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Gegenstand dieser Arbeit ist die Charakteriserung neuer RNA-Motive. Der erste Tell
beschéftigt sich mit der Suche nach den ersten prokaryontischen Eisen-Reaktionselementen
(IRE-Motiven), wobel auf Erfahrungen mit bekannten eukaryontischen Motiven zuriickge-
griffen werden konnte. In einem zweiten Teil wurde ein zum Rev-Bindeelement homologes
humanes Motiv experimentell Uberpruft.

Im Rahmen der Arbeit wurden zunéchst die Ergebnisse einer im Vorfeld durchgefiihrten
Datenbanksuche analysiert und die besten Motive zur weiteren Uberpriifung ausgewahlt. Der
Hauptteil bestent in der experimentellen Uberpriifung dieser ausgewahlten Motive.

Die im ersten Teil betrachteten Eisen-Reaktionselemente (IREs) sind als regulatorische RNA-
Motive an der Aufrechterhaltung der Eisenhomdostase beteiligt. Sie werden durch Bindung
eines sog. eisenregulativen Proteins (IRP) aktiviert und wirken durch Trandationsregulation.
Diese Motive sind bei Eukaryonten bereits gut charakterisiert. Durch datenbankgestiitze
Motivsuche wurden entsprechende Motive auch bei E. coli gefunden. Die drei besten Motive
wurden ausgewahlt und in Bandshift-Versuchen experimentell auf Bindung an E. coli
Proteine und menschliches | RP untersucht.

Die drei untersuchten Motive liegen in der mRNA der Gene der Fumaratreduktase (frdB), der
Glutamyl-tRNA Reduktase (hemA) sowie des periplasmatischen Bindeproteins des
Ferrienterobaktin-Rezeptorkomplexes (fepB). Wahrend das IRE aus der hemA mRNA nur
eine geringe Affinitdt zum verwendeten E. coli Lysat sowie zum IRP aufwies, konnte fur die
anderen beiden Motive eine Bindung nachgewiesen werden. Beide Motive binden an ein im
E. coli Lysat vorhandenes Protein sowie an das menschliche IRP-1. Es konnte gezeigt
werden, daf3 diese Bindung in Abhangigkeit vom Eisenspiegel erfolgt und durch spezifische
Kompetitoren inhibiert werden kann. Umgekehrt waren die Motive in der Lage, mit einem
IRE der humanen Feritin mMRNA um die Bindung an menschliches IRE zu konkurrieren.
Durch die Existenz der Motive in der frdB und fepB mRNA ergeben sich interessante
Regulationsmoglichkeiten fur die bertroffenen Gene: Die Fumaratreduktase spielt eine
SchiUsselrolle im anaeroben Energiestoffwechsel vieler Bakterien und ist gleichzeitig eine der
wichtigsten Superoxidguellen der Bakterienzellen. Da IRE-Motive auch durch oxidativen
Strefd aktiviert werden, konnte ein in der frdB mRNA gelegenes IRE-Motiv die Synthese des
Enzyms stoppen, sobald das Bakterium in ein aerobes Medium gerét und so die Intoxikation
mit Superoxidradikalen verhindern. Eine Blockade des IREs konnte diesen unter Umsténden
sehr wichtigen Adaptationsmechanismus an veranderte Umweltbedingungen storen.



Der Enterobaktin-Rezeptorkomplex ist fir die Aufnahme des eisenbindenden Proteins
Enterobaktin verantwortlich. Durch ein IRE in einem zentralen Bestandteil des Transporters
konnte eine Feinregulation des Eisenspiegels erfolgen. Dartber hinaus existieren bel
Bakterien weitere eisenbindende Proteine, die in eisenarmer Umgebung, beispielsweise im
Serum eines Wirtes, bevorzugt werden. Durch ein IRE-Motiv konnte eventuell ein
Umschalten auf eines dieser anderen Systeme ermdglicht werden. Somit stellt auch dieses
|RE mbglicherweise ein interessantes Ziel fir therapeutische Ansétze dar.

Das Rev-Bindeelement (RBE), ein RNA-Motiv, ist eines der zentralen regulatorischen
Elemente des HI-Virus. Es koordiniert durch Bindung des viralen Rev-Proteins den viralen
Replikationszyklus. Im Gen der humanen DNA-Ligase | wurde ein RNA-Motiv gefunden, das
dem RBE weitgehend gleicht. Eine Bindung des Rev-Proteins an diese Sequenz konnte die
Trangdation des Ligase Gens behindern und aufgrund der Bedeutung der DNA-Ligase fur die
Immunabwehr eine weitere immunschwéchende Komponente im Verlauf der HIV-Infektion
darstellen. Umgekehrt ist zu beflrchten, dal3 gegen das Rev-Protein oder das RBE gerichtete
therapeutische Ansdtze auch das Ligase | Gen treffen. Aus diesen Grinden wurde die
Interaktion zwischen Rev und dem neuen RNA-Motiv durch Bandshift-Versuche
experimentell untersucht. Es zeigte sich dabel, dal3 die Affinitdt von Rev zum Motiv der
Ligase | mRNA nicht sehr grof3 ist, eine Interaktion jedoch nicht mit letzter Sicherheit
ausgeschlossen werden kann. Weiterhin wurde untersucht, ob in Zellkernextrakt menschlicher
Zellen ein Protein nachzuweisen ist, das an das Motiv der Ligase mRNA oder an das RBE
bindet. Es wurden zwel derartige Proteine gefunden. Wéhrend das erste mit geringer Affinitat
und Spezifitét sowohl an das Motiv der Ligase, als auch an das RBE bindet, interagiert das
zweite nur mit dem Motiv der Ligase mRNA. Es wére denkbar, dal3 es sich beim zweiten
Protein um den regulativen zelluléren Faktor des Ligase-RNA Motivs handelt.

Vorléufig kann aufgrund der geringen Affinitdt zwischen humanem RNA-Motiv und viralem
Protein davon ausgegangen werden, dal3 es durch eine gegen Rev oder das RBE gerichtete
antivirale Therapie nicht zu einer Beeintréchtigung der Ligase | Synthese kommt.
Weitergehende Untersuchungen zur endgiiltigen Klarung dieser Frage sowie zur vollstandigen
Charakterisierung des RNA-Motivs sind jedoch notwendig.



