PARN durch RNAI
mit Auswirkungen auf verschiedene snoRNAs, snRNAs oder rRNAs verbunden ist, wobei die
Analyse sich Gberwiegend auf allgemeine quantitative Unterschiede sowie auf das Auftreten
von polyadenylierten Spezies oder 3"-verlangerten Prozessierungsintermediaten beschrankte.
Jedoch konnten fiir keines der untersuchten RNA-Spezies ein solcher Effekt deutlich
nachgewiesen werden, auch wenn die Konzentration von PARN erheblich reduziert war.

Die Detektion der RNAs erfolgte mittels Northern blot, wobei fiir die verschiedenen snRNAs
Gesamt-RNA, fir die snoRNA U3 zusétzlich noch Kern-RNA verwendet wurde. In S.
cerevisiae weisen die polyadenylierten Spezies eine sehr niedrige Abundanz auf (siehe oben).
Es ist daher moglich, dass die eingesetzten Mengen an Gesamt- bzw. Kern-RNA nicht

ausreichend waren, um die modifizierten RNAs bzw. die entsprechenden Intermediate zu
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detektieren. Durch die Verwendung von nukledrer Poly(A)'-RNA konnte deren
verhaltnismaRiger Anteil jedoch signifikant erhoht werden. Poly(A)*-RNA wurde dagegen fiir
die Nachweise von polyadenylierten Spezies der 5,8S und 28S rRNA eingesetzt.
Entsprechend modifizierte rRNAs konnten jedoch nicht eindeutig identifiziert werden.

4.3 Ausblick

Mit den verwendeten experimentellen Konzepten konnte die in vivo-Funktion von PARN in
somatischen Zellen nicht nachgewiesen werden. Mit unterschiedlichen siRNAs wurde
generell ein sehr effizienter knockdown erreicht. Die ermittelte Depletion von weniger als
10% der Ausgangsmenge reprasentiert dabei nur einen Durchschnittswert. Ein Grof3teil der
Zellen enthielt demnach vermutlich eine noch niedrigere PARN-Konzentration. Es ist nicht zu
erwarten, dass die in vivo-Funktion mit diesen geringen Enzymmengen vollstandig
aufrechterhalten wird. Aufgrund der uberwiegend nukledaren Lokalisation von PARN sowie
der Akkumulation in den Nukleoli kann mit hoher Wahrscheinlichkeit auflerdem eine
funktionelle Redundanz mit anderen Deadenylasen ausgeschlossen werden. Wesentliche
enzymatische Eigenschaften, wie die Poly(A)-Spezifitat und die Cap-Abhangigkeit, bringen
PARN direkt mit dem mRNA-Abbau in Verbindung. AuBerdem katalysiert das Enzym die
Deadenylierung von mRNA in Xenopus-Oozyten, ohne das dabei ein eingeschranktes
Substratspektrum vorliegt. Es besteht daher die Mdglichkeit, dass die enzymatische Aktivitét
von PARN in somatischen Zellen einer stringenten Kontrolle unterliegt und das eine
Beteiligung am mRNA-Abbau nur unter bestimmten Bedingungen erfolgt. Ein erster
Anhaltspunkt, der diese Vermutung stitzt, ist eine gesteigerte PARN-Expression in A.
thaliana, welche durch verschiedene Formen von abiotischen Stress ausgeldst wird (siehe
oben). Die adaptiven Prozesse an Stress korrelieren allgemein mit einer komplexen Anderung
im Gen-Expressionsmuster, wobei die Modulation der mRNA-Stabilitdt in diesem
Zusammenhang ebenfalls bedeutsam ist. Ein starkes Indiz, dass PARN in diese
regulatorischen Mechanismen involviert ist, basiert auf der Beobachtung, dass ein
Hitzeschock innerhalb nur weniger Minuten zur nahezu vollstandigen Translokation des
Enzyms von den Nukleoli ins Zytoplasma fuhrt (pers. Mitteilung J. Tavernez). Es ist daher
interessant zu sehen, ob mit den verwendeten experimentellen Strategien unter verschiedenen
Stressbedingungen (Hitzeschock, osmotischer Stress usw.) die erwarteten phanotypischen
Effekte zu beobachten sind.



5 Zusammenfassung

PARN ist eine poly(A)-spezifische 3 -Exoribonuklease. Durch verschiedene Punkt- und
Deletionsmutanten konnten im Rahmen dieser Arbeit wesentliche Erkenntnisse uber
strukturelle Voraussetzungen und Bedingungen fir die von PARN Kkatalysierte Reaktion
gewonnen werden. Grundlage waren dabei die Kristallstrukturen einer C-terminal verkirzten

Version des Enzyms (PARNN) in substratfreier bzw. substratgebundener Oligo(A)1o Form.

PARNRN ist ein Homodimer. Eine Untereinheit besteht jeweils aus Nuklease-Doméne und
R3H-Doméne. Die Dimerisierung wird durch starke hydrophobe Kontakte zwischen den
Nuklease-Doménen vermittelt. Die Bindung von Poly(A) erfolgt in einer Vertiefung der
Nuklease-Doménen, die das aktive Zentrum enthdlt und negativ geladen ist. Die
Substratbindestellen liegen im Dimer auf entgegengesetzten Seiten und werden von den R3H-
Domanen der entsprechend gegentberliegenden Untereinheit tberdeckt.

Das aktive Zentrum von PARN wird durch die vier hoch konservierten Aminosauren D28,
D292, D382 und E30 gebildet. Diese binden zwei divalente Kationen, welche fur die Katalyse
essentiell sind. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der konservierte, im Exo-Motiv

I11 lokalisierte, Histidinrest 377 ebenfalls fir die enzymatische Katalyse von Bedeutung ist.

Die Bindung von Poly(A) erfolgt zu einem groflen Anteil tber hydrophobe bzw. van der
Waals-Wechselwirkungen. Dass diese nicht nur fir eine stabile Interaktion zwischen Substrat
und Enzym sondern dartber hinaus fir die Katalyse von Bedeutung sind, indem sie
vermutlich die Positionierung und Orientierung des Substrates im aktiven Zentrum

gewahrleisten, wurde in dieser Arbeit anhand der entsprechenden Punktmutanten gezeigt.

Dass die R3H-Doméne an der Stabilisierung des Enzym-Substrat-Komplexes beteiligt ist,
konnte durch verschiedene Deletionsmutanten demonstriert werden. Da die Assoziation der
R3H-Doménen mit den Substratbindestellen wechselseitig erfolgt, fungiert das Dimer als
strukturelle Einheit fur die enzymatische Katalyse.

Fur die Beeintrachtigung der Dimerbildung wurden F123 und F127 als wesentliche
Bestandteile der hydrophoben Strukturen, welche den Kontakt zwischen den Nuklease-
Domadnen vermitteln, durch Alanine ersetzt. Die Mutation F127A hatte zumindest in
vollstandigem PARN keine Auswirkungen auf die enzymatische Aktivitat. Die Mutante
F123A konnte nicht in nativer Form aufgereinigt werden.



Ein wesentliches Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung der in vivo-Funktion von PARN
in somatischen Zellen. Die Poly(A)-Spezifitat sowie die Cap-Abhéngigkeit weisen allgemein
auf eine Beteiligung an der Deadenylierung und folglich am mRNA-Abbau hin.
Ausgangspunkt aller in dieser Arbeit durchgefuhrten experimentellen Ansdtze war die
Depletion von PARN in HeLa-Zellen durch RNAI. Mit verschiedenen siRNAs konnte die

Proteinkonzentration dabei bis unter 10% der Ausgangsmenge reduziert werden.

Trotz des sehr effizienten PARN-knockdowns, wurden weder Anderungen in der steady-state-
Poly(A)-Langenverteilung im Kern bzw. Zytoplasma nachgewiesen, noch war mit der stark
reduzierten Proteinkonzentration eine sichtbare Verringerung der Deadenylierungsraten bzw.
eine signifikante Zunahme der Halbwertszeiten verschiedener mRNAs verbunden. Neben der
endogenen Interleukin 8-mRNA wurden dabei transient exprimierte RNA-Konstrukte mit
AREs im 3-UTR analysiert. Im Gegensatz zu publizierten Daten, konnte die Stabilisierung
einer mMRNA mit in frame-Stopkodon als Folge einer PARN-Depletion nicht beobachtet und
damit die Beteiligung des Enzyms am Nonsense-Mediated mRNA-Decay (NMD) nicht

bestatigt werden.

Die sich aus den Analysen zur in vivo-Funktion ableitende Feststellung, dass PARN unter
normalen Wachstumsbedingungen fir den mRNA-Abbau in somatischen Zellen von
untergeordneter Bedeutung ist, wird durch die intrazelluldre Lokalisation zusatzlich gestitzt.
Mittels Immunfluoreszenzanalysen konnte gezeigt werden, dass PARN in den Nukleoli
akkumuliert. Der Anteil des Enzyms im Nukleus bzw. Zytoplasma ist dagegen gering. Mit
transient exprimierten HA- und GFP-Fusionen konnten die Ergebnisse der

Immunfluoreszenzfarbungen bestatigt werden.

Die nukleare Lokalisation sowie die Anreicherung von PARN in den Nukleoli lassen
vermuten, dass sich die Aktivitdt des Enzyms und damit auch das Substrat auf dieses
Kompartiment beschrankt. Ein weiterer Hinweis sind polyadenylierte SnRNA-, snoRNA- und
rRNA-Spezies, die in S. cerevisiae identifiziert wurden. Die kurzen Poly(A)-Schwanze sind
im Zusammenhang mit dem Exosom flr die Qualitatskontrolle von Bedeutung.

Ausgehend von der Mdglichkeit, dass in S&ugetierzellen analoge Mechanismen existieren,
wurde in dieser Arbeit analysiert, ob ein PARN-knockdown mit qualitativen bzw.

quantitativen Auswirkungen auf verschiedene rRNAs, snoRNAs und snRNAs verbunden ist.
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7.1 Abklrzungsverzeichnis
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