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1.Einleitung

1.1. Das Hepatitis-B-Virus (HBV)

1.1.1. Das Hepatitis-B-Virus und seine medizinische Bedeutung

Das Hepatitis-B-VirugHBYV) ist der Prototyp der Hepadnaviridae (hepatotrope DNA-Viren),
einer Familie kleiner umhdaliter DNA-Viren, die Uber einegversen Transkriptionsschritt
replizieren (Ubersicht: Nassal, 1999 und 2000; Seeger & Mason, 20@0¢re Merkmale der
Hepadnaviren sin@ine enge Wirtsspezifitatnd ein ausgepragter Lebertropismus. Saod
Mensch undMenschenaffen die einzigen Wirtdes HBV. Die Replikation der Ubrigen be-
kannten Hepadnaviren, daruntgas Hepatitis-B-Virus de®Valdmurmeltieres woodchuck
WHV; Summers etl., 1978), desWollaffen (woolly monkey WMHBYV; Lanford et al.,
1998), des Erdhérnchengrgund squirrel, GSHV; Marion etal., 1980), der PekingEnte
(duck DHBV; Mason et al., 1980) und des Graureihbesg¢rn HHBV, Sprengel et al.1988),

ist ebenfalls auf die natrlichewirte begrenzt. Aufgrundeiner hohen Sequenzhomologie
werdendie Saugerhepadnaviren in d€&attung der Orthohepadnaviren zusammengefasst,
wahrend die Vogelhepadnaviren mit ahnliché&enomaufbau aber geringer Sequenzhomologie
die Gattung der Avihepadnavirerilden. Gemeinsamkeitemit den Retroviren, wiez.B. die
Uber ein RNA-Intermediat verlaufeneplikation, fihrten zur Einordnung der Hepadnaviren
in die Gruppe der Pararetroviren (Rothnie et al., 1994).

Als Erreger der B-Typ-Hepatitis stellt das HBV einen der am meisten verbreiteten Humanpatho-
gene dar (Lok, 1994). Weltweit gibt geschatzt850 Mio. chronische Virustrager, wobei das
Virus besonders in Landern der dritten Welt endemisichin etwa90% derFélle verlaufteine
HBV-Infektion transient, wahrend sie in 5-10@&nen chronischeverlauf annimmt. Diese
fuhrt bei rund 25% deinfizierten in der Folgezeit zur Entwicklung eines primaren Leberzell-
karzinoms (Beasley al., 1988). In sehr wenigdréllen (<1%) kommt es nach einer HBV-
Infektion zu einer fulminanten Hepatitisit sehr hohemMortalitat. Der Ukertragungsweg des
HBYV ist in hochendemischen Gebieten zumeist perinatal von der Muttdasuind, wahrend
dasVirus in den westlichen Landern haufig horizontakist tGber kontaminierte Nadeln oder
Sexualkontakte weitergegebevird. Seit etwa 20 Jahren gibt esne wirkungsvolle, aber
aufgrund ihrer hoherKosten nur bkdingt eingesetztémpfung. Fur die Behandlung der
chronischen Infektion steht momentan nur die begrenzt wirksame Theriapidnterferon zur
Verfligung, die in weniger als 50% zwiner Eliminierungdes Virus fuhrt (Hoofnagle &
DiBisceglie, B97). Seit kurzem werden aucRukleosidanaloga, wie.B. Lamivudin, zur
Behandlung eingesetzt. Ihre Wirksamkeit ahnelt der von Interfali@ndings scheint elativ
schnell zur Ausbildung resistenter Virusstamme zu kommen.
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1.1.2. Morphologie des Hepatitis-B-Virus

Im Serum HBV-infizierter Patienten finden sich die infektibsen, umhitene Partikel (Dane

et al., 1970) mit einem Duchmesser von 42 nm sowie die 22 nm gesdenVirushiillen, die
auch als subvirale Partikel (S-Partikelgzbichnetwerden. Die Konzentration anDane
Partikeln im Blut kann bis zu 1bPartikel/m! tetragen.Die S-Parikel liegen ineinem etwa
100-1000fachen Uberschuss gegentiiberre Partikeln vor.Ein infektidsesVirion besteht
auseiner Lipidhulle,die ein das DNA-Genom undlie Reverse Transkriptase enthaltendes
Nukleokapsid umschlief3t (Abb. 1.1.2.1.A).

CORE

Core-Protein
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=
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@
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o
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()]

M— > P-Protein

TP-Domane

DNA-GENOM

Abb. 1.1.2.1.(A) Schematischer Querschnitt durch &iBV-Virion. (B) Die Genomorganisatiodes HBV.

Die aulReren Linien reprasentieren die RNA-Transkripte, wobei die &uf3erste Linie dem RNA-Pragenom entspricht.
Die innere, teilweise doppelte, Linie stellt das partiell digigngige DNA-Genom dar. Die Pfeile im Zentrum
symbolisieren die offnen Leseraster. Weitere ErlauterungemesiText. (Darstellung dundlicherweisaron Dr.

M. Nassal zur Verfiigung gestellt.)

Die Lipidhille stammtvon der Wirtszelle unénthéltu.a. die drei Virus-Oberflachenantigene,

das grof3e Huillprotein LLarge 39 kDa), das mittlere Hullprotein Mddle; 33 kDa)und das

kleine Hullprotein S $mall 24 kDa).Die viralen Hullproteine machen etw&0% der in der
Lipidhille vorkommenden Proteireus (Heermann etl., 1987).Alle drei Hullproteinesind

von dem PreS/S-Leseraster codigngl. 1.1.3. GenomorganisationpPas M-Protein ist daher

ein S-Protein mit einer zusatzlichen PreS2-Doméane am N-Terminus, wahrend das L-Protein ein
M-Proteinmit zusatzlicher PreS1-Domarst. Eine Besonderheit des L-Proteirstellt dessen

duale Topologie dar (Bnge efal., 1995; Ostapchuk etl., 1994 und Bruss et al. 1994). Bei
einem Teil der L-Proteine ist die PreS1-Domane nach auf3en geuntt&annsomit mit dem

noch unbekannten Virus-Rezeptor auf der Wirtszelloberflache interagieren, beim tbrigen Tell
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der L-Proteine ist die PreS1-Doméane nach ingerichtet,was eine Interaktionmit dem
Nukleokapsid erlaubtlie Voraussetzungir die Umhillung des Nukleokapsids ifBruss et

al., 1996). Moglicherwise kommt dabei dem zellularétitze-Schock-ProteirtHsc70, das in
umbhuillten Viren zu finden ist und spezifisch mit der PreS1-Domane interagiert (Loffler-Mary et
al., 1997),eine Rollezu. Das viraleKapsid ist aus 1802w. 240 Kopien des Core-Proteins
(183 AS) aufgebaut (Crowther et al., 1994; Kennegl.et1995).Das Inneredes Kapsident-

halt das partiell doppelstrangige DNA-Genamd die mit ihm UbereinenTyrosinrest kovalent
verknipfte virale Reverse Transkriptase (P-Protein).

1.1.3. Genomorganisation

Mit einerGr63e von nur knapB,2 kB gehort das HBV-Genom zu den kleinstexkdnnten
Animalviren (Abb.1.1.2.1.B). Die sieben viralen Protein@erden vorvier teilweise Uberlap-
penden Hauptleserastern kodiert. jBdes Nukleotid innerhaldes Genomg&odierende~unk-

tion hat, liegen auchlle regulatorischen Abschnitte in kodierendgereichenDie vier Haupt-
leserasterqpen readingframes ORFs) sind in deReihenfolgePreC/C, P, PreS1/PreS2/S
und X angeordnet. Vom PreC/C-Leseraster wird das PreCore-Protein, welelshs
Prozessierungekretiertund als Hepatitis-B-Virug-Antigen (HBeAg) bezeichnetird, und

das Kapsid-bildende Core-Protein codiert. Die Translation des Core-Proteigs \amh einem

3,5 kB langenTranskript, das spéateauch in Kapside verpacktird und alsMatrize fir die
Reverse Transkription dient, urhher auch als RNA-Prdgenom oder prdgenomische RNA
(PgRNA) tkezeichnetwird. Die Synthese des PreCore-Proteins erfolgt \v@nem etwas
langeren, das Start-Codon des PreC-LeserastghaltendeTranskript. Beinahe 80% des
gesamten Genoms nimmt der ORF der PolymeeaseDas P-Protein wird wie das Core-
Protein auch durch Translation der pgRNA synthetisiert, wobei das Start-Codon des P-ORF in
der kodierenden Region des Core-ORdtwa 400 Nukleotide hinter denttart-Codon des
Core-Proteins liegt.

Die drei Oberflachenproteine L, Mnd S werden durctlie PreS1-, PreS2- un8-Leseraster
kodiert. Wie bei demPreC/C-Leseraster werden daftir verschiedene Transkniptgemein-
samem 3"-Ende aber verschiedenen 5" -Enden synthetisiert. Das vierte Leserastdiicodiert
X-Protein, ein nur bei den Orthohepadnaviren auftretendes Nicht-Struktur-Protein, \desssen
handensein fir die Etablierung einer Infektiovivo notwendig ist (Chen etl., 1993; Zoulim

et al., 1994). Dem X-Protein werdeme Vielzahl an Tramdktivatorfunktionen zugeschrieben,
die jedoch meist aufn vitro Experimentezuriickgehen.Die tatsachliche Funktion des
X-Proteinsin vivo ist bisher jedoch nochicht geklart (Ubersicht: Seeger & Mas®000).
Samtliche virale Transkriptesind am 5°-Ende decappt, ungespleit und am 3"-Ende
polyadenyliert.
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Das Genom der Avihepadnaviren kodiert nur fiir zwei Hullprotesndem fehlidasLeseraster
fur das X-Proteinlnteressanterweisgitt im DHBYV eine gespleil3tRNA auf, die ein zweites
PreS-codierendes Transkript darstellt é@letal., 1996).Die Existenzeiner gesplei3ten RNA
rickt die Hepadnavirertwas naher amie Retroviren, in deren Replikationszyklus dem
Spleil3en eine zentrale Rolle zukommt.

1.1.4. Der hepadnavirale Infektionszyklus im Uberblick

infektioses

Virion 8

s 8
o o

£ 8
o o

o
subvirale
Partikel
Rezeptor(en) YV VY \ /

S—

Reverse

Transkription

Hepatozyt
©
3 \

Y
RNA
Core- / P-Protein
Protein @
SAAARIPRLS:
NaVs Ef—/i/‘
* cap VAVANW\An
E’ra’CSOff:x RNA-Pragenom
Proteine

Abb. 1.1.4.1. Der hepadnaviraldReplikationszyklus im Uberblick. Beschraifg der einzelnerSchritte
innerhalb des Replikationszyklus siehe Text. ERndoplasmatisches Retikulum; IC: Imtexdidres
Kompartiment. (Darstellung freundlicherweise von Dr. M. Nassal zur Verfigung gestellt.)

Der hepadnavirale Replikationszyklus, in Abb. 1.1.4.1. schematisch dargestellt, beginnt mit der
Bindung des infektiéseNirions an die Leberzelle. Dies geschieht vermutlich Uber eine Inter-
aktion der PreS1-Domartes groRen Hullproteins init einemnoch nichtidentifizierten Re-
zeptor/Rezeptorkomplex auf der Wirtszelloberflache (Bruss et al., 1991DHRNV wurde die
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Carboxypeptidase D, augpl80 genannt, alprimérer Rezeptor identifiziefKuroki et al.,
1995; Tong et al., 1995; Breiner et al., 1998, Urban et al., 18@8sen ubiquitareluftreten
spricht allerdings fur die Existenz mindestens eines zweiten, die Spezifitdt vermitteinden Rezep-
tormolekils. Die Virus-Afnahme erfolgt hochstwahrscheinlich durétezeptor-vermittelte
Endozytose. Nach Fusiater Virushillemit der Membrander Endosomen gelangt daackte
Nukleokapsid ins Cytoplasm&urch einen noch nicht im [Cet verstandenen Vorgangird
das Nukleokapsid an den Kernporenkompleigiert (Kann et al., 1997 und 1999) urllt
vermutlich im nuklearen "Kafig"nuclearbaske} auf der Innenseitdes Kernporenkomplexes
auseinande(M. Kann, persMitteilung). Vondort aus wird der Komplex augralem DNA-
Genom und kovalent gabhdenem P-Protein in deédukleus entlasserDas partielldoppel-
strangige DNA-Genom dient nach Abspaltung des P-Proteins und Uberfiihringkiovalent-
geschlossenes zirkular@NA-Molekil (covalently closeccircular DNA; ccc DNA) durch
zellulare DNA-PolymerasenKock & Schlicht, 1993) aldMatrize fir die Synthese dewier
Klassen genomischer und subgenomisdREIAs. Die Synthese deviralen Proteine erfolgt
nach Export der Transkripte i@ytoplasmaEine Besonderheit stellt die prdgenomische RNA
dar, die als Matrize fir die Translatioles Core-Proteins und des P-Proteins dient,zuddm
auch Matrize fur didReverse Transkriptioist. Nach der Translatiomon 200-300 Kopien des
Core-Proteins fuhrtlie Translatiordes P-Proteins von der bi-cistronischen pgRNAdeten
Verpackung und Reversen Transkription. Dadbellt dieBindung des P-Proteins @is an die
am 5 -Ende der RNA liegende Kopie des Verpackungssigndisnker-Niepman eil., 1990)
das Signal fudie Einleitungdes Verpackungsprozesses und der Reversen Transkription dar
(Bartenschlager & Schaller, 1992). Mit der wahrend und nach der Verpackung ablayi#nden
und (+)-Strang DNA-SynthesBndet eine Reifung der Nukleokapside statlie von einer
Veranderungdes Phosphorylierungsmusters das Kapsetgelietist. In Abhéngigkeit vom
Phosphorylierungsgrad des Kapsids und der Menge an verfligbarem L-ProteirMienaanan
desEndoplasmatischen Retikulums (ER) odes IntermediareKompartiments(IC), kommt

es entweder zuknospung des Nukleokapsids in das ER/IC, wobesease Huille erhalt und
Uber den sekretorischen Wags derZelle eportiert wird, oderzum Transport des Nukleo-
kapsids zurtick zur Kernmembran, wo es, wie bei der urspriinglichen Infektion, sein Genom in
den Kern entlaf3t. Im Nukleus wird das DNA-Genom in ccc-DNA Uberfuhrt unbliattize fir

die Synthese neuer viraler Transkripte herangezogen (Tuttlerahn ¥286; Wu etal., 1990).
Dieser intrazellulare Zyklus dient der Erhéhung der Anzahl an ccc-DNA Molekilen.

1.1.5. Der Lebenszyklus des RNA-Pragenoms

Durch seine Doppelfunktion als mRN#ad Vorlagefir die Reverse Transkriptiotles Virus-
genoms nimmt da8,5 kB RNA Pragenom (pgRNAgine zentraléStellung im hepadnaviralen
Replikationszyklus ein. Die pgRNA geht aus der TranskriptioncdedDNA im Zellkern durch
die zellulare RNA-Polymerase Il hervor. Dartterliegtdas Pragenom widie Ulrigen viralen
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Transkripte auch defur zellulare Pra-mRNAs tbkhen Modifikationen wie dem Anhangen
einer fmGpppN] Cap-Struktur am 5-Ende undines Poly-A-Schwanzes am 3'-Ende der
RNA. Im Gegensatz zu den meistagllularenPra-mRNAs wirddie intronlosepgRNA jedoch
nicht gespleifl3t. Auch die Polyadenylierung der virdkhAs unterscheidet sich in zw&unk-

ten von der Polyadenylierungellularer PA-mRNAs. Zum einen weichidas hepadnavirale
Polyadenylierungssignal UAAAA an der ersten Position von der Hexanukleotid-Konsensus-
sequenz AAUAAAzellularerPra-mRNAs abzum Anderen istir eine effizientePolyadeny-
lierung zusétzlich ein stromaufwarts liegender Bereich notweggezgeigtfir GSHV; Russnak

& Ganem, 1990)Die beiden Abweichungen tragen mdglicherweise daadine ungewollte
vorzeitige Polyadenylierung deerminal redundanten Transkripte hinter der am 5°-Ende
liegenden zweiten Kopie des Polyadenylierungssignals zu verhindern.

Nach Prozessierung erfolgt der Export der ungespleil3ten pgRNA in das Cytofilessea.ist
jedoch verglichermit dem Export gespleiRter zellularer mRNA Molekiilgur Ubersicht:
Nakielny & Dreyfuss, 1997; Nakielny edl., 1997) Isher nur unvollstandig verstanden.
GespleiRte mMRNAs werdewon zwischen Nukleus un&€ytoplasmashutteindenhnRNP
Proteinen transportierDie Bindung derein Nukledres-Export-Signal (NES) aufweisenden
hnRNP-Proteine adie zu exportierende RNA findet im Zellkern vermutlich bereitthrend

des Spleildvorgangs statt. Nagdm SpleiRen dissoziiert der SpleiRapparad eserfolgt der
Export der mRNA-hnRNP-Komplexe. Der Transport der RNAs beruht dabei auf dem innerhalb
der hnRNP-Proteine vorkommendB®IitES, so dassler RNA beim Export nueine passive

Rolle zukommt (Nakielny eal., 1997).Danebenwird ein Mechanismudgliskutiert, in dem
Export-inhibierende hnRNPs mit Export-férdernden hnRNPs konkurrieren (Ubersicht: Stutz &
Rosbash, 1998)Nach diesemModell wiirde die Spleil3-Maschinerie diBindung Export-
inhibierender hnRNPs verhindern und vermutlich selbst, solange sie mit der RNA asstziiert
inhibierende Funktion aufweiseMit dem Ablosendes Spleil3-Apparats nach dem Spleif3en
ginge der Export-inhibierende Faktor verloremd die RNA konnte ins Cytoplasma
transportierwerden. Diesedodell kbnnte auch den ineffizienten Export unvollstandig- und
ungespleildter Pra-mRNAs erklaren. Naturlicherweise intronlose zellulare und virale Transkripte
haben eigene Strategien ftiren Export entwickeltBei demintronlosen [3-Globin-Transkript

der Maus ist ein kleineza. 80 NtBereich auf der RNAur den Export essentiell (Huang &
Carmichel, 897). In desem Zusammenhangird ein zellularerFaktor postuliert, dessen
Bindungeinen effizenteTransport insCytoplasma bwirkt. Eine vergleichbare Rolle kdnnte
dem post-transkriptionellen regulatoriscHelement(post transcriptionalregulatory elenent

PRE; Huang & Liang, 1993) der Hepadnaviren zukommen, fiir das ein positiver Effekt auf den
Export des Transkripts des kleinen Hullproteins S nachgewiesen ist (Huang & 189%).

Das aus zwei strukturierten Subelementen aufgebaute etwa 500 Nt umfasser({@®itR& et

al., 1996) kann zudem den Export heterologer intronloserd erstaunlicherweise auch
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intronhaltiger Transkripte verstarken (Huang & Yen, 1995; Zufferey et al., 1999). Nachdem fur
in der Vergangenheit als PRE-Bindeproteine beschriebene Pr{tetneHuang et al., 1996)
keine Beteiligung am Export der viralen Transkripte nachgewiessde, sinddie Export-
fordernden zellularen PRE-Bindeproteine weiteraekannt.Ein der Funktionsweisenach dem
PRE der Hepadaviren sehihnliches Element ist das konstitutive Transport-Element
(constitutive transport element CTE) des zu denTyp-D-Retroviren gehdrenden Mason-
Pfizer-Affenvirus Mason-Pfizer Monkewirus, MPMV). DiesesElementist ebenfalls fur
einen effizienten Export ungepleil3ter viraler Transkripievendig und kanauch den Export
heterologerRNAs positiv beeinflussen (Bray at., 1994; Ernst etl., 1997).Vor Kurzem
wurde die zellulareRNA Helikase A (RHA) als CTE-bindendes Proteimd am Export
ungepleil3ter MPMV-RNA beteiligteFaktor identifiziert (Tang etal., 1997). Ineiner neuen
Arbeit wird zudem die Beteiligung der RHA innerhalles Rev/RRE vermittelteTransports
ungespleidter HIV-1 RNA diskutiefLi et al., 1999). In biden Féllen ist di¢-unktion der
RHA moglicherweise di&ntfernung des Spleil3apparats von der RNA noch vor Beginn der
Splei3reaktion, wodurctie RNA der Exportmaschinerie zugéngligamachtwerden wuirde

(Li et al., 1999).

Ob RHA auch beim Export hepadnaviraler Transkrggte Rollespielt, ist bisher noch nicht
bekannt. Ebensowenig ist verstanden, warum das tRiREdesVorkommens irallen viralen
Transkripten anscheinend nur den Transport des S-Transkriptsieiidder Ubrigerviralen
RNAs positiv beeinfluf3t.

Im Cytoplasma dient die pgRNA zunéchst als mRNAdie Translationvon 200-300 Kopien

des Core-Proteins. Bisher unverstantemmt es dann zur Translatiates P-Proteins, das
vermutlich co-translational ieis die am 5-Ende gelegern&opie des Verpackungssignats
bindet. DieseBindung erfolgt im Komplexmit verschiedenen zellulare@haperonen. Fur die
Polymerase des Eamn-Hepatitis-B-Viruswurde eine Assoziatiormit den Chaperoneiisp90

und p23gezeigt(Hu & Seeger, 1996; Hu etl., 1997), furdie HBV-Polymerase konnteine
Assoziation mit p23 nachgewiesen werdefS. Schaaf, 1999).Vermutlich erfolgt die
Aktivierung der Polymerase analog zur Aktivierwtes Gluccocorticoid-RezeptorS. Schaaf,
1999). Die Bindung des P-Proteins dia Stem-LoogRegion desstrukturierten Verpackungs-
signalse (gezeigtfir DHBV: Wang & Seeger, 1993; fliHBV: Nassal & Rieger, 1996dgitet
Verpackungdes Pragenoms in Nukleokapside und dessen Reverse Transkeiptidie ist

von einer drastischen Konformationsanderung auf Ebene der RNA (gezeigt fur BdEv/&
Nassal, 1998) und des P-Prote{gszeigtfir DHBV: Tavis & Ganem, 1996) dyleitet. Der
Verpackungsvorgang selbst ist nur sehr unvollstéandig verstanden. Es wird angenommen, dass
der e/P-Protein-Komplex als Nukleationskeifiir die Anlagerungrzon Core-Dimererfungiert,

die schlief3lich zur Bildung des Kapsids fuhrt. Die Initiation der Reversen Transkription beginnt
vermutlich bereitsvdhrend des Verpackungsvorgangs der Synthese ein€¥-4 Nt langen
DNA-Primers, der kovalent an eindryrosinrest defTP-Doméanedes P-Protein@ngehangt
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wird. Anschlie3end erfolgeine Translokatiordes Primer/P-Protein-Komplexes dem am
3’-Ende gelegenedirect repeat DR1*, von wo audie (-)-Strang DNA-Synthese bis zum
5°-Ende des Pragenoms weiterlalifabeiwird das Pragenom bis aefn kleines,die DR1-
Region enthaltendes RNA-Fragment durch die RNas#iméanedes P-Proteins abgebaut, das
nach Translokation zu DR2 auf dem 3"-Erdis (-)-Strangs als Primer fidlie (+)-Strang
Synthese (Loeb etl., 1991) dientNach einem Matrizenwechsel vom 3'-Ende z&hEnde
des (-)-Strangs, was zur Zirkularisierung fuhrt, geht die (+)-Strang DNA Synthese weiter.

1.1.6. Interaktion des RNA-Pragenoms mit zelluldren Proteinen

DasRNA-Pragenonhat einen komplexebhebenszyklus, der wibei denlbrigen viralen und
zellularen Transkripten im Wesentlichen von RNA-Bindungsproteinen gesteuert wird, die direkt
oder indirekt anProzessen widransport, Prozessierung, Lokalisati@tabilitatund Trans-

lation beteiligtsind. Die begrenzte Anzahl viraldProteine einerseitsind die Komplexitat des
pgRNA-Lebenszyklus andererseiksgen eine Beteiligung zellular&aktoren an vielen, wenn

nicht allendiesen Prozessemahe.Erstaunlicherweise scheinen awabn dem Lebenszyklus
normaler zellularer RNAs abweichende Prozesse bei den Hepadnaviren, wie der Export intron-
loser ungespleif3ter RNA (sieheaf 1.1.5.), durch zellulare Proteine gesteuert zgein. Die
vielschichtigen Interaktionedes RNA-Pragenomsiit Faktoren deMirtszelle spiegeln sich
bereits in einigen experimentellen Befunden wider.

Eine effiziente Polyadenylierung des Prégenoms isthaigig vom Vorhandensein
stromaufwarts von dexzweiten Kopie des Poly-A-Signaléegender viralerSequenzen, die
vermutlich Bindestellerfiir zellulareProteine enthalterDiese Sequenzen fehlen bei der ersten
Kopie, weshalb siaicht als Poly-A-Signal verwendetird. Ein ahnliches Bild ergibsich far
den PRE-vermittelten Expodes ungespleil3ten hepadnaviral&aTranskripts (siehd..1.5.).
Auch fur diesenFall wird die Existenz einexportférderndenzelluldaren PRE-bindenden
Proteins postuliert, das bishgdoch noch nichtdentifiziert werden konnteDie spezifische
Interaktion des zelluldaren LaProteins mit dem 5°-Teil des PRE (91 Nt)scheint einen
wesentlichen Einfluss audie Halbwertszeit depgRNA zu haben (Heise etl., 1999). Im
Zellkern unbehandelter Hepatozyten HBV-transgener MauskassPragenom vorwiegend mit
Full-Length La Protein (45kDa) oder einem 39 kDd.a-Fragment assoziiert. Nach
Stimulierungmit den Cytokinen IFN-gamma und TNF-alpha d& pgRNA im Zellkern der
Hepatozyten dagegenit einem 26 kDd.a-Fragment assoziieind istnach kurzeiZeit nicht
mehrnachweisbar. In diese@usammenhang ist vorstellbalass sowohFull-Length La als
auch das 39 kDa Spaltprodukt das Pragenom stabilisiadem siedesserAbbaudurcheine
zellulare Nukleasdu.U. sterisch) verhindernDas vermutlichdurch eine Cytokin-induzierte
Spaltung aus debeiden grof3en La-Polypeptiden hervorgehe2@l&Da La-Fragment kdnnte
diese protektive Eigenschaft verlordmben. Mglicherweise besteht aber auch keine



Einleitung 12

Korrelation zwischen dem Auftreteses 26kDa Proteins unddem Abbaudes Pragenoms.
Auch wenn Letzteresnicht vollig ausgeschlossen werden kann, so sprihh jetzigen
Zeitpunkt doch vielediir eine Beteiligungles La Proteins an d&egulation deStabilitat der
hepadnavirale®RNA. Nebendem LaProtein wurde noclein weiteres nukledreBrotein als
HBV-pgRNA-Bindeprotein beschriebeRiir das 65Da Protein (p65) aus HepG2-Extrakten
konnten zwei Bindungsregionen auf der pgRkbktiertwerden (Perri & Ganem, 1996). Die
erste Bindungsstellkegt am 5 -Endales Verpackungssignatsund beinhaltet einerTeil von
dessenunterem Stammufpstream binding site UBS). Die zaveite Bindungsstelleliegt
stromabwarts vom Poly-A-Signal und deoly-A-Spaltstelle in der Poly-A-U-reichen Region
(downstream bindingite; DBS), die beimPolyadenylierungsprozessne essentielle Rolle
spielt. Eine vermutete Beteiligungles p65 an der Polyadenylierung der hepadnaviralen
Transkripte konnte nicht nachgewiesearden (Perri & Ganem, 1996), so dals Funktion
des Proteins wi@uch seine Aminosauresequenz unbekbataiben. Evidenzfir die Existenz
zellularer Proteine,die andas Verpackungssignal binden stammtvon UV-Crosslinking
Experimentenmit cytoplasmatischen HelLa-S100 Extraki@h Knaus, Dissertation1994).
Darin konntee-RNA spezifisch an drei Proteine (ca. 19kDa, 29kDa, 41kDa) gebumeten.
Ein weitererHinweis flr die Existenz solcheg-bindenden Proteine istas Auftreten von e-
Mutanten im DHBV-Systemgdie zwar eine Bindung der Polymerase amnerlauben,aber
Verpackungund Reverse Transkription ifferen (Pollack &Ganem, 1993). Die&dnnte
durch zellulare Proteine,die ane binden und firdie Verpackungnotwendigsind, erklart
werden.

1.2. Isolierung der NIll-cDNA — ein Riuckblick

Im Rahmen meiner Diplomarbeit "Untersuchungen zur InterakkEanHepatitis B/irus RNA-
Verpackungssignalsiit zellularenProteinen'(S.G. Kreft, 1996) wurdereellulare Bindungs-
partner eines das Verpackungssignahd benachbarte Regionen (ca. 100 Nt) enthaltenden Ab-
schnitts des HBV-RNA-Pragenoms gesudbazu wurde eine Humanleber-cDNA-Expres-
sionsbank mit einer Digoxygenin-markiertetaltigenRNA-Sondenach denNorth-Western-
(NW-) ProtokollgescreentMit einem ahnlichen Verfahrekonnte schon zuvor dazelluléare
TAR-Region-bindende-Proteimf AR Region BindingProtein, TRBP) als HIV-1 RNA-Bin-
dungsfaktoridentifiziert werden (Gatignol etl., 1991). Aus der Humanleber-cDNA-Bank
konnte soeine2,1 kB cDNA (mit demvorlaufigen NamerNIIl) isoliert werden,die fir ein
Protein codiert, das inwesenheit unspezifischer Nukleinsaurekompetitoren obige RNA-
Sonde zu binden vermaBie Ansequenzierung beider Enden der NIlI-cDNA erdgaimerlei
Homologien zu bekannten Proteinen. Zuséatzlich zeigte das Fehlen eines Stop-Codeinesund
Poly-A-Signals, dass die cDNA am 3"-Ende unvollstandig war.
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1.3. Zielsetzung der Arbeit

Ziel der Arbeit war die weitergehende Charakterisierudgs neuen zellularen RNA-Binde-
proteins, vondem dieoben beschriebene NIII-cDNA offensichtliein Teilstlickcodierte. Mit

der kompletten Sequenzierung dfINA stellte sich heraus, dassie fir ein neues Protein
codiert, das keines dérekannten RNA-Bindungsmotiv@urd & Dreyfuss, 1994a) enthalt,

und auch sonst keine offensichtlichen Homologien zu anderen Proteinen besitzt. Um in Kennt-
nis der Sequenz des kompletten neuen RNA-Bindeproteins zu gelangen, sollte deshalb zunachst
das fehlende Ende der NIlI-cDNA isolieverden. Imweiteren Verlauf sollte die ater RNA-
Bindung beteiligte Regn innerhalbdes Proteingdentifiziert und funktionell charakterisiert
werden. In diesenZusammenhang sollte auch die Spezifitat B&NA-Bindung wie das
mogliche Auftreterdesneuen RNA-Bindungsmotivs in anderen Proteinen untersuehden.

Da vondemProtein selbst noch gar nichts bekawar, sollte zudemdessen Expression in
unterschiedlichetGeweben, sowiglie subzellulare Lokalisation untersuckérden. Im Hin-

blick auf eine mdgliche Rolle inHBV-Replikationszyklus wadabei dieExpression in der
Lebervon besonderem Interesgglit den in der Zwischenzeit verfligbaren Sequenzen des
Humangenoms sollte letztlich die genomische Struktur des Gens abgedgden. Zusammen-
genommen sollten diese Untersuchungen Hinweisedeufunktion(en) desneuen RNA-
Bindeproteins in der Zelle, undventuell imHBV-Replikationszyklus, geberkine direkte
Untersuchung des Einflusses des ProteinsdaufHBV-Replikation konnte in der zwer-

flgung stehenden Zeit nicht angegangen werden.
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2.Ergebnisse

2.1. Sequenzierung und Komplettierung der NIII-cDNA

2.1.1. Sequenzierung

Die zuvor nur am 3’- und 5°-Ende ansequenzierte NIII-cORAS. Kreft, Diplomarbeit 1996)
wurde zu Beginn deArbeit Uber Primer Walking mit insgesamt vier Primern vollstandig
sequenziertDie cDNA ist 2166 Bplang und enthélt ein ofénes Leserasteogen reading
frame ORF) von 1998 Bp (Abb2.1.1.1.). Am 5"-Endéefindet sicheine 168 Bp lange
untranslatierte Regio(b’-UTR), auf die ein durchehender, bis an das 3"-Ende der cDNA
reichender ORFdigt. Das Start-ATGdieses ORFs (= NIlI-ORFljegt in optimaler Kzak-
Umgebung (5’AGCATGG-; Kozak, 1986) und stellt daher mit grol3er Wahrscheinlicrdied
authentische Translations-Startstetlar. In den beiden anderen Leserastern trekeime
langerenORFs auf.Das Fehlen eines Stop-Codons Mil-ORF sowie eines Polyadenylier-
ungssignals innerhalb der NIII-cDNA zeigt, dabs isoliertecDNA am 3"-Ende unuistandig
ist. Der in der NIlI-cDNA auftretende NIII-ORF codiert fém Proteinmit 666 AS und einem
theoretischen Molekulargewicht von 77 kDa.

1 169 Beginn des NIl ORF (1998bp) 2166

500 1000 1500 2000

| | \ | | | | | | | \
! | ‘ | | | I | I
[ ]

1
| | Il | | | | |
2l [ L T DT B T T T
LA LT, I AL e e e T e 1 TR

100 1500 200
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500

Abb. 2.1.1.1 Karte der offenen Leseraster der NIlII-cDNA (2166 Bp). Aus der Sequenz abgeleitete Verteilung
von Start-und Stop€odons inden 3 unterschiedlhen Leserastern. Raster 1 enthalt einen langen durch-
gehenden offenen Leserahmen, den NIII-ORF, nriemi Start-Codon bei Bition 169. Am 5Ende der NI-

cDNA ist eine 168 Bp lange 5-UTR.

2.1.2. ldentifizierung unterschiedlicher 3"-Enden

Wie in Kap. 2.1.1.beschrieben ehielt die NIlIl-cDNA kein authentische8 -Ende. Essollte
daher der noch fehlende Abschnitt der NIlI-cDNA isoligrden. Dazu wurde zunéchst in
Datenbanken nach cDNA- odexpressed Sequence TE@EST-) Klonen gesuchtlie mit dem
3’-Ende der NIlI-cDNA uberlappennd daher die potenzietioch fehlende Sequentes NIlI-
ORFshattenaufweisen kénnen. Dkeine solche Kne gefunden werden konnten, wurde
versucht, die noch fehlenden Sequenzexperimentell Uberdas Screenenverschiedener
Human-cDNA-Banken zu isolieren. Insgesamirdenvier Human-cDNA-Bankersowie eine
Sammlung von Human- undMaus-cDNA-Klonen des IMAGE- (integrated molecular
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analysis of genomes and theexpressioh Konsortiums (Tab.2.1.2.1.) {bereinen
DNA/DNA-Hybridisierungscreendurchsucht. Als Nlll-spezifische Sonde diedte "NIII 3"-
end" DNA, ein ca.500 Bp groRes, das 3'-Endker NIlI-cDNA (ORF Pos. 1497-1998)
umfassendes FragmerDas Screenenselbst wurde vondem vom Ressourcenzentrum-
/Primérdatenbank im Deutschen HumanGenomProjekt (RZPD) angeb&emsming 8rvice
am Deutschen Krebsforschungszentrum (DKFZ, Heidelberg) durchgefihrt.

Im Rahmen deScreeningsvurden vier positive, unabh&ngige cDNA-Klone identifizi®iese
stammterausdrei unterschiedlichen cDNA-Bankditab. 2.1.2.1.). Die Klone H14173 und
B2269 wurden aus dédtalen Humanleber-cDNA-Bank (RZPDr.: 512) isoliert,der dritte
Klon, C1754, stammt aus der humanen Uterus-cDNA-Bank (RZPD Nr.: B&6é)ierte Klon
(N0865) wurde ausler IMAGE-cDNA-Sammlung#998 (RZPD Nr.: 998 =IMAGE cDNA
clone collection #998) isoliert. Interessanterweise geht dieser Klon digf gleiche
Humanleber-cDNA-Bank der Firma Stratagene zurials derauch die NIII-cDNA isoliert
worden war. Inden beideraus Pankreasgantyzw. Milzzellen gewonnenercDNA-Banken
(RZPD Nr.:562 und 597) wurden keine positiven Klone gefunden.

Tab. 2.1.2.1.Liste mit der vom RZP[Screening Serviceit einer das NIl 3"-EndeQRF Pos.
1497-1998) enthande Sonde durchsucht@®NA-Banken undSammlungen,und der isolierten
cDNA-Klone. Die Namen der auden enzelnencDNA-Banken isolierten Kine sind jeweils mit
vollstdndigem Namen und Abkirzung (in Klammern) angegeben.

Ursprungsgewebe der cDNA- RZPD cDNA isolierte Klone

Bank Bank Nr. (abgekirzter Klonname)
fotale Leber (human) 512 CRFp512H14173Q2 (H14173)
ICRFp512B2269Q2 (B2269)
Uterus (human) 586 DKFZp586C1754Q3 (C1754)
IMAGE-cDNA-Sammlung verschiedener 998 IMAGpP998N0865Q6 (N0865)
Gewebe (human & murin)
Pankreasgang (human) 562 keinsipeen Klone isoliert
Milz (human) 597 keine positiven Klone isoliert

Die Sequenzierung der positiven Klone zeigtassalle vier isolierten Klonemit der Sequenz

der verwendeten "NlIII 3"-end"-Sonde Uberlappen und somit Sequenzhomologe der NIlIl-cDNA
darstellen (Abb. 2.1.2.1.). Die Klorteben einésrél3e von 2461 Bp bis 5167 Bp. Nur Klon
H14173 weistalle Merkmaleneines authentischecDNA 3"-Endes,wie dem Vorhandensein
eines Stop-Codonsgines Poly-A-Signalsowie einesPoly-A-Schwanzes, aufille Ubrigen

Klone besitzen jeweilsStop-Codons,aber weder ein Poly-A-Signatoch einen Poly-A-
Schwanz, und sind daher am 3"-Ende unvollstandig.
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Abb. 2.1.2.1. Schematische Darstellung detliIMDNA und der aus denScreeningder cDNA-Banken
isolierten Klone sowie der KIA0675-cDNA. Die cDNA-Klone, mit Ausnahmeon NIlI, sind als rote Pfeile
dargestellt und an derliNSequenz ausgerichtet. Zusatzliigt die LAnge der einzelnen Khe angegebe®RFs

sind als Boxen dargestellt, 5ind 3°- untranslanslatiertRegionen als Linien. Der NIII-ORfkst hellblau

unterlegt, wie auch didazuhomologenSequenzen der isolierteNAs. Der einem Klon febhde NIII-ORF-
Sequenzbereicist als wei3eBox gezeichnet. Die blau schraffierten Beheivon Klon C1754und N0865

symbolisieren zum NIII-ORF homologe Batie¢, die jedoch aufgrund eines vorangehenden Goojmns nicht
translatiert werden. Die Nummerierung erfolgte nach dem NIII-ORF, der méginntund 1998 endet. (Waere

Erlauterungen siehe Text.)

Der 2461 Bp grol3e N0865-Klomst vollstandig in dem wesentlich gréfén C1754-Klon
enthalten. Im Uberlappendéreil sind beide Klone zu 100% identischDie beiden Klone
unterscheiden sich von der NIII-cDNA (udemKlon B2269) durch das Fehlenesl14 Bp
langen AbschnittéNIlI-ORF Pos. 905-912)Der durchdie 14 Bp Deletiorverursachte Lese-
rasterwechsel innerhalb der C1754- und N0865-Klone flhrt kurz hintéedetionsstelle zur
Entstehung eineStop-CodonsWie spater ausfihrlichegezeigt (vgl.Kap. 2.7.), ist alter-
natives Spleil3en die Ursache dieser Deletion.

Die groR3te Verlangerung des NIII-ORFs weist Klon H14iiBdemkompletten 3"-Endauf.
Er verlangert demNIll-ORF um 1630 Bp aukine Gesamtlangeon 3627 Bp. Klon B2269
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fuhrt dagegen nur zu einer Verlangerung des NIII-ORF um 286MBpon die erster203 Bp
identisch mit der Sequenz dekl14173-Klons sind, wahrendich der darauffolgende Teill
unterscheidet. Der grof3te isolierte Klon C1754 hat eine Lange von 5164 Bp. Er besitzt ein kom-
plettes 5"-Ende inklusive 5"-UTR, das langer als das der NIlI-cDNA istibenlappenden Teil

mit ihr aber zu 100% identisch ist. Abgesehen von der 14 Bp Deletion ist Klon C1754 sogar bis
NIII-ORF Pos. 1962 identisch mit dem NIII-ORF. Dahinter schlie3en sich 805 Bp ohne offen-
sichtliche Sequenzhomologie zu den andéflemen an.Dahinter folgtnochmals eirBereich,

der ebenfalls irKlon H14173 vorkommtDie zwischen den Kloneeobachteten Sequenz-
unterschiedesind in den meistefréllen durchalternatives oder unvollstdndiges Splei3en zu
erklaren, denn es treten an den Stellen, an dererSequenzemuseinandergehen, haufig
Spleil3-Donor- oder Splei3-Akzeptor-KonsensussequeaménDiese Vermutungwurde mit

der Kenntnis der paellen genomischerRBP138-Sequenz imllen Féllen bestatigfvgl.

Kap. 2.7.).

Da H14173 deeinzigeKlon mit vollstandigem 3 -Endevar und zudem noch demNIlI-ORF
am meisten verlangerte, wurde dieser Klon als alsthentisches 3"-Ende der NIlI-cDNA
betrachtet. Deaus derZusammensetzunges NIII-ORFsmit demH14173-ORFresultierende
ORF hat eine Gesamtlangen 3627 Bp und kadrt flr ein Proteinmit einemvorhergesagten
Molekulargewichtvon 138 kDa.Dieser ORFwurde nach Grol3e und Funktion des von ihm
codiertenProteins RBP138-ORF genannt (Abkurzung fur ORF des RNA-Bindeproteins mit
einem Molekulargewichtvon 138 kDa). Mehrere Monate nactder oben beschriebenen
Isolierung des RBP138-ORFs wurdee Sequenz einggDNA "KIAA0675" mit komplettem
RBP138-ORF (> 99,9%dentitat) veroffentlichiIshikawa etal., 1998; GenBankAccession:
AB014575).Die Isolierung des KIAA0675-cDNA-Klongrfolgte amKazusa DNAResearch
Institute in Japan im Rahmen eineBrojekts zur Identifizierung decDNAs grol3er
(> 100 kDa), im menscichen GehirnexprimierterProteine.Die Sequenzdes KIAA0675-
Klons unterscheidet siclediglich in den untranslatierten Regionemn der aus deillI- und
H14173-cDNAs zusammengesetzten hypothetisékBR138-cDNA.Die Sequenzen der 3'-
UTRs des KIAA0675-Klons und der hypothetischen RBP138-cDNA gehen bereitshBitBp
dem Stop-Codon auseinander. Im 5°-UTR sidi¢ "ersten” 73 Bp beidecDNAs identisch,
wahrend sich die weiter stromaufwarts liegenden Sequenzen unterscheiden.

Das Auftreten einer zweiten unabhangigMNA mit der Sequenz ddompletten zusammen-
gesetzten RBP138-ORFs ist etarker Hinweis aufidie Existenzdes postuliertenRBP138-
ORF.



Ergebnisse 18
2.2. RBP138 und seine Isoformen

Nach Zusammenfiigen der ORFs d@lierten cDNA-Klonemit der jeweils “fehlenden” NIlI-
Sequenz liel3esich drei unterschiedlich®RFs ableiten(sieheKap. 2.1.2.). Jeder derdrei
ORFsstellt eineRBP-Isoform dar.Aus der Kombinationvon NIIl und H14173 geht der
3627 Bp groRe RBP138-ORF hervader furein Proteinprodukt aus 1208 ASit einem be-
rechneten Molekulargewichton 138kDa codiert (Abb. 2.2.1.) Dieser ORFund daszuge-
horige Protein wurden aksull-Length NIlI-ORF bzw. Protein angesehamd, wie zuvor be-
schrieben, als RBP138-ORF/Protein bezeichnet.

NIIl Protein 666 AS | 79,6 kDa
RBP138
(=NI1I-H14173) 1207 AS | 138,5 kDa
*
RBP87
(=N11I-B2269) | 760 AS ] 87,6 kDa
RBP3S s ]
*
At
(=NI1I-N0865) 303 AS 35,2 kDa

Abb. 2.2.1.Schematische Darstellung der aus den verschiedelDBiAs abgeleiteten RBP138-Isoformen. Die

von den zuammengesetzte@RFs (siehe Text &Abb. 2.1.2.1.)codierten Proteine sind als Rechtecke dar-
gestellt. Der von NI stammende Anteil der zusammengesetzten Protisineschréfiert. Lila Farbe (auch in
Schraffur) und glehe Lage sthen fir dentische Sequenzen. Darsdem NIII- und H14173-ORFzusammen-
gesetzte ORF wird als RBP138-ORF bezeichnetddrert fur ein138 kDa Protein. Von déRBP138-Sequenz
abweichende AS sind in gelber Farbe gezeichnet und mit "*" gekennzeichnet. (Weitere Erluterungen siehe Text.)

Die Kombinationdes NIII-ORF mit dem des Klon B2269 fuhrt zieinem ORF mit einer
Gesamtlangeon 2283 Bp, der flein 760 AS Proteinmit einem vorhergsagtenMolekular-
gewichtvon 87 kDa codiert. Diese RBP-Isoform wurde aufgrund ihres Molekulargewichts
RBP87 genanntWahrend die ersteir33 AS von RBP87 und RBP138ermtisch sind,
unterscheiden sicHdie letzten 27 AS vonRBP138 ProteinWie sich mit der Kenntnis der
partiellen genomischeSequenz des rbpl38 Gehsrausstelltelvgl. Kap. 2.7.), geht die
B2269-cDNA hochstwahrscheinlich auwdin  unvollstdndig gespleildtes Transkriptirtick,
weshalb die RBP87 Isoform vermutlich keine "echte" RBP138-Isoform darstellt.

Der Klon C1754 weisteinen komplettenzum RBP138homologen ORFauf. Dieser endet
jedoch aufgrund der zuvor beschriebenen 14 Bp Deletion bereit9hadBp. Dasvon diesem
kleinen ORF codierte Protein besteht aus 303 AS. Davordsinerster801 ASmit denen des
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RBP138 Proteins identisch. Da das Protein berechnetes Molekulargewictibn 35 kDa
aufweist, wurde es RBP35 genannt. Klon NO8&&r, komplett inkKlon C1754 enthaltenist,
aber kleinerist, codiert nach Kombinatiormit dem NIII-ORF ebenfalls fir die 35 kDa
RBP138-Isoform.

2.3. Kartierung des neuen RNA-Bindungsmotivs innerhalb von
RBP138

Wie bereits beschrieben, wurde das NIl Protein im Rahmen eineS&fééndiber diefunk-
tionelle Bindungeiner184 Ntlangen HBVe-haltigen RNA-Sonde, die.a. die strukturierte,

61 Nt lange HBVe-Sequenznthalt(sieheKap. 6.4.4.), als RNA-bindendes Proteidentifi-
ziert. In Sequenzvergleichemurde jedoch kein bekanntes RNA-Bindungsmotiv innerhalb des
NIlI-Polypeptids gefundenDahermusste vondem Auftreten einedisher unbeschriebenen
RNA-Bindungsmotivs innerhalldon NIll (und RBP138) ausgegangemrden. Um daseue
RNA-Bindungmotiv zu identifizieren,wurden verschiedene RBP-Fragmente NW-BIlot-
Bindungsstudien sowie RNA-Bindungsstudien in Lésung unterzogen.

2.3.1. North-Western-Blots

Fur eine erstegrobe Kartierung der Bindungsdoméne wurdedohstdas RNA-Bindungs-
verhalten drei verschiedegrol3er RBP-Fragmente im NW-Blot untersucbias Fragment
RBP1-205enthélt die ASL-205 des RBP138 ProteirBie beiden FragmentBBP1-499 und
RBP1-666 (= NIll) lestehen dementsprecheads den AS 1-49%zw. 1-666 des RBP138
Proteins.Die Fragmentevurden als Fusionsproteine sammenmit dem Maltose-bindenden-
Protein (MBP; ca. 40,6 kDa), date Aufreinigung Uber eine Amylose-Matexmdglicht, in

E. coli exprimiert. Nach Expression und partiellsufreinigung der Proteinavurde deren
RNA-Bindeverhalten im NW-BlountersuchtDazuwurdendie Proteine nacBDS-PAGE auf
eine Nylonmembran transferiert und auf der Membrarudd-renaturiert. Anschliel3end wurde
die Membran mitder DIG-markierten HB\&-haltigen RNA-Sonde in Anwesenheit eines ca.
100fachenUberschusses an unspezifischen Nukleireémpetitoren wie Heringssperma-
DNA und Hefe-tRNA inkubiertDie gebundene DIG-markierte RNavurde schlie3lich auf
immun-chemischem Wegéér Anti-DIG-Antikbrpermit gekoppelter Alkalischer-Phosphatase
und CDP* (Roche), als Phosphatase-Substrat, nachgewiesen.
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Abb. 2.3.1.1.(A) North-Western- (NW-) Blot mit HB\&-haltiger RNA und verschiedenen RBP-Fragmenten.

Die RBP-Fragmente wurden als Fusionsproteine mit dem Maltose-bindende-Protein (MBRjolnexprimiert,

und im Anschluss partiell Gber eine Amylose-Matrix aufgereinigt. Sowohl die Durchfluss-Fraktion gjclls

die Eluat-Fraktion (E) wurden im NW-Blot auf Bindung einer DIG-markierten HBMltigen RNA getestet (in
Anwesenheit eines ca. 100fachen Uberschusses an unmarkierter HeringgspermanDNBefe-tRNA).
Gebundene RNA-Sonden wurden Uber ein immun-chemisches Verfahren nachgewiesen. Die Ealé elegth
MBP-RBP1-666 Proteins ist mit einem Pfgiékennzeichnet, die mit einem Sternchen g&kennzeichnete
Bande stellt vermutlich ein prominentes, RNA-bindungskompetentes Abbauprodukt dar. MBP-RBP1-205 (1-205;
66,3 kDA); MBP-RBP1-499 (1-499; 100,7 kDa); MBP-RBP1-666 (1-666; 119,7 KBa)Coomassie-Farbung

des Gels zum NW-Blot. Das fiiten NW-Blot verwendete Gel wurdeach erfolgtem Transfer der Proteine auf
eine Nylonmembran, zuNachweis der aufgetragenen Proteengen Coomassie gefarbt. Es ist Zkemmen,

dass MBP-RBP1-205 ift. coli deutlich starker exprimiert wurde als MBP-RBP1-49%l -1666. Dass die
verschiedenen MBP-RBP-Fusionsproteine in etwa gleich effizient transferiert wurden, zeigte ein Parallel-Gel mit
identischem Auftragsschema, das ohne vorheBimtendirekt Coomassie gefarbt wurded ein vergleichbares
Proteinmuster ergab (Daten nicge¢zeigt). Die MBP-RBP-Fusionsproteine sind durch Pfeilspitzen markiert.
(Weitere Erlauterungen siehe Text.)

Nur das MBP-RBP1-666 Protein konrdiee RNA-Sonde binden, &hrend die zwei Fragmente
mit den gr6Reren Deletionen am C-TerminMBP-RBP1-499 und1-205, dazu nicht fahig
waren(Abb. 2.3.1.1.). Diexeigte,dassder Abschnitt zwischen AS00 und 666 fldie Bin-
dung der RNA notwendig ist. Eine ndhere Inspektion dieses Bereichs fiihrte zur Identifizierung
einer am unmittelbaren Ende oWifll-cDNA auftretenden Lysin-reichen Region (K-reiche
Region). Sie ist durch das Auftreten von 7 Lysin-Resteneimes Arginin-Rests innerhalb von
nur 11 AS gekennzeichnet. Im RBP138 Protein gehtk-reiche Regiorsogar noch witer, so
dass dort insgesamt 11 Lysin-Reste innerhalb eines Abschomtts9 ASauftreten. Aufgrund
der hohenpositiven Ladung dieser K-reichdRegion, schieneine direkteWechselwirkung
dieses Abschnittsnit dem aufgrund der Phosphatgruppeagativ geladener®RNA-Ruckgrat
moglich. Um eine direkte Beteiligunder K-reichen Region an der RNA-Bindung t&asten,
wurde eine Reihe von BP-RBP-Fusionsproteinemit kleinen Deletionen am C-Terminus im
NW-Blot untersuchtVon der AS666 ausgehend wurdeafabei Deletionen in Schritten von
jeweils drei AS am C-erminus eingefuhrt. Die resultierenden Konstrugtelieren dement-
sprechend fudie Fusionsproteine MBP-RBP1-6571-660,1-663 (Abb. 2.3.1.2.B). Im Falle
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einer Beteiligung dieser Region an #&A-Bindung sollterdie verschiedenebeletionen zu
einer sichtbaren Reduzierubgw. dem vollstandigen Verlust d&®NA-Bindung fiihren. Die
beschriebenen Proteiveurden msammemmit MBP-RBP1-666 als Positivkontrolle auf die
Bindung der RNA-Sonde hin getestBie Ergebnisse der Bindungsexperimesited in Abb.
2.3.1.2.A dargestellt.

A B

Y | Y |'\' | Y
220 MBPRBP1-666AS: ...VKSKQRKKKKTK*
” 4_
97 —— MBPRBP1-663AS: ...VKSKQRKKK*
66 — ;
MBPRBP1-660AS: ...VKSKQR*
i *
46 —
MBPRBP1-657AS: ...VKS*

Abb. 2.3.1.2.(A) NW-Blot mit HBV-¢-haltiger RNA und MBP-RBP1-666 und dessen Derivaten mit kleinen
C-terminalen Deletionen. Gesamtzellextrakte der die diversen PrebginienierendeiE. coli Zellen wurden im
NW-Blot auf die Bindung einer DIG-markierten HBhaltigen RNA hin untersucht. Dieage ded-ull-Length
MBP-RBP1-666 Proteins ist mit einen Pfeil markiert. Die mit einem Sternchen "*" gekennzeiBandeestellt
vermutlich ein prominentes, RNA-bindungskompetebbauprodukivon MBP-RBP1-666 daiviBP-RBP1-
666 (1-666; 119,7 kDa); MBP-RBP1-663 (1-663); MBP-RBP1-660 (1-660); MBP-RBP1-657 (1(B%7Auf-
listung der getesteten Proteine mit Angabe der Sequenz des jeweiligen C-TermimgeheAdson MBP-RBP1-

666 wurde die am unmittelbaren C-Terminufiratende K-reichddomane in drei Schritten um jeweils 3 AS
verkurzt. (Weitere Erlauterungen siehe Text.)

Nur MBP-RBP1-666 war in der Lage, die RNA-Sonde zu binden. Schon eine Deletion von nur
drei Aminosauren vom C-Terminues MBP-RBP1-666 Proteins fiihrizam vollstandigen
Verlust der RNA-BindungsaktivitdEbenso vermochtedie FragmentéViBP-RBP1-660 und
1657, mit Deletionen von 6 bzw. 9 AS, nicht mehr RNA zu bin®an.dramatische Effekt auf

die RNA-Bindung, der bereits bBieletion wenigeiAS-Reste innerhalb der K-reichen Region
auftritt, spricht fur eine Beteiligung dieser Region an der RNA-Bindung.

Zusétzlich zu Deletionewurde die Auswirkung vonPunktmutationen innerhalb der K-reichen
Region auf dieRNA-Bindung untersuchtDazu wurde ein Protein mit mutierter K-reicher
Region (BD(-)) exprimiert, innerhalb derer drei Lysin-Reste geganin oderGlycin ausge-
tauscht wurden (KKKTK- SGSTA).Die Auswirkung dieser subtileren Veranderung bezig-
lich des RNA-Bindungsverhaltens wurde erneut im NW-Blot studiert. Da sickudbakength
RBP138 Protein nur sehctdecht inE.coli exprimierenliel3, wurde flrdie Bindungsexperi-
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mente ein kleineres, aus den AS 510-878 bestehendes Fragment, das die K-reiche Region auf-
weist, eingesetzt. Als Negativkontrolle diente in diesem Versuch das die K-reiche Region
nicht enthaltende RBP832-1176-Fragment. Im Gegensatz zu den zuvor verwendeten
Proteinen wurden die in diesem Experiment eingesetzten Fragmente mit einem aus sechs
Histidin-Resten bestehenden HT&g exprimiert. Dieser erlaubt die Aufreinigung der
Proteine Uber immobilisierte Metallaffinitats-Chromatographie (IMAC). Die fiur die
Bindungsstudien verwendeten Hy@taggtenProteine wurden in der Folge stets Uber IMAC
aufgereinigt. Die beiden HISRBP510-878-Fragmente mit Wildtypsequenz und mit BD(-)
Sequenz wurden in etwa gleicher Menge in den Studien eingesetzt, wahrend von der Negativ-
kontrolle HISRBP832-1176, die sich deutlich besser als die anderen Fragmente exprimieren
und aufreinigen liel3, wesentlich mehr Protein verwendet wurde. Nach Durchfiihrung der NW-
Blots wurde die Mengen der auf die Membran transferierten Proteine tGber einen Western-Blot
mit dem polyklonalen d-HISRBP1-205AS"-Antiserum ermittelt (Abb. 2.3.1.3.B). Das ver-
wendete 8-HISRBP1-205AS"-Antiserum erkennt sowohl die AS-Sequenz 1-205 des RBP
Proteins, als auch die allen verwendeten gé$aggtenProteinen gemeinsame 44 AS lange
N-terminaleLeaderSequenz.

A A
© & © &
AV 4D A A° D D
ARAFSE SR A
AR AR wt:  ...KSKQRKKKKTKNKKNKDSK...
® Ioa" I@S‘ Kl |°a" |<a"
97 — - BD(-): ...KSKQRKSGSTANKKNKDSK...

46 —

-
' -
30— -

Abb. 2.3.1.3.Der Austausch weniger AS innerhalb der K-reichen Region fuhrt zu einer dramatischen Verrin-
gerung der RNA-Bindung(A) NW-Blot-Bindungsstudien mit DIG-markierter HB&haltiger RNA und
Wildtyp HISRBP510-878, HISRBP510-878BD(-) mit mutierter K-reicher Region, sowie HISRBP832-1176. Die
einzelnen HIS-RBP-Fragmente wurden nach IMAC-Aufreinigung im NW-Blot auf die Bindung dereHBV-
haltigen RNA hin untersucht. Die Durchfiihrung des NW-Blots sowie die Detektion der DIG-markierten RNA
erfolgte wie zuvor beschriebefB) Western-Blot der zuvor im NW-Blot verwendeten Membran mit einem "
HISRBP1-205AS"-Antikdrper zur Detektion der auf der Membran enthaltenen Mengen der verschiedenen HIS-
RBP-Proteine.(C) Sequenzen der Wildtyp (wt) und mutierten (BD(-)) K-reichen Region. Die in der BD(-)-
Sequenz ausgetauschten AS sind unterstrichen. (Weitere Erlauterungen siehe Text.)
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Das Fragment mit der mutierten K-reichen RegtiSRBP510-878BD(-)pbei dem dreLysin-
Reste gegeniber dem Wildtyp ausgetausohd, zeigt einedrastischreduzierte RNA-Bin-
dungskapazitat(Abb. 23.1.3.A). Die Negativkontrolle HISRBP832-1176 bindet, wie
erwartet, ebenfalls keine RNA.

Zusammengefasst zeigen diegebnisse der unterschiedlichen NW-Blot-Bindungsstudien mit
RBP138-Fragmenten mit C-terminalBeletionen oder interneAS-Austauschen innerhalb der
K-reichenRegion, dasslie K-reiche Regiorvon RBP138 fur dessen RNA-Bindung absolut
essentiell ist.

2.3.2. RNA-Bindungsexperimente in L&sung

Die Beteiligung der K-reichen Region an der beobachtei¢A-Bindung durch RBP138ollte
neben den NW-Blot-Bindungsstudienemem weitererSystem untersucht werdeBazu bot
sich die Durchfiihrung von Bindungsstudien in Loésung mmerhalb derer sowohl die RNA-
Sonde alsauchdas Protein geldst vorliegeHierbei entfallen die in deNW-Blot Bindungs-
studien "kritischen" Schritte wie denaturierende Gelelektrophorese, Tramsfdmmobili-
sierung der Proteine auf einer Membran sowie deren anschlieRendad Renaturierung. Bei
den In-Losung-Bindungsstudien ist der erste SchirgtBindung vonradioaktiv-markierter
RNA und Protein.Die gebildeten RNA-Protein-Komplexserden im Anschluss tber IMAC,
durch Bindung der HigietaggterProteine und der von ihnen gebundeRhAs aneine NF*-
NTA-Agarose-Matrix, immobilisert. Ungebunden&NA-Molekiile sowie ungebundene
Proteine werden durch mehrmaliges Waschen entfernt, urMestige proteingebundener RNA
schlief3lich im Szintillationszahler bestimmt.

Fir die In-L6sung-Bindungsstudien wurden . coli exprimierte, IMAC-gereinigteHIS-
getaggte Proteine verwendet. Vor ihrer Verwendung in den RNA-Bindungsexperimenten
wurden sie zur Entfernung des aus der er8igneinigung stammenden Imidazols dialysiert,
um eine erneute Aufreinigung Uber>NNTA-Agarose zu ermdglichen. DIRNA-Protein-
Bindung und das Binden dekomplexe an die Ni-NTA-Matrix erfolgte jeweils in
Anwesenheitvon 10 pg/ml Hefe-tRNA als unspezifischem Nukleinsdurekompetitoeinem
typischen Bindungssansatz lag die Proteinkonzentration bei rund 100i@pMonzentration an
¥p_markierter HBVe-haltiger RNA betrug etwa 300 pM.

In diesen Bindungsstudiesollte die RNA-Bindungkapazitdt dexchon zuvor im NW-Blot
untersuchten HI$etaggtenProteineRBP510-878mit Wildtyp K-reicher Regionund mit
mutierter K-reicher Regionv@gl. Kap. 2.3.1.)miteinander verglichemverden. Als Negativ-
kontrolle bzw. zur Bestimmung der unspezifischen Hintergrundbindung dientkedsreiche
Region nicht enthaltende RBP1-205-Fragm¥ain den Proteinemit Wildtyp oder mutiertem
RNA-Bindungsmotiv wurdennach Gelabschéatzung vergleichbare Proteinmerfgen die
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Bindungsstudien eingesetxfon der Negativkontrolld&RBP1-205, dasich deutlichbesser als
die beiden Ubrigen Fragmente exprimieren und aufreinigen liel3, wurde eine gegeniiber den zwei
anderen Proteinen ca. 5-10x hohere Menge eingesetzt.

A B C

pHISRBP510-878

mHISRBP510-878BD(-) o P
QHISRBP1-205 n,'g O®
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Abb. 2.3.2.1.In-Lésung-Bindungsstudien mitP-markierter HBVe-haltiger RNA und Wildtyp HISRBP510-

878 sowie HERBP510-878BD(-) mit mutierter K-ikier Region und HISRBP1-205AS als Negativkontrolle.
Aufgereinigte HISRBP-Fragmente (100 pM bei uid BD(-); >500 pM bei HISRBP1-205AS) wden in
Lésung mit HBVe-haltiger RNA inkubiert, und die gebildeten RNA-Protein-Komplexe anschlie3end Gber IMAC
aufgereinigt(A) Vergleich der gebundenen RNA-Mengen. Die Bestimmung der Mengebamdener markierter
RNA, nach Immobilisierung der RNA-Protein-Komplexe (ibef INiTA-Agarose, erfolgte tiber die Messung der
Cerenkov cpm im Szintillationszahler. Die von HISRBP510-8gdundeneRNA-Menge wurde als 100%
definiert. (B) Bestimmung der Menge von an die”NWTA-Matrix gebundenem HBRBP501-878 (wt) und
HISRBP510-878BD(-) (BD(-)). Nach B&mmung der Cerenkov cpm widen die mmobilisierten HISRBP510-

878 wt und BD(-) Proteine bzw. Protein-RNA-Komplexe durch Aufkochen in Proteinprobenpuffer von der Matrix
und auch voneinander getmt. Anschlieend wurde einriftel jedes Ansakes (bound) auf eirSDS-Gel
aufgetragen un€oomassie gefarbt. Zum Vergleich wurde noch jeweils 50% der urspriinglich in einen Ansatz
eingegangenen Proteinmenge auf das Gel aufgetragen (input). Der Pfeil markiert die LagavdehénBande

des HISRBP510-878 wind BD(-).(C) Detektion der gebundenen markierNA innerhalb des Coomassie-
gefarbten SDS-Gels von (B) durch Autoradapgtie. Der Pfeil markiert die Lage der intakt8R-markierten
HBV-¢-haltigen RNA. In der Spur zum miungsansatz midem wt HSRBP510-878 ist der Grof3teil der RNA
nicht in das Gel eingewandert (siehe "*" Markierung). Der Grund dafur ist nicht bekannt.

Der Austausch der K-reichen Regitratte einerdrastischen Effekt aufiie RNA-Bindungs-
kapazitatdes RBP510-878-Fragments (AbB.3.2.1.). Verglichenmit dem Wildtyp (wt)
wurde fur das Proteirmit mutierter K-reicher Region nuretwa 11% an gebundener
Radioaktivitat beobachtebie Hintergrundbindungbestimmtdurch RBP1-205,lag dabei bei
rund 4%. Wie schon in den NW-Blot-Bindungsstudien fursbmit die Veradnderung der
K-reichen Region auch in ddn-Losung-Bindungsstudien ziner starken Verminderung der
RNA-Bindungskapazitat. Dieses Ergebnis bestatigissdie K-reiche Regioreine zentrale
Rolle bei der RNA-Bindung spielt.

AbschlieRend sollte bestimmaterden,welcher Anteil der eingesetzteiRBP510-878 wt und
BD(-) Proteine an die Ki-NTA-Matrix gebunden hattajnd in welchem Zustandlie gebun-
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dene RNAwar. Dazu wurden die Proteineund die gebundene RNAlurch Aufkochen in
Probenpuffer von der KENTA-Matrix und auch voneinandegetrennt. Nactienaturierender
Gelelektrophorese wurdedie Proteinedurch Coomassie-Farbung sichtbar gemaght die
radioaktiv-markierte RNA nach Trocknen des Gels autoradiographisch detektier(8bb.1.

B, C) Der Vergleichder (schwachen) Banden amemals gebundene®BP510-878 und
RB510-878BD(-) zeigte, dagsweils urspriinglich in etwgleiche Mengen beider Proteine an
die Matrix gebunden hatten. Damit war gezeigt, ddissbeobachteten Unterschiede bezulglich
der RNA-Bindung qualititative Unterschiede darstellemd nicht auf unterschiedliche Protein-
mengen an wund BD(-) zurtickzufuihrersind. Verglichermit der eingesetzten Proteinmenge
(input), von denen parallel 50% auf das @afgetragerwurden,waren zwischen 10-50% der
urspriinglich eingesetzten Proteine an dié-NiTA-Matrix gebunden.

Die "ehemals" gebundene RNA-SondenschSDS-PAGEals distinkte Bande zarkennen,
was zeigte, dasdie RNA wahrend der Durchfiihrung der Bindungsstudmgeht degradiert
wurde. In der Spur milem wtRBP510-878st ein Grof3teil der RNA nicht idas Geleinge-
wandert. Der Grund hierfr ist nicht bekannt.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die K-reiche Region auch in den In-Losung-
RNA-Bindungsexperimenten figine effizienteRNA-Bindung notwendig istDer Austausch
weniger Lysin-Reste innerhalb der Region fihrt einer drastische®bnahmeder RNA-
BindungskapazitatDiese Ergebnisse untermauemine Funktion der K-reichen Region als
RNA-Bindungsmotiv.

2.4. Untersuchungen zur Spezifitat der RNA-Bindung durch
RBP138

Nach der Identifizierunggon RBP138 im NWscreenmit der HBV-€-haltigen RNA-Sonde
stellte sich die Frage nach depezifitat delRNA-Bindung durchRBP138.Erste Experimente
dazu wurden bereits wahrend derpldmarbeit (S.G. Kreft, 1996) durchgeflihrtDamals
wurde beobachtet, dass PlagdesA-Phagemit dem NII-cDNA-Insert neben der HB\¢-
haltigen RNA auch dieeine Stem-LoogStruktur ausbildende HIV-1TAR-RNA binden
konnten. Dieses Ergebnigl® bereitsauf eine relativ niedrige Selektivitéggeitens des\lli
Proteinsbei der Bindung von RNA schliel3en. Zeiner ndheren Bestimmung der RNA-
Bindungsspezifitat vonRBP138 wurde dasVerhalten der bindungskompetenten MBP-
RBP1-666- (= MBP-NIII) und HISRBP510-878-Fragmergegeniber unterschiedlichen
RNA-Sonden eingehender in NW-Blot-Bindungsstudiewie in Bindungsstudien in Losung
untersucht.
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2.4.1. NW-Blot-Bindungsstudien mit unterschiedlich strukturierten
RNAs

In NW-Blots wurden RBP138-Fragmente (MBP-RBP1-666 und HISRBP510{&@8icht-
lich der Bindung verschiedener DIG-markierter RISAnden untersucht. kinemersten Ex-
perimentwurde zuichst dieBindung vondrei verschiedeneonden,einer HBV€-haltigen
RNA, einer HIV-1 TAR-RNA und einer NeomycimntisenseRNA durch MBP-RBP1-666
getestet. Sowohl die HBV-RNA als audie TAR-RNA stellenstark strukturierte RA-Mole-
kile dar, wahrend zur Struktur (der innerhd#sRocheDIG labeling kitsals DIG-markierte
Kontroll-RNA mitgelieferten) MomycinantisenseRNA keine Informationervorlagen. Die
Bindungsstudien wurden auch in diesem Fall in Anwesenheit eines 100fdlshesthusses an
Heringssperma-DNA und Hefe-Gesamt-RNA als unspezifisddgkleinsaurekompetitoren
durchgefuhrt.

N
&
K\
o _[—
66 —
- _| -

Neo

Abb. 2.4.1.1. NW-Blot-Bindungsstudien mit unterschiedlistrukturierten RNA-Sonden. Gesamtzellextrakte
von MBP-RBP1-666 (120 kDa) exprimierendencoli Zellen wurden tber SDS-PAGE aufgetrenntl im NW-

Blot in Anwesenheit eines00fachen Uberschusses an unmarkierten Nukleinsaurekompetitoren (Heringssperma-

DNA und Hefe-tRNA) auf die Bindung DIG-markiertBNAs hin untersuchttA) NW-Blot mit HBV-g-haltiger
RNA (g) und HIV-1 TAR-RNA (TAR).(B) NW-Blot mit NeoantisenseRNA (Neo). Nebendem Full-Length
MBP-RBP1-666 biden gweils nochDegradationsprodukteon MBP-RBP1-666 die RNA-Sonden. Der in (B)
mit einem "*" gekennzeichnete Schweif stellt eine Verschmutzung der Membran oder des Films dar.

Mit allen drei RNA-Sondenvar eine Bindung des 12&Da MBP-NIII-Fragments zu beob-
achten (Abb2.4.1.1.). Nebendem kompletterMBP-RBP1-666 Proteirtratennoch Abbau-
produkteauf, die ebenfalls in dekagewaren,die verschiedeneSonden zu binderAus der
Bindung der dreRNAs durch RBP1-666 wurde geschlossen, ahsfRNA-Bindung nicht
sequenzspezifiscist. Um weiter zuuntersuchen, olbei derRNA-Bindung eine Selektivitat
gegenuber unstrukturierten oder strukturierten RNA-Molekllen erkenshamurden drei
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Sonden mit teilweise unterschiedlicher Sekundarstruktur auf die Bindung862BP510-878

hin getestetDie 184 Ntlange HBVe-haltige RNA ("HBV-<€-haltige RNA"; 0,3 kcal/mol/Nt)
enthalt einen strukturierten Bereich, die HB\Sequenz, sowieinen vermutlich Gberwiegend
unstrukturierten BereichEine einzelstrangige, unstrukturierte RNA reprasentierte die 46 Nt
lange AMV-_eaderSequenz Sonde (0,05 kcal/mol/Nt). Bei der AM&aderSequenzandelt

es sich undie 5 -nicht-translatierteeguenz der Hullprotein RNA 4 des Pflanzenvidlislfa
Mosaic Virus (AMV), diedurch Abwesenheiginer stabilenSekundarstruktugekennzeichnet

ist (Gehrke et al., 1983). Die HBV-RT-Sonde ("HBV-RT"; 0,28 kcal/mol/Nt) enthalaie-
LeaderSequenz und zusétzlich noch die Nukleotide 938-1130 des HBV-RNA-Pragenoms. Die
Sequenzen der HB¥-haltigen Sonde und der HBV-RT-Sonde tberlappen nicht.
DasBindungsverhalten vorlISRBP510-878jegenuber den dr&8londen wurdeunachst im
NW-Blot untersucht. Wie Abb. 2.4.1.2. zu entnehmen ist, wurden alle drei verwendeten RNA-
Sonden vordem RBP510-878Proteinfragmengebunden. Indiesen Versuchen waren neben
der ca. 50kDa Bandedes Full-Length RBP510-878-Fragments noch weitere, hdchstwahr-
scheinlich auf Degradationsprodukte zurtckgehermdEnere Banden zibeobachten. Als
Negativkontrolle dientelas HISRBP832-1176-Fragment, dasne K-reicheRNA-Bindungs-
doméneaufweist, unddaher auch nicht zu ein®NA-Bindung fahigist. Auch wenn anhand

der NW-Blot-Studien keine quantitativékussagen ubedie Bindungsstéarkemgemachtwerden
kénnen, so wird dennoch deutlich, dass HISRBP510-87@eirLage ist, alle verwendeten
DIG-markiertenRNAs zu binden. Da sowoldie strukturierten als auch die unstrukturierten
RNAs gebunderwerden, scheintlie Spezifitat der Interaktiodes RBP510-878-Fragments,
zumindest im NW-Blot, nicht besonders hoch zu seiuf der anderen Seitébleibt
anzumerken, dasslie in mindestens 100fachedberschusseingesetzten unspezifischen
Nukleinsaurekompetitoren aber offensichtlich nicht Biedung der DIG-markierten RNA-
Sonden verhindern kdnnen, was wiederum auf eine gewisse Spezifitat seitens des RBP510-878
Proteins schlie3en I&sst.
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Abb. 2.4.1.2 (A) NW-Blot-Bindungsstudien mit DIG-markierter HB&haltiger RNA, AMV-_LeaderRNA und
HBV-RT-RNA. Das RNA-bindungskompetente HISRBP510-878-Fragment (510-878) und das RNA-
bindungsinkompetente HISRBP832-1176-Fragment (832-1176) wurden in NW-Blots jeweils auf Bindung der
drei DIG-markierten RNA-Sonden hin untersuctB) Western-Blot der zuvor im NW-Blot verwendeten
Membran mit einemd-HISRBP1-205AS"-Antikdrper zur Detektion der auf der Membran enthaltenen Mengen
an HISRBP510-878 bzw. HISRBP832-1176 (vgl. auch Abb. 2.3.1.3.).

2.4.2. Bindungsstudien in Losung

2.4.2.1. Bindungsstudien mit unterschiedlich strukturierten RNAs

Um die Spezifitdt der RNA-Bindung durch RBP138 bzw. RBP510-878 zusatzlich zu den
NW-Blot-Bindungsstudien in einem weiteren System zu untersuchen, wurden
Bindungsexperimente in Losung durchgefuhrt. Im Gegensatz zu den innerhalb der NW-Blot-
Studien verwendeten DIG-markierten RNA-Sonden wurden d¥Bemarkierte RNAs
eingesetzt. Neben den drei schon in den NW-Blots untersuchten RNA-Sonden wurde noch
eine weitere, einet&m-LoopStruktur ausbildende HB¥-Sequenz-Sonde, "HB¥-only"

(80 Nt; 0,41 kcal/mol/Nt), untersucht. Die Experimente wurden mit dem HISRBP510-878-
Fragment durchgefihrt, und als Negativkontrolle bzw. zur Bestimmung der unspezifischen
Hintergrundbindung diente das bindungsinkompetente HISRBP1-205-Fragment.

Da nicht in jedem Fall eine gleiche Anzahl an RNA-Molekilen verwendet worden ist
(bedingt durch die Verwendung unterschiedlicher RNAs) kdnnen keine streng quantitativen
Angaben Uber die Starke der Protein-RNA-Interaktion gemacht werden. Dennoch lassen sich
offensichtliche Tendenzen hinsichtlich der Bindungsstarke ableiten. Die Ergebnisse der In-
L6sung-Bindungsstudien sind in Tab. 2.4.2.1.1. aufgefihrt.
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Tab. 2.4.2.1.1. In-Lésung-Bindungsstudien miRBP510-878und verschiedenen, unter-
schiedlich strukturierteffP-markierten RNA-Sonden. Die Konzentration &#2510-878 lag in
den Bndungsanséatzen bei ca. 20 nM, die dargiligen RNA-Sonde bei ca. 3 nM. Die
Bindungsanséatze enthielteeweils 10 pg/ml Hefe-tRNA als unspezifischen Nukleinséure-

kompetitor.

RNA-Sonde Sekumarstruktur Bindung
HBV-¢-haltige-RNA (184 Nt) strukturiert u. unstrukturiert ++
HBV-g-only-RNA (80 Nt) strukturiert +
AMV- LeaderRNA (49 Nt) unstrukturiert ++
HBV-RT-RNA (250 Nt) unbekannt ++

"++": es wurden ca. 20-30% der eingesetzten RNA-Sonde gebunden
"+": es wurden < 10% der eingesetzten RNA-Sonde gebunden

Es wurde fur ke verwendeten RNA-Sondegine Bindung an RBP510-878 beobachtet. Dabel
traten allerdings Unterschiede in der Bindungsstatke &0 wurdedie Uberwiegend struk-
turierte, lediglich die HB\&-Sequenz enthaltende "HB3/enly-RNA" nicht so effizient wie die
anderen Sonden gebunden. Die fur diese Sonde beobachtete Bindung lag dentlicbhtiber
der durch das RBP1-205-Fragment bestimmten Hintergrundbindung. Die unstrukgkte
LeaderRNA wurde in diesen Studien in etwa gleich gut die HBV-€-haltigeund HBV-RT-
RNA-Sonde gebunden. Dies deuteteje bereits in den NW-Blots-Bindungsstudien
beobachtet, autine relativ geringe Spezifitdater RNA-Protein-Interaktiomin. Es kann aber
zumindest festgehaltamerden, dasslie strukturierte’'HBV-¢g-only"-Sondeschlechter als die
Ubrigen Sonden gebunden wurde. In diesen Bindungsstudien wurde vlienimd.6sung-
Bindungsexperimenten eigroRer Uberschuss (> 100fach) anmarkierter Hefe-tRNA als
unspezifischer Nukleinsaurekompetitor verwendet.

2.4.2.2. Kompetition der RNA-Bindung von RBP138 mit homo-
polymeren RNAs

Da in allen bisherigen Versuchen keine gavgieseneSelektivitat derRNA-Bindung durch
HISRBP510-878 festgedit werden konnte, wurdeweiter untersucht, ob RBP13&zw.
HISRBP510-878 inder Lage ist, zwischen verschiedenen homopolymerBNAs zu
diskriminieren. Dazu wurdeéie Bindung von mekierter HBV-€-haltiger RNA mit verschie-
denen unmarkierten homopolymerBMNAs (Poly-A, Poly-C, Poly-G, Poly-Ukompetiert.
Daruiberhinauswurde dasKompetitionsverhalten doppelstrangiger RNA (PolyRoly-C)
untersucht. Die Bindungsstudien wurden bei einer HISRBP510-878 Konzentrati@® nM
und einer Konzentration an HB¥-haltiger RNAvon etwa 3 nMdurchgefiihrt.Die Konzen-
tration an unmarkierter homopolymerer Kompetitor-RNA reiclda 10 pg/ml bisl mg/ml.
Daneben enthielten all@indungsanséatze noch 10 pg/ml Hefe-tRNA als unspezifischen
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Kompetitor. Die Bestimmung der unspezifischen Hintergrundbindung erfotgtedem RNA-
bindungsinkompetenten HISRBP1-205-Fragment.
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Abb. 2.4.2.2.1. In vitro In-L6sung-Bindungsstudien mihomopolymeren Kompetitor-RNAs. In den
Bindungsstudien wurde die Bindung (bei 304 radioaktiv-markierteHBV-¢-haltiger RNA (ca. 3 nM) an
HISRBP510-878 (ca. 20 nM) miden pweiligen Konzentrationen an unmarkierten homopolymeren RNAs
kompetiert. Die gebildeten Protein-RNA-Komplexe wurden tber IMAC aufgereimgtdieMenge an protein-
gebundener radioaktiv-markiert&NA im Szintillationsz&hler bestimmt. Die AXehse gibt die Menge an
gebundeneHBV-¢-haltiger RNA an, wobei die in Abwesenhgin homopolymeren Kompetitoregebundene
Menge an markierter RNA 100% entspricht. Die unspezifische Hintergrundbingaeigytoundl gibt die fir das
bindungsinkompetente HISRBP1-205-Fragment bestimmte Bindung an.

In den Bindungsexperimenten sind Unterschiedgeim Kompetitionsverhalten zwischen den
verschiedenen homopolymerBNAs zu beobachter{Abb. 2.42.2.1.). Sie lasen sich auf-
grundihrer Effizienz als Kompetitoren d&indung derHBV-¢-haltigen RNA-Sonde irzwei
Gruppeneinteilen. Zur ersterGruppe gehorerlie starker kompetierenden Homopolymere
Poly-A und Poly-U. Beide filhren bereitsbei einer Konzentratioovon 10 pg/ml zueiner
Reduzierung der Bindung der rkiérten HBVe€-haltigen RNA-Sonde um70-80%. Zur
zweiten Gruppe an Kompetitoren gehoroly-C und Poly-G Sie fuhrenbei derselberKon-
zentrationnur zueiner Verringerung deBindung derHBV-¢-haltigen RNAvon weniger als
20%. Auch die Poly-I: Poly-C Doppelstrang-RNA vermag bei dieser Konzentration die
Bindung der HBVe-haltigen RNA nur geringfugig (< 10%) zu kompetieren.

Bei einer Konzentration von 100 pg/ml an Poly-A oBety-U binden nur nocletwa20% der
markierten RNA-Molekile, im Fallgon Poly-C und Poly-G sind es gigen noch10-60%.
Bei dieser Konzentratiofiiihrt die Verwendung von Poly-I: Poly-C zleiner sichtbaren
Kompetition.Bei einer Konzentratioron 1 mg/ml an Poly-A odePoly-U als Kompetitoren
wird die Bindung beinahebis auf Hintergrundniveau (ca. 5%) verringert. Diglé auch fur
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Poly-C, wahrendei Poly-G bei dieser Konzentratioloch etwa30% der mekierten RNA-
Sonde bindenBei Verwendung von 1 mg/ml Poly-I: Poly-C widie Menge an markierter
RNA um 50% herabgesetzt.

Zusammengefasst kompetieren die beiden Homopolymere PohdAoly-Udeutlich starker
als Poly-C und Poly-G. Doppelstrang Poly-I: Poly-C RK#mnpetiert anmschwachstemit der
Bindung derHBV-¢-haltigen RNA anHISRBP510-878.Auch wenn sich hieraugeine un-
mittelbarenSchlisse Ubedie Spezifitit deRNA-Bindung ziehen Igsen, sdbleibt dennoch
festzuhalten, dass unterschiedliche Homopolyrearaunterschiedliches Kompetitionsverhalten
zeigen.

2.4.2.3. Direkter Vergleich der Bindung zweier verschiedener RNA-
Sonden

Um zu untersuchen, ob unterschiedliche RNA-Molekile von HISRBP510r8 Aterschied-
licher Affinitdt gebunden werden, wurdena@memBindungsansatgleichzeitig zwei markierte
RNA-Sonden angeboten. Umli#a unterscheiden zkbnnen,welche RNA in welchem Aus-
malf} von dem RBP510-878-Fragment gebunden wurde, wurden die proteingebundenen, immo-
bilisierten RNAs durchPhenolextraktiorund Ethaolfallung aufgereinigtund gelelektropho-
retisch ihrer Groé3e nach aufgetrennt und anschliel3end tUber Autoradiographie detektiert.

In den Bindungsexperimenten wurdeaben der HB\&-haltigen RNA noch zwei weitere,
unterschiedlich lange Abschnitte der 3"-untranslatierten Region der humanen c-myc-mRNA
aufweisende, Sonden verwendgtnmerkung: Das3 -UTR der c-myc-mRNAenthalt einen
Sequenzabschnitt, dar vivo eine perinukledre Lokalisatiader mRNAvermittelt (Veyrune et

al., 1996). DieVerwendung der 3"-UTR-myc RNA-Sonden erklart siatturchdie kurzzeitig
aufgestellteArbeitshypothese, dass RBP138 (welcae®der c-myc-mRNA &hnliche Lokali-

sation aufweist, siehe Kap. 2.8.), an diese Sequenz bindet und moglicherweise an der Lokalisa-
tion der c-myc-mRNA beteiligt ist. In diesem Zusammenhang sollte u.a. untensercign, ob

das RBP510-878-Fragment in der Lage ist, das 3"-UTR der c-myc-mRNA zu binden.]

Die Sonde "myc1-374" mit einer Gesamtl&nge von 441 Nt enthielt den BeweicRos. 1-374
desc-myc 3 -UTRs sowie 67 Ntinker-Sequenz des pBIslISK(-) Vektors, ukie Sonde
"myc1-231" bestand aus der Sequenz RPos. 1-231 des-myc 3 -UTRs und 60 Ntinker-

Sequenz und hatte eine Gesamtlange2@&h Nt. Es wurde sowoldie Bindung dereinzelnen
Sonden an HISRBP510-878, alsch das Bindungsverhaltdrei derVerwendung vorewei

Sonden untersucht. letzterem Fallwurden die Sondenjeweils in aquimolarenMengen
eingesetzt. Zur Bestimmung der unspezifischen Hintergrundbindung dientscheie in den
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vorherigen Experimenten, das RBP138-Fragnii®RBP1-205. Daiberhinaus enhielten alle
Bindungsansatze 10 pg/ml Hefe-tRNA als unspezifischen Nukleinsaurekompetitor.

510-878 1-205
HBV-E [+ Ll s +
mycl1-374 + + + +
mycl-231 -+ il 5

— 441 Nt

— 291 Nt

-‘ '?- = 184 Nt

Abb. 2.4.2.3.1 Direkter Vergleich der Bindung jeweils zweier verschiedener RNA-Sondemuuljsstudien

in Losung. Die drei verwendetéfiP-markierten RNA-Sonden HB¥+haltige RNA HBV-¢) und die das 3-UTR

der Ratten c-myc-mRNAon Pos. 1-374 enthatideRNA (mycl-374) sowie die das 3"-UTWn Pos. 1-231
enthaltendeRNA (mycl1-231) wuden enzeln, oder zu zweit mit HISRBP510-878 (510-878pder mit
HISRBP1-205 (1-205) in Anwesenhaibn 10 pg/ml HefeRNA inkubiert. Danach wden gebildete RNA-
Protein-Komplexe tber IMAC aufgereinigt, und proteingebundene RNA mit Phenol extrahiert und ethanolgefallt.
Nach elektrophoretischer Auftrennung Uber ein 6% Polyacrylamid-Gel wurde die mafRie&eilber den
Phospho-Imager detektiert. Di84 Nt HBV-¢-haltige RNA-Sonde sowie dié41 Nt lange mycl-37RNA-

Sonde erscheinen als Doppelbanden.

Nach Extraktion der gebundenen RNAs von deT-NiTA-Matrix und gelelektrophoretischer
Auftrennung der RNAs warekeine sichtbaren Praferenzen bezlglich einer der verwendeten
Sonden zu erkennen (Abb. 2.4.2.3.1.). Unabhé&ngig von der Zugabe einer zweiten RNA-Sonde
wurden jeweils in etwa gleiche Mengen der unterschiedlicheA-Bbdhden gebunden. So sind
die Signale der HB\¢-haltigen RNA in den drei Ansétzen HBMhaltige RNA allein, mit
-"mycl-374" undmit -"mycl1-231"gleich stak. Ebensoverhdlt es sichmit den Signalen der
andererRNA-Sonden. Hieraus kanrbgeleitetwerden, dass HISRBP510-8k&ine der drei
untersuchten RNAmit deutlich unterschiedlicher Affinitabindet. Die anhanddes HISRBP-
1-205-FragmentdbestimmteHintergrundbindung war in dieseBxperimentensehr gering.
DieseErgebnisse sindin weitererHinweis aufdie breite Spezifitit deRNA-Bindung durch
HISRBP510-878.
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2.5. Northern-Blot-Analyse zur Untersuchung des
Expressionsmusters von RBP138 und RBP35

Nachdem die verschiedenen RBP-cDNAs isoligrtl darauglie beiden ProteinRBP138 und
RBP35 abgeleitet worden waren (siehe Kap. 2.1. und 2.2.), sollte die Expression der postulier-
ten Proteine in unterschiedlich&eweben auf RNA-Ebene tbemenNorthern-Blot unter-
sucht werdenDie Tatsahe, dass neben den vier auf Lebergewebe zurickgeh&itlen
cDNA-Klonen (NIII, H14173, B2269, N0865) uch einKlon aus Uterusgewebe (C1754)
sowie ein weiterer aus Gaingewebe (KIAA0675) stammten, lie€n Auftreten der RBP
Proteine in zusétzlichen Geweben bzw. Organen neben der Leber vermuten.

Uber den Northern-Blasollten sowohl dieGewebeidentifiziert werden, indenen die beiden
RBP138-Isoformenexprimiert sind, als ach die Mengenverhaltnisse beidésoformen
untereinander in deGewebenDie Durchfiihrung des Northern-Bloesfolgte unter Verwen-
dung einer vorgefertigtenMultiple Tissue Northern(MTN) Blot Membran der Firma
Clontech,die die Poly-A-RNAvon insgesamtcht verschiedenen humanen Gewelsrw.
Organen (Auflistung siehe Abb. 2.5.1.) enthélt.

Zur Bestimmung der Expressionshéren RBP138 und RBP35 wuraie Membran mit der
schon zuvor im Rahmen de&creeningsnach dem authetischen 3-Ende der NIII-cDNA
eingesetzteriNIll 3"-end"-DNA-Sonde(siehe Kap. 2.1.2.) hybridisierDie durch random
priming hergestellteSondeenthalt die Nukleotidd497-1998 des RBP138-ORFs. Deser
Sequenzabschnitt sowohl in der mRNlas RBP138 Proteins alsich in derdes RBP35
Proteins (dort im 3"-UTR) vorkommegrkennt die"NIIl 3"-end"-Sondedie mRNAs beider
Isoformen.

Nach Hybridisierung deMembran mitder "NIII 3"-end"-Sonde waren iden meisten Spuren
zwei Banden, eine etwa4,8 kB grof3e undeine etwa7,0 kB grol3e, zubeobachten
(Abb. 2.5.1.). Die 4,8 kB Bande stelltmit hoher Wahrscheinlichkeit dd&8BP138-Transkript
dar, da dieGroRe derzusammengesetztéRBP138-cDNA, ohne 5-UTR und ohne Poly-A-
Schwanz, 4,4 kB betragt (vgl. Abb. 2.1.2.1.), wwhit eine Lang&on rund 4,8 kB fur die
komplette MRNA realistisch zu sestcheint.Mit dem Auftreten ded,8 kB Baxdewurde zum
ersten Mal die Existenz deuvor ausschlie3lich postulierten RBP138-mRNA gezeigt. Die
7,0 kB Bande konnte moglicherweise die mRNANn RBP35 reprasentierederen exakte
Lange ist allerdings nictiekannt. Sicher istur, dasdlie fur die RBP35-Isoformcodierende
C1754-cDNA mit inkomplettem 5"-UTR und 3"-UTR eine Lange von 5,1 kB aufweist, und die
RBP35-mRNA von daher zumindest grof3er als 5,1 kB sein muss.
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Abb. 2.5.1. Northern-Blot-Expressionsanalysen RBP138und RBP35. Die vorgeftigte MTN-Membran
(Clontech) mit Poly-A-RNA aus acht human&eweberbzw. Orgaen wurde mit de¥P-markierten "NIII 3'-
end"-DNA-Sonde hybridisiert. Nach Hybridisierung und Detektion der gebundenen "Nid3'Sonde wurde die
Sonde entfernt, und die Membran nochmals mit dptsctin-spezifischen DNA-Sonde hybridisiert (siehe unterer
Teil der Abb.). Neben der 2,0 kB Bande @ehctin-mRNA tritt in Herz und Skelettmuskel zuséatzlich die mRNA
einer zweiten Actin-Isoform mit einer Grof3e von ca. 1,6-1,8 kB auf (*). Die am Rasdjebenen Zahlen sind
die RNA-GroRenmarker in kB.

Insgesamt istlie beobachtete pxessionbeiderRNAs sehr niedrig. Senufte der in Abb.
2.5.1. dagestellte Bloffiir 48 hexponiertwerden,ehe die Signalenit dem Phospho-Imager
detektiertwerden konntenDie Expressionsihe der4,8 kB RBP138-mRNA under 7,0 kB
MRNA variiert in den untersuchten Geweberrlstavahrend da¥erhaltnis beider Transkripte
zueinander weitgehend gleich bleibt. Die hdochste Expression beider RitlA&s Skelettmuskel
auf. Etwas schwacher sitie beiderRNAs in Herz, GehirnNiere und Pankreas exprimiert.
In Lunge, Leberund Plaenta findetsich nureine sehr schwache Expression d&8 kB
MRNA, wahrend die 7,0 kB mRNA in diesen Geweben nicht detektiert werden konnte.
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Da nach Hybridisierung der Membran mit eifieictin-spezifischen DNA-Sonde (Clontech) in
allen Spuren in etwa gleiche Mengen 8¢ kB (-Actin-mRNA nachgewiesewurden,die in
fast allenGewebengleich hoch exprimierist, ist davon auszugehen, dadie zuvor beobach-
teten Unterschiede in der Expression deB kB undder 7,0 kB RNA weitgehend "echte"
Unterschiede in der Expression dieser bei@®As darstellen, undicht auf unterschiedliche
Ausgangsmengen an RNA zuriickzufuhsamd. IndemNorthern-Blottritt in den Spuren des
Herzes und des Skelettmuskelsben der2,0 kB [-Actin-Isoform nocheine deutlich héher
exprimierte 1,6-1,8 kiB-Actin-Isoform auf (Giovanna et al., 1991; Lamballe ket 4991). Die
2,0 kBB-Actin-Isoform ist etutlich starker exprimiert aldie 4,8 und 7,0 kB RBP-RNAs. So
war zur Detektion deB-Actin-Signale mit dem Phospho-Imager eine Expositionsdauer von 1 h
ausreichend. Dieanterstreicht nochmals disehr geringe Expression det,8 und 7,0 kB
RNAs.

Zusammenfassenrgeibt zu sgen, dass imemNorthern-Blot injedemder aht untersuchten
Gewebeeine etwa4,8 kB Bande zu detektieren war, dimit hoher Warscheinlichkeit
RBP138-mRNA darstellt. Deeben war in einigetiseweben nocteine 7,0 kB Bande zu
beobachtendie aber jeweilschwacher alslie 4,8 kB Bande war.Diese7,0 kB Bande stellt
moglicherweise die mMRNAon RBP35 dar. Insgesamt die Expression debeidenRNAs
sehr niedrig.Wahrend dartberhinaus die Expression der belbiAs in den einzelnen
Geweben variiert, bleibt das Verhaltnis der beiden Banden untereinander weitgehend gleich.

2.6. Nachweis von endogenem RBP138 in Huh7 Zellen

Nach Isolierung der NIlII-cDNA und dait Gberlappender cDNAsvurde die Existenz von
RBP138 undder RBP35-Isoformpostuliert (vgl. Kap.2.2.). Essollte nun versuchiwerden,
endogenes RBP138 uséine 35 kDa-lIsoform erstmals im Western-Blot nachzuweisen. Dazu
wurdendie beiden polyklonalen Antiserem-HISRBP1-205ASnat" undd-HISRBP1-205-
ASdenat",die aus der Immunisierungon Kaninchemmit nativem (= natpzw. denaturiertem
(= denat),rekombinant inE. coli exprimiertenHISRBP1-205 Protein hervorgingen, ver-
wendet.Beide Antiseren erkennen spezifisdie in beiden postulierteRBP138-Isoformen
enthaltenen erste205 AS von RBP138, d&ben auch diellan verwendeten HISietagggten
Proteinen gemeinsame 44 AS lange N-termihakderSequenz (vgl. Kap. 2.3.1.).

Da viele der isolierten NIII/RBP-cDNAs aukeber-cDNA-Bankerzuriickgehen, wurden zu-
nachst Western-Blotsit Gesamtproteinextrakten der humanen HepatomazdHini€’ durch-
gefuhrt. Innerhalb dieser wamit keinemder beiden AntiserefRBP138 odereine RBP-
Isoformen zu erkennen (B nichtgezeigt). Dies lies darawdchlie3en, dasdie Proteine in
dieserZellinie nicht in aisreichendeMengevorkommen, um sie inWestern-Blot detektieren
zu kénnen. Um die Menge an RBP138 und seiner Isoformen zu erhdéhen, dieskror der
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Durchfiihrung des Western-Blots spezifisch durch Immunprazipitation angereichestrden
Immunprazipitationermit drei verschiedenen Antikorpemurchgefiihrt. Neben debeiden
bereits erwdhnten RBP-spezifischen Antiseren, wurde, als Negativkohizellezur Bestim-

mung der unspezifischen Hintergrundbindung der verwendeten polyklonalen Antiseren, noch
ein gegen da<Core-Protein de€Enten-Hepatitis-B-Virus (DHBV) gerichtetesa-DHBC"-
Antiserum eingesetzt. Ddleadrei verwendeten Antiseren auf ein identischemunisierungs-
schema zurtickgehen und zudem im gleichen Kaninchenstamm genargen, sollten sie die
gleiche unspezifische Hintergrundbindung aufweisen.

Neben cytoplasmatischen Extrakten unbehandéltdr7 Zellen wurden ach Extrakte nach
Transfektion transient ein RBP35-eGFP-Fusionsprotein (62,7 kDa; siehe auch Kap. 2.8.1.) ex-
primierenderHuh?7 Zellen zur Immunprazipitatiorherangezogen. Da&RBP35-eGFP-Fusions-
protein enthalt die ersteé802 AS des RBP138 urstellt somit einModell fir die aus303 AS
bestehende RBP35-Isoform dar. Am C-Terminus des Fusionsproteins befindet sich das 238 AS
umfassende, auden menschlichen Codongebraumttimierte "grin-fluoreszierende Protein”
(enhanced greefluorescent protein, eGFPZolotukhin et &, 1996). Bei Bestrahlung mit

Licht einer Wellenlangevon 488 nmemittiert es Licht mit einem Maximum bei einer
Wellenlange von 517 nm, uretscheint daher im Fluoreszenz-Mikroskop griin-fluoreszierend.
Wie in Kap. 2.8. aisfuhrlicher beschrieben, wird das RBP-eGFP-Fusionsprotein nach Trans-
fektion in ausreichendeéviengeexprimiert, um in Western-Blots auch ohne vorherige Immun-
prazipitation gut nachweisbar zeis. Mit Hilfe der Extrakte der da®RBP-eGFP-Fusions-
protein exprimierende#ellen solltetiberprift werden, oldie verwendeterRBP-spezifischen
Antiseren in der Lage sind, die RBP-Sequenz spezifisch zu erkennen und zu prazipitieren.

Nach der Immunprazipitatiomit den jeweiligen Antikérperrbzw. Antiseren wurden die
Proteine im Western-Blot detektiert. i wurde das ¢-HISRBP1-205ASdenat"-Serum als
Erstantikorper uncein polyklonaler Peroxidase-gekoppelter Ziege-Anti-Kaninchen-Antikorper
als Zweitantikdrperverwendet. Im Anschluss atie ersteDetektionwurdendie gebundenen
Antikdrper von derMembran entfernt sgripping) und eine zweite Detektion mit einem
monoklonalena-GFP-Mausantikorper unéinem Peroxidase-gekoppelten Ziege-Anti-Maus-
Antikorper durchgefuhrt. Durch sollte tGberpriifiverden, ob das RBP-eGFP-Fusionsprotein
aus den Extrakten der transfizierten Huh7 Zellen erfolgreich prazipitiert worden war. Die Ergeb-
nisse der Immunprazipitationen sind in Abb. 2.6.1. dargestellt.
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Abb. 2.6.1. Nachweisvon endogenenRBP138 in Huh7 Zellen(A) Western-Blot mit demd-HISRBP1-
205ASdenat"-Antiserum undden versctidenen mmunprazipitationsansatzen. Cytoplasmatische Extrakte
unbehandelter (Huh7), oder transfizierter, transientRizB35-eGFP-Fusionsprote@xprimierendetHuh7 Zellen

(Huh?7 transf.) dienten als Ausgangsmaterial fir Immunprazipitationen nsthielenen Antikorperizw.
Antiseren (DHBC: polyklonales Kaninchen-Serum gegen das DHBV-Core-Prd@Rnat: polyklonales
Kaninchen-Serum gegen natives SRBP1-205AS; RBPdenat: polyklonales Kaninchen-Serumegen
denaturiertes HISRBP1-205AS). Nach erfolgter Immunprazipitation wurden die Proben im Western-Blot mit dem
"0-HISRBP1-205ASdenat"-Antiserum untersucht. Die Bande des endogenen RBP138 ist mit einem "*" markiert.
(B) Nachweis der Spezifitdt der verwendeten RBP-spezifischen Antikdrper. Die Membran von A) wurde gestrippt
und eine neue Detektion mitnem monoklonalen GFP-spezifischen AntikérpercHgefihrt. Die Markierung

"—" kennzeichnet das RBP35-eGFP-Fusionsprotein (62,7 kDa). (Weitere Erlauterungen siehe Text.)

In dem Western-Blot der vier Immunprazipitationsanséiteden RBP-spezifischenmiseren
tritt jeweils eine Bande bei ca40-160 kDa auf. Ddiese Bande nach Immunpréazipitation mit
dem 'ti-DHBC"-Serumnicht zu beobachteist, stellt siemit grof3er Wahrdeeinlichkeit endo-
genes RBP138 dar. Nebeleser distinkten Bandsind nochviele weitere, meist deutlich
starkere Banden zarkennenDiese treten leerdings auch nach Immunprazipitationit dem
"a—DHBC"-Antiserum auf, und stellen daher unspezifischen Hintergrund dar. Dasg$gksh

ist, mit den RBP-spezifischemAntiseren RBP-Fragmente zu immunprazipitieren, ist in
Abb. 2.6.1.B gezeigt. Nach deStrippingder Westrn-Blot-Membrarund erneuterDetektion

mit einem eGFP-spezifischen monoklonalen Mausantikorpeteh bei den Immunprazi-
pitationen der transfizierteHuh7 Zellen mitden RBP-spezifischen Antikdrpern Banden des
RBP35-eGFP-Fusionsproteins aBei der Immunprazipitation der transfiziertelwh7 Zellen

mit dem '6-DHBC"-Antiserum ist dagegen kein RBP-eGFP zu detektieren. Dies zeigt, dass die
verwendeten RBP-spezifischémtiserenmit demN-Terminus von RBP13hteragieren und
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fur die Immunprazipitation eingeseteterden koénnen. Dasst letztlich ein starkerHinweis
dafir, dass die beobachtete 140-160 kDa Bande tatsachlich endogenes RBP138 darstellt.
Endogenes RBP35 konnte im GegensatRBi138 inden Immunprazipitationen nicht nach-
gewiesenwerden.Der Grund dafurist der im Western-Blot auftretende hohe Hintergrund im
unterenTeil des Gels (< 97 KDa; Den nicht gezeigt).Dieser ist aufeine Kreuzreaktion des
verwendeten Ziege-Anti-Kaninchen Zweitantikdrpetis den zur Immunprazipitatiomerwen-
deten Kaninchen-Antikdrpern zuriickzufuhren.

Neben der humanemdepatomazellinieHuh7 wurden weitere Immunprazipitationen mit
cytoplasmatischen Extrakten der humanen Cervix-Karzinomzeltigka, der Mausfibro-
blastenzellinie 3T3sowie denbeiden AffennierenzellinielCOS-1 undCV-1 durchgefihrt.
Dabei konnte in keiner derZellinien, abgesehen von Huh7, endogenes RBP18® @tekDa
Isoform nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

Die Tatsahe, dass endogenes RBP138Wifastern-Blotnur nach vorigeimmunpréazipitation
nachweisbar ist, deutet aeiine geringe Exmssion des Proteins hiDieseBeobachtung wird
nachhaltigdurch die Ergebnisse des Northern-Blots zBestimmung der Expression von
RBP138 und der 35 kDa Isoform unterstitzt (vgl. K2f.). Ddoei konnte ebenfallswur eine
sehr schwache Expression der RBP138-Isoformen nachgewiesden, wobedie Expres-
sionsrate in der Leber mit am schwachsten Wan Nahweis von (endogenen®BP138 und
RBP35 uber Immunprazipitation erschweren konuotehadass nuein kleinerTeil (< 10%),
zumindest im Falon RBP35- und RBP1128AS-eGHBslich ist (siehe Kap2.8.2.), und
damit Gberhaupt immunprazipitierbar ist. An dieser Stellsss &er auch nochmals darauf hin-
gewiesen werden, dass endogenes RBP138 undueBbnicht im Western-Bloton Gesamt-
zellysaten, in denen auch die unlosliche Proteinfraktion enthattedetekiert werden konnte.
DieseBeobachtung spricht wiederufiir eine sehr nedrige Exression der endogenen RBP
Proteine.

2.7. Partielle genomische Sequenz des rbpl38 Gens

Die genomische Sequentes rbpl38 Gensst bisher nocmicht in Datenbankemit fertigen
Sequenzen (Phase 3) des Humangenemtisalten(Stand01.07.2000).Aus diesemGrund
wurde die HTGS- High Throughput GenomicSequencgs Datenbankdes NCBI (The
National Center For Biotechnology Information, USHit der rekonstruierterRBP138-
Nukleotidsequenz durchsuchiDie HTGS-Datenbankenthélt neue, nochnicht vollstandig
assemblierte Sequenzen der Phasen 0-2 des Humangenomprdjektayfgrund ihrer
Unvollstéandigkeit noch nicht inlie Datenbankemnit den fertigen Sequenzen aufgenommen
sind. Die Durchsuchung der Denbank unterVerwendung des "blast2.0" Algorithmus
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(Altschul et &, 1997)mit den vorgegebenen Standardeinstellungen fiihrte zur Identifizierung
des in einelnen Bereichemit der RBP138-SuchsequeitentischerHomo sapiensBacmid-
Klons RP11-161J9 (GenbamccessionNr. AC019169). Dader Klon RP11161J9 auf das
Chromosom 3 zurlickgeht, konnte das rbpl138 Gen auf Chromosukali8iert werden. Der
sequenziertéinteil des RP11-191J9 Klonsesteht aus 27 nicht Uberlappendgontigs und
umfasst 180 kBp (Stan@®1.07.2000). Aufgrund der zwischen deminzelnen Contigs
auftretenden Licken kénnelie Contigsnicht geordnetverden, und sind dr in zufalliger
Reihenfolgeund Orientierung agegebenDer Bamid-Klon besitzt in dieser Phase daher nur
den Status einé&/orking Drafts Unter Beriicksichtigung der UberschneidungenREBP138-
Sequenz mit einzelne@ontigs liel? sich die Reihenfolge einigeContigs bestimmen(Abb.
2.7.1)).

EVIII
El EIl EIIl EIV EV EVI EVII EIX
[ ] [ ] [ ] [ ]
contig0 contigl contig2 contig3
EXIII EXV EXVII EXIX EXXII
I | I
EX EXI EXII EXIV EXVIEXVIII EXX EXXI
- *x P * ok x * -
[ ] [ ] ] [ ] ] [ ] [ ]
contig4 contig5 contig6 contig7 contig8 contig9 contigl0

Abb. 2.7.1. Rekonstruktion der partielleBequenz desbp138 Gens anhand d8equenz des Bacmid-Klons
RP11-161J9. Unter Beriicksichtigung der Sequenzen der NllI-/RBP-cDNA-Klone konn@aniigs (Contigs O-
10) der insgesamt XZontigsdes Bacmids geordnet werdébgesehervon denLiicken zwischerden enzelnen
Contigsstellt diese Anordnung die Sequenz des rbp 138 Gens biSRd&rPos. 2423 dar. Die Exons EXXII
sind an der Stelle ihres Vorkommens eingezeichnet (*)Digtigssind durch Rechtecke/mbolisiert, und sind
im richtigen Grol3enverhaltnizueinander dargedite Anmerkungen zuenExons: El ist nur in C1754-cDNA
enthalten. Das 5 -Ende des Exons konnte riigstimmt werden, da dié1754-cDNA in diesenfExon beginnt.
Ell ist nur im KIAA0675-cDNA-Klon enthalten. Das &Rde des Ellist nicht genau zu bestimen, da der
KIAA0675-Klon im erst innerhalb des EHeginnt. Die esten 72 Nt deg&lll gehérenmnoch zum 5-UTR des
rbp138 Gens, dann beginnt der ORF von RBP138 (bzw. RBME3%). ist aufgund der Verwendung einer
alternativen 5 -Splei3-Stelle bei der C17%#d NO865-cDNA kleiner als béi14173, B226und KIAA0675.
Contig9 weist kein Exon auf, Gberlappt aber mit dem, vermutlich unvollstandig gepleB2269-cDNA-Klon.
Die genauen Grdl3en der Exons sind in Tab. 2.7.1. aufgefihrt.

Die RBP138-Sequenz inklusive d&TRs und Miteinbeziehung der cDNA-Sequenzen von
B2269 und C1754 (vgl. Ka®.1.2. und 2.2.) Uberlapptmit 11 der insgesamt 2Tontigs
(Contigs 0-10; Abb. 2.7.1. und Tab. 2.7.1.). Der bigezjuenzierte Bereiattes RP11-161J9
Klons enthalt jedoch nicht die komplette Sequeates rbpl38 Gens, sondern niie des
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5-UTRs und des RBP138-ORFs bis eimigfilich Position 2423. Dentergelegene Bereiche
fehlenbzw. sindbisher nochnicht sequenziertDurch Vergleichdes RP11-161J9-Klons mit
den mit RBP138 zusammedhgenden cDNA-Klonen konnte dExon-Intron-Struktur des
rbp138 Gens abgeleitetet werden (Tab. 2.7.1.).

Tab. 2.7.1. Abgeleitete Exon-Intron-Struktur des rbp138 Gens @ers Verdeich der
NIll-, H14173-, KIAA0675-, B2269-, C1754nd N0865-cDNAs mitdem genomischen
Homo sapiens Bacmid-Klon RP11-161J9 (Stand 01.07.2000).

Exon Lange RBP138-ORF Intron Lange
Pos.
I 135 Bp + X 5-UTR I 6606 B + x
Il 57 Bp + x 5-UTR Il 2425 Bp
I 104 Bp 5-UTR + ORF 1-32 11 2650 Bp
v 70 Bp 33-102 Y, 3018 Bp
\Y 156 Bp 103-258 \% 5201 Bp
VI 117 Bp 259-375 \ 5488 Bp + X
\l 81 Bp 376-456 \l 1319 Bp
VI 125 Bp 457-581 VIl 2979 B + x
IX 115 Bp 582-696 IX 3960 B + X
X 120 Bp 697-816 X 1790 Bp
X1°® 102 Bp 817-918 X1 1817 Bp + X
Xl 93 Bp 919-1011 Xl 786 Bp
Xl 53 Bp 1012-1064 X1 4821 Bp + X
X1V 77 Bp 1065-1141 X1V 1649 Bp
XV 618 Bp 1142-1759 XV 1539 B + X
XVI 33Bp 1760-1792 XVI 1292 Bp
XVII 170 Bp 1793-1962 XVII* 805 Bp
XVII 45 Bp 1963-2007 XVII 2174 Bp
XIX 26 Bp 2008-2033 XX 2945 Bp
XX 166 Bp 2034-2199 XX** 7418 Bp + x
XXI 96 Bp 2200-2295 XXI 157 Bp
XXII 128 Bp 2296-2423 XXII 3882 Bp

x Lucke unbekannter Lange (siehe Text)

S alternative Verwendung von zwei Splei3-Donor-Stellen innerhalb des Introns XI mdglich
(siehe Text)

* Intron XVII ist komplett in C1754-cDNA-Klon enthalten

** das 5'- Ende des Introns XX ist teilweise in B2269-cDNA enthalten

Es besteht, bis RBP138-ORF Position 2423, aus 22 Exonshemsovielenintrons. Das
Start-Codon des RBP138-ORHkegt im Exonlll. Die postuliertenExons | und Illiegen im
5-UTR der rekonstruierten RBP138-cDNA bzw. des KIAA0675-cDNA-Klons, der sich im 5"-
UTR von dem hypothetischen RBP138-Klon unterscheidet (vgl. Kad.2. und 2.2.).
Wahrend jeweils die exakterofRe der Exons Il biXXIl bestimmtwerden konnte, liefSich
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die GroRRe der im 5°-UTR liegenden Exons | unditht genaworhersagen, ddie jeweiligen
cDNA-Klone NIII, C1754 bzw KIAA0675 innerhalb dieseExons enden, undie 5-Enden
der beiderExons somit nicht bekannsind. Die Gro3eeinesintrons konnte nur dann exakt
bestimmt werden, wenn é&smplett auf einem einzige@ontig vorkam.Von Introns, die sich
Uber zweiContigs erstreckten, konnte aufgrund dercke unbekannteGrol3e zwischen den
Contigs lediglich eine Mindestgrof3e fur das Intron angegeben werden.

Die Gesamtlange aller in defRP11-161J9-KlonvorkommendenExons, inklusiveder im
5-UTR des rbpl38 Gens liegenden Exons | undbBiragt 2687 Bp. Die genomische
Sequenz, die die Summe aus Exons und Introns darstellt, umfgeged@is RBP138-ORF
Pos. 2423) mehr als 70 kBpie Grol3e der Exoneeichtvon 26 Bp (Exon XIX) bis 618 Bp
(Exon XV). Samtlichelntrons, mit Ausnahmedes unvollstandigen Introns |, dessen 3"-Ende
nicht genau bestimmt werden konnte (siehe oben), zeigen starke Homologie zunden¥is-
Splei3-Donor- undAkzeptorsequenzen déGT-AG"-Introns der Sdugetiere (Splei3-Stellen
Konsensussequenzesiehe Abb. 2.7.2.A; Moore et &, 1993). Injedem der dgeleiteten
Introns tritt an den Splei3-Donor-Stellen stdies invariante "GT"-Dinukleotidsequenznfa Da-
riberhinaus tritt noch eine starke Homologie zu den darauffolgendenlf@¥t konservierten
Resten der Konsensussequenz auf. Fur die Splei3-Akzeptor-Stellen ergibt sich da8dteiche
Auch hier tritt immer diefir Splei3-Akzeptor-Stellen invarianttAG"-Sequenz, sowiesine
starke Homologie zu davorliegenden weniger stark konservierten Resten innerhalb der
Konsensussequenz audiese Ergebnisse stitzedie Richtigkeit der vorgenommenen Ein-
teilung der genomischen Sequenz in die abgeleiteten 22 Introns und Exons.

Auf cDNA-Ebene lassen sich den Isoformen RBP138, -87 und -35 (vgl.Z&B2. und 2.2.)
die in Tab.2.7.2. atgelisteten Exons und Introns zuordn®e zusammengesetzikBP138-
cDNA enthaltbis zur Position 2423 des RBP138-ORfts Exons | und Exons Il biXXIl,
wobei der ORF innerhaldes Exons Ill beginnDie postulierte RBP87-cDNA setzt sich aus
den Exons | und Exons Il bis XX sowieinem Teildes Introns XX zusammen (Abb.
2.7.2.C). Wie zuvor beschriebefvgl. 2.1.2.) ist die dem 3Ende deszusammengesetzten
RBP87-ORFs zugrundeliegende B2269-cDNA unvollstandlig, ihr fehlt ein Poly-A-Signal
und der Poly-A-Schwanz. Das Vorhandens##s Introns XXeinerseitsund das Fehlerines
authentischen 3"-Endes legen nahe, dispostulierteRBP87-Isoform augine unvdstandig
gespleif3te cDNA zuriickgeht, und daher keine echte mRNA darstellt.



Ergebnisse 42

A 5’-Spleil- 3’-Spleil-
Stelle Stelle
EXON \l INTRON \l EXON
AG GTRAGT... // ()1AG |N...
SpleiR-Donor- Spleil3-Akzeptor-
Sequenz Sequenz
RBP138 EXON XI \l/ INTRON XI EXON XII
..AG GTGAAAATGATCAG GTAATA... // LAATTTAG N...
STOP
RBP35  EXON XI* 1\—14 Nt INTRON XI* EXON XII
EXON I + 11l EXON Il - XX INTRON XX (partial)
RBP87 _ // —
ORF= /
ORF UTRS) 5-UTR RBP87 ORF 3’-UTR (2533 Nt)
(167 Nt) (2283 Nt) . AG|GTAAG...

SpleilR-Donor-
Sequenz

Abb. 2.7.2.(A) Konsensussequenz der Spleil3-Stelten "GT-AG"-Introns. Fetiedruckte Nukleotide sind
innerhalb der "GT-AG"-Introns z400% konserviert, normgédruckte Nukleotide sind 0% konserviert. R =
Purinbase; Y = PyrimidinbaséB) Die Verwendung alternativer 5 -Splei3-Stellen fihrt Expressionzweier
unterschiedlicheRBP-Isoformen. Das Heraussplei3en des Intron XI fuhrimdeNA der RBP138-Isoform, das

des Intron XI* zur mRNA der RBP35-Isoform. Die Introns Mhd XI* unterscheiden sich lediglich in der
verwendeten 5°-Splei3-Stelle. So ist die 5"-Splei3-Stelle des Introns XI* 14 Nt stromaufwarts von der des Introns
Xl gelegen. Die Vewendung der 5-Splei3-Stelle des Introns XI* fiihrt zwmeei Leserasterechsel, der
schlie3lich im Exon XIllI, kurz hinter der Spleil3-Stelle, ein Stop-Codon herbeifiihrt. Die Pfeile symbolisieren die
5’-Spleil3-Stellen des Introns XI bzw. XFC) Schematische DarstelluripsRBP87-ORFsund derUTRs. Das
5°-UTR besteht aus Exon | und dem 5°-Teil des Exon lll, der RBP87-ORBeausestlichen Teil des Exon Il

sowie den Exons IV-XX und den ersten 84 Nt des Introns XX. Das 2533 Nt lange 3" -UTR enthalt kein Poly-A-
Signal und keinen Poly-A-Schwanz uisd daher unvollsténdig. Das Intron XX ist nur partial im RBP87-ORF
und im 3"-UTR enthalten. Zwischen Exon XX und Intron XX tritt die SpiRor-Konsensussequenz 4&T-
AG"-Introns auf. Der RBP87-ORF ist als Rechteck gezeichnet.

Im Gegensatz dazu wirdie Existenz deRBP35-Isoform durchdie genomische Sequenz
gestutzt. Interessanterweise fiihrt die alternative Verwendung zweier 5°-Spleil3-Stellen innerhalb
des Introns XI dazu, dassie RBP35-Isoform mstelle von RBP138codiert wird (Abb.
2.7.2.B). Die aus der Verwendung déemativen Spleil3-Stelle resultierende Verkirzung des
Exons Xl um 14 Bp fuhrt zeiner Leserasterverschiebung im darauffolgenden Exfndie

ein Stop-Codon wenigéNukleotide hinter dem Begindes Exons Xl generiertAus der
Translation des ORFs bis #diesemStop-Codon geht dadeine 35 kDaRBP Proteinhervor.
Beide alternativ verwendeten Spleil3-Steltls Introns XI weiserine steke Homologie zu
der Splei3-Donor-Konsensussequenz @ibb. 2.7.2.B). DasAuftreten jeweils mehrerer
unabhangiger Klon€Nlll, KIAA0675, B2269 bzw. C1754, N0O865; vgR.1.2.), bei denen
eine der beiden Spleil3-Donor-Stellen verwendet wurdeainsitakes Indizfur die alternative
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Verwendung beider SpleiR-Stellenvivo. Uberdie Effizienz der einen oder der anderen der
beiden alternativen Splei3-Donor-Stelléann bislang keine Aussage getroffemerden.
Interessanterweise enthalt das kurze RBP35 Protein, wie schon an &teldrerwahnt, nicht
das Lysin-reiche RNA-Bindungsmotiv, und stellt dagiite RBP-Isoform dardie nicht in der
Lage ist, RNA zu binden.

Tab. 2.7.2.Zusammensetzung der postulierten mRNAs von RBP138, -87 und —35.

RBP138- 5-UTR ORF 3°-UTR
Isoform
(cDNASs)
RBP138 Exon | + Exon Il Exon 1IP—= XXII genom. Sequenz fehlt
(NIl +H14173) (bis ORF Pos. 2423)
RBP87 Exon | + Exon IIP Exon 111IP—= XX Intron XX?
(NIll + B2269) + Intron XX®
RBP35 Exon | + Exon I Exon 11IP— X|* Exon XII?— XVII - Intron
(C1754) - Exon XIP XVII — Exon EXVII - XXII:

dahinter fehlgenom. Squenz

a)

nur ein Teil des Exons bzw. Introns
* 14 Bp verkirztes Exon Xl, welches durch Verwendung einer alternativen Spleil3-Donor-Stelle
entsteht (siehe Text)

Zusammengefasst lasst sich alesn sequenzierten Bereickes RP11-161J9 Klons und den
isolierten NIII/RBP-cDNAsdie partiellegenomische Sequerdes rbpl38 Genableiten. Die
genomischesequenzgdie noch Licken zwischen demeelnenContigs aufweist und nur bis
zur Position 2423 des RBP138-ORF reicsteht mit den zuvor isoliertencDNAs (siehe
Kap. 2.1.2.) inEinklang. Es lassen sich insgesamt 22 Exons und Introns ableiten, die
zusammen einen Bereioton > 70 kBp auf Chromosom @mfassen.Die Existenz der
postuliertenRBP138-Isoform wird durchdie genomische $eenz gestiutzt, wahrend die
postulierteRBP87-Isoformvermutlich aufeine unvollstandig gespleil3te mRNAurickgeht,
und somit wahrscheinlich keine existiere®RIBP-Isoform darstelltDie Existenzder kleinsten
Isoform, RBP35, wirdwiederum durchdie genomischerDaten gestitzt. RBP35-mRNA
entsteht interessanterweise dudi Verwendung einer zwen, nur 14 Nt von deersten
Spleil3-Donor-Stelle entfernt liegendealternativen Spleil3-Donor-Stelle.Dieser alternative
SpleiBvorgang fuhrt zweinem Lesersterwechsel, degin Stop-Codon generiertDas flhrt
schlief3lich dazu, dass die kurze RBP35-Isoform codiert wird.
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2.8. Untersuchungen zur subzellularen Lokalisation von
RBP138 und RBP35

RBP138 undseine 35%Da Isoform RBP35 sindheueProteine.Die RNA-Bindekapazitat des
die Lysin-reiche Region aufweisenden RBP138 Proteins dielbishereinzig bekannté&unk-
tion dar. Eine Gro3e von 13&Da spricht furein Auftreten zusatzlichdfunktionen innerhalb
des RBP138-Polypeptidawuch fur die RBP35-Isoform,die im Wesentlicheraus denersten
302 AS von RBP13&ufgebautist, misseneine odermehrere, nochnicht identifizierte,
Funktionen angenommen werden. da Lokalisation eine®roteins erste Hinweise aséine
Funktion geben kan, bzw. die Anzahl der moglichen Funktionen eindroteins durch
Kenntnis derLokalisationdes Proteins iwielen Fallen enger eingegrenzérden kanngsollte
die subzellulare Lokalisatiomon RBP138 und -35 untersucht werden. Dae®lgte sowohl
mikroskopisch tber Immunfluoreszenz, als auch biochemisch dibéterstellung verschie-
dener Zellextrakte.

2.8.1. Immunfluoreszenz-Mikroskopie mit RBP-eGFP-Fusionsproteinen

Zur Untersuchung detokalisation der RBP138-Isoformenmittels (Immun-)fluoreszenz-
Mikroskopie wurden Fusionsproteine der RBP138-Isoform@it dem enhanced green
fluorescent proteir(eGFP), daineauf den menschlichen Codongebrawgtimierte GFP-
Variante darstell{Zolotukhin etal., 1996),eingesetztDie Verwendung degGFP ermdglicht
aufgrund seiner Fluoreszenzeigenschaftame direkte Beobachtung der Lokalisation der
Fusionsproteine in lebenden Zellen, also ohne vorheriges Fixieren und der Notwemthgkeit
indirekten immun-histochemischen Detektion. Dadurchuiat eine genaue Abschatzung der
Transfektionseffizienzund der Expressionsrate des Fusionsproteinslebenden Zellen
maoglich. Eine Fixierung derZellen war dennoch notwendig fiudie Durchfihrung der
konfokalen Laserscanning-Mikroskopie und der Ol-Immersions-Fluoreszenz-Mikroskopie. Bei
der Fusion des eGFP an den C-Terminus ergibtzidem der Vorteildass da®\uftreten der
eGFP-Fluoresezermugleich einHinweis aufdie Expressiordes komplettenFusionsproteins
Ist.

Fur die Lokalisationsstudiewurdenzwei verschieden®BP-eGFP-Fusionsproteine, RBP35-
und RBP1128AS-eGFP, verwendet. RBP35-e@EBtehtaus den ersten 301 AS des RBP
und dem uber einen 3 AS langenker an den C-Terminus angehangten eGRBP35-eGFP
unterscheidet sich lediglich durch Fehlen der AS 302 und 303 von der KrI#eB5-Isoform,
und diente daher als Modell fir RBP35. Dagite Fusionsprotein RBP1128AS-eGFP besteht
aus den AS 1-1128 des 1208 AS langen RBP138 Proteindemméim C-Terminus Uber einen
19 ASLinker angehangten eGFP. Ein Fusionsproteindam kompletterRBP138 undceGFP
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wurde nur aufRerst schwaehxprimiertund konntedaher nichtfir die Lokalisationsstudien
herangezogewerden.Das C-terminal um 80 AS8erkirztes RBP-DerivatRkBP1128AS liel3

sich wesentlich besser exprimieren und wurde daher anstelle des RBP138 einfjenet/r-

gleich wurde auch die Verteilung von eGFP alleine untersucht. Des Weiteren wurden das Endo-
plasmatische Retikulum (ER) defellen mit dem ER-spezifischen "ER-Tracker‘ginem
hellblau-fluoreszierenden Dapoxyl-Farbstoff, angefarbt.

Die einzelnen Fusionsproteine wurden in Ha@@llen exprimiert. Rund funfTage nachlrans-

fektion wurdendie Zellenfixiert, und die subzellulare Verteilunger Fusionsproteine und des
"ER-Trackers" untersucht (Abb. 2.8.1.1.A-B").

RBP1128AS-eGFP ist ausschlie3lich im Cytoplasma lokalisiert. DalmkeiBtuoreszenz nicht
diffus Uber daggesamte Cytoplasma verteipndern ineiner Zone um den Zellkern herum
angereichert. Zwischen dieser Zommd der Zellmembranist eine deutlich schwéchere
RBP1128AS-eGFP-Fluoreszenz zu beobachten. Ein kleiner Anteil der Proteine findmicsich
an der Plasmamembrdizw. nahe der Plasmamembraneitgehend ahnlich sieht auch das
Fluoreszenzmuster des "ER-Trackers" aus. Es stellt sich als iAdretywa gleicheiGrof3e wie
die fur das RBP1128AS-eGHBeobachtet&Zone, umden Zellkerndar. Zur Plasmamembran
hin ist die Fluoreszenz des "ER-Trackerdéutlich schwacher. Dasslie beobachtet&FP-
Fluoreszenz ausschlief3lich auf das RBP-eGFP-Fusionsprotein selbst zuriickbebht von
dem Signal des "ER-Trackers" stammt, ist daraerkennen, dassicht-transfizierte, aber mit
dem "ER-Tracker" gefarbteluh7 Zellen beider Detektion der GFP-Fluoreszenz der trans-
fizierten Zellen keineHintergrundfluoreszenz geben (vgibb. 2.8.1.1.A u.A’, B undB").
Ebenso stammt die Fluoreszenz des "ER-Trackers" ausschliel3lich von dem "ER-Tracker" selbst
und nicht vom GFP (Daten nicht gezeigt).

Das kleinereRBP35-eGFP-Fusionsproteist ebenfalls fast ausschlie3lich cytoplasmatisch
lokalisiert. Im Vergleich zu RBP1128AS-eGFP erschdiatFluoreszenz im Cytoplasnadler-

dings etwas grobkdrniger. In einigder transfizierterzZellen ist zudem einTeil der RBP35-
eGFP-Fusionsproteine ainen Punkt aggregiertbzw. konzentriert(Abb. 2.8.1.1.D). Die

Natur dieses im Mikroskop als heller Punkt erscheinenden, haufig zwigererZellkernen
auftretenden Clusters an RBP35-eGFP ist jedoch bislang nicht naher bekannt. Im Gegensatz zu
den beiden Fusionsproteinen ist das, deutlich starker exprimierte, eGFP Proteimgkdieiees-

malfien im Zellkern und im Cytoplasma lokalisiert (Abb. 2.8.1.1.E).
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Abb. 2.8.1.1.Immunfluoreszenz-Lokalisationsstudien von RBP1128AS- und RBP35-eGFP in fixikrtah
Zellen.A-E: Ol-ImmersionsmikroskopigA+B) Perinukledre Lokalisation von RBP1128AS-eGER.+B")
Gleiche Ausschnitte wie A+B; Fluoreszenzmusteach Faoung mit "ER-Tracker'-Fluoreszenz-Farbstoff
(hellblau). (C) PerinukleareLokalisation von RBP35-eGFR.D) Punktférmige Aggregation (Cluster) von
RBP35-eGFP.(E) Lokalisation von eGFP alleinF-F"": Konfokale Laserscanning-Mikroskopie (jeweils
gleicher Ausshnitt in F-F").(F) RBP1128-eGFP(F") Farbung von Kemporenproteinen und des Golgi-
Apparats durch fluoreszenzmarkiertes Weizenkeimagglutinin (W@A)) Overlay der Fluoreszenzmuster von
F und F". (Weitere Erlauterungen siehe Text.)
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Zur weiteren Untersueimg der Lokalisation von RBP1128AS-eGFP wurdetmansfizierte
Huh7 Zellen nachFixierung mit Tetramethylrhodamin-gekoppelten Weizenkeim-Agglutinin
(wheat germ agglutinin WGA) gefarbt. WGA ist ein Lectin,das spezifisch Sialinsdure- und
N-Acetylglucosamin-Reste bindahd daher spezifisctitir Kernporenproteine und im Golgi-
Apparatvorkommender Proteinist. Die Fluroeszenz des eGFP-Fusionsproteins undrates
fluoreszierenden WGA-Konjugatsurde im konfokalen Laserscanning-Mikroskbpobachtet
(Abb. 2.8.1.1.F-F").RBP1128AS-eGFHst wie bereits zuvor beschrieben ausschlieflich im
Cytoplasma lokalisiert, wobei es Uberwiegend in einer Zone um den Zellkern zu ihdBre
WGA-Fluoreszenzritt um den Zellkern herunund auch in cytoplasmatischen Bereicheuf.
Dabeisind die Grenzen der gefarbten Bereiche nirhiner eindeutig zwnterscheiden. Nach
UbereinanderprojektiorQverlay) dereGFP- undder WGA-Fluoreszenz sindie Bereiche, in
denen sichdie beidenFluoreszenzmuster tiberschneiden, erkenribiaraus einer Uberlage-
rung derGriin- undder Rot-Fluoreszenz hervorgehenden gelben Bereaicitke Gberwiegend
um den Zellkern herum Zoeobachten. Neben den UberlappenBereichen gibt es aber auch
Bereiche imCytoplasma, in denen siatie beidenFluoreszenzmuster niclitberschneiden.
RBP1128AS-eGFP ist also zumindest teilweise in Kompartimenten lokatkeediirch WGA-
Konjugate anfarbbar sind.

Zusammenfassend kann festgehalteerden, dass das RBP1128AS-eGFP-Fusionsprotein
ausschlieR3lich cytoplasmatisch lokalisiest, wobeieine Anreicherungles Proteins ireiner

Zone um den Zellkern zu beobachten Die Anfarbung des ERmit dem"ER-Tracker"bzw.

der Kernporen und des Golgi-Apparats mit WGA fiuhrt zu der RRBAS-eGFH-luoreszenz
ahnlichen, teilweisalamit Uberlappenden Fluoreszenzmustefich wenn die vorliegenden
Fluoreszenzdaten keine endglltige Bestimmung der Lokalisation RBP1128AS-eGFP
zulassen, so scheint dennoch der Grol3teil des Proteins an der Kernmembran oder in kernnahen
Bereichendes ERlokalisiert zusein, aber eindeutig nicht inkKern. Auch das RBP35-eGFP-
Fusionsprotein findet sich tberwiegend im Cytoplasmazéigt allerdings einevon dem
RBP1128AS-eGFP leiclabweichende subzellulare Verteilung. Zum einen istHliereszenz
korniger und um den Zellkern nicht so distinkt, zum anderen ist ein Teil der Fusionsproteine bei
manchen Zellen an einer einzigen Steles Nukleus angereicheiDie genaue Lokalisation
dieses Punktes sowie dessen Funktion ist zur Zeit noch nicht klar.

2.8.2. Nur ein kleiner Teil des RBP1128AS-eGFP-Fusionsproteins ist
I6slich in der cytoplasmatischen Fraktion

Fir die biochemische ktersuchung delokalisation der RBP-eGFP-Fusionsproteimarden
zunachst cytoplasmatische Extrakien transfizierten RBP128AS-eGFP exprimierenden
Huh7 Zellen angefertigt. Nach Lyse dégllen mit einenPuffer mit 1% Nonidet-P40(NP40)
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und 100 mM NaCl wurdelie Cytoplasma-Fraktiodurch Zentrifugationvon den retlichen
Zellbestandteilen wi&ellkernen, "membrandse” Struktureytoskelettusw. abgetrennt. An-
schliel3end wurddie Verteilungder Fusionsproteine in der cytoplasmatischerd derPellet-
fraktion im Western-Blot analysierfAbb. 2.8.2.1.). Weniger als10% des RBP-eGFP-
Fusionsproteins fanden siclabei in der Cytoplasmafraktion, wahrend der grol&eg des
Proteins in der Pelletfraktion enthalten war. Diesitetedaraufhin, dass nuein sehrgeringer
Teil des RBP1128AS-eGFP Proteins frei im Cytoplasma vorliegt, wahrend der weitaus gréRere
Teil mit zellularenStrukturen oder Organellen assoziiert ustd daher in der Pelletfraktion
wiederzufindenist. Diese Schlussfolgerung ist in Eitdkng mit der mit dem Fluoreszenz-
Mikroskop beobachteten Lokalisation darsionsproteine in HuhZellen (vgl. 2.8.1.). Dort
war der Grol3teil der Proteine in einer definierten Zone umZedikern lokalisiertund nur ein
kleiner Teil diffus im Cytoplasma verteilt.
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Abb. 2.8.2.1. Western-Blot eines cytoplasmatischen Extraktas RBP1128AS-eGFP-Fusionsprotein
exprimierender Huh7 Zellen. Die nach Transfektion das RBP1128AS-eGFP-Fusionsgxptaiierenden Huh7
Zellen wurden durchnkubation (10 min) in Lyapuffer (u.a. 1% NP40, 100 mM NaCl) gaschlosserNach
Zentrifugation (10 min, 13.000 Upm) stellt delberstand die cytoplasmische Fraktion (Cyto) mit den
I6slichen Proteinen dar. Die Pelletfraktion (Pellet) entdah Zeldebris und die unKichen Proteine. Die
Proteine der beiden Fraitien wuden Gber SDS-PAGE aufgetrennt, undhach Transfer auf ein®VDF-
Membran, im Western-Blot mit einem monoklonalen GFP-spezifischen Antikdrper detektiefBaimie des
RBP1128AS-eGFP-Fusionsproteins (158,6 kDa) ist mit einem "*" markiert.

2.8.3. Untersuchung der Assoziation der RBP-eGFP Proteine mit Actin-
Filamenten

Die bisherigen Untersuchungen zur subzellularen Lokalisation RIBP-eGFP Proteine
sprachen flreine Assoziationder Fusionsproteinemit zelluldaren Strukturen. Eine dem
RBP1128AS-eGFP Protein ahnliche perinuklééeeteilungwurde auchfir die c-myc-mRNA
der Ratte inn situ Hybridisierungsstudien beobachtet (Veyrunalet 1996).Der Lokalisation
der c-myc-mRNAliegt eine Assoziatiomit Actin-Filamentenzugrunde.Dabei ist die c-myc-
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MRNA selbstnicht direkt an Actinsondern an Ribosomeilie wiederummit dem Actin-

Cytoskelett in Verbindungtehen, gebunderDiese Interaktionwird hdchstwahrscheinlich
durch bisher unbekannte Proteinfaktoren vermittelt. Aufgrund der &hnlich erscheiiveamtben
lung derRBP-eGFPProteineund der c-myenRNA sollte daher untersuckterden, ob die
RBP-Proteine ebenfalls mit dem Actin-Cytoskelett in Verbindung stehen.

Dazu wurden nach dem Protokoll von Hovland und Kollegen (1@&Schiedene Polysomen-
fraktionen hergestellt. Von den insgesamt vier Fraktionen enthélt die erste didbawiennge-
bundenen Polysomerirée polysome fractignFP), die zweite die Cytoskelett-gebundenen
Polysomen ¢ytoskeletalbound polysome<BP), die dritte die Membran-gebunden@woly-
somen Mmembrane bound polysom&4BP) und die vierte alle bis dato unléslichen Polysomen
und ProteineDie c-myc-mRNA ist nach dieser Fraktionierung in der zweikeaktion, der
Fraktion mit den Cytoskelett-gebundeneryBomen,angereicher{Hovland etal., 1995). Die
zur Herstellung der verschiedenen Fraktionen verwendetéier enthalten ansteigende Salz-
und Detergenzkonzentrationen von der ersten FraktiofetztenFraktion. Die Prgparation der
CBP-Fraktion wird bei einer Salzkonzentratiomon 130 mM KCI durchgefihrt,einer
Konzentration dieeine Depolymerisierungon Actin-Filamenten in Monomeréewirkt, und
somit Actin wie auch Actin-assoziierte Proteine in Losung bringt.
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Abb. 2.8.3.1. Western-Blot verschiedener Pabysenfraktionen von transient das RBP35-eGFP-
Fusionsprotein (62,7 kDa) exprimierendéduh7 Zellen. Es wuden ingesamt vier vechiedene
Polysomenfraktionen gewonnen. Die Fraktion ndién freien, ungebundenen Pgdomen free polysome
fraction; FP) ist der Uberstand nach Zellyse (u.a. 25 mM KC05% NP40)und Zentrifugation. Nach
Resuspension (u.a. 130 mM KCI, 0,05% NP40) des Pelf@entrifugation stellt detJberstand die Fraktion
mit den Cytoskelg-gebundenen Pgsomen ¢ytoskeletal bound polgme fraction CBP) dar. Eine eeute
Resuspension des Pellets (u.a. 25 mM KCI, 0,5% NP40, O&béxycholat) undZentrifugation fuhrt zu der
Fraktion mit denMembran-gebundenen Pobmen membrane bound polgse fraction MBP). Die
verbleibende Peltéraktion (Pellet) enthalt die bis dahin uslithen Proteine. Die Detektion des RBP35-eGFP
Proteins erfolgte Uber einen monoklonalen GFP-spezifischen Antikorper.

Die Verteilung von RBP35-eGFP in den unterschiedlichen Fraktiamede mit transfizierten,
RBP35-eGFPexprimierendenHuh7 Zellen untersaht (Abb. 2.8.3.1.). Etwa 5-10% des
Fusionsproteins sind in dePH-raktion,der Fraktionmit den ungebundenen Polysomen und



Ergebnisse 50

frei im Cytoplasma I6slichen Proteinen zu finden. Der Rest ist itetgenFraktion, inder die
unloslichen Proteine enthaltesind, wiederzufinden. Inder Fraktion der Cytoskelett-
assoziierten Hgsomen, inder auch die Actin-assoziierten Protes®in sollten, waiRBP35-
eGFP dagegen nicht enthalten.

In einem weiteren Vewrgh sollte nochmals die Assoziationn RBP35- und RBP1128AS-
eGFP mit Actin-Filamenten untersucht werden. Dabei ging es im Wesentlichen #itérdieg

der Frage, oldie nach deHerstellung eines cytoplasmatischen Extrakts in der Pelletfraktion
auftretenderRBP-Fusionsproteine (vgl. Kap. 2.8.2lurch Resuspension ginem 130 mM
KCI haltigen Puffer in Losunggebracht werderkonnen. Dazu wurden cytoplasmatische
Extrakte mit einem 1%NP40 und 100 mMNaCl enthaltenderPuffer von RBP35-bzw.
RBP1128AS-eGFP exprimierendéfuh?7 Zellen prapariert.Die nach Zentrifugation entstan-
denen Pellets wurden entweder erneut in 88Pd0-haltigen und 100 mM NaCl aufweisenden
Lysepuffer resuspendiert, oderdem zuvor zur Herstellung der CBP-Fraktion verwendeten
Puffer mit 130 mM KCI resuspendiert. ischlieRendvurdendie Extrakte nochmals abzentri-
fugiert und die resultierenden Pellets in Probenpuffer aufgenommen (Abb. 2.8.3.2.).

A B

RBP35-eGFP RBP1128AS-eGFP

o © Q
Zellen NN eQb‘\ Q)Q\ \ § ®
NP40-Lyse & \%\o \{’\O’ \ OQ g\ \\ Q)Q
Zentrifug. < IQ IQ 1 © Q Q
. 4N | 220 — .
Uberstand Pellet oder Pellet
cyto-l NP40-Puffer 130 mM KCI
& Zentrifug. Puffer&
Zentrifugation 97 —
. / . / 66 —
Uberstand Pellet-ll Uberstand Pellet-II e '- .
cyto-ll NP40 CBP CBP
46 _

Abb. 2.8.3.2. Die RBP-eGFP-Fusionsproteine sind nicht in der Fraktion der Cyttisgel®indenen
Polysomen (CBP) enthalten(A) Schema zur Herstellung der semiedenen (Pgsomen)-Fraktionen.
Transfizierte, das RBP3%zw. RBP1128AS-eGFRexprimierendeHuh7 Zellen wuden in NP40-haltigem
Lysepuffer Iy5|ert und anschlieRend zentrifugiert. Der daraus lgetvende Uberstand Htedie cytoplasmasche
Fraktion (cyto-1) dar. Das Pellet wurde entweder nochmals in dem NP40-Lysepuffer oder in einem Puffer mit 130
mM KCI resuspendiert und erneménrifugiert. Der esultierende Uberstand nach der Rpsusion in NP40-
Lysepuffer ist als cyto-1l bezeichnet, der, der auf die Resuspensidenmi30 mM haltigen Puffer zlickgeht,
als CBP. Die entsprechenden Pellets sind als Pellet-Il NP40 bzw. Pellet-lb&€Bfhnet. Die Fraktionen, die
im Western-Blot analysiert wden (siehe Abb. Teil B) sind jeweils durch Unterstreichung hervorgehdiizn.
Western-Blot mit den ekelnen FraktioneflRBP35-eGFP (62, kDa) bzw. RBP1128AS-eGFP (158kDa)
exprimierender Huh7 Zellen. Die Namen entsprechen den unter (A) aufgefuihrtelortgnakiinit Ausnahme von
Pellet-1l NP40und Pell¢-Il CBP, die als P-lIl NP40 bzw. P-Il CB&bgekirzt sind. Die Detektion der RBP-
eGFP-Fusionsproteine erfolgte Uber einen monoklonalen GFP-spezifischen Antikorper.
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Auch in diesem Experimersind die beiden RBP-@&FP-Fusionsproteinaicht in der CBP-
Fraktion enthalten. Unabhangaavon, ob da®rste Pellet naciNP40-Lyseerneut in dem
NP40-Lysepuffer odedem Puffer mit 130 mM KCI resuspendiert wurddijtt ein Grol3teil
(< 80%) von RBP35-eGFP nach der zweiten Zentrifugation in der PelletfraktfoDer rest-
liche Teil der RBP35-eGFP Proteine ist in der I6sliclogtoplasmatischen Fraktion zu finden.
Ein vergleichbares Bild ergibt sich aufilr das ugleich schwécheexprimierteRBP1128AS-
eGFP-Fusionsprotein. Est ebenfallsnur in dercytoplasmatischemnd der Pelletfraktion zu
finden, nicht aber in der CBP-Fraktion.

Aus diesen Experimentdasst sichunmittelbar keine Assoziation dBBP-eGFPProteine mit
Actin-Filamenten ableiten. Da jedoctler Grol3teil derProteine, auch unter Membran-
zerstérenden Bedingungen (MBP-Fraktion), besteht dexiMoglichkeit,dassdie Proteinen
vivo zwar mit dem Cytoskelett verbundsimd, jedoch mdglicherweise zusammanit anderen
Proteinen ineinemunldslichen Multiprotein-Komplex auftreten. In diesem Ratlirden die
Proteine auch bei Depolymersierung der Actin-Filamente, trotz efspringlichauftretenden
Assoziationmit diesen,nicht in Losung gehen(kénnen). Da letztereFall zur Zeit nicht
ausgeschlossen werden kabteibt festzustellen, dasanhand der vorliegenden Expeente
kein direkter Hinweis auf eine Assoziation mit Actin-Filamenten gewonnen wkaoderie, das
Auftreten einer solchen Assoziation aber dennoch nicht ausgeschlossen ist.

2.8.4. Untersuchung auf mogliche Assoziation von RBP138 mit
Membranen

Die Fluoreszenzdaten tber die Lokalisatmm RBP35- und RBP1128AS-eGFP sprechen fir
eine distinkte Lokalisation der Proteine um den Zellkern (vgl. Kap. 2.8.1.). Nachakesém
Zusammenhang keine Assoziationt Actin-Filamenten gezeigiverden konnte, dasorliegen
einer solchen Assoziation aber auch niabsgeschlossen werden kon(igl. Kap. 2.8.3.),
sollte getestetverden, ob RBRmit intrazellularen Membraneassoziiertist. In diesemFall
sollten die RBP-Proteine durch Behandlung mit Detergenz in Lésung Uberfuhrt Wwérdesm.

Bei der zuvor beschriebenen Herstellung der cytoplasmatischen ExiwaglelLyse deiZellen

in einem 1%NP40 und 100 mMNaCl haltigen Lysepuffer warendie Proteine jedoch
groR3tenteils in der unl@slichen Pelletfraktion zu finden (si€ap. 2.8.2.). UmnebenNP40

ein weiteresDetergenz zuesten, wurderExtrakte mit Puffern angefertigtdie das nicht-
ionische Detergenz Octylglucosiénthalten, das haufig zur schonenden Solubilisierung von
Membran-und Membrarassoziierten Proteinen verwendatd (Hjelmeland, 1990). Fir die
Solubilisierungsexperimentavurden Sf9 Insektenzellenverwendet, die zuvor mit rekom-
binanten, furein HIS-getaggtesRBP138 Proteirmit mutierter Lysin-reicherDoméane(HIS-
RBP138BD(-); mutierte Lysin-reicheDoméane siehe Kap. 2.3.) codierenden Baculoviren
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infiziert worden warenDie Zellenwurden ca. 4-5Tage nachinfektion geernteund dann in
einem Puffer mit NP40 (1%) odelOctylglucosid (0,5 oder 50 mM) aufgeschlosselach

kurzer Inkubation in derhysepuffer wurderdie Lysate zentnifgiert. Aus der Zentrifugation
ging die cytoplasmatische, l6sliche Fraktion und das unldsliche Pellet hervor.

Wie zuvor schon in transfizierten, das RBP1128AS-eGFP-Fusionsprotein exprimierenden
Huh7 Zellen beobachtet, geht audlas HISgetaggte RBP138BD(-) oder desseAbbau-
produkte weder mit NP40 noch mit Octylglucosid in Losung (Abb. 2.8.4.1.). Sdveokiner
Octylglucosidkonzentration von 0,5 mM als awan 50 mM finden sicliRBP138 und dessen
Abbauprodukte ausschlief3lich im unldslichen PelNetder. Dass RBP138 durdteines der
beiden nicht-ionischen Detergenzienlibsung zu bringenst, spricht zunachst gegesine
Assoziationvon RBP138mit zellularenMembranen. Andererseits besteht auch in dieBafh
die schonunter Kap. 2.8.3. diskutierte Mdoglichkeit,dass RBP138nit anderen Proteinen
zusammen in einenunloslichen Multiprotein-Komplexvorliegt, der trotz vorliegender
Membran-Assoziation nicht durch Detergenzieh.@sunggebracht werdekann. Sanit bleibt
festzuhalten, dass RBP138icht durch die beiden nicht-ionischen Detergenzisi?40 und
Octylglucosid inLoésung gebracht werderkonnte, aber eine Assoziatioit Membranen
dennoch aus besagten Grinden nicht vollig ausgeschlossen werden kann.

UlP|UIPIU|P
NP40| 1% = =
Octylgl. — |50mM | 0,5mM
220 —
97 — =
-
66 — 3 -
B B s

Abb. 2.8.4.1. Versuche zur Solilisierung von Baculovirus-exprimiertem HIS-RBP138BD(-). Mit
rekombinanten Baculoviren infizierte, HIS-RBP138BD(-) (141,4 kBaprimierende Sf9 Zellen wurden in
Lysepuffer mit NP40 (1%) oder Octylglucosid (0,5 mM oder 50 mM) lysiad anschliel3endentrifugiert. Der
jeweilige Uberstand (U) enthalt dieslichen Proteineund das Pellet (P) die urgdiichen Proteine. Die HIS-
RBP138BD(-) Proteindbzw. Abbauprodukte davon wden im Western-Blot mit e@iem HISTagspezifischen
Antikdrper nachgewiesen.
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2.9. RBP138 homologe Sequenzen in der SWISS-PROT
Datenbank

Nach der ldentifizierungdes neuen RBP138-ORF wurderegelméallig die SWISBROT
Proteindatenbank nach homologen Sequenzen zum RBP138 Protein durchsucht. Damit war die
Hoffnung verbunden, Uber Homologien zekannten Proteinerbzw. Proteindomanen
Hinweise auf mdgliche Domanen und letzten Ended-digtion(en) von RBP138 zu erhalten.

Die Durchsuchung delDatenbank erfolgtenit dem"blastp 2.0" Algorithmus (Altschul et al.,

1997) unter den Standardeinstellungand der komplettenRBP138-AS-Sequenz als Such-
sequenz auf demeBrer des NCBI(The National Center For Biotechnolodgformation,

USA. Zum gegenwartigen Zeitpunkt (Stand 01.07.2000) konnten dabei drei Bereiche innerhalb
RBP138 mit Homologien zu bekannten Proteinen identifiziert werden (Abb. 2.9.1.).

1 250 5(;0 75'0 1OIOO 12?8

Tetratricopeptid
Repeat Protein 3

RBP138

Goliath Protein

schwere Kette
des Myosins

Abb. 2.9.1. Schematische Darstellung der Behei desRBP138 Proteins (1208 AS) mit Homologien zu
anderen Protaeen. Die zwei Abshnitte AS 128-339und AS 740-1203 sind homolog zdem humanen
Tetratricopeptid Repeat Protein 3. Der die AS 1148-1192 umfassende Bereich ist homolog zur FONGaRZ-
des Drosophila melanogasteGoliath Proteins, und dehbschnitt von AS 700-900 ist homolog zum C-
terminalen Teil der schweren Kette dbbsosins von Hydra vulgaris (und anderen). Die Bereiche mit
Homologien zuden pweiligen Proteinen sind als scifierte Rechtecke dgestellt. Die ersterB01 AS des
RBP138 Proteins, die fast die gesamte RBP35-Isofomstallan (bis auf zwei febhde AS am C-Terminus),
sind grau unterlegt. (Weitere Erlauterungen siehe Text.)

Die starkste Homologie zZRBP138 weist das 2025 AS groRemane Tetratricopeptid Repeat
Protein 3 (Accessior?53804) aufDie homologen Bereiche zu diesem Protemfassen die
AS 128-339 und 740-1203 des RBP138 Proteins, wobei die beiden Bereiche jewedz\27%
25% ASIdentitatund 44% bzw. 40% ideisthe oder ahnliche ASésitived bei 4% bzw.
13% Licken @ap9 zu RBP138 haben. Dadoch dieFunktion desTetratricopeptid Repeat
Proteins 3 selbst noch nicht bekannt ist, und alielcharakteristischen Tetratricopeptid Repeat
Domaénen in einem Abschnitt des Proteins ohne HomologRBR(138 liegen, kbnnen aus der
beobachteten Homologie keine neudinweise aufdie mdgliche Funktion von RBP138
gewonnen werden.

Der GTerminus von RBP138 weist Uba&inen Abschnittvon 46 AS eine signifikante
Homologie zu dem GoliatProtein ausDrosophila melanogastefAccession: Q06003auf.
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Dieser Bereich von A3148-1192 von RBP13&ler durch 50% AS Identitat, 65% idische
oder a&hnliche AS bei 2% Licken gegeniiber dem GdRatkein charakterisierst, codiert fur
eine RING-H2-Zink-Finger-Doméne (Abb2.9.2.A), eine eng mit der RING-Doméne ver-
wandte DomaneDieseist durchein konserviertes Muster &ystein- und Histidinresten und
die Bindung von 2Zink-Atomen gekennzeichnetind stellt im Gegensatz zu den ubrigen
bekannten Zink-Finger-Doménen nicht primar eibA-Bindungsdoméne, sondekmelmehr
eine Protein-Protein-Interaktionsdoméane dar (Ubersicht: Saural.e1996; Borden,2000).
RING-Domaéanen sindlermutlich an der Ausbildung verschiedengges3er makromolekularer
Strukturen,wie PML (promyelocytic leukemiaNuclear Bbdies und Ubiquitin-konjugier-
enden Komplexen beteiligt (Ubersicht: Borden, 2000). Die iiber 200 beschriebenen Proteine mit
einer RING-Doménesind anvielen verschiedeneVorgangen, wie RNA-Prozessierung,
Transkription,Organellen-Transpomind auch der Biogeneseon Peroxisomerbeteiligt. Die
RING Proteine haben keine einheitliche Lokalisationsisal einige ausschliel3lich ifNukleus
zu finden, wahrend andere cytoplasmatisch lokalisied. Die Konsensussequenz deiNG-
H2-Doméaneund der homologe®RBP138 undGoliath Proteinesind in Abb.2.9.2.B darge-
stellt. Neben der Homologie zur Goliath RING-H2-Domane lassen sich inzwiseéigsre
homologe RING Proteine, allerdingsit eineretwas geringererlomologie, in deiDatenbank
finden. Das Auftreten der RING-H2-Domane innerhalb von RBP138 stitzt wast&ahigkeit
von RBP138 zur Interaktion mit anderen Proteinen.

® @ O
‘an*' 72+ @ © B8 O
2 @ 2 ® Znl+ <Zn2+
L & @
NN U
102 3 4 5 6 7 8
RI N C3HC4) : CXo CXg.39 CX1.gHXy.3CX CX.48 CX C
RING HX C3H2C3): CXy CXg.39 CX;.3HXo.3 HXy C X448 CXp C
RBP138 + CX CX3.14CX HXy HX C X CX C
Gd i at h:

Abb. 2.9.2. (A) Zwei schematische Darstellungen von RING-Domanen und der gebundenen Zink-Atome. Die
umrahmten Nummern symbolisieren die charakteristischen, hochkonservierten AS-Reste d&oRENGA

(siehe auch B). Die Bindung des Zink-Atoms 1 wird in einer einzigartigen Anordramden Zink-Lganden 1,

2, 5 und 6 koordiniert, die des zweiten Zink-Atoms von den Liganden 3, 4, 7 (Bdonsensussequenzen der

RING- und RING-H2-Doménen. Dienmerhalb der Domé&nen konservierten Reste sind in Fettdruck
hervorgehoben, des Weiteren sind die Abstande zwischen den konservierten Resten angegeben. Im unteren Teil der
Abbildung sind die Gemeinsamkeiten der RING-H2-Doméamen RBP138und des Goliath Proteins von
Drosophila melanogasteaufgefiihrt (siehe dazu auch Abb. 3.5.1.). (Teil A der Abbildung nach Borden, 2000)
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Der mittlere Teilvon RBP138 umden Bereichvon AS 700-900zeigt Homologien zum
C-terminalen Teil der schweren Kette des Myosimggsin heavy chairMyHC) des Polypen
Hydra vulgaris der einerleil des Myosinschafts ausbild&®er Myosinschft eines Myosin-
molekils bestehfus zwei spiralig umeinander gewundenarHelix Strdngen doiled coil
Struktur). In Abhangigkeit vom jeweiligen Myosin-Tyfihrt dieserBereich entweder zur
Multimerisierungvon Myosinmolekilen (im Falleeon Myosin 1l) oder zur Bindung allem-
branen (Myosin | und Myosin V). Die funktionelle Bedeutung der HomologieRBR138 mit
einem Teil der MyHC ist nicht klar ersichtlich.

Abgesehervon der am C-Terminus vdrRBP138auftretenderRING-H2-Domane geben die
gefundenen Homologien zu anderen Proteinen keinen unmittelbaren lAs$schber
Funktionen von RBP138. Auf mogliche Funktionen der identifizierten RING-H2-Domane wird
im Diskussionsteil ausfuhrlicher eingegangen werden.

2.10. Ist die K-reiche Region von SBP2 beteiligt an der
spezifischen SECIS-RNA-Bindung?

Vor Kurzem wurde mit dem SECIS-bindenden ProteiBREIS binding Protein, 5BP2) ein
neues spezifisches RNA-Bindungsprotein Ratte klonierfCopeland eal., 2000). Esst bei
Saugetieren an dem Einbau von Selenocystein (Sec) in Selenoproteine beeiligjhbau von
Sec,dem in den héaufig an Redoxreaktiortssteiligten Selenoproteinen eine zentrale Rolle bei
der Katalyse zukommt (Ubersichttaitman, 1996), erfolgt co-translational an normalerweise
als Stop-Codon fungierenden UGA-Codons und ist abhangigefanéarenFaktoren unctis-
wirkenden Sequenzen auf der mRNA der Selenoproteifestsd&ie cis-wirkende, stark
strukturierte alsSelenocysteine Insertion Sequel(i8&CIS)bezeichnetdRNA-Sequendiegt

bei den Saugetieren i3 -UTR derjeweiligen mMRNA, und kann bis zu 5300 Nt von der
eigentlichen Sec-Insertionsstelle entfernt liegen (Berry et al., 1991). Als Insertionsmechanismus
des Sec wirddie Bindung eineszellularen Faktors, vermutlich im Komplexmit weiteren
Proteinen, (u.ademRibosom und/ oder der Sec-tRRﬁ&) an das ECIS-Element postuliert,
der letztendlich dazuthrt, dass das Ribosom beiErreichendes als Sec-Insertionsstelle
dienenden UGA-Codons eine Sec-tRN#erwendet.

Das 846 AS lange BP2 Protein ist als spezifisches SECIS-RNA-bindendes Protein
beschrieben, welches im Kaninchen-Retikulozytenlysat notwéididie Insertion von Sec in
das Selenoprotein Phospholipid-Hydroxyperoxid-Glutathion-Peroxidase (PHGPRatterist
(Copeland etl., 2000).Der fur die RNA-Bindung verantwortlichéAbschnitt innerhalb des
SBP2 Proteinsist bisher nochnicht bekannt, nicht zuletzt deshalb, weil das Protein
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interessanterweise keines der bisher beschriebenen RNA-Bindungsmotive enthélt. Es weist
lediglich einen homologen Bereich zu dem postulieten RNA-Bindemdi#g Hefe-
Translationsterminations-Suppressors SUP1 auf (Koonin et al., 1994). Das SUP1-Motiv ist ein
aus Dg&enbanksuchen und ProteinAlignments abgeleitetes, hypothetisches RNA-
Bindungsmotiv, fir desseRNA-Bindeaktivitdt esbisher keinenexperimentellen Nachweis

gibt. Nebendem SJP1-Motiv, das im SBPZProteindie AS 666-687 umfasst, besitzt das
Protein nocheine K-reiche Domanedie aus 8 Lysin-Resten iginem Abschnitaus 11 AS
besteht und die AS 370-380 umfasst (Abb. 2.10.1.A u. B).

A C

, 280 846
SBP2 Protein | |
HISSBP2(280-846AS) - | |
1 370 6‘;6 846 HISSBP2(280-440AS) S -
[ | |
7/ N\ HISSBP2(280-440AS)mut =]
K-reiche SUP1
Region Motiv HISSBP2(280-656AS) = -
HISSBP2(400-846AS) o | ]

B

SBP2 (AS370-380): KKNKKKKEKSK

RBP138 (AS656-671): KSKORKKKKTKNKKNK

Abb. 2.10.1. (A) Schematische Dstellungdes BP2 Proteins (846 AS). Die K-ofie Region umfasst die
AS 370-380, die zum postulierten SUP1-RNA-Bindungsmotiv homologe Region die AS 66@6§83equenz-
vergleich der K-reichen Regionen von SBP2 und RBP138. Die Positionen der ersten und letzten ASHen K-rei
Region innerhalb des jeweiligen Proteins sind in Klammamgegeben(C) Schematische Darstellung der
verwendeten BP2-Fragmente. Die K-rehie Region und die $JP1-homologe Region von SBP2 sind als
schwarze Boxen dargestellt. Die mutierte K-reifteggion innerhalb des HISSBP2(280-440AS)nstitals helle
Box gezeichnet. Die horizontale Strichelung symbolisiert einenTidlg-

DieseK-reiche Regionvurde vonCopelandund Kollegen algotenzielles Kernlokalisations-
signal fuclear localization signat NLS) beschrieben. Sie weigthnlichkeiten mitder K-
reichen Region von RBP138 auf, die im Rahmen dieser Arbeit als RNA-Bindungsdoméne iden-
tifiziert werden konnte(Abb. 2.10.1.B). Dadie RNA-Bindungsdoméne von SBP2 nicht
bekanntwar, sollte experimentell untersuchterden, ohdiese K-reiche Regiomon SBP2 an

der SECIS-RNA-Bindung beteiligt ist. In diesem Fall wirde die K-reiche RegionRie2 8in

neues Mitglied der K-reichen RNA-Bindungsmotiv-Familie darstellen.

DarUberhinaus sprachen weitétankte daflir, dasdie K-reiche Region innerhabon SBP2

kein NLS darstellt, sonderméglicherweise an der SECIS-RNA-Bindubgteiligt ist. Zum

einen existierten keine experimentellen Daten, die @oé Kernlokalisation des SBP2
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hindeutetenzum anderen konntdas SBP2Protein vor seiner Klonierung aus cytoplasma-
tischen Extrakten aufgereinigterden (Copeland etl., 1999), was fleine cytoplasmatische
Lokalisation (neben der postulierten nuklearen Lokalisation) des Proteins spricht.

Um zu testen, ob die K-reiche Region an der Bindung der SECISH&Higtist, wurde das
Bindungsverhalten von funinterschiedlichen SBP2-Fragmenten unters(&hb. 2.10.1.C).
Samtliche verwendeten SBP2-Fragmente begannen erst mit der AS 280 des SBP2 Proteins oder
dahinter, denn die Arbeit von Copeland und Kollebatie gezigt, dassdie erster280 AS flur
die RNA-Bindung nicht notwendig sind (Copeland et al., 2000).

Die exprimierten BP2-Proteinfragmente enthielten am N-Termieueen HISTag sowieeine
31-34 ASlangelLeaderSequenzDas HISBP2(280-656AS)-Fragment wiegisatzlich noch
einen C-terminalen HISagauf. Das langsteEB?2-Fragment, HISSBP2(280-846AS), besteht
aus den AS 280-846 des SBP2 Proteins emtalt sowohl die K-reiche Regi@is auch das
postulierte $P1-RNA-BindungsmotivDas HIS8P2(280-440AS)-Fragmeranthalt im we-
sentlichen die K-reich&egion.Das HISBP2(280-440AS)mut-Fragment isahezu identisch
mit HISSBP2(280-440AS),enthélt jedoch eine mutierté-reiche Region, inder die AS-
Sequenz "KKKEK" durch die Sequenz "SGSE#Setztist. Ein vergleichbarer AS-Austausch
fihrt in der K-reichen Region vVORBP138 zueiner drastisch verminderteRNA-Bindungs-
aktivitat (sieheKap. 2.3.). Das vierte verwendeteB®2-Fragment, HISSBP2(280-656AS),
reicht von AS 280 bis 656. Emnthalt die K-reiche Régn undendet unmittelbavor dem
putativen $P1-RNA-BindungsmotivDas HISBP2(400-846AS)-Fragmeteginnt dagegen
erst kurz hinter der K-reichen Region uedthaltden kompletten C-Terminudes SBP2
Proteins inklusive des SUP1-Motivs.

Die SBP2-Fragmente wurden zunachst durch gekoppelito Transkription und Translation

im Kaninchen-Retikulozytenlysat hergestelitpd anschlieRend weiter darimit einer *2P-
markierten RNA-Sonde inkubiert. Als Sonden wurden dabei eine 218 Nt lange, aus 199 Nt des
PHGPx-SECIS-Elements bestehende RNA (SECIS-RNA), oder die zuvor beschriebene 184 Nt
lange HBVe-haltige RNA (HBV€-RNA) (siehe Kap. 2.3.1.) verwendet. Nach Inkubation der
SBP2-Fragmentenit den RNA-Sonden wurdedie Ansétze geteilt. Eiffeil jedes Ansatzes
wurden fur das U\Grosslinkingder RNA-Protein-Komplexe verwendet, dandereTeil zur
Aufreinigung der HISSBP2-RNA-Komplexe adem Retikulozytenlysat tUber eine’NNTA-

Matrix durch immobilisierte Metallaffinitats-Chromatographi¢lMAC). Die Menge an
gebundener markierter RNvkurde in denCrosslinkingExperimenten nach SDS-PAGE Uber
Autoradiographie bestimmt, wahrewlie Quantifizierung deMenge angebundener RNA in

den aufgereinigtenE?2-RNA Komplexen Uber die Bestimmung déerenkovcpm im <in-
tillationszahler erfolgte. Zur Uberprifung derTranslationseffizienz der verschiedenen
HISSBP2-Fragmente wurden parallel zu den RNA-Bindungsansiitagtro Translationen in
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Anwesenheitvon **S-Methionin durchgefiihrt, wodurchie synthetisierten Proteinselbst
markiert werden und die Menge an neusynthetisierten Proteinen bestimmt werden kann.
Die CrosslinkingAnsatze wurdemach UV-Bestrahlungeinem RNase AVerdau zur De-
gradierung nicht-kovalent-proteingebundener RNA unterzogen. Anschlie®arden die
kovalent durchdie RNA markierten Proteine tUber SIPAGE aufgetrenntind durch Auto-
radiographie nachgewieseie Ergebnisse der Bindungsexperimemigt anschlieRendem
Crosslinkingsind in Abb. 2.10.2. dargestellt.

DEF;ABCDEFABCD E F

—
o7 - - - .

66 — ——
46-| I~

30—

353.Met 32p.secis | 32p-HBV-£

Translation Translation + RNA-Bindung

Abb. 2.10.2. UV-CrosslinkingBindungsexperimente mit SBP2-Fragmenten. Die SBP2-Fragmente wurden
durch gekoppeltén vitro Transkription und Translation syntisert, und anschlieBend weiter mit ein&pP-
markierten RNA-Sonde (SECI®zw. HBV-¢-haltige RNA) im Kaninchen-Retikulozytenlysat inkubielach
kovalenter Verknlpfungon Proteinund gebundenéRNA durch UVBestrahlung wurde nicht-kovalent-protein-
gebundene RNA degradiert. Die Proteine (mitsgetrosslinkteRNA) wurden im Anschlussiber SDS-PAGE
aufgetrennt, und autoradiographisch detektiert. ZigtiBenung der Translaﬂnsefﬂmenzen der einzelnen SBP2-
Fragmente wafen parallel zu den Bilungsansatzen amslationen inGegenwartvon **S-Met durchgefiihrt.
Nebenden Ansédten mitdenAbb. 2.10.1.C dargedlien SBP2-Fragmenten, diente ein Ansatz ohne DNA (no
DNA Template) als Negativkontrolle. Eiendogenes, ca. 70 kDaofes, mitden RNA-Sonden interagiendes
Retikulozytenlysat-Protein ist mit einem "*" markiert.

Nur die zwei den kompletten C-Terminus inklusides SUP1-Motivs aufweisenderBB32-
Fragmente, HISSBP2(280-846AS) und -(400-846AS), vermdliErfEECIS-RNA-Sonde zu
binden.Die drei anderen Proteinfragmentdie allesamt diek-reiche Region, aber nicht das
SUP1-Motiv aufweisen, sindagegen nicht zuBindung der SECIS-RNA in der Lage. Dass
dieses Ergebnis nicht auf unterschiedliche Mengen anBR3$ragmentemnerhalb der ein-

zelnen Ansatzezuriickgeht,zeigen die Translationsansateet %3-Methionin. Dabei ist zu
erkennen, dasalle finf SBP2-Fragmente ietwa gleicher Mengsynthetisiertwurden, und

somit auch in etwa gleiche Mengen der Fragmente in die Bindungsansatze eingingen. Neben der
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BandedesFull-Length Proteins traten jeweils nodatine Vielzahlder fir die in vitro Trans-
lation typischen Abbruchbanden adfe keine (nachteiliger\uswirkungen auflie Bindungs-
experimente hatten.

Die beschriebenen U\GrosslinkingBindungsstudien sprechen soweit gegére Beteiligung
der K-reichen Region an der RNA-Bindung durclBP2. Aus der Beobachtung, dass
HISSBP2(400-846AS) SECIS-RNA-bindend ist, wahrend HISSBP2(280-65848) nicht
in derLageist, kann dartberhinausin Auftreten deRNA-Bindungsdoméne in®-terminalen
Teil des SBP2-Polypeptidabgeleitetverden. In désem Bereicldes SBP2 Proteinsefindet
sich unter andererdas SUP1-Motiv (AS 666-687), das v@opelandund Kollegen als
mogliches RNA-Bindungsmotiwon SBP2beschrieben wurdeDie Datender UV-Cross-
linking-Experimente sprechen fi@ine Beteiligungdieses Abschnitts innerhaimn SBP2 an
der SECIS-Bindung.

Im Gegensatz zu den Ansétzent der EECIS-Sondetritt in den Ansatzemmit der HBV-€-
RNA-Sondekeine RNA-Bindung durchdie HISBP2-Fragmente auf. Eist lediglich eine
Bindung der HBVE-RNA durch ein endogenes, ca. 70 kDa Protein zu beobadbasnNicht-
binden der HBVE-RNA durch die SBP2-Fragmente unterstreiclkdum einen die zuvor
beschriebene die Spezifitat d@NA-Bindung durch SBP2Copeland etl., 1999), und zum
anderen die Spezifitdt des USfosslinkingAssays selbst.

In den zweiten durchgefuhrté®NA-Bindungsstudien, dekufreinigung der HISBP2-RNA-
Komplexe UberIMAC und anschlieRende Quantifizierung der gebundenen RNA im Szin-
tillationszahler, ergab siclein identisches Bild wiezuvor schonbei den Crosslinking
Experimenten. Nach Aufreinigung der Komplaxed mehreren Waschschrittevar einzig bei

den beiden Fragmenten HIBB2(280-846AS) und -(400-846A%)ebundene SECIS-RNA
nachzuweisen, wahrenbei den tbrigen drei Fragmenten keine (ber den unspezifischen
Hintergrund hinausreichende RNA-Bindung nachweislar (sieheTab. 2.10.1.). In den
Ansatzen der beiden SECIS-bindenden Fragmente wurden jeweils rund 400.000 Cerenkov cpm
gezahlt, bei den Ansétzen der nicht-bindenden Fragemente waren es dageiged 14.000.

In dem als Negativkontrolle dienenden Ansatme SBP2-Fragmenter die unspezifische
Hintergrundbindung des Assays darstellt, wurdbanfallsnur etwa 12.000 cpm gezAlt. In
diesem zweiterRNA-Bindungsassay findet siciuch dieschon zuvor in derCrosslinking
Experimenten beobachtete Spezifitat der RNA-Bindung ddiet®BP2-Fragmente wieder. So
fuhrt auch hier die Verwendung von HBB/RNA in keinem Fall zu einer Gber den Hintergrund
hinausgehenden RNA-Bindung. Fgamtliche 8P2-Fragmente einseblilich der Negativ-
kontrolle blieben dieCerenkovcpm untereinem Wertvon 12.000.Der der zweiteeingesetzte
Bindungsassayestatigt somit vollstandiglle in den CrosslinkingExperimenten erhaltenen
Ergebnisse.
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Beide Assays sprecheeindeutig gegen eine Beteiligungr K-reichen Region vonB»2 an
der SECIS-RNA-Bindung. Es kann zudedngeleitewwerden, dasslie RNA-Bindungsdoméne
im hinteren Dritteldes SBP2-Polypeptidekalisiert seinmuss. Esscheint daher als durchaus
wahrscheinlich, dass damstulierte §P1-RNA-Bindungsmotivdie RNA-Bindungsdomane
von SBP2 darstellt. Die bloRe Anhaufumgn Lysin-Resten fuhrt alsoicht "automatisch™ zur
RNA-Bindung, wasumgekehrtfiir einegewisse Bezifitatdes K-reicherMotivs im RBP138
Protein spricht.

Tab. 2.10.1.An die Nf*-NTA-Matrix gebundendRadioaktivitat (in Cerenkov cpm) nachAC-
Aufreinigung der HISSBP2-RNA-Komplexe aus dem Kaninchen-Retikulozytenlysat.

In vitro translatierte gebundene SECIS-RNA gebundene HBVE-RNA

HISSBP2-Fragmente (Cerenkov cpm)* (Cerenkov cpm)*
O 12230 8330
280-440AS 9360 9080
280-440AS mut 8870 6950
280-846 417060 9600
400-846 385190 8130
280-656 13930 10590

* Input-RNA betrug ca. 1,9 xf@Cerenkov cpm pro Ansatz
O Negativkontrollein vitro Transkription und Translation ohne DNA-Template
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3. Diskussion

Den Ausganggmkt der vorliegendeArbeit stellte die im Rahmeder Diplomarbeit isolierte
NIlI-cDNA dar (S.G. Kreft, 1996). Sie war ireinem NWScreeneiner Humanleber-cDNA-
Phagenexpressionsbank zidentifizierung zellularer Interaktionspartnetes HBV-RNA-
Pragenoms aufgrund der Aitat des von ihrcodiertenProteins gegeniber der verwendeten
HBV &-haltigen RNA-Sonde isolieworden. Die cDNA entlielt ein kurzes 5°-UTR unetinen
1998 Bplangen ORFund war am 3"-Ende unvollstandiDas NllI-Protein stellteein neues
Protein ohne offensichtliche Homologien zu bereits bekannten ProtdarenAufgrund der
Tatsache, dass das NIll-Protein im NW-Bldie HBV €-haltige RNA-Sonde zu binden
vermochte, konnte vondem Auftreten einesneuen, bisherunbeschriebenen RNA-
Bindungsmotivs innerhalb des NIlI-Proteins ausgegangen werden. Ein erstes Zehaetnst
die Vervollstandigung der am 3"-Ende inkomplettii-cDNA. Daneberwurde daserwartete
neue RNA-Bindungsmotikartiertund eingehender charakterisiert. Dartiberhinawsde das
neue Protein hinsichtlich seiner subzellularen Lokalisationd seiner Expression in
verschiedenen Gewebamtersucht.Mit der Verfugbarkeit eines Teils der genomischen
Sequenz konnte zudem die Intron-Exon Struktur des rbp138 Gens abgeleitet werden.

3.1. Identifizierung der RBP138 und RBP35 ORFs und der
partiellen genomischen Sequenz des rbpl38 Gens

Zu Beginn derArbeit wurde zunachst die NIlI-cDNAvervollstandigt. Nachdem in ddbaten-
banken keinamit der NIlI-cDNA UberlappendeiSequenzendgie das £hlende 3'-Ende hatten
enthalterkbnnen, zuihdenwaren,ergabdasScreenerverschiedener Human-cDNA-Banken
mit einer Nlll-spezifischen Sondeier unabhangiggositive, mit der NIlI-Sequenz Uberlap-
pende cDNA-Klone. Davon stellte einer (H14173) eine cDNA mit komplettem 3"-Ende dar, und
verlangerte den NIII-ORF um 1630 Bp zu einer Gesamtlange vonB62Dieser ORFwurde
RBP138 (RNA-Bindungsprotein 138a) genannt,nach derGrél3e des vonhm codierten
Proteins und deFahigkeit RNA zubinden. Die Exidenz des postulierten3627 Bp langen
RBP138-ORF wurde kurz darauf durch die Veréffentlichung einer cDNA (KIAAOGW6E)lem
komplettenRBP138-ORF in delGenBankDatenbank bestatighVie die NIII-Sequenz, so
wiesen aucldie isolierten,mit der NIlI-Sequenz lUberlappenden cDNA-Klonem Zeitpunkt
ihrer Entdeckung keine ausgepragten Homologien zu bekannten Sequenzen auf.

Zwei der vier isolierten cDNAs codierten fur emerkirztes, nur 303 AS langes Protein mit
einem theoretischen Molekulargewiahdn 35 kDa.Dieselsoform, die aus den ersten 301 AS
des RBP138 sowie zwei weiteren AS besteht, wurde RBP35 geasnAuftreten zwevon-
einanderunabhéngiger, fudie kurzelsoform codierender cDNA-Klone spricht daf dass es
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sich dabei nicht unein bei derHerstellung decDNA entstandenesrtefakt handelt, sondern

die RBP35 Isoform mit groRer Wahrscheinlichkeit wirklich existiert.

Der letzteder isolierten cDNA-KlongB2269) verlangert derNIll ORF um 286Bp. Davon

sind die erster203 Bp identischmit RBP138, watend sichdie dahinterliegenden 83 Bp von

der RBP138-Sequenz unterscheiden. Nach Grol3e desesenmdORF codierten, postulierten
Proteins wurde das Leseraster RBP87-ORF genannt. Ein Vergleich dieses cDNArKIdas

bisher bekannten, partiellen genomischen Sequenz legt allerdings nahe, dass dieser Klon auf ein
unvollstdndig gespleiRtes Transkript zurtickgeht, sodit héchstwahrscheinlicdas von

diesem Transkript codierte 87 kDa Prot@ivivo nicht existiert (siehe unten).

Im Rahmen des Projekts zur Sequenzierung des cimigreen Genoms Kuman Genome
Projec) wurde mittlerweiledie partiellegenomische Sequeniespostuliertenrbp138 Gens in
der HTGS-DatenbankHjgh Throughput GenomiSequencgs die dienoch nicht vollstandig
assemblierten Sequenzdaten enthalt, veroffentlicht. Die Seqeenbpl38 Genist teilweise,

d.h. bis Position 2423 des RBP138-ORF,dem in derHTGS-Datenbank veréffentlichten
Sequenz deBacmids RP1161J9enthalten. Da daBacmid selbst aufeinen Abschnitt des
Chromosoms 3 zuriickgeht, kann das rbp138 &®nit Chromosom 3 zugewiesarerden.

Das Bacmid isbisher jedoch nochicht vollstdndigsequenziertDer sequenziertd eil besteht
aus 27nicht-uberlappenden AbschnitteBdqntig9, die in zuféalliger Reihenfolgeind Orientie-
rung zueinander angegeben sind. Mit Hilfe der Sequenzen der isolierten NIlII/RBP-cDNAs und
der KIAAO675-cDNA konnten di€ontigsteilweise geordnet und ein Grol3teil der Sequenz des
rbpl38 Gens bigur Pos. 2423 des ORFRbgeleitetwerden.Die Sequenzles rbpl38 Gens
vom 5°-UTR bis zuPos. 2423 béshtaus 22 Exons undbensovielerintrons und umfasst
mehr als 70 kBp. Die exakte GroR3e lasst sich nicht angeben, da die GréRe der Licken zwischen
den einzelnerContigs nicht bekannist. Alle zugewiesenen Exons sinlistandig auf den
Contigsenthalten, wahrend siakinige Introns tberzwei Contigs erstreckerund dahereine
Lucke unbekannteGrofRe aufweiserDie Gro3e der Exongeichtvon 26 Bp bis 618 Bp, die
der Introns von 157 Bp bis mindestens 7418 Bp.

Die cDNA-Daten lassen sich sehr gnoit der genomischen RBP138-Sequenz in Einklang brin-
gen. Alle abgeleitetenintrons [esitzen jeweils Splei3-Donoruind -Akzeptor-Konsensus-
sequenzenDer Vergleichdes postuliertenRBP87-ORFmit der genomischen Sequenz lasst
vermuten, dasdie RBP87-Isoform hdchstwahrscheinligkine eigendRBP-Isoform darstellt,

da die fir sie codierenddDNA (B2269) anihrem Ende nocldas Intron XX enthalt. Da sie
dahersehr wahrscheinlich a@ine unvollstandig gespleil3te RN2uriickgeht, isdie Existenz

der RBP87-Isofornin vivo unwahrscheinlich.

Im Gegensatz dazu lasst sidie postulierte RBP3%soform vollstandigaus dergenomischen
Sequenz ableiten. Das RBP35-Transknijiit demkurzen RBP35-ORIEntsteht durcldie Ver-
wendungeiner alternativerb’-Splei3-Stelle, wodurclein friihzeitigesStop-Codon entsteht.
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Interessanterweisenthalten die beidersolierten, fir den RBP35-OREodierenden cDNAs
(C1754 und N0865) beide noch das Intron XVII (im 3"-UTR). Es ist denkbar, dass sowohl die
Verwendung demrlternativen 5°-Splei3-Stelle als audhas NichtherausspleiRen des Introns
XVII miteinander in Zusammenhanstehen. Mdlicherweise gehen die unterschiedlich ge-
splei3ten RBP35- und RBP138-mRNAs a&urser Prozessierung duralmterschiedlich zusam-
mengesetzte SpleilRosomen hervor.

Auch wenn die Funktion des kurzen RBP35 ProteinsZeitmoch nicht verstandeist, so ist
dennoch vorstellbar, dass durden alternativerSpleiRvorgang, der zur Generierung der
RBP35-mRNAanstelle deRBP138-mRNA fiihrtJetztendlich die Menge aRBP138 Protein
reguliert wird. Ein bekanntes Beispiel fur die Regulation depiession eines Proteins durch
die Verwendung alternativer Spleil3-Stellendsis TransformefTra) Proteinvon Drosophila
daseine essentielle Rolle beler Geschlechtsdetermination spielt (Ubersitiupez, 1998).
Diese verlauft beDrosophilatiber eine Kaskadeon alternativen Splei3-Vorgangen bei ver-
schiedenen RrmRNAs, die letztendlich zu einegeschlechtsspezifischen Expression das
Geschlecht determinierender Gernrt. Die tra Pr&-mRNA stellt ein solches geschlechts-
spezifisch gespleil3tes Transkrgar. In Embryosdie aufjrund der Zusammensetzung ihres
Chromosomensatzes dazu bestinsmtdl Mannchen zwerden, wird dasra-Transkript so ge-
spleif3t, dass ein trunkiertes, inaktives Tra Protedfiertwird. In Embryos,die sich zueinem
Weibchen entwickelnsollen, wird dagegen eine alternativ@-Splei3-Stelle auf der tra
Pra-mRNA benutzt.Dadurch kommt es zu derilerausspleil3en einesin Stop-Codon
enthaltenden Exongxon skippinyy worausschlie3lich ein Transkrighervorgeht, das fir ein
funktionsfahiges Tra Protein codiert. Die Verwendung deralternativen 3’-Spleil3-Stelle
innerhalb der tra Pra&-mRNxvird in Drosophila tber das Weibchen-spagidhe Sex-lethal
(SxI) Protein gesteuert.

Ahnlich wie in dem Falldes Tra Proteinsbei Drososphilakénnte auch di€xpression von
RBP138 durch daaslternatives SpleiRen d®BP138 Pra-mRNA guliert sein. Hierbei ist zu
erwdhnen, dasslie kleine RBP35-Isoformnicht die alsRNA-Bindungsmotividentifizierte
K-reiche Region enthalynd somit, zumindest wadie RNA-Bindungskapazitéangeht, als
inaktive RBP138-Isoform angesehen werden kann. Im Gegensat®rosophilaTra Protein
schlief3t sich die Expression der beiden RBP-Isoformen jedoch nicht gegesmseiti§o war in
Northern-Blots (vgl. Kap. 2.5.¢in Auftreten der Transkripte beidisoformennebeneinander
im gleichen Gewebe zu beobachten. Dabei blieb das Verhaltnis der beiden Transkripte unterein-
ander in den untersuchten Geweben weitgehend unveranderiwldis bedeuten, dass ein
festgelegterAnteil der RBP138 Pra-mRNAger sealternativ gespleif3t wird, und dasgh
dieser Anteil in verschiedenen Geweben kaum &ndert.
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3.2. Identifizierung der K-reichen Region als neues RNA-
Bindungsmotiv

Das NiIlI Protein (= RBP1-666) wurde aufgrund seiner Fahigkeit, dBiltige RNA zu bin-
den, identifiziert. Da innerhaldes Proteingber kein bekanntes RNA-Bindungsmatientifi-
ziert werden konntekdnnte einbisher unbeschriebenes Bindungsmotiv innertagdls NIlI-
Polypeptids vorkommen. UbeKartierungsexperimente inForm von NW-Blots und
Bindungsstudien in Loésung konnéne am unmittelbaren C-Terminusn NIl autretende
K-reiche Region als fur diRNA-Bindung absolut notwendige Regiaentifiziert werden. In
den in diesem Zusamenhang durchgefihrten Bindungsstudien flhrten soverinhir@le
Deletionen, als auch AS-Austausche innerhalb dieser Region zu einer drastischen Verminderung
der RNA-Bindeaktivitat. Die K-reiche Region besteht in déii Protein(fragment) ausieben
Lysin-Resten une@inemArginin-Rest ineinem Abschnitvon 11 AS (Abb.3.2.1.). In dem
kompletten RBP138 Protein besteht die K-reiche Region aus insgesamt 11 Lysiniitesten
halb von 19 AS.

Uber die Art der Interaktion dieses Motivs mit RNA kann in Abwesenheit experimeretien

nur spekuliert werden. Es ist vorstellbar, dass die Region durch die stark positiven Ladung tber
elektrostatische Wechselwirkungent dem negativgeladenen Zucker-Phosphat-Ruckgrat der
RNA interagiert. Ein Beispiel fleine Interaktion einegositiv geladenen AS-Motiveiit RNA

stellt das HIV-1 Tat Proteidar. Esist ein Transaktivatorprotein, dadie virale Genexpression

durch Bindung des am 5"-Englles viralenTranskripts vorkommenden strukturiert@ AR-
RNA-Elements tfansactivation responselemeny aktiviert (Berkhout etal., 1989). Im Tat
Protein besteht die positiv geladene Region aus sechs Arginin- und zwei Lysin-Resten innerhalb
eines 9 AS Abschnitt§Abb. 3.2.1.). Diese hochkonservierte basische Region gehort zur
Familie der Arginin-reichen RNA-Bindungsmotivarginine-rich motif, ARM), die durch ein
vermehrtes Auftretemon Arginin-Resten innerhalb eines kurzel)-20 ASlangen Sequenz-
abschnittes gekennzeichngihd (Lazinski etal., 1989; Kurzlbersicht: Burd &Dreyfuss,
1994a).

K-reiche Region RBP138: ... KSKORKKKKTKNKKNK. . .

(AS656-671)

ARM HIV-1 Tat Protein: .. . RKKRRQRRR. .. .
(AS49-57)

Abb. 3.2.1.AS-Sequenzen der K-reichen Region von RBPaB8 des Arginin-reicheRNA-Bindungsmotivs
(ARM) des HIV-1 Tat Proteins. Der in demnlINFragment (=RBP1-666) vorkommende Teil der K-reichen Re-
gion ist mit einer Linie gekennzeichnet.
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Die verschiedenen bekannten ARM-Proteineisen auf Strukturebengermutlich keine
Gemeinsamkeiten aufind nehmen, zumindest iFall desTat Proteins, ersiit Bindung der
RNA eine dstinkte, stabile Konformationan. Peptidemit dem Tat ARM-Motiv zeigen in
in vitro Bindungsstudienein mit dem kompletten Tat Protein vergleichbares TAR-RNA-
Bindungsverhalten (Churcher &k, 1993).Interessanterweise konnen dem Peptidkontext
beinahe alle Arginin-Reste innerhalb des Motivs gegen Lysin-Reste ausgeteersidn,ohne
dass sictdie TAR-RNA-Bindung dabei dramatisch vermindert (Calnamalet 1991a,b). Das
Auftreten eines einzigen Arginin-Resteseinem stark basischen Kontext scheutds einzige
Kriterium fur eine spezifische Bindung der TAR-RMNWrch das Tat-Peptidzw. davon abge-
leitete Peptide zusein. Den basischen Aommt dabei die Aufgabeu, dasRNA-Ruckgrat
Uber elektrostatische Wechselwirkungen mehr oder minder unspezifidzsindan, wodurch
wiederumeine (spezifische) Ausrichtundes Arginin-Restesinterstutztwird. Es spielt dabei
keine grol3e Rolle, ob der basische Kontext auf Arginin- oder Lysin-Reste zuriickgeht.

Die Ergebnisse von Calnan urkbllegen zeigen prinzipiell, auctwvenn sie aufdie Unter-
suchung von Peptiden und nicht natirlicherweise vorkommender Sequenzen zuriickgehen, dass
eineK-reiche Region zur Bindungon RNA fahigist. In Analogie zur TAR-RNA-Bindung
durch Tat, kann fir RBP138 und dess$ereiche Region spekuliewerden, obdie Mehrzahl
der Lysin-Reste der K-reichen Region auch eine eher unspezifische Bindung von RNA bewirkt,
und die innerhalb der Region vorkommendiicht-Lysin AS, oder auch anderEeile des
Proteinsletztendlich fur die(vermutete, aber noch nichezgigte) Spezifitdt verantwortlich
zeichnen.

Auch wenn sich durch das Améten einerstark basischen RegioRarallelen zwischen der
K-reichen Region de&®BP138 Proteins undem ARM RNA-Bindungsmotiv ergeben, so
bleibt festzustellen, dass mer Literaturbisher nochkeine nattrlich vorkommende K-reiche
Region als RNA-Bindungsdoméne beschrieben wuigherist die K-reiche Region von
RBP138 als ein neues RNA-Bindungsmotiv anzusehen.

Das Auftreten mehrerelysin-Reste innerhalb eines kurzen Sequenzabschnitts ist auch ein
Kennzeichenvon einteiligen (monopartit¢ Kernlokalisationssignalenngclear localization
signals NLS) (Ubersicht:Dingwall & Laskey, 1991). KlassischeBeispiel fur einsolches

NLS stellt die basische Region ("KKKRK") des SV40 grol3en T-Antigens dar (Kalderon et al.,
1984). Das aus vier Lysin- ureinemArginin-Rest aufgebaut®otiv weist aufgrund des Auf-
tretens mehrerer Lysin-Reste hintereinander eine gevssiehkeit mit der K-reichen Region

von RBP138 auf. Elag daher die Vermutungahe, dasslie K-reiche Sequenz auch als NLS
fungierenkdnnte. Sadientz.B. die bereits erwdhnteasische Region des HIVat Proteins
sowohl als RNA-Bindungsdomane, als auch als NLS (Hauber et al., 1989; SialmiX290).

Die in Lokalisationsstudien in transfiziertétuh7 Zellen beobachtete, ausschlief3lich cytoplas-
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matische Verteilung diveer RBP-eGFP-Fusionsproteine (véflap. 2.8.1.), ist jedoch ein
eindeutiger Hinweis dafir, dasdie K-reiche Regionhier, zumindest im Kontexeines
Fusionsproteins mit eGFP, kein funktionelles NLS darstellt.

Um herauszufinden, ob neben RBP1@8tere Proteinenit einemK-reichen RNA-Bindungs-
motiv exisitieren,wurde das erskirzlich identifizierte SBP2 Protein SECISRNA binding
protein 2 Copeland etal., 2000) untersucht. SBP2 besiteine K-reiche Region
("KKNKKKKEKSK") und bindet spezifisctdas im 3"-UTR von mRNAsiniger Seleno-
proteine vorkommende SECIS-RNA-Elemesglénocysteine insertisequencg wobei die
Bindung von SBP2 an das SECIS-Element essentiell fir den Einbau von Selenocystein ist.
Da die an deBindung der SECIS-RNAeteiligte Region innerhalbdes SBP2-Polypeptids
noch nicht bekannt war, und die K-reiche Region von SBP2 deRB#138 zueinemgewis-
sen Grad &hnelt, wurde untersucht, dibse Region dieRNA-Bindungsregion de$SBP2
Proteins darstellt. Bindungsstudien Retikulozytenlysatnit SBP2-Fragmentemit und ohne
K-reicher Region und SECIS-RNA zeigten allerdings eindeutig, dass diese Redjiban der
SECIS-RNA-Bindung beteiligt ist (vgl. Kap. 2.10.), und soenth kein weiteres Beispiel fir
eine K-reiche RNA-Bindungsregion darstellt.

Dennoch bleibt festzuhaltedassdie K-reiche Region innerhaldes RBP138 Proteins ein
neues RNA-Bindungsmotiv darstelRuRerdem konntgezeigtwerden, dasslie K-reiche Re-
gion, trotz ihrer Ahnlichkeit mitlenklassischen, basischen NLS Sequenkeime kernlokali-
sierende Eigenschaft besitzt.

3.3. Geringe Spezifitdt der RNA-Bindung durch RBP138 und
RBP510-878 ?

Nach der auf der Bindung voHBV-€-haltiger RNA basierenden Identifizierurdes NIl
Proteins stellte sich die Frage nach der Spezifitat der InterakgiomNIIl (und spaterRBP138)

mit RNA. Es wurdedeshalb untersucht, ob das RBP138 Proteiben der HB\&-haltigen
RNA noch weitere RNAs bindet. Da sich das komplette RBP138 Protein vokDE3&ur sehr
schlecht inE. coli exprimierenliel3, wurde in den Bindungsstudien das NIlll-Fragment
(=RBP1-666) oder RBP510-87@hier kurz: RBP) verwendetDie Untersuchung der Bin-
dungsspezifitat erfolgte unter Verwendung verschiedener heterologer RNA-Sonden in NW-Blot
als auch in Bindungsstudien inbsung. Unter dengetestetenSonden befnden sich stark
strukturierteRNAs, wie z.B. die HIV-1 TAR-RNA, und auch eine komplettinstrukturierte,
einzelstrangigdRNA, die AMV- LeaderSequenz-RNATrotz dergrof3en strukturellen Unter-
schiede der untersucht&NAs wurdenalle getestetersonden im NW-Blot von NIII gebun-
den, was auf eine gerin@pezifitdt delRNA-Bindung seitens des RBP138 Proteins schlief3en
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lie3. Dennoch konnte die beobachtete Bindungsspezifitat auch nicht vollig unspesafiscda
die Bindungsstudierbei einem cal00fachenUberschuss amnmarkierter Hefe-tRNA und
Heringssperma-DNA durchgefuhwurden, wodurchsamtliche unspezifischeiRNA-Bin-
dungsstellen abgeblockt werden sollten.

Ergebnisse aus In-Losung-Bindungsstudiendbgsin die in derNW-Blots beobachtete ge-
ringe Selektivititvon RBP. So wurderauch in diesen Studiesamtliche getesteten RNA-
Sonden von RBP gebunden, wolk&ine Unterschiede hinsichtlioties Bindungsverhaltens
der einzelnersonden auftraterDie ausschéRlich in den Bindungsstudien lthsung unter-
suchte, imWesentlichemur aus der HB\E-Sequenz bestehended damit stark strukturierte
"HBV € only" RNA wurdeetwa 3-4fach schlechter gebunden diks Gibrigen Sonden.Dies
deutet darauhin, dass RNAgnit ausgepragter Sekundarstruktur iRBP weniger efzient
gebunden werden.

Es wurdeweiter untersucht, otbei der Bindung homopolymereRNAs erkennbare Unter-
schiede hinsichtlich der Bindungsstérke auftre@azu durchgefihrte Kompetitionsexperi-
mente inLosung mit markierter HBV €-haltiger RNA sowie unmarkierten homopolymeren
RNAs alsKompetitoren zeigterleutlich, dass RBPraferenziell die beiden Homopolymere
Poly-A und Poly-U bindet. Bei einer Kompetitorkonzentration von 10 pg/ml, was beirgis
groRen Uberschusgegeniiber der markierten HB&/haltigen RNA entspricht,kompetierten
Poly-A und Poly-U etwdOx starker als Poly-C unidoly-G. Doppelstrangige Poly-Poly-C
RNA erwies sich als schlechterer Kompetitor als samtliRN&-Homopolymere. Damit wurde
deutlich, dass Doppelstrang-RNA von RBP weniger effizient gebunden wird als homopolymere
RNAs. Diese experimentellen Daten zeigen, dass RBP ihadgyist, zwischenverschiedenen
homopolymererRNAs zu diskriminieren, was figine gewisse Spezifitdt bei derBindung
spricht.

Die Ergebnisse der Experimente zur Spezifitatsbestimmung zusammengefasst R&tReiuir
eine relativ geringe Selektivitat beéer Bindung vorRNA-Molekilen autuweisen. Damit ist
das RNA-Bindungsverhalten von RBgrundsatzlich dem vielehnRNP Proteine ahnlich
(Ubersicht: Dreyfuss eil., 1993).Diesesind anVorgangen wie deProzessierung von Pré-
MRNA sowie dem Export der mRNA beteiligt. Fur die meisten hnRNP Proteine wuxdo
ebenfalls dieBindungvieler unterschiedlicheRNAs nachgewiesen, woraus fur €me eher
unspezifische RNA-Bindungbgeleitet wurde. BestringentererBedingungen, wie.B. einer
Salzkonzentrationon 2 M NacCl, eigen diehnRNP Proteineeine Selektivitatgegenuber ein-
zelnen RNA-Homopolymeren. So bindet hnRNP F Pratdth Poly-G besseals die Ubrigen
Homopolymere, wahrend hnRNP P eine hohere Affinitat zu Poly-A als zu den ahtteren
polymeren aukeist. Aus dem Bindungverhalten gegeniiber einzelnen RNA-Homopolymeren
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konnten von den einzelnen hnRNP Proteibhestimmte Praferenzen bezlglich inRMA-Bin-
dungabgeleitetwverden. Diese erlaubten zurfieil auch Vorhersagen uber die Bindungsstelle
eineshnRNPs autiner Pra-mRNA. Invielen Féllen bindemnRNP Proteineeine bestimmte
RNA-Sequenz praferenziell, dariberhinaus sincaber jeweils noch in ddrage, ein grol3es
Spektrum an RNA-Molekllen, werauchmit stark unterschiedlichen Affinitaten, zu binden.
Dies wird auch am Beispiel des hnRNP Al Proteins deutlich: Das hnRNP Al bindet die 5°- und
3’-Splei3-Stellen auf der Pra-mRNA und ist an deren Prozessierung beteiligt. Es weist eine sehr
hohe (1x 169 M) Affinitat gegeniiber einesynthetischen, ifn vitro Selektionsexperimenten
identifizierten RNA-Sequenz auf (Burd & Dreyfuss, 1994b). Im Vergleich dazu werden 5"- und
3"-SpleiR-Stellermit 70fach geringerer Alfifitat (7x 108 M). gebunden, uneine intronische
Sequenz weistine etwa 300fach niedrigere Affinit@x 107 M) gegeniiber derhnRNP Al
Protein auf. Diegeigtdeutlich, dass RNA-Bindungsspezifitéitht ausschlief3licimit Binden

oder Nicht-Binden eines RNA-Molekiils gleichgesetzt werden kann, sondern vielmehr graduelle
Unterschiede in den Bindungsaffinitdten gegeniiber unterschiedlichen RNAs angibt.

Ahnlich konnteRBP zuvielen unterschiedlichen RNA-Sequenzsne relativ geringe Alfitat
aufweisen unddaher auch in deim vitro Bindungsstudiereine Vielzahlunterschiedlicher
RNAs binden.Daruberhinaus kann iAnalogie zuden hnRNP Proteinen dartber spekuliert
werden, obeine (oder auch mehrere) RNA-Sequenzen existiedenyon RBP praferenziell
und mit hoher Affinitdt gebunden werddbie Identifizierung dieser postulierten RNA ist prin-
zipiell durchin vitro Selektionsexperimente (Tuerk &old, 1990) mdglichDabeiwird die
optimale RNA-Bindungssequenz aus einem Pool randomisierter RNA-Sequenzen tber mehrere
Runden von Bindung der RNA urahschlieRender Reamplifikation der gebundenen RNA
selektioniert. Hierbewird die RNA-Sequenanit der hochsten Bindungsaffinitat selektioniert.
In der Datenbank kann dann nach mRNAs mit identischem Sequenzmotiv gestoédn, und

im weiteren getesteterden, obsie vonRBP ebenfallsmit hoher Afinitat gebundenwerden.

Ein Nachteil bei diesevorgehensweise ist jedoctiass esauch zur Selektion nicht natirlich
vorkommender Sequenzen kommemn, die méglicherweise keine eindeutigeimweise auf

die zellulare Ziel-RNAeines Proteingeben.Die in vivo Ziel-RNA(s) kdonnten durch Co-
Immunprazipitation im Komplexnit RBP ausZellextraktenisoliert, undnach Extraktion und
RT-PCR-Amplifikation mit einem Pool an andomisierten Primerndentifiziert werden
(Methode: Trifillis etal., 1999; Brooks eal., 2000).Diese Vorgehensweise hdén Vorteil,
dass sich die RNA-Proteinkomplexe unitervivo Bedingungen in dezelle bilden, undsomit
weitgehend die natlrliche Situation wiedergeben.

Die in den zweiin vitro RNA-Bindungssystemebeobachtete geringe Selektivitdt der RNA-
Bindung durch RBP kann mehrere Ursachen haben. So kdnntdie fAusbildung der Spezi-
fitdt das komplette RBP138 Protein und/odetusatzliche akzessorische Protemswendig
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sein. In diesem Zusammenhang kdnnte die Verwendund-ragmentervon RBP138anstelle
desFull-Length ProteinseinenEinfluss aufdie Spezifititund/oder Starke der RNA-Bindung
genommen haben. Sst es moglich,dassinnerhalbdes RBP138 Polypeptidseben der K-
reichen Region noch weitere, entfernt liegende Bereiche fur die Ausbildung einer starken RNA-
Protein-Interaktion notwendig sind. Eine deutlich starkere RNA-Bindungn{iat) einesFull-
LengthProteinsverglichenmit einemdas RNA-Bindungsmotiventhaltenden Proteinfragment
wurde vorkurzem fur die ausschlie3lich im Zentralnervensystem exprimienteheng mit
hnRNP K und hnRNP BEProteinen verwandten RNA-Bindungsproteine Nova-1 und -2
beschrieben (Jensen &k, 2000). Sozeigten etwalO0 AS grofRe, das vodem RNA-
Bindungsmotiv vorhnRNP K abgeleiteteK-Homologie RNA-Bindungsmotiv (KH-Domane)
enthaltende Fragmente eine wlen Faktor 200/erringerte Affinititgegeniber einer 21 Bp
langen, aus eine@tem-Looestehenden RNA atiie 510 bzw. 492 ASangenFull-Length
Nova-1 und -2 ProteinéDabeiist nicht geklart, obdie Affinitat gegeniber der RNAeim
kompletten Protein erhoht ist, welie KH-RNA-Bindungsdoméne im Kontext désmpletten
Proteingoer seeine héhere Affinitat gegentber der RNAwaeist, oder okeine Dimerisierung

der Nova-Proteine (dibei den Fragmenten ayfind des Fehlens d&imerisierungsdoméne

nicht moglich ist) zu einer erhohten Hitat fuhrt. Gleicheskonnte auch furdas RBP138
Protein zutreffen und dazu flihren, dass die Affinitat des kompletten RBP138 Proteins hoher ist
als die in den Bindngsstudien beobachteten Affinititender verwendeten RBP-
Proteinfragmente.

Daruberhinaus konnte die RNA-Bindungsspezifitids RBP138 Proteins vorinem zu-
satzlichen akzesssghen Protein abhangig seimd erst ineinem Komplex mit weiteren
Proteinen vollstandig ausgebildeerden.Die Abhangigkeit einer spezifischédRNA-Bindung
von zusatzlichen Proteinen igtB. fur die hepadnavirale Polymerage-Protein) gezeigt. So
kanndie hochspezifischBindung derviralen Polymerase an die strukturiegteSequenz auf
dem VirusRNA-Pragenomgdie zugleich die Reverse Transkriptides Pragenoms einleitet,
nur erfolgen, wenmlie Polymerase minehreren Chaperonen komplexiert (siu & Seeger,
1996). InAbwesenheit der Chaperoiiegt die Polymerase nicht in einRINA-bindungskom-
petenten Konformation vor und kann deshalb auch nicht mg&-&squenz interagieren. Mogli-
cherweise bendtigt RBP138 ebenfalls einen oder mehuosézliche zellular€&aktoren fur die
Ausbildung seiner Spezifitat. Hierbei ist eavdhnen, dasdie in vitro Bindungsstudien mit
den RBP-Fragmenten mit bakteriell exprimierten Proteinen, also in Abwesenheit weiterer euka-
ryontischer Proteine, durchgefiivtirden. Umdie Abh&ngigkeit der Spezifitéon zellularen
Co-Faktoren zu untersuchen, kénnten RNA-Bindungsstudieteliextrakten, wiez.B. dem
Kaninchen-Retikulozytenlysat oder Extraktean Zellinien humanerUrsprungsdurchgeftihrt
werden.
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Vielleicht ist die RNA-Bindungsspezifitat der verwende®®BP-Fragmente abericht tatsach-
lich so gering, wie es nach den durchgefihrten Bindungsstudien den Arsahéfdglicher-
weise existieren doch deutliche Unterschiede inBiledungsstarke deginzelnen verwendeten
RNA-Sonden, die aber in den In-Lésung-Bindungsstudien migimt Vorscheirkamen, da das
RBP Protein in ca. 10fachen Uberschuss gegeniibemdekiertenRNA-Sonden vorlagDies
bedeutet, dass iginemBindungsansatz melpotenzielle Bindestelleworhanden waren als
RNA-Sonden. Aufgrunddessen wurdeeben eventuellen hochaffin®ndungen auch Inter-
aktionen miteiner geringeren Aiffitat erfasst. Andererseits ist aber auch bedenken, dass
samtliche Experimente mit einem mindestens 100fachen Uberschuss an Hefe-tRNA als unspezi-
fischem RNA-Kompetitor gegentber den markierten R8den durchgefuhrt wurden, so
dasswiederumvon einer gewissenSpezifitdt bei deRNA-Bindung ausgegangen werden
muss. DarUberhinausvurdendie In-Lésung-Bindungsstudiebei relativ stringenteGalzkon-
zentration (350 mM NaCl) durchgefuihrt, was ebenfalls niederaffine RNA-Protein-Interaktionen
verhindern sollte.

Da letztendlicur die Kenntnis der Afinitdt von RBP zuden einzelnerRNA-Sonden Auf-
schluss Ubedie Spezifitdtvon RBP gibt,sollten diese als néchstesperimentell bestimmt
werden.Dazumussten Bindungsstudienit einer konstanten Menge an markiefffA bei
verschiedenen Proteinkonzentrationen durchgefiihrt weMetih@deu.a. Carey etal., 1983).

Es ist gut moglich, dass die verschiedenen RNA-Sonden unterschiedliah&i&fi gegenuber
RBP besitzen, undie RNA-Bindung durch RBP iWirklichkeit spezifischeiist, als es nach
den NW-Blot- und In-Lésung-Bindungsstudien densémeinhat. Daneben besteht aber auch
immer nochdie Moglichkeit,dassdie Ziel-RNA, die von RBP138 spezifisch gebunderird,
nicht unter den untersuchten Sonden vertreten war und erst noch identifiziert werden muss.

3.4. Expressionsmuster und subzellulare Lokalisation von
RBP138 und RBP35

Die Expression von RBP138 und RBP35 wurdesémschiedenen Gewebemnttels Northern-

Blot untersucht (vgl. Kap. 2.5.). Dazu wurde eine vorgefertigte Northern-Blot-Men(idiEN

Blot; Clontech) mit Poly-A-RNA aus insgesamt acht humanen GewebebzverOrganen mit

einer DNA-Sonde, die beide RBP-Isoformen gleichermal3en erkennt, hybridisibei konnte
zunéchst die Existenz deuvor lediglich postulierterRBP138-mRNA nachgewiesemerden.

So stellt die imNorthern-Blot auftretendd,8 kB Bande mit grof3er Wahsheinlichkeit die
RBP138-mRNA dar,zumal dierekonstruierte RBP138-cDNA ohne 5-UTR und Poly-A-
Schwanz eine Grof3e von 4,4 kBp besitzt. Dartiberhinaus konnte in allen untersuchten Geweben
eine Expression der RBP138-mRNA nachgewiesen werden. Die Hohe der RBP138-Expression
variiert zwischen den verschiedené&eweben, wobedie starkste Expression im Skelett-
muskel, eine etwas schwachere iklerz, Gehirn,Niere und Pankreas uneine &uf3erst
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schwache in Lungeleber und Plazenta auftrat.Die Signaleaven dabei insgesamsehr
schwach, so dassine Detektionselbstmit dem sensitiven Phosptimager, erstnachsehr
langer Exposition (> 48 h) mdoglicwar. Im Gegensatz dazu fuhrte digybridisierung der
Membran miteiner furB-Actin spezifischen DNA-Sonde zehr starkerSignalen(vgl. Kap.
2.5.). Diesespricht daiir, dassdie geringe Intensitat der Signale d®BP-mRNAs aufeine
geringe Abundanz der RBP-mRNAs zuriickgeht, oietit durch technische Probleme bedingt
ist. Die beobachtete niedrigExpressionsrate konnte einerseits bedeutiaiss die Proteine
konstitutiv schwach exprimiegind, andererseits besteht prinzipiell aber auch die Moglichkeit,
dassdie Expresion dieser Proteine reguliggt, bzw. induzierbarist. Die im Northern-Blot
beobachtete geringe Expression dBP-mRNAs konntedabei den uninduziertefStatus
widerspiegeln.

Eine zweite imNorthern-Blot auftretende Bandeon ca. 7,0 kBstellt mdglicherweise die
MRNA der RBP35 Isoform dar. Dartiber kann aufgenblicklich jedoch nur spekuliert werden, da
die exakteGroRRe der RBP35-mRNA aufgrundhlender5” - und 3"-Endemicht genauekon-
struiert werden kan. Bekant ist jedoch, dasslie vorhergesagt&rolie der unvollstandigen
RBP35-mRNA 5,1 kB betragt, urdle komplette mRNA somit zumindegtol3er als5,1 kB
sein muss. Die 7,0 kB Bande ist jeweils schwachediald,8 kB Bande delRBP138-mRNA.

In Geweben, in denen die RBP138-mRNA Bande selbst nur sehr schwach idie Wér kB
Bande Uberhaupt nicht zu detektieren. In @aweben, indenen beide Banden detektierbar
sind, ist dasVerhaltnis der Banden weitgehekdnstant.Daraus lasst siclschlieen, dass
beide RBP-Isoformen in vielen Geweben nebeneinander exprineetden, unddabei anschei-
nendimmer in etwa gleichem Mengenverhalisrliegen.Die Frage, obdie 7,0 kB Bande
tatsachlich die RBP35-mRNA darstellt, konnte anhand eines Northernriitoéner RBP35-
spezifischenSonde, z.B. ausler Sequenz dekei RBP35 nicht-herausgespleil3témrons
XVII, geklart werden.

Die Northern-Blot Ergebnisse werden auch durch RT-PCR-StudienExzpression des
KIAA0675-Klons, der abgesehen von défrRs identischmit RBP138 ist,bestétigt (siehe
HUGE Databasewww.kazusa.or.jp/huge und Kikuno et al., 200Darin konnte ebenfalls

nur eineschwache Expression der KIAA0675-mRN¥&obachtetverden.Das aufRT-PCR-
basierende Expressionsmussimmt weitestgehenchit dem im Northern-Blotbeobachteten
Muster von RBP138 iberein. Eine geringe Expression von RBP138, zumintebenzellen,

wird zusatzlich durch die Tatsache unterstidass endogenes RBP138dier humanen Hepa-
tomazellinieHuh7 erstnach vorgeschalteter Immunprazipitation im Western-Blot nachweisbar
war (vgl. Kap. 2.6.).
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Neben dem Expressionsmuster von RBP138 und -35 vawrcle die subzelluldre Lokalisation
der RBP-Isoformen in Huh7 Zellen sowohl mikroskopisch als auch biochemiscldiéilber-
stellung verschiedener Zellextrakte, untersucht (Mgip. 2.8.). Damiwar die Hoffnung ver-
bunden, Uberdie genaueKenntnis der Lokalisation der ProteineHinweise auf deren
Funktion(en) zu erhalteils Modelle firRBP138 und -35 dientetlabei dieFusionsproteine
RBP1128AS-eGFP und RBP35-eGFRobei es sichbei RBP1128AS umein gegenuber
RBP138 am C-Terminus um 80 AS verkilrztes Protein haridieltVerwendung deeGFP-
Fusionsproteine hatte zwei Vorteile: Zum Ersten kann die eGFP-Fluoreszeva d.h. ohne
vorheriges Fixierenynter demFluoreszenz-Mikroskop beobachteerden, waseine schnelle
und einfache Bestimmung der Bression degeweiligenProteins zuyedem Zeitpunkiermog-
licht. Zum Zweiten ermdglicht dia/erwendung voneGFP die Detektionder RBP-eGFP-
Fusionsproteinenit GFP-spezifischen Antikorperhetztereswar vor allem deshalb wichtig,
da zur Zeit der Durchfiihrung der Lokalisationsstudien noch keine RBP-speziffsctigirper
zur Verfugungstanden.Die Untersuchung det.okalisation erfolgte in transfizierten Huh7
Zellen. Wahrend das 62,7 kDa grol3e RBP35-eGFP in den Zellen gut exprimiert wurde, war die
Expression des 158,kDa groRen RBP1128AS-eGFiotz Verwendungdes starkerCMV-
Promotors nur sehr schwacbas detektierbare RBR28AS-eGFP war vom Kern ausge-
schlossen und in€Cytoplasma in einer Zone um den Zellkern (= perinuklear) lokalisiert.
RBP35-eGFPzeigte ebenfalls eine ausschlielich cytoplasmatisttezteilung, wobei das
Fluoreszenzmuster insgesamt grobkoérniger aussah als dRBB&428AS-eGFP. Ileinigen
der Zellen war zudem ein Teil der RBP35-eGFP ProteinarmmPunkt, der haufig zwischen
zwei Zellkernen in den teils mehrkernigeluh7 Zellen aufrat, angereichert. Bislang konnte
allerdings weder Ursache der Entstehung dieser AssoziatioRBB35-eGFPnochdie funk-
tionelle Bedeutung davon herausgefundeerden. Dagweils nur ein einziger solchePunkt
pro Zelle auftrat, scheint esnwahrscheinlich, dass es sidaibei lediglich um ein unl6sliches
Proteinaggregat ohne besondere Funktion handelt.

Zur ndheren Untersuchung deokalisationwurden Co-Lokalisationsstudien védtBP1128-
eGFP mit dem furdas Endoplasmatische Retikulum (ER) spezifischen Fluoreszenzfarbstoff
"ER-Tracker" unddem Kernporen undGolgi-Apparat ardrbenden, Ifioreszenzmarkiertem
Weizenkeimagglutinin (WGA) durchgefihrt. In diesen Studien tberlapeteluoreszenz von
RBP1128AS-eGFP sowohl teilweise rdér des "ER-Trackers" aichmit der desWGAs.
Diese experimentellen Befundeigien, dass das RBP1128AS-Fusionsprotein zumirtdist
weisemit zellularenStrukturen,moglicherweise Membraneattes ER oder Golgi-Apparats, as-
soziiert vorliegt. Anhand der durchgefiihrten Immunfluoreszenz-Studien alar eine
endgultige Aufklarung der subzellularen Lokalisation B&P1128AS- und RBP35-Fusions-
proteine nichtmoglich. Dazu sind weitergehendesystematische Co-Lokalisationsstudien,
idealerweisemit einer Vielzahl vaschiedener, jeweils spezifisch gegeine bestimmte Zell-
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struktur gerichteter Antikérper, notwendig. Im Zusammenhaitglen Lokalisationsstudien in
transfiziertenHuh7 Zellen besteht potenziell die Géir, dassdie Lokalisation eine$roteins
durch dessen Uberexpression beeinflissty. verandertwird. So kann in manchen Fallen
moglicherweisenur eine begrenzte Mengeines bestimmterProteins spezifiscHokalisiert
werden, da z.B. die finie Lokalisationdes Proteins notwendigemisatzlichen Proteinselbst
nur begrenzt verfigbasind. Dieskdnnte zur Folgenaben, dass iden Fluoreszenz-Studien
neben der spezifischen Lokalisation auch neitte unspezifische, durch Uberexpression be-
dingte, Lokalisation eines Proteins untersueghrtl, ohneeine Moglichkeit zwishen beiden zu
unterscheiden. Danittlerweile auchRBP-spezifische Antikorper zur Verfigung stehen (in
Form polyklonaler Antiseren gegen nativesd denaturiertes BP1-205AS),kdnnte versucht
werden, anstelle der RBP-eGFP-Fusionsproteirekiddie endogeneRBP Proteine zu unter-
suchen. Ein Problem konntlabei jedoch die (eine Detektioresentlich erschwerende) insge-
samtsehrgeringe Expression dé&BP-Isoformen (siehe Ergebnisse des Northern-B{atp.
2.5.) darstellen. In diesem Zusammenhang ware es daimoll, zinachsiZellinien mit einer
vergleichsweise hohen (endogenen) RBP-Expression zu identifizisreédjese fur die Loka-
lisationsstudien zu verwenden.

Die Beobachtung, dasie RBP-Isoformemicht diffusund fei I6slich im Cytoplasma vorlie-

gen, wurde durcleinfache Zellfraktionierung besteheads Lyse deHuh7 Zellen in einem
NP40-haltigen (1%) Puffer undnschlie3ender Zentrifugation (b&8.000 Upm)nochmals
bestatigt. Nach dieser Fraktionierungsmethode fanden sich die RBP-eGFP Proteine grof3tenteils
(> 90%) in dem unléslichen Pellet, das Zellbestandteile wie Kerne, membrandse Strukturen und
Teile des Cytoskeletts enthalt. Nur ein kleiner Teil der RBP-eGFP Proteine warl@sligdéien
(cytoplasmatischen) Fraktion vertretéuch Versuche, Baculovirus-exprimiert@aull-Length
RBP138 (mit mutierter K-reicher Region) ohne zuséatzlichen eGigfPrit dem nicht-ionischen
DetergenzOctylglucosid, das haufig zeiner schonenden Solubilisierung voembran-
proteinen verwendetird, in Lésung zu bringen, blieben erfolglos. Fall des Baculovirus-
exprimiertenRBP138konnte die Unloslichkeit auf die starkgberexpression des Proteins
zurtickzufihrersein. Dartiberhinaus konnte die UnldslichkdesFull-Length RBP138even-

tuell auchdurch die andessenunmittelbarem C-Terminus vorkommenB#NG-H2-Doméne
bedingtsein, zumal Proteinemit RING-Domane weithin fur ihre Unldslichkeit bekarsibd
(Borden et al., 2000DieseErklarung trifft jedoch ausschliel3lich adésFull-Length Protein

zu, dadie RING-H2-Domane inallen Ubrigen, C-terminal verkurzterRBP Proteinengin-
schlie3lich des RBP1128AS, nicht enthalten ist.

Alle Ergebnisse zeigten soweitassdie RBP Proteine nicht frei 16slich im Cytoplasma vorlie-
gen undauch nichtdurch Detergenzien irLdsunggebracht werderkdnnen. Eine mdgliche
Ursache flrein solchesVerhaltenkdnnte u.a. eine vorliegende Assoziatiater Proteine mit
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dem Cytoskelett sein. Eine solche Assoziation scaiesmehrerenGrinden plausibeDie bis
dahin durchgefuhrten biochemischen Fraktionierungsexperimentienjeweils bei1l00 mM
NaCl durchgefihrteiner Salzkonzentratiomei der Actin-Filamente intakt bleibeimd nach
Zellyse und Zentrifugation im unléslichen Pellet zu findemd. Gleicheswirde man auch fur
Actin-Filament assoziierte Proteineerwarten. Dartberhinaus ahnelt die in den
Immunfluoreszenzstudien beobachtete subzellulare Lokalisatton RBP1128-eGFP
interessanterweise stark der perinukledrerteilungder c-myc-mRNA der Ratte. So erscheint
die c-myc-mRNA inin situ Hybridisierungsstudien mit einem fluorogenen Substrat ebenfalls in
einer Zone um den Zellkern herum (Veyrunalet 1996).Die perinukleare Lokalisation der c-
myc-mRNA geht nachgewiesenermallen auf eine Assozial®yn RNA mit Cytoskelett-
gebundenen Polysomen, genauer Actin-Filament-gebundenen Polysomen, zuriickuliliziht
aufgrund der auftretenden Ahnlichkeit zur Lokalisation der c-myc-mRNA schien auch fiir RBP
eine Assoziation mit Actin-Filamentefurchaus plausibel. Idazu unter gleichen Bedingungen
durchgefihrten Versuchen, unter denen zuwlier Assoziation der c-myc-mRNAnit Actin-
Filament-gebundenen Polysomen gezeigtde (u.a.Hovland etal., 1995),konnte allerdings
weder fur RBP35-eGFP noch fir RBP1128-eGHite solche Assoziation beobachteerden.

So war in derExperimenten der Grof3teil d&BP-eGFP Fusionsproteiraich unterActin-
Filament-depolymerisierenden Bedingungen, wie 130 mM KClI, unlgéslich.

Die biochemischen Fraktionierungsexperimente geben bikeere Anhaltspunkte flieine
Assoziationvon RBP138 und -3%&it Actin-Filamenten. Auf der anderen Seite kann aber das
Auftreten einer solchen Assoziation nicht voltigrchdie Ergebnisse der Fraktionierungsexpe-
rimente ausgeschlossen werden. Bb es moglichJdassdie beobachtete Unldslichkegine
intrinsische Eigenschaft d&BP Proteine darstelltind daher eine Salzkonzentrationn 130
mM, trotz einerurspriinglichen Assoziatiomit Actin-Filamenten, zu keiner Ldslichkeit der
Proteine fuhrt. Um das Problemit der Unldslichkeit zwmgehen, konnteanstelle deFrak-
tionierungsexperimenta vivo Videomikroskopie-Studien zur Untersuchueiger Assoziation
mit Actin-Filamenten durchgefiihrt werdeDabeikoénnte die Lokalisation deitGF-P-getaggten
RBP-Isoformen in lebenden Zellen nach BehandimitgCytochalasin D, welches die Depoly-
merisierung der Actiniamentebewirkt, untersucht werden. IfRalle einer Assoziation mit
Actin-Filamenten sollte sich die Lokalisation d@BP-Fusionsproteineach einer Cytochalasin
D Behandlung deutlickerédndernEine solche Vorgehensweise wurdea. schon edigreich
angewandt, uneine Actin-Filament abh&angige Lokalisierudgr Actin-mRNA in Fibroblasten
zu zeigen (Sundell &inger, 1991)Parallel dazu kdnnten auch vergleichbare Studigrder
Mikrotubuli-zerstérenden Substanz Colcemid durchgefihrt werderginenmogliche Assozia-
tion der RBP Proteine mit Mikrotubuli zu untersuchen. Im Falle einer Abhangigkdib&ali-
sation der Protein@on Mikrotubuli sollte der Einsatavon Colcemid zu einer deutlichen
Veranderung der Lokalisation flhren.
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3.5. Domanen von RBP138 und RBP35

RBP138 stellt ein groRes Protein dar. Allein seine Gro3e von 138 kDa lasst die Existenz mehre-
rer funktionellerDomanen innerhallsler Polypeptidkette vermuten. Nach @sperimentellen
Kartierung der die AS 656-671 umfassenden K-reichen Region als RNA-Bindung$wngobtiv
Kap. 2.3.)sollten anhandron Sequenzvergleichebzw. Datenbankghen weitereDoméanen
von RBP138identifiziert werden.Die Durchsuchung der SWISS-PRCDatenbank mit der
RBP138 Sequenzulfirte schliel3lich zur Identifizierung dreier Abschnitte innerhalb von
RBP138,die Homologien zu bekannten Proteirteaw. Proteinmotiven aufweisefvgl. Kap.
2.9.). Bei den gefindenen homologen Sequenzen handelt es sickingrRING-H2 Zink-
Finger-Doméne, derC-terminalen Bereich deschwerenKetten des Myosins undeinen
AbschnittdesTetratricopeptid-Repeat-Proteins Blle drei Abschnitte stelleinomologe,aber
nicht identische AS-Sequenzdar. ImFolgenden werdedie auftretenden Homologiesowie
deren mogliche Bedeutung fur RBP138 im Einzelnen diskutiert.

RING-H2 homologe Domane

Die C-terminale Regiorvon RBP138(AS 1148-1192) besitztine deutlicheHomologie zur
RING-H2-Domane de&oliath Proteinsron Drosophila melanogaste(Abb. 3.5.1.), sowie
schwachere Homologien zu weiter&iING-H2 Proteinen RING-Domanen sind durch ein
Muster an konservierten Cystein- und HistidinrestendaiéBindung vonzwei fir die Ausbil-

dung der natien Struktur notwendigen Zink-lonen koordinieren, charakteris[@i. RING-
H2-(C3H2C3)-Domanen stellegine Untergruppe der RING-Domangi€3HC4) dar (vgl.

Abb. 2.9.2.). Beide unterscheiden sictur durch den Austauscatines Cystein-Restes gegen
einen Histidin-Rest innerhalldes konservierterCys-His-Musters. ImGegensatz zu den
meisten dbrigen Zink-Finger-Domé&nsimd RING-Doménerkeine DNA-Bindungsdomanen,
sondern spezifische Protein-Protein-Interaktionsdomanen (UberBiotden, 2000).Dabei

sind prinzipiell drei verschiedene Typen der Interaktion mogligie: Bindung zweiergleicher
RING-Domanen untereinander, die Bindung zweier unterschiedlicher RING-Doméanen oder die
Bindungeiner RING-Domaneind einernicht-RING-DomaneDie autretende hoh&pezifitat

der Interaktionervon RING-Doméanerzeigenu.a. Versuche, in denen der Austausch der
RING-Domane de8RCAL (breast/ovariancancersusceptibilitygene produc) gegen die

zu 90% identische RING-Domé&ne der negulatorischen Partikelnvon Proteasomen
vorkommenden ATPase RPEInen Verlust deBindung der Ubiquitin-Ligase BAP1 durch

das veranderte BRCA1 bewirkte (Jensen et al., 19918)Spezifitdt der RING-Domé&newird

durch die variablen Bereiche der RING-Domanen festgelegt. Unterschiedliche Primarsequenzen
innerhalb dieser BereichéHrenvermutlich zur Ausbildung unterschiedlich®trukturen, was

die jeweilige Spezifitdt eindRING-Domane bewirk{Borden, 2000).Interessanterweise sind
einige der Proteine mit RING-Domane an der Ausbildung makromolekularer Proteinkomplexe,
wie z.B. der 1 um grof3en PMhuclearbodiesdurch das PML gromyeolocyticleukemia
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Protein (u.a. Melnick & Licht, 1999) und desetwa 1 MDa grol3en, ander Dosage
Kompensation vonDrosophila beteiligten Proteinkomplexes durch MSL-mi@le specific

lethal) Proteine (Lucchesi, 1996), beteiligt. beiden Fallersind intakte RING-Domanen fur

die Ausbildung der Komplexessentiell. Innerhalb der grof3en Proteinkomplewed den

RING Proteinen jeweils die Funktion eines fur den Zusammenbau der Komplexe notwendigen
Gerustproteins zugeschrieben.

* * * * * *
R NG H2 RBP138: VHNL s- ENL SV‘L PC‘AK‘F HAQCI‘R
RING H2 GOLIATH [C/All C/I [EJAYKIP/ITDTI RI[LPCIKHEFHKNICI|D
* *
RING H2 RBP138: [WLIMQQG P1T CIR[CTH [V
RI NG H2 GOLI ATH: | EHRMKD

Abb. 3.5.1. Alignment der RING-Homé&nenvon RBP138 (AS 1146-1192ind dem Drosophila
melanogasteiGOLIATH Protein (AS126-171). Die fir die RING-H2G3H2C3)-Domanen charakteristischen,
konservierten Cystein- undisfidinreste sind mit Sternchen (*) gekennzeichdentische AS rinerhalb der
RING-H2-Doménenvon RBP138und GOLIATH sind durch ein@®ox gekennzeichnet. (Weitere Erlauterungen
siehe Text.)

Das Auftreten einer RING-H2-Domane innerhalb von RBP138 legt eine Interakii@mderen
RBP138-Polypeptidebzw. mit anderen Proteinenahe. Es kann in diesedusammenhang
davon ausgegangewverden, dass RBP138 durshiche Interaktionen zusatzliclkeinktionen
und Eigenschaften erhélt. Es ist dahsn Interesse, herauszufinden welclugs mit der
RING-H2-Domaneinteragierenden Proteirsend. Die beobachtete Homologie z&RING-H2-
DomanedesGoliath Proteins ght tGberdas fur RING-H2-Doméanegharakteristisché&onser-
vierte C3H2C3 Motiv hinaus, d.ldie Homologie erstrecldich auch UbeTeile der variablen,
die SpezifitatbestimmendenAbschnitte(Abb. 3.5.1.). Dadie RING-Doméanen der beiden
Proteine jedoch nicht zu 100% identisch sind, ist es sehr unwahrscheinlichees®roteine
die gleiche Spezifitat awkisen, bzw.die gleichen Proteinbinden. Dazudem der oder die
Bindungspartner des Goliath Proteins selbst zur Zeit nicht bekarthtkdnnen auder auftre-
tenden Homologie des RBP138 Proteins zum Goliath Prdteine Rickchlisse aupotenzi-
elle Interaktionspartner von RBP138 gezogen werden. Die RING-Doménen sind dartberhinaus
bisher noch zu wenig verstanden, um allein anhand der Sequenz einer Baofiere Vorher-
sagen ubepotenzielle Interaktionspartner machenkzunnen.Eine Identifizierung potenzieller
Interaktionspartner der RBP138 RING-H2-Domane kann daieaufexperimentellem Wege
erfolgen. Dazu wurde sich die Durchfuihrung eines Hefe-Zwei-Hyguidensnit derRBP138
RING-H2-Domaéne als Koéder anbieten. Mit dieser Methode wurd&waem erfolgreickeine
neue Ubiquitin-LigaseBAP1, als spezifischer Bindungspartner der BRCA1 RING-Doméane
identifiziert (Jensen et al., 1998Die Kenntnis des oder der Bindungspartner WRiBP138
koénnte weitere wertvolle Hinweise auf die Funktion von RBP138 geben.
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Zur schweren Kette des Myosins homologe Domane

Der die AS700-900 umfassendBereich von RBP138ist homolog zueinem Bereich der
schwerenKette des Myosins riyosin heavy chajnMyHC) des PolyperHydra vulgaris
Dieser Abschnitvon RBP138zeigt auch, allerdings etwas geringere, Homologien zu den
MyHCs anderer Organismen, darunter dies imperinatalen Stadium exprimierten Skelett-
muskels des Menschen. WelcRelle dieserDoméaneinnerhalbdes RBP138 Proteins zu-
kommt, ist zurZeit noch véllig unklar. Inden MyHCsbilden diese Bereiche zusammen mit
einer zweiten MyHCeine auf zweia-Helices zurtickgehende Doppelwendel-Strukugiléd
coil ) aus, die den Schafiafl) von Myosindimeren bildet. Ublicherweise sidiseDoméanen
der MyHCsdeutlich gro3er alsdie sich tber einen Bereiction nur 200 ASerstreckende
homologe Regionles RBP138. Est nichtklar, obein so kurzer Abschnitt ausreichersd,
damit sich eine solche Struktur ausbilden kanS8ollte sichherausstellen, dastiese Region
dazu in der Lage ist, so wirde sich als nachdieeBrage stellen, ob sieine Homo-Dimerisie-
rung von zwei RBP138 Proteinen oder eine Hetero-Dimerisierung zusamin@mnem) ande-
ren Protein(enpewirkt. Monentanist die Funktion dieses MyHC-homologen Abschnitts von
RBP138 aber noch ungeklart.

Zum Tetratricopeptid-Repeat-Protein 3 homologe Domaéane

In der Datenbanksucheurdenzwei Abschnitte (ASL28-339 und 740-1203jit Homologien

zum humanen Tetratricopeptid-Repeat-Protein 3 (TPRD 3) identifiiertvordere homologe
Abschnitt ist dabegrof3tenteilsd.h. bis zur AS302, auch in derRBP35-Isoformenthalten.

Keiner der beiden z&BP homologen Abschnittenthalt jedoch diecharakteristischen, den
Proteinen ihren Namen verleihenden Repeat-Domanen. Das TPRD 3 wurde urspriinglich als ein
Mitglied der Familie der Tetratricopeptid-Repeat-Proteine beschrieben, das in der fir das Down-
Syndromkritischeng22.2 Region auf Chromosom 2&odiert ist (Tsukahara el., 1996). Es
wurde deshalb dariiber spekuliert, ob eine Uberexpression von TPRD 3 die isadreder

beim Down-Syndrom atretenden morphologischen VeranderunggnAllerdings wurde das
Protein bisher weder biochemisch noch molekularbiologisch-genetisch eingetetatsucht,

so dass sich awder auftretenden Homologiges RBP138 zweinem Teildes TPRD 3 keine
unmittelbaren Rickschéigehinsichtlich derFunktion dieses Bereichs innerhalon RBP138
ziehen lassen.

Die Daenbanksuchen zusammengefasst, kondten Regionen innerhalbon RBP138 mit
Homologien zu anderen Proteinen bzw. Proteinmotiglentifiziert werden.Aus den Homolo-
gien zum Tetratricopeptid-Repeat-Proteimrdd der schwereKette des Myosins lassen sich
unmittelbar keine neuerkenntnissse hinsichtlich dé&unktion von RBP138 gewinnen. Die
am C-Terminus von RBP138 &nétendeRING-H2 Protein-Protein-Interaktionsdoméane dage-
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gen lasst Interaktionemon RBP138mit anderen Proteinesehr wahrscheinlich erscheinen.
Moglicherweise besteht dieunktion dieseDoméne inder Ausbildung grof3er Proteinkomp-
lexe. Abgesehenvon der RING-H2-Doméane sowie dexperimentell kartierten K-reichen
RNA-Bindungsdomane ist Ubendgliche Domanexles RBP138-Polypeptidseiter nichtviel
bekannt.

Die Ergebnisse der Datenbankrecherchen legen zudem die Vermatumgdass das RBP138
Protein evolutiondbetrachtet ein relatimeues Proteinst. Dies lasstsich aus derTatsache
ableiten,dass kein RBP138-Homolog ginemder bereits vollstandig sequenzierteiodell-
Organismen, wieSaccharomyceserevisiag Caenorhabditis elegansund Drosophila
melanogastergefunden werden konnte. Ebensowenig sind bisher in (den noch unvoll-
standigen) Datenbanken anderer Organismen RBP138-Homologe zu finden (mit Ausnahme der
Maus-EST-DatenbankDie Vermutungwird durch die Beobachtung, dassin Grof3teil der
Proteinemit einem Molekulargewicht >100 kDa fir Saugetiere spezifisch igD. Ohara,
Kazusa Institut, ChibaJapan;pers.Mitteilung), weiter gestitzt. Nicht unbedingtrwartet ist
jedoch dieTatsache, dass das Protaingesehen von der RING-H2-Domékeine weiteren
Homologien zu anderebomé&nen mitbekannter Funktion awkist, dadie gro3en Proteine
meistausZusammenlagerung mehretekannter,auchschon in demiedereren Organismen
vorkommenden, Doméanen entstehen. Das Auftreten nur wdregannter Domanen innerhalb
von RBP138machtdas Protein zu etwas "wirklichNeuemund InteressantenAndererseits
erschwert das Fehlen homologer Doméanen mit bekannten Funktionen die Charakterisierung des
RBP138 Proteins wesentlich.

3.6. Aktuelle Arbeitshypothese zur Funktion von RBP138 und
RBP35 und mdgliche Vorgehensweisen zur Aufklarung der
Funktion der RBP Proteine

RBP138 ist ein neues grofRes RNA-bindendes Protein mit bisher noch weitgehend unverstande-
ner Funktion. Die K-reiche RNA-bindende Regsmslit die einzige funktionell charakterisierte
Domanedar. Danebenkonnte durch Sequenzvergleicimeit einer RING-H2-Domaneeine
potenzielleProtein-Protein-Interaktionsdoméne nachgewieserden. Eine Verkniipfung der
RNA-Bindungsaktivitat mit zusétzlichen Eigenschaften scheint aufgrund der Grél3e des Proteins
von 138 kDa wahrscheinlich. Diesem Gedanken folgendumtetl Beriicksichtigung der beob-
achteten distinkten cytoplasmatischen Lokalisatiea RBP138 Proteins wurdé Arbeitshy-
pothese aufgestellt, dass RBP138dam innerhalbdes Cytoplasmaablaufenden Transport
und/oder der Lokalisation spezifisch lokalisierter mMRNA-Molekdle beteiligt ist. Die kieBie-

Isoform ohne RNA-Bindungsmotiv, RBP35, kénnte irs#im Zusammenhang eine regulatori-
sche Funktion in Forreines kompetitiverinhibitors von RBP138 erfiillerDie Lokalisation

von mMRNAs isteine Mdglichkeit, dieProteine nahe an ihreiwVirkungsort zu synthetisieren
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(Ubersicht: Bassell etl., 1999) undragt somit zur Ausbildungon Proteingradienten und
Asymmetrien in der Verteilung von Proteinen innerhalb der Zelle bei.

Cytoplasmatischer mRNA-Transpamd -Lokalisation finden in den meist&dllen in engem
Kontakt mit Komponenten des Cytoskeletts statt (Ubersicht: Jansen, 1999), und sind haufig mit
der Ausbildung groRRer Proteinkomplekew. RibonucleoproteinlRNP) Partikel verbunden
(Ubersicht: Bassell et al., 1999ie Sequenzengie die spezifische Lokalisation einer mMRNA
bewirken, liegen in der Regel im 3"-UTR der betreffenden mRNA. Diese Sequenzexpnd
rimentell leicht einzugrenzeond sinddaher fir die meisten lokalisierteanRNAs bekannt
(Ubersicht: Bashirullah et al., 1998)eitaus weniger verstanden ist dagegen nociTders-
portvorgang selbst. Er eff in Form von RNP-Partikelndie auseiner Vielzahl unterschied-
licher ProteinebestehenDie genaue Zusammensetzung dieser Partikel ist in den wenigsten
Fallen bekannt. Neben dewdlie jeweilige RNA-Lokalisationssequerspezifisch bindenden
Proteinen sindzusatzlicheProteine, beispielsweis@it Adapterfunktion zwischen den RNA-
Bindungsproteinen undem Cytoskelett d@er auchmit Motorfunktion, Bestandteile solcher
Partikel (Ubersicht: Bashirullah at., 1998;Jansen, 1999). letzter Zeitwurde dabeiimmer
deutlicher, dass sowohl der Transportalsh die Lokalisatioon mRNAshochspezialisierte
Vorgange darstellergie ein komplexes Zusammenspiel eindelzahl von Proteinenbein-
halten.

Im Hinblick auf die aufgestellte Arbeitshypothese hinsichtlichFlerktion von RBP138tellt

sich die Frage nacleiner Assoziatiovon RBPmit demCytoskelett.Eine solche Assoziation

ware einHinweis aufeine Beteiligungron RBP138 an mRNA-Transport- odsskalisations-
vorgangen.Die in den Immunfluoreszenz-Studien beobachtéésteilung des RBP1128AS-
eGFP-Fusionsproteirgeht der perinukledren Lokalisation der c-myc-mRNA (Veyrune et al.,
1996) sehr ahnlich. Déetztere durch eine Assoziationder mRNA mit Actin-Filament-
gebundenen Polysomen zustandekommt, wurde untersucht, ob RBP138 (und -35) ebenfalls mit
Actin-Filamenten assoziiert sind. Es konnten jedoch keingveise aufeine direkte oder indi-

rekte Interaktionvon RBPmit Actin-Filamentengewonnen werderkin Grund fur dasNicht-
auftreten vorRBP inder Actin-haltigenFraktion nach Fraktionierundes Zellysats, kénnte in

der weitgehenden Unl6slichkeit der RBP Proteine liegen. So kénnten di¢RBfhein vivo
Bestandteil eines unlishen, mit Actin-Filamentenverbundenen RNP-Partikels odstulti-
Proteinkomplexes sein, der in den Fraktionierungsexperimenten nicht in der Fraktstinler
Monomere zu finderist, da erauch nach Depolymerisierung déctin-Filamente weiter
unldslich bleibt. Da die durchgefiihrten Experimente aufgrund der oben genannten Unldslichkeit
von RBP138 und -3%eine endgulltige Aussage Ubeine Assoziatiorvon RBP mit Actin-
Filamentenerlauben, sindveitere Untersuchungen zur Klarunginer moglichen Assoziation

mit Actin-Filamenten oder auch Mikrotubulibtwendig.Zur Umgehung der in den Fraktionie-
rungsexperimenten auftretenden Probleme, kdnnteniawalro Video-Mikroskopie-Lokalisa-
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tionsstudienmit Cytoskelett-zerstdrenden Substanzen wie Cytochalasin D (fuhiDegmly-
merisierung vorActin-Filamenten)der Colcemid (zerstort Mikrotubuli) durchgefihwterden

(u.a. Sundell & Singer, 1991kine deutliche Veranderurder Lokalisation deRBP Proteine

nach Behandlungnit einer dieseSubstanzen warein Hinweis fir eine Assoziatiormit der
entsprechenden Cytoskelett-Komponente.

Eine weitere Mdglichkeit zur Untersuchung einer Assoziation mit Bestandteilen des Cytoskeletts
besteht in der Durchfihrungon Co-Lokalisationsstudiemit fur die einzelnenCytoskelett-
Bestandteile spezifischen Markern. Fir den Fall, dass m&®mit Cytoskelett-Komponenten
assoziiertst, kdnnten zusatzlich noch Organell-spezifistharker zur Aufklarung der Lokali-
sation von RBP138erangezogewerden. Augrund eines mdoglichen Auftretens einfesso-
ziation mit verschiedenen Cytoskelett-Bestandteilen in unterschiedlichen Zelltgpgofiehlt

sich grundsatzlicldie Durchfiihrung der vorgeschlagenen Lokalisationsstudien in unterschied-
lichen Zelltypen. Das an denmRNA-Transportbeteiligte Staufen Protein vorDrosophila
melanogasterist beispielsweise in verschiedenéelltypen an demTransport und der
Lokalisation unterschiedlicher mRNAs beteiligt. @ocytenist die Lokalisationvon bicoid-
MRNA durch Staufen an Mikrotubuli gekoppelt (Ferrandon et al., 1994), wadrerdbenfalls

von Stauferabhangige Lokalisatiomon prospero-mRNA in Neuroblasten entlang \Amtin-
Filamenten verlauft (Broadus et al., 1998).

Ebenfalls Unabhangigon der aufgstellten Arbeitshypothese kdnnte ddenntnis des von
RBP138in vivo gebundenen RNA-Molekllgzw. der gebunderMolekiile) entscheidende
Hinweise beziglich dessen Funktion geben. So ware die BirelnagbekanntermalRen lokali-
sierten MRNA ein starkdtlinweis aufeine Beteiligung an derefransport oder Lokalisation.
Aber auch diBindung einerbekanntenunlokalisiertenrmRNA, kdnnte Hinweise audlie tat-
sachliche Funktion von RBP138 geben. Wie bereits zuvor beschriebeKdpgl3.3.), wirde
sich die Durchfiihrung vorCo-Immunprézipitationenon RBP138 undler gebundenen RNA
und die anschliel3ende RT-PCR-Amplifikation der RNA mit einem Pool an Primern zur Identifi-
zierung der gebundenen RNA-Molekiile anbieten (Trifillis et al., 1999; Broaks, €2000). Es
ware auch hiesinnvoll, solche Untersuchungemit mehreren unterschiedlichen Zelltypen
durchzufiihren, da RNA-Bindungsproteine unterschiedlichen Zellen teilweisenterschied-
liche mRNAs binden. So bindet das bereits erwahnte Staufen Protein bicoid-mRDb&yiten
(Ferrandon et al., 1994) und prospero-mRNA in Neuroblasten (Broadus et al., 1998).

Schlie3lich sollten auch noahit RBP138 (und RBP35nteragierende Proteinigentifiziert
werden. Da der Transport von mRNAs sowie ddrekalisation haufig die AusbildungrolRer
Proteinkomplexe beinhaltet, ist im Falle einer Beteiligung RBP ardiesen Prozessatem-
entsprechend auatine Interaktiormit anderen Proteinen zrwarten.Die Identifizerung von
bekannten an TransportprozesdmteiligtenProteinen als Bindepartneon RBP wiirde die
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aufgestellte Arbeitshypothese stitzen. Eine Domanenitliboher Wahrscheinlichkeit an Inter-
aktionen mit anderen Proteinen beteiligt ist, stellt die zuvor beschriebene RING-H2-Doméane am
C-Terminus des RBP138-Polypeptidtar. Fur die Identifizierung damit interagierender
Proteine konnte ein HefZwei-HybridScreenmit der RING-H2-Domane als Koderprotein
durchgefuhrt werden.

Auch wenndie Arbeitshypothese, nach dBBP138 andem Transport oder der Lokalisation
von mRNAsbeteiligtist, noch sehispekulativist, sosollten die zurUberprifung deHypo-
these vorgeschlagenen ExperimentgedemFall, auch im Falle der Widerlegung delypo-
these, zu wichtigen Hinweisen bezuglich der Funktion RBP138 fiihren. So stellen die
Kenntnis der genauen intrazellularen Lokalisation undrdeivo gebundenen RNAs sowie der
mit RBP interagierenden ProteireentralePunkte audem Weg zur Aufklarung defunktion
von RBP 138 dar.

Ein von der aufgestellten Arbeitshypothese vollig losgeldster Ansatz, besteht in der Generierung
einer RBP13&nock-Out-Maus (RBP138-/-yum Studium der Funktion voRBP. Da durch

das Fehlen von RBP138-Homologen in daaderen Organismen wie der Béckerhefe (
cerevisiad, demFadenwurm €. elegansund derFruchtfliege D. melanogastgrdiese ein-
fachen Modellssysteme flRBP138Knock-OutStudien nicht zur Verfigungtehengstellt die

Maus das beste verbleibende System zur Durchfiihrung solcher Stadidfiireine Existenz

von RBP138-Homologen in dédaus sprichtein vor kurzem identifizierter Maus cDNA-Klon

mit zu RBP138 homologer Sequenz (S.G. Kreft; unverdffentlichte Daten). Mit der Generierung
einer138-/- Maus verbindet sich in erstanie die Hoffnung, dass daBehlen vonRBP138

und -35 zueinem detektierbareRhanotyp fuhrtDieserwirde zwarzunachst keinen unmittel-

bar direkten Hinweis audie Funktion von RBP aumolekularer Ebengeben,kdnnte dafr

aber zumindest Aufsahés Uberdie Gewebe geben, illenenRBP138 eine wichtige Rolle
spielt. Eine genauere tdersuchung des dtdtendenPhanotyps aumolekularer Ebene sollte
letztendlich aber auckur Aufklarung der Funktiowvon RBP138 fuhrenAllerdings kann in
diesem Zusammenhang nicht gansgeschlossen werden, ddssRBP138-/-Mause keinen
detektierbarefPhanotyp entwickeln, da moglicherweise in diesen Mausen andere Proteine die
Funktion(en) von RBP138 lUbernehmen. &mderen Extrem konntdas Ausschalten von
RBP138zur Infertilitét flhren odeidetal sin. Dies wirde nahelegen, dadem Proteineine
durchausbedeutende Rolleukommt. Mdgicherweise muissten in diesem Hatinditionale
RBP138-/-M&ause generienverden,bei demdas rbpl138 Gen zainem beliebigerZeitpunkt,

z.B. Uber die Induktion von Rekombinationsvorgangeibgeschaltetverden kann.Diese
konditionalenKnock-OutMause hatten degrol3en Vorteil dasssie auch im Fall eineketalen

oder infertilen Phéanotyps von RBP138-/- gezlichtet werden konnten.
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Die Generierung eineRBP138Knock-OutMaus stellt sicherlich einegro3en Aufwanddar,
dessertrtrag im Vorfeldnur schwerabschétzbaist. Im Hinblick auf eine Untesuchung der
Funktion von RBP138 innerhalb des HBV-Replikationszyklus konnten RBP1M8t/se auch
mit HBV-transgenen Mausen (Guidotti et al., 1995) gekrexertien, und irden daraus resul-
tierenden HBV-transgendRBP138-/- Mauserie Effektedes Fehlens von RBP138 auf die
HBV-Replikation untersucht werden (siehe unten).

RBP138 , RBP35 und HBV-Replikation

Fur eine Funktion der RBP138 und -Bfoteine innerhalldes HBV-Replikationszyklubegen
zur Zeit keine experimentellerlinweise vor.Bisher sprichiediglich die Bindung von HBV-
RNA in diversenin vitro RNA-Bindungsstudien fleine Interaktiommit RBP138.Wie schon
zuvor im Detail diskutiert, geben diege vitro Bindungsstudien jedochur balingten Auf-
schluss Uber dien vivo Situation. Nichtzuletztdeshalb istie Untesuchungeiner moglichen
Beteiligung der RBP Proteine an der HBV-Replikation von gro3em Interesse.

Es konnte hierzu zunédchst untersuaigrden, ob RBP138 (oder -35) gereinigten HBV-
Virionen nachweisbar ist, und, ob es mdglicherweise in HBV-infizieztdlen mit HBV-RNA
assoziiert vorliegtFur dashumane Homologles RNA-bindenden und an deokalisation
diverserzellularermRNAs beteiligtenStaufen Proteins voBrosophila melanogastermStau,
wurde interessanterweise kirzlich ein Vorkommehlix-1 Virionen nachgewiesen (Mouland
et al., 2000). Da darUberhinaus naghe Assoziatiores hStau Proteinsit der HIV-1 geno-
mischen RNA(und der RNAweiterer Retroviren) in Lysaten HIV-1 imferter (bzw. mit
anderen Retroviren infizierter) Zellen gezeigt werdlennte, wurdeesine Beteiligungles hStau
an der spezifischen Genom-Verpackung bei Retroyrestuliert. Das Beispieldes hStau
Proteins zeigt, dass zellulare RNA-Bindungsprotediie,an demfransport oder der Lokalisa-
tion zellularermRNAs beteiligt sind, auch bei der Replikationon (Retro-)Viren eine wichtige
Rolle spielen kdnnen. Ahnliches konnte mdglicherweise fiir RBP138 im HinblidkeufBV-
Replikation zutreffen.

Die Assoziationvon RBP138mit HBV-RNA konnte in Co-Lokalisationsstudien vétBP138
und HBV-RNA Uberkombiniertein situ Hybridisierungs- undmmunfluoreszenzexperimente
untersucht werden. Eine weiteuglichkeit ware die Untersuchungeiner solchen Assoziation
Uber Co-Immunprazipitation und anschlie3ende RT-PCR mit HBV-spezifistt@ern. Beide
Vorgehensweisen erfordedie Transfektion eines Replikations-kompetentBV-Expressi-
onsplasmids, sowieventuell die Co-Trangtdion eines RBP138-Expressionsplasmids (auf-
grund des geringehevels an endogeneBP138 in Lebezell-Linien) in Hepatozyten. Im
Falle des Auftretens einé@BP138-Homologs in ddvlaus kdnnterdie gleichen Experimente,
nach Generierung Maus-RBP138-spezifischer Antikorper, auaihprimaren Leberzellen
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HBV-transgener Méause durchgefularerden, wodurctdie Notwendigkeit einer Transfektion
eines HBV-Expressionsplasmidsitfallen wirde. In Zellkultur kbnnte zuséatzlich d&nfluss
einer Uberexpression verschiederRBP Proteinewie z.B. RBP138,einer RNA-Bindungs-
inkompetenterRBP138 Mutante aler RBP35, aufdie HBV-Replikation untersuchiverden.
Dafur musstendie entsprechenderieberzellen wiederum mitRBP und Replikations-
kompetenten HBV-Expressionsplasmiden co-transfiaziegtden (oder zur Steigerung der
Transfektionseffizienz Gbedas HBV-Genomenthaltende Adenovirusvektoren transduziert
werden). Ebenfalls interessant wé&iae Uhtersuchung deBV-Replikation in Leberzellen in
Abwesenheitvon RBP.Das Abschalten ddRBP-Expression konntdabei UberAntisense
Techniken erreichtverden. ImZusammenhangnit der Generierung eineRBP138-/- Maus
konnten durch Kreuzungit HBV-transgenerTieren schliel3lich HBV-transgeneBP138-/-
Mause erzeugtverden. Indiesen konnten ebenfallie Auswirkungen eines Fehlens von
RBP138 auf die Virus-Replikation studiert werden.

Eine wichtige Frage ist auch, ob es im Zuge einer HBV-Infektion in der Leber zuveirger-
derung des Expressionslevels von RBP138 und -35 kommt. Um dies zu untergacimbs,
das Vorkommen derRBP Proteine in HBV-infizierten Lebermit dem in nicht-infizierten
Lebern miteinander verglichemerden. In ééesem Zusammenhang ist die Ustechung von
Patientenmateriader von inZellkultur transfizierten Hepatozyterorzuziehen, daine Induk-
tion oder Repression von RBP nicht direkt durch HBV-Proteine oder HBV-R¥wittelt sein
muss, sonderrebensogut indirekt Uber Effektorzelldszw. von Efektorzellen sekretierten
Cytokinen vermittelt sein kann.

Abschliel3end bleibt festzuhalten, dass bisher keafe Untersuchungen im Hinblick a@ine
madgliche funktionelle Beteiligung des RBP138 (und RBP35) an der HBV-Replikation durchge-
fuhrt wurden, diese aber in jedem Fall von allgemeinem Interesse waren.
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4. Material

Bakterienstamme

E. coli Top 10: F mcrA D(mrr-hsdRMS-mcrBC) F80lacZDM15 DlacX74 deoR recAl araD139
D(ara-leu)7679 galU galK rpsL(SjrendAl nupG (Grant et al., 1990) (Invitrogen)

E. coli BL21 (DE3): FompT hsdg(rg~ mp~) gal dcm (DE3) (Novagen)

E. coli BL21-Codon Plus(DE3)RIL: FompT hsdg(rg~ mg") dcmit Tef gal A (DE3) endA Hte [argU ileY
leuw Canfi] (Weiner et al., 1994) (Stratagene)

E. coli MAX EFFICIENCY DH10BAC: F mcrA D(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80dacZDM15 AlacX74 dedR
recAl endAl araD139 A(ara, lel7697 galU galK A“rps L nupG
/bMON14272 /[pMON7124 (Life Technologies)

Virusisolate/-subtypen

HBV: Subtyp: yw (Galibert et al., 1979) Numerierung nach Pasek et al., 1979
DHBV: DHBYV 16 (Mandart et al., 1984)

Medien flr prokaryontische Kulturen

Flissigkulturen: Luria Broth Base Nahrmedium (Gibco)
Feste Nahrboden: Luria Broth Base Nahrmedium (Gibco) + 1,5% (w/v) Agar (Difco Lab.)

Zu den Medien wurden die noch jeweils benétigtemntibiotika (Ampicillin  (50ug/ml);
Kanamycin (50ug/ml); Chloramphenicol (34ug/ml); Tetrazyklin (10ug/ml)) zugegeben.

Medien fur eukaryontische Kulturen

Huh7 Zllen wurdenbei 37°C und 5% CQ® Kkultiviert in Dulbecco’sMEM mit Glutamax-I
(Gibco) mit 10% (v/v) inaktiviertem fotalemKalberserum, nicht-essentiellen Aminosauren
(Gibco), 100IE/ml Penicillin und 100 pg/miStreptomycin(Gibco). Die Trypsinierung der
Zellen erfolgte in einer 0,05% Trypsinlésung (Gibco).

Sowohl adharent als auch iBuspension wachsende SiSsektenzellenwurden bei 28°C
kultiviert in SF900-11 mit L-Glutamin Medium (Gbco) mit nicht-essentiellen Aminosauren
(Gibco), 50 pg/miPenicillin, 50 pg/ml Streptomyciond 100 pg/mINeomycin (alle Gibco).
Das Ablosen der adharent wachsenden Zellen erfolgte ohne die Verwesugypsin durch
mechanisches "Abklopfen™ der Zellen.
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Zellinien

Huh7:
Hela:
3T3:

CV-1.
Cos:

Sf9:

menschliche Hepatoma-Zellinie (Nakabayashi et al., 1982)

menschliche Cervix-Carcinom-Zellinie (ATCC CCL-2)

Fibroblasten-Zelline der Maus (embryonalen Urpsrungs) (Green & Kehinde, 1974)
Affennieren-Zellinie der Griinen MeerkatZegrcopithecus aethiopgATCC CCL-70)
SV40 T transformierteAffennieren-Zellinie derGriinen Meerkatze Cercopithecus
aethiop$ (ATCC CRL-1650)

Insektenzellinie§podoptera frugipergdgd ATCC CRL 1711)

Losungen & Puffer

TBE: 0,089 M Tris Base, 0,089 M Borsaure, 2 mM EDTA
TE fur DNA: 10 mM Tris/HCI pH 8.0, 1 mM EDTA (pH 8.0)

TE flr RNA: 10 mM Tris/HCIl pH 7.5, 1 mM EDTA (pH 8.0)

TNE: 10 mM Tris/HCI, 100 mM NacCl, 0,1 mM EDTA, pH 7.5
PBS (Zellkultur): 150 mM NaCl; 10 mM NaR@H 7.2

PBS (FPLC Laufpuffer): 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 4,3 mMM#O4- 7H20,

1,4 mM KHPOy4; pH ca. 7.3

Proteinauftragspuffer: 200 mM Tris/HCI pH 8.8 , 10% Sacharose, 5 mM EDTA,

0,1% Bromphenolblau, 3% SDS, 10% [3-Mercaptoethanol

RNA-Auftragspuffer: 95% Formamid, 20 mM EDTA, 0,05% Bromphenolblau,

0,05% Xylencyanol

Semi-dryTransferpuffer: 48 mM Tris Base, 39 mM Glycin, 20% Methanol

cDNA-Klone / EST-Klone

RZPD-KloneausdemScreemachdemNIll 3"-Ende:

ICRFp512H14173Q2 (aus cDNA-Bank von fétalem Lebergewebe des Menschen)
ICRFp512B2269Q2 aus cDNA-Bank von fétalem Lebergewebe des Menschen
DKFZp586C1754Q3 (ausDNA-Bank von Uterusgewebe des Menschen)
IMAGP998N0865Q6 (aus cDNA-Bank von fotalem Lebergewebe des Menschen)

RZPD-Klon zur Klonierungdes3 -UTRsderhumanerc-myc-mRNA:
IMAGp998F08397 (aus cDNA-Bank von fotalem Leber- und Milzgewebe des Menschen)

ATCC-Klon zurKlonierungdesSBP2ProteinsderRatte:

ATCC 2001105 (EST H31811) von PC-12 Zellen der Ratte

ATCC-Klon zur Klonierungdes3"’UTRsderPHGPx-mRNAderRatte:

ATCC 2035200 (EST 223388) von Milzzellen der Ratte
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Enzyme

Es wurden Restriktionsendonukleasen der folgenden Hersteller verwendet:
AGS, Amerblam Pharmacidiotech, Roche DiagnosticgyiBI Fermentas, New England
Biolabs

T7-RNA-Polymerase Roche Diagnosticsf3 RNA Polymerase Roche Diagnosticst 4
DNA Polymerase New England BiolabsPwo DNA Polymerase Roche Diagnostics;
Pfx DNA Polymerase Gibco BRL, Life Technologies;Tag DNA Polymerase MBI
FermentasKlenow Fragment von DNA Polymerase | Pharmacia;Sequenase 2.0
(DNA Polymerase) USB; T4 DNA Ligase. New England Biolabs; Alkalische
Phosphatase aus KalberdarmNew England BiolabdRNase A Roche Diagnosticst1:
Roche DiagnosticiRNasin: Promega;T4 Polynukleotidkinase New England Biolabs;
RNase freie DNase :I Roche DiagnosticsProteinase K Merck; Lysozym: Roche
Diagnostics;

Nukleinsdure- und Protein-GroRenmarker

DNA-GroRRenmarker VII (Roche Diagnostics):
8576 Bp, 7427, 6106, 4899, 3639, 2799, 1953, 1882, 1515, 1482, 1164, 992, (718), 710, 492, 359

DNA-Groéf3enstandard 50-2000 Bp (BioRad, Miinchen):
2000 Bp, 1500, 1000, 700, 500, 400, 300, 200, 100, 50

Phenylalanin tRNA der Béckerhefe (S. cerevisiae) (Roche Diagnostics):
76 nt

Rainbow] high geférbter Protein-Molekulargewichtsmarker (Amersham Pharmacia Biotech):
220,0 kD/ 97,4/ 66,0/ 46,0 / 30,0/ 21,5/ 14,3

14C—markierter RainboW high Proteinmarker (Amersham Pharmacia Biotech): wielbail]l high gefarbter
Protein-Molekulargewichtsmarker, jedoch zuséitz?iéﬁ markiert

Rainbow] low geféarbter Protein-Molekulargewichtsmarker (Amersham Pharmacia Biotech):
46,0 kD/ 30,0/ 21,5/ 14,3/ 6,5/ 3,4/ 2,35

RNA-Homopolymere

Einzel- und Doppelstrangige RNA Homopolymereurden alsunmarkierte Kompetitoren in
RNA-Bindungsexperimenten in Losung eingesebabei wurdendie Kaliumsalze dePoly-
adenylsauréPoly-A), PolycytidylsaurgPoly-C), Polygunanosylséaure (Poly-@olyuridiny-
Isdure(Poly-U) und dadNatriumsalz der Polyinosinylsaure Polycytidylsagrely-1:Poly-C)
der Firma ICN verwendet.
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Oligodesoxyribonukleotide

Die Oligonukleotidewurden von der AG Frank, MBH, Heidelbergund derFirma BIG-
Biotech, Freiburg hergestellBei degenerierten Olionukleotidesind die an einerPosition
alternativ eingebauten Nukleotide in KlammarmgegebenSamtliche Oligonukleotidsequenzen
sind in 5°-3" Orientierung angegeben.

Primerfir Klonierung& Sequenzierungeshumanerc-myc-mRNA3 -UTRs

3"'UTR-myc-Aflli(-) (=BG10-13084); 33 Nt: GGGCTGCAGCTTAAGattagggtttatagtacc
3’'UTR-myc-Notl (=BG10-12280); 35 Nt: cccAAGCTTGCGGCCGCggaaaagtaaggaaaacy

Primerfir Klonierung& SequenzierundesPHGPX3 -UTRsunddesSBP2ProteinsderRatte

SBP2(1308-29)Sall(-) (=BG10-14120); 22 Nt: caggtcGaCctgcaccggaacc

SBP2 RNA BD(-) (=BG11-1108); 48 Nt:
CATAACTTGATTTAGACQCTTCggatccgc TCTTATTCTTTTTGGAGC

SBP2(836-854)-Ncol (=BG10-14119); 31 Nt: CCGGTACCATGGccagttcececctegtgtac
SBP2end-Sall(-) (=BG10-14117); 28 Nt: gccGTCGACttataaattcaagttcatc

PHGPx 3’"UTR-KpnI-Notl (=BG11-940); 35 Nt: ccgeggecgeggtaCCCTACAAGTGTgGCCCCTG
PHGPx 3"UTR-HindllI(-) (=BG11-941); 31 Nt: cgcgaagctTCCCACAAGGCaAGCCAAGGTG

Primerfir Klonierung& SequenzierunderNIll- & RBP-Klone

C1754&H14173 3'(-) (=BG5531); 22 Nt: CACAAAGAAATTTTAGACAAGG
C1754&H14173 SEQ(-) (=BG 5734); 22 Nt: CCTTGACTCTGAGACTTTTTGG

C1754 3'UTR(-) (=BG6043); 27 Nt: GCTCTAGATGAAGCAAACCAAAATCCC
B2269 3'UTR (-) (=BG6044); 23 Nt: GCAGTTTGCTCAGACTGCTGTGC
ICRFH14173 3'seq (=BG5534); 19 Nt: GATAATGAAATCAAGAACC

ICRFB2269 3'seq (=BG5533); 19 Nt: CCTGGCTTTAATATAGGGC

ICRF B2269 3'(-) (=BG5733); 23 Nt: CCCTTTCTGTTTGTTAGCTTTCC

ICRF B2269 3'SEQII(+) (=BG6207); 21 Nt: CTATAGCCATGAGACTATGGG
GALatgNco (=#24167); 25 Nt: GGGGCCATGGCCATGATTACGCCAA
DKFZ C1754 3'SEQ (+) (=BG6208); 24 Nt: CCGTATTTCTTTACAAATAAGTGG

NIl ORF 1891-1911 (=BG5532); 21 Nt: CCCATCTTTATTAATTTCTGC

NI Ncol (=#24618); 25 Nt: GGGGCCATGGATTCTCTACCAGATG

NIl 3"end (-) (=#26195); 32 Nt: CCCgtcgacctaCTTAGTCTTCTTCTTTTTCC
NIl 3°(-) degen (=26543); 39 Nt: CCCGTCGACCTACTTCTTTT(at)CCTTTGTT(at)ACTCTTAAC
ICRFH14173 3'seq (=BG5534); 19 Nt: GATAATGAAATCAAGAACC

ICRFB2269 3'seq (=BG5533); 19 Nt: CCTGGCTTTAATATAGGGC

ICRF B2269 3°(-); 23 Nt: CCCTTTCTGTTTGTTAGCTTTCC

NIl 5%intern (=#24423); 17 Nt: CAATTATACCGCACACC

NIl 3%intern (=#24424); 17 Nt: TTATAAGAGCTAACAGG

RBP RNA BD(-) (=BG10-5099); 47 Nt: CTTTATTCTTTTTATTCgcagtggatccgcTTTTCCTTTGTTTACTC
RBP3511-3530Ncol(-) (=BG10-5100); 20 Nt: CAaGGTCTAATGCACTGAGC
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Standardsequenzier& PCR Primer

SK-primer; 20 Nt: CGCTCTAGAACTAGTGGATC

T3-primer (=#16934); 20 Nt: AATTAACCCTCACTAAAGGG

T3PROM (= BG 10-6777); 23 Nt: cgcgcaattaaccctcactaaag

T7 Primer; 22 Nt: GTAATACGACTCACTATAGGGC
T7promOLIGO (BG9652); 22 Nt: GAATTAATACGACTCACTATAG
pPET-T7-terminator (=BG10-4451); 19 Nt: GCTAGTTATTGCTCAGCGG

CMVprimer (=#2862); 18 Nt: GCAAATGGGCGGTAGGCG

M13 forward sequencing primer; 23 Nt (aus Amersham Sequencing Kit): GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTA
rev.INS Primer; 20 Nt: GTGGTTTCACATTagcTGcC

pmalE primer (=#25313); 24 Nt: GGTCGTCAGACTGTCGATGAAGCC
Oligo dT(20) G; 30 Nt: GGGCTCGAGTTTTTTTTTTTTTTTITTITTG
Oligo dT(20) C; 30 Nt: GGGCTCGAGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTC
Oligo dT(20) A; 30 Nt: GGGCTCGAGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTA

Primerfiir Klonierung& Sequenzierungon eGFP

Y66HhGFPanti (=BG5927), 66 Nt (freundlicherweise von Dr. P. Kratz, Freiburg, zur Verfugung gestellt):
CTTCATATGGTCTGGGTATCTCGCAAAGCACTGCACGCCGTGGGTCAGGGTAGTGACTAGTGTTGG

hGFP-Kpn-low 2/98 (=BG3816), 27 Nt (freundlicherweise von Dr. P. Kratz, Freiburg, zur Verfigung gestellt):
CACGAGAATTGGIACCACGCCAGTGAA

hGFP 5°Seq(-) (=BG9056); 28 Nt: CCCATTCACATCGCCATCCAGTTCCACG
Plasmide

Basiskonstrukte:

pBluescriptlISK(-) Basiskonstrukt Stratagene

pPET30a(+) Basiskonstrukt Novagen

pFASTBAC HTb Basiskonstrukt Life Technologies

Expressiorin Bakterien:

pmalNIll-Serie (-1-657; -1-660; -1-663; -1-663; -1-666(= -no linker); pmalRBP138)
PMEKNIII-Serie (-1-499; -1-205 (= -HindlIl fill-in))

pIH-TRBP (von K.T. Jeang, NIH zur Verfiigung gestellt)

pETRBP-Serie (-1-205; -510-878; -510-878BD(-); -832-1176)

pPETSBP2-Serie (-(836-2541); -(836-1329); -(836-1969); -(1196-2541))

(Anmerkung: pET-Konstrkte besitzen auch einen TgaRitor, was eine Verendung der Rlsmide alsDNA-
Template fur dién vitro Transkription erlaubt)

in vitro Transkription(& in vitro Translation):

diverse pET-Konstrukte (siehe oben)

pBIsIISECIS

pBIsll-myc UTR

pT7HAMVRT178 (freundlicherweise von Dr. J. Beck, Freiburg, zur Verfligung gestellt)
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pCT3101 (freundlicherweise von Dr. J. Beck, Freiburg, zur Verfligung gestellt)

T7 HIV CAT SV (freundlicherweise von Dr. K.T. Jeang, NIH Bethesda, zur Verfligung gestellt)

pBSeps-3124 (=pBSA1) (freundlicherweise von Dr. M. Nassal, Freiburg, zur Verfigung gestellt;
Knaus & Nassal, 1993)

Transpositionn Baculovirusgenom:
pFBHISRBP138BD(-)

Expressiornin Eukaryonén:
pRBP Serie (-35-eGFP; -(1128AS)-eGFP; -138-eGFP

pTR-UF5 (Zolotukhin et al., 1996)

Sonden

pT7THAMVRT178 (freundlicherweise von Dr. J. Beck, Freiburg, zur Verfiigung gestellt)
pBISIISECIS

pBIsll-myc UTR

pCT3101 (freundlicherweise von Dr. J. Beck, Freiburg, zur Verfligung gestellt)

T7 HIV CAT SV (freundlicherweise von Dr. K.T. Jeang, NIH Bethesda, zur Verfligung gestellt)

Sonden

Die innerhalb der RNA-Bindungsstudiereingesetzten RNA-Sonden, sowie die zu
Hybridisierungen verwendeten DNA-Sonden, sind in der folgenhdsa mit Namen,Lange

und einer Kurzbeschreibung aufgefuhrt. Fdre RNA-Sonden istzusatzlich die jeweils zur
Linearisierung deMatrizen-DNA verwendete Restriktionsendonukleasewie die Matrizen-

DNA selbst, angegebenrAlle RNA-Sonden wurden durch Transkriptiamit T7-RNA-
Polymerase synthetisiert. Fir die dureimdom priminghergestellten DNA-Sonden ist jeweils

noch das Plasmid, von der das als Matrize verwendete DNA-Fragment stammt inklusive der zur
Herstellung verwendeten Restriktionsendonukleasen, angegeben.

TAR-RNA 82 nt HIV TAR Sequenz +1-+82 T7HIVCATSV xHindlll
E€-RNA 184 nt 14 nt Spacer dann HBV Pos. 3101- +88 pCT3101 xBglll

€-only-RNA 80 nt 11 nt Spacer dann HBV Pos. 3124- +10 pBSeps-3124 xClal
HBV-RT-RNA 250 nt AMV-leader dann HBV Pos. 938-1130 pT7HAMVRT178 xStul
AMV-leader-RNA 49 nt AMV-leader dann 3 nt Spacer pPpT7HAMVRT178 xNcol

myc 1-374-RNA 441 nt 60 nt Spacer dann c-myc 3'UTR Pos. 1-374  pBIsll-mycUTR xPstl
myc 1-23kRNA 291 nt 60 nt Spacer dann c-myc 3'UTR Pos. 1-231 IslpBiycUTR XxDral
SECIS-RNA 218 nt 14 nt Spacer dann PHGPx 3'"UTR Pos. 1-1981I$BCIS xHindlll

NIl 3’end DNA 510 Bp NIII-ORF Pos. 1497-1998 + 8 Bp Spacer pmalNIII1-666 xPstl &Sall
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Antikorper und Antiseren

o-Tetra-His Antikorper (Qiagen): monoklonaler Mausantikérper gegen Tetra-&S-
o-GFP Antikérper (Roche): Gemisch zweier monoklonaler Mausantikorper gegen GFP

a-MBP Antiserum (New England Biolabs): polyklonales Kaninchenantiserum gegen das
Maltose-bindende-Protein (MBP)

a-Actin (C-2) Antikdrper (SCBT):  monoklonaler Mausantikdrper gegen verschiedene Actin-
Isoformen des Menschen

o-TRBP Antiserum: polyklonales Kaninchenantiserum gegen TAR Region
bindendes Protein (TRBP) (freundlicherweise von Dr.
K.T. Jeang, NIH Bethesda, erhalten)

0-DIG-AP Antikdrper (Roche): polyklonale Schaf Fab-Fragmente mit gekoppelter

alkalischer Phosphatase gegen Digoxygenin

g-a-r-PO Antikdrper (Dianova): gegen Kaninchen gerichteter Ziegen-AK mit gekoppelter
Peroxidase

g-a-m-PO Antikdper (Dianova): gegen Maus gerichteter Ziegen-AK mit gekoppelter
Peroxidase

Immunfluoreszenzantikorper:

s-0-m-Texas-Red (Stressgen): polyklonale Schaf Fab-Fragmente mit gekoppeltem
Texas-Red

Radiochemikalien

[**S]Met/Cys ("Translabel") 1000 Ci/mmol (ICN)

[0(32P]dATP 3000 Ci/mmol (Amersham-Pharmacia)
[0**P]rCTP 800 Ci/mmol (Amersham-Pharmacia)
Kits

BAC-TO-BAC Baculovirus Expression System Gibco, Berlin

DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7) Boehringer, Mannheim

DIG Nucleic Acid Detection Kit Boehringer, Mannheim
ECL-Plus-Western Blot Reagenzien Amersham-Pharmacia, Freiburg
High Prime DNA Labeling Kit Boehringer, Mannheim
"MEGAshortscript] - In vitro Transcription Kit" Ambion, Austin, USA

Qiaprep Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden

Qiaprep 8 Turbo Miniprep Kit Qiagen, Hilden

Qia Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden

Qiafilter Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden

RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden

Titan™ One Tube RT-PCR System Boehringer, Mannheim
TNT® T7 Quick Coupled Transcription/

Translation System Promega, Mannheim

Sequenase Version 2.0 Kit USB, Cleveland, USA
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Gerate

Trans-Blot SD Semi-dry transfer cell BioRad
Axiophot35 Fluoreszenzmikroskop mit Fluoreszenzlampe HBO100 Zeiss
LSM 410 Laser-Scanning-Mikroskop Zeiss
Entwickler Hyperprocessor RPN 1700 Amersham
Stratalinker UV Crosslinker 1800 Stratagene
Sonifier B-12 Cell Disrupter (mit Mikro- und Makrotip) Branson
Sonifier 450 (mit Cup Horn) Branson
Uno Thermoblock Biometra
Ultrospec 3000 UV/visible Spectrophotometer Pharmacia
FPLC Pharmacia

Firmenadressen

AGS Heidelberg Ambion Austin, USA;Amersham Pharmacia Bioteckreiburg;Amicon
Inc., Beverly,MA, USA; AppliChem Darmstadt;Beckmaninstruments Inc., Palo Alto,
CA, USA; Biometrg Gottingen;Bio-Rad LaboratoriesHercules, CA, USA;Boehringer
Mannheim Mannheim;Carl Zeiss Thornwood, NY,USA; Clontech Laboratoriesinc.,
Palo Alto, CA , USA;Dianova Hamburg;Difco Laboratories Detroit, Michigan, USA;
Eastman KodalCo., Rochester, USAEurogente¢ Seraing,Belgien; FMC BioProducts
Rockland, ME, USAGibco BRL, Life Technologies GmbHBerlin; Greiner Labortechnik
Nurtingen;Heraeus GmbiHHanau;Merck AG Darmstadt;Millipore, Eschborn;Molecular
Probes Eugene, OR, USAeolLab GmbHHeidelberg New BrunswickScientifig Edison,
NY, USA; New EnglandBiolabs Beverly, USA;Novagen SchwalbachPierce Chemical
Company Rockford, lllinois, USA; Qiagen GmbH Hilden; Raytest Isotopenmefl3gerate
GmbH Straubenhardf®oche DiagnosticBasel, CH;Roth Karlsruhe;Schleicher & Schiyl
Dassel; Serva Feinbiochemika @&bH & Co. KG Heidelberg; Sigma Chemie GmhH
Deisenhofen; Stratagene GmbH HeidelbergStressgen Victoria, Kanada; TopLah
Martinsried; United TechnologiesPackard Frankfurt/Main; USB Cleveland, USA;
Whatman Maidstone, GB;
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5. Methoden

Grundlegende Literatur & molekularbiologische Standardmethoden

Molekularbiologische Standardmethodéie in diesem Kapitel nichausfihrlich beschrieben
werden (wie z.B. Ligation, Agarose-Gelelektrophorese), wurderach den in der
grundlegenden Literatur beschriebemotokollen durchgefuhrt. Zur grundlegendsateratur
gehort:

Sambrook, J.; Fritsch, E. FNaniatis, T. (1989)Molecular cloning: Alaboratorymanual;
Cold Spring Habor Laboratory Press, Cold Spring Habor New York (Sambrook et al., 1989).

Ausubel, F. M.; Frederick, M. (1996): Current protocollsrialecularbiology. JohnWiley &
Sons. Inc. (Ausubel et al., 1996).

Herstellung RNase-freier Ldsungen

Zum Ansetzenvon Losungen und Puffern fikrbeiten mitRNA wurde RNase-freies J@
verwendet. Dazu wurde vollentsalztes (VE-DHzunachst Gbegine Milli-Q-Anlage (Millipore)
gereinigt,mit DEPC (,1%) versetzund nach Durchmischen autoklaviert. DER@ktiviert
Proteine (u.a. RNasen)durch kovalente Addition an Aminogruppen. Durch den
Autoklavierschritt wird Gberschussiges DEPC zersetzt.

5.1. Plasmid-DNA Praparationen aus E. coli

Die Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturerbis 1,5 ml Miniprep-Kulturen
erfolgte unter Zuhilfenahme vdiaprep Spin MiniprederQiaprep 8 TurbdMiniprep Kits
der Firma Qiagen. Zu Beginn darbeit wurde Miniprep-DNA zum Teilauch nach detysis
by Boiling Methode (Holmes & Quigley, 1981) isolieRlasmid-DNAaus grof3en Kulturen
(> 150 ml) (Maxiprep-Kulturen wurde mittels Qia Plasmid Maxioder Qiafilter Plasmid
Maxi Kits (Qiagen) aufgereinigt.

5.2. RNA-Praparation aus eukaryontischen Zellen

Die Isolierung von Gesamt-RNA undytoplasmatischer RNAaus eukaryontischenellen
erfolgte Uber daRNeasy Mini Kit(Qiagen).

5.3. Polymerase-Kettenreaktion/PCR ( polymerase chain
reaction )

Die Polymerase-KettenreaktiofPCR; Mullis et al., 1986) wurdeinnerhalb dieserArbeit
sowohl fur Klonierungen als auch zu analytischen Zwecken eingesetzt. Die PCRs dabéien
je nach Anwendung mit TagFermentas), Pwo- (Roche) od&atinum Pfx-DNA-Polymerase
(Gibco) durchgefuhrt. FuanalytischePCRs wurdeTag DNA Polymeraseverwendet, die
durch eine hohe Ausbeute gekennzeichnast, aber aufgrund fehlender 3"-5"-
Exonukleaseaktivitit Rroofreading eine vergleichsweise hohe Fehlerraten ca. 2x 164
Fehler/Base (Cha & Thilly, 1993jufweist. Die Amplifikation von DNA-Fragmentendie in
Klonierungen verwendet werden solltesfolgte meistmit Pwo- oderPlatinum Pfx-DNA-
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Polymerase Diese Polymerasen weisen aufgrund ihrer 3°-5"-Exonukleaseaktigitéé im
Vergleich zur Tag-DNA-Polymerase eine 8-12fach geringere Fehlautals Matrizen-DNA
fur die PCRsdiente sowohl DNAaus Mini- und Maxi-Plasmidpraparationen als auch von
cDNA-Banken, Bakterien und komplett&sPhagen.

5.3.1. Reverse-Transkription-PCR (RT-PCR)

Die RT-PCR ist das empfindlichste Verfahren zZNMiachweis von RNA-Molekiilen. Sieeruht
im Wesentlichen auf der Reversen Transkription eines RNA-Moleki@gmecDNAund deren
anschlieRende Amplifikation mitteRCR (Veres efal., 1987).Innerhalb dieseArbeit wurden
RT-PCR-Reaktionen mit deffitan One Tube RT-PCR System (&bche) nach Angaben des
Herstellers durchgefuhriDabei findet die Erststrang-Synthesenit AMV-DNA-Polymerase
statt, wahrend fir die PCR ein Mix aus Tag- und Pwo-DNA-Polymerase verwendet wird.

5.3.2. Speziellere Anwendungen der Polymerase-Kettenreaktion

5.3.2.1. PCR-Screening von Bakterienkolonien

Bei Klonierungen wurden in einigen Fallen Bakterien nach Transformation dir&ls PCR,

auf die Anwesenheit eines bestimmten DNA-Fragmedntsefty hin untersuchtDazuwurden

2 ml Flasssigkulturen mit einzelnen Bakterienkolonien angeiomudtunter Schittelb-6 h bei
37°Cinkubiert. Fureinen 50 ul Standard-PCR-Ansatit Tag-DNA-Polymerase (Fermentas)
dienten 2 pl einer solchen Kultur als "Matrizen-DNA". Um die Bakterien mdglichst vollstandig
aufzuschlieRerwurde dem PCR-Programnein 4-mindtiger Denaturierungsschritt b@i°C
vorangestellt, ansonsten erfolgte die Durchfihrung der PCR nach Standardbedingungen.

5.3.2.2. Mutagenese mittels Megaprimer-PCR

Die Mutagenese der Lysin-reichémotive von RBP138 und SBP2rfolgte tber dievon der
normalen PCRabgeleiteten Megaprimer-PCR (Picardaét 1994). Die Mutationenwerden
dabei durch ein Oligonukleotid mit entsprechend "mutierter® Sequeringeflgt. Dieses
Oligonukleotid Primer 1) wird in einer erste®CR zgammermit einemzweiten ca200-400

Bp entfernt annealendem Primétrimer 2 eingesetztDas Produkt aus diesePCR dient
wiederum in einer zweiteRCR mit einemweiteren Primer Frimer 3) als Megaprimer. Ein
Groliteil der dabei entstehendBCR-Fragmente weisedie in dem Primer 1 enthaltene
mutierte Sequenauf. Das amplifizierteFragment kann schlieRlich Gber Standardklonierungs-
techniken in die gewilinschte Ziel-DNA eingefigt werden.

Die Durchfihrung der Megaprimer-PCR erfolgte weitestgehend nach aokdl von Picard

et al., 1994. Da weder Pwo- noch Pfx-DNA-Polymerase in der Megaprimer-PCR zu Produkten
fuhrte, wurdendie Megaprimer-PCRs schlie3lichmit Tag-DNA-Polymerasedurchgefihrt.
Wegen der hoheren Fehlerrate der Tag-DNA-Polymeraseden nur moglichst kurze
Megaprimer-PCR DNA-Fragmente fur die Klonierungen verwendet.

5.4. Herstellung unmarkierter und markierter Nukleinsduren

5.4.1. Herstellung unmarkierter RNA durch in vitro Transkription

Unmarkierte RNA-Molekullewurden voneiner linearisierten DNA-Matrizelurch "run-off'-
Transkription mit den RNA-Polymerasen der Bakteriophagen TBd T7 mit dem
MEGAshortscript- In vitro Transcription Kiter Firma Ambionhergestellt. Die Durch-
fuhrung der Transkription erfolgte nach Angalukss Herstellers. Nacokrfolgter Transkription
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wurde die Matrizen-DNA durch Zugabe von DNasel verdaut, und der komplette
Transkriptionsansatz phenolextrahiarhd mit Isopropanol geféllt.Die Bestimmung der
Ausbeute und dekonzentration an synthetisierter RNA erfolgte nach détesuspension in
DEPC-HO durchVergleich mit RNA-Standards bekanntgbréfRe undKonzentration tber
Agarose-Gelelektrophorese und photometrischer Messung der Absorption béVelleaiange
von 260 nm.

5.4.2. Herstellung radioaktiv-markierter RNA durch in vitro
Transkription

Intern ¥P-radioaktiv-markierte RNA wurde als Sonde i In-Losung-Bindungsstudien mit
RBP138 und SBP2 verwendet. Fdie in vitro Transkription wurde T7-RNA-Polymerase
(Roche) verwendet. Die Markierung der RNA erfolgte (iber den Eimbala-**P]rCTP, das
von der T7-RNA-Polymeras@leichermal3en effizient in die RNA eingebawird wie
unmarkiertegCTP. Die spezifischeAktivitdt der zu synthetisierenden RNA kann Uder das
Verhdltnis von markiertem zu unmarkiertem rCTP bestimmt werden. In den
Transkriptionsansatzen wurde g8 ein 10 facherUberschuss arunmarkiertemrCTP
eingesetzt. Daraus ergab sithr die transkribierterRNAs eine spezifischeAktivitdt von ca.
10’ cpm/pmol. Ein Standardreaktionsansatz hatte folgende Zusammensd@mngTris/HCI
(pH 8.0), 6mM MgCp, 10mM DTT, 2mM Spermidin, 1 U/ul RNasin, je 0,5uATP/ rGTP/
rUTP, 12,5uM rCTP, 1,25uMd-*P] rCTP, 0,05-0,075ug/ul linearisierte Matrizen-DNA und
1 U/ul T7-RNA-Polymerase. Nach 2 h Inkubation bei 37°C wurde die Reaktion abgestoppt und
die neusynthetisierte RNA bér eine G-25 SephadexQuick Spin Column (Boehringer
Mannheim) von nichteingebauten Nukleosidtriphosphatesowie RNA-Molekilen <12
Nukleotide abgetrennt. AnschlieBemdirde die RNA nochmals phenolextrahiennd nach
Zugabevon Glykogen als Fallungshilfeiner Isopropanolfallung unterworferDie pelletierte
RNA wurdeschliel3lich in DEPC-HO resuspendiert, unahschliel3end di€erenvov cpnim
Szintillationszahler bestimmit.

5.4.3. Herstellung radioaktiv-markierter DNA durch random priming

Die Markierung von DNA durchandom priminggeht auf Feinberg & Vogelstein9&3, 1984)
zurlck. Sie basiert auf der Hybridisierung eines Pools an Oligonukleotideal|edaibglichen
Sequenzen umfasst, mit einer denaturierten Matrizen-DNA. Bawlung der Olignukleotide
an die DNA dienen diese als Primféir die Synthese des Gegenstrangs dul@hKlenow-
PolymeraseDurch Einbau dem Reaktionsmix zugegebener markidlidteosidtriphosphate
wird die neusynthetisierte DNAnarkiert. Die in den Northern-BlotseingesetztenSonden
wurdennach derandom primingMethode mit denHigh Prime DNA Labeling Kit (Roche)
hergestelltund jewds mit [0-*P] dATP (3000 Ci/mmol) markiert. Die neusynthetisierten
DNA-Molekile wurden anschliel3end Uber Sepha@eX0 mini Quick Spin Clolumns(Roche)
von dennichteingebauten Nukleosidtriphosphatdgetrennt, undnschlieRend di€erenkov
cpmim Szintillationszahler bestimmt.

5.4.4. Herstellung Digoxygenin-markierter RNA durch in vitro
Transkription

Digoxygenin-markierte RNA (DIG-RNAurdemit demDIG RNA Labeling Kit (SP6/T7)

der Firma Roche synthetisieiie Herstellung der RNA erfolgte Gben vitro "run-off"-
Transkription einer linearisierteMatrizen-DNA miteiner T7-RNA-Polymerase. Neben den 4
authentischen Ribonukleosidtriphosphadethaltder Reaktionsansatz DIG-markiertd$P in

einer Konzentration, die nach Herstellerangaben bei etwa jedem vierten Uracil zum Einbau eines
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DIG-UTPs fluhrt. Die Durchfihrung derin vitro Transkription erfolgte nach Angaben des
Herstellers. Ein Standard-Transkriptionsansatz hatte die folgende Zusammensetzung:

2 pl 10x Transkriptionspuffer

2 ul NTP-Markierungsgemisch (je 10mM ATP, CTP, GTP, UTP sowie 3,5mM DIG-UTP)
1 ug linearisierte Matrizen-DNA

2 Ul T7-RNA-Polymerase (20 U/ul)

ad 20 ul HO bidest.

optional: Zugabe von 1ul RNase-Inhibitor (20 U/pul)

Nach 2h Inkubation bei 37°C wurde die Matrizen-DNA durch Zugabe von RNase-freier DNasel
verdaut. Durch Zugabe von EDTA (pH 8.0) wurde die Reaktion abgesioymgt Gelfitration

mit G-25 SephadexQuick Spin Columnsder Firma Rochevurden nichteingebaute einzelne
Nukleosidtriphosphate, darunteuchDIG-UTP, sowieRNA-Molekile < 12 Nukleotide von
langeren RNA-Transkripten abgetrennt.

Eine Abtrennungder Proteinevon den RNA-Transkripten wird durctlie Gelfiltration im
Gegensatz zu einer Fallung deNA, nicht erreicht. Es wurdenpedoch keine nachteiligen
Auswirkungen durch dagorhandenseivon Proteinen in desdulengereinigten RNA-L6sung

fur die Durchfiihrung der Experimente erwartet.

Nach Abstoppen der Reaktiovurdendie Ansétze miSTE-Puffer(10mM Tris/HCI pH 8.0,
100mM NacCl, 1mM EDTA pH 8.0) + 0,1% SDS auf ein Volumen von 50 pul aufgefillt und auf
die SauleaufgetragenDas nach Zentrifugation resultierende Eluat enthielt die aufgereinigte
DIG-markierteRNA. Die Zugabevon SDS in den STE-Puffer wird von déirma Roche fir

die Aufreinigung von DIG-markierter RNA empfohlen. Die Quantifizierung von DIG-
markierter RNA erfolgte in einen "Tupfel-Test" Uber ein immun-chemische Detektionsverfahren
(siehe 5.4.4.1.).

5.4.4.1. Detektion und Quantifizierung Digoxygenin-markierter RNA
uber Chemilumineszenz

DIG-markierte RNA wurde durckine Immun-Chemilumineszenz-Reaktioachgewiesen. Die
Bindung einesnit Alkalischer Phosphatase gekoppelten anti-DIG-Antikorpersias Steroid-
Hapten Digoxygenirund die anschlieRend&msetzung einegeeignetenSubstrats, CDP*
(Roche), das durch Dephosphorylierungein metastabiles wWischenprodukt umgewandelt
wird und spontan unter Lichtemission (Chemilumineszenz; Wellenk@rigenm) inein stabiles
Endprodukt zerféallt, wobei dasmittierte Licht Uber einerphotosensitiven Filmdetektiert
werden kann.Die Detektion DIG-markierterRNA erfolgte mit dem DIG Nucleic Acid
Detection Kitder Firma RocheDie Durchfiihrung deDetektion erfolgte nach defrotokoll
des Herstellers.

Die Quantifizierung neusynthetisierter DIG-markierter RISAnden erfolgte Uber einen
"Tupfel-Test" Uber immun-chemischgetektion der DIG-RNA (sieheoben). Dazu wurden
unterschiedliche Verdinnungen einer RNA-LOsungl einer mitgelieferten DIG-markierten
Referenz-RNA inForm von 1 ul "Tupfeln'parallelauf eine Nylonmembran aufgetragen, und
durch Bestrahlungnit UV-Licht (254 nm) ineinem Stratalinker U\Grosslinker 1800 im
Autocrosslink-Modus (120 Mijoules/crr?; ca. 30 secBestrahlungsdauer; Abstand 15 cm)
kovalent an die Membragebunden.Die markiertenRNAs wurden wie zuvolbeschrieben
detektiert, unddie Konzentration der zu quantifizierenden RNWrch Vergleich mit den
Signalen der Referenz-RNA bestimmit.

5.5. Sequenzierungen

Zu Beginn derArbeit wurdendie Sequenzierungemit dem Sequenase VersioR.0 DNA
Sequencing Kider Firma United States Biochemicalsrchgefihrt.Die dabei entstandenen
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DNA-Fragmentewurden nach Denaturierung in einem denaturierendem Hauinstoff/ 6%
Polyacrylamid-Gel aufgetrennDie Detektion der radioaktiv-markierten Fragmente erfolgte
nach Trocknen des Gels Uber das Phospho-Imager System der Firma Fuiji.

Im weiteren Verlaufder Arbeit wurden die Sequenzierungemon der Firma Toplab in
Martinsried bzw. von der "Core Facility" des Universitatsklinikums Freiburg durchgefihrt.

5.6. Northern- Blotting

Die RBP138-Expression undie von RBP35 wurdeuf RNA-Ebene unter Verwendurminer
vorgefertigtenMultiple Tissue Northern BloMembran(Clontech)untersuchtDie Membran
enthalt gelelektrophoretisch aufgetrennte Poly-A-R&iAsacht humaneitGeweben Dabeisind
nach Herstellerangaben alle Spuren auf die gleiche Merg@&atn-mRNA normalisiert.

Das Abséttigen unspezifischBindungsstellen auf daviembran erfolgtevahrendeiner 3 h
Inkubation bei 42°C in der Préahybridisierungslésung (25 mM PIPES pH 6.8, 0,75 M NaCl, 25
mM EDTA, 5x Denhardtslésung, 50% Formamid, 0,5% SDS, 200/miy denaturierte
Heringssperma-DNA).Daran schloss sichunmittelbar die Hybridisierung mit der *P-
markierten DNA-Sonde an (Herstelluung der DNA-Sonde idedom primingsiehe5.4.3.).
Nach Denaturierung der DNA-Sonde (95°C, 10 mwn)ydediese in einer "Endkonzentration”
von > 16 cpm/ml zufrischer, vorgewarmter(42°C) Rahybridisierungslosung zugegeben und
UN bei42°C mitder Membraninkubiert. Nach erfolgter Hybridisierungurde die Membran
15 min bei RT mit Wachpuffer (2xSSC, 0,5%SDS) und 6Min bei 65°C in, auf 65°C
vorgewarmten, Waschpuffer gewaschen. Nattropfen derMembranauf SMM Whatman-
Papier wurde die Membran zwischen Folien gelegt die gebundene radioaktive DNA-Sonde
Uber den Phospho-Imager detektiert (Expositionszeiten zw. 1 h und 48 h).

Vor einer erneutedybridisierung detMembranwurden die gebundenen markierteDNA-
Moleklle durch 10min Inkubation bei 80-85°C iworgewarmten( 95°C) H0O/0,5% SDS
entfernt 6tripping). AnschlieBendvurde die Membrannoch 10min bei RT in derLésung
inkubiert. Dannwurde sie @ekt weiter benutzt (Prahybridisierunmd Hybridisierung), oder
bis zur ndchsten Verwendung bei —20°C eingefroren.

5x Denhardts” Losung: 1% Ficoll 400, 1% Polyvinylpyrrolidon, 1% BSA (Fraktion V)
20x SSC (pH 7.0): 3 M NacCl, 0,3 M M&itrat
5.7. Expression und Aufreinigung von Proteinen in E. coli

5.7.1. Expression und Aufreinigung MBP- getaggter Fusionsproteine in
E.coli

Fir die initiale Kartierung der RNA-Bindungsdoméne vdRdBP138 wurdenverschiedene
Fragmente ald~usionsproteinmit dem Maltose-bindenden Protein (MBP) exprimiert. Der
MBP-Tag ermoglicht eine Aufreinigunder Fusionsproteine durch Bindung iammobilisierte
Amylose (Guan et al., 1988; Maina et al., 1988; Aitken et al., 1994).

Die Induktion der Expression der Fusionsproteine erfolgieeiner Olgynm Von 0,5 durch
Zugabevon IPTG (EndknzentratiorD,5 mM).Nach 3-4 h Inkubatiorbei 37°C wurden die
Bakterien pelletier{SS34 R¢or; 10 min; 5.000 Upmbei 4°C), in1/20 Vol. Waschpuffer
(20 mM Tris/HCI pH 7.4; 200 mMNaCl; 1 mMEDTA pH 8.0) resuspatiert undbei —20°C
(UN) eingefroren. Ansdlel3endwurdendie Zellen bei RT aufgetawtnd durchUItraschall-
behandlung (8x15semit Cup Horn, maximale Leistung; Sonifier 450/ FirmaBranson)
aufgeschlossen. Nach Zshigation des Lysats (10min; 13.000 Upm, 4°C) wurde der
Uberstand zu zuvor in Waschpufféquilibrierter Amylose-Matrixca. 40 pl Gelbettpipettiert
und far 30min bei 4°C unter Schutteln inkubiert. Nachbnahmedes Uberstands (How-
through) wurde die Matrix 4x mit je 300 pl Waschpuffer gewaschemie Elution der



Methoden 97

gebundenen Proteine erfolgte nach Zugabe von 100 pl Elutionspuffer (= Waschpuffer + 10 mM
Maltose)durch 10min Inkubation bei RT. Darauf folgteochein weiterer Elutionsschritt mit

100 pl ElutionspufferVon den einzelnen Schritten der Aufreinigungrdenjeweils Aliquots
entnommen,die spater zusammerbér SDS-PAGE angsiert wurden. Nach Coomassie-
Proteinfarbung wurde degehalt anMBP-Fusionsprotein in derinzelnen Fraktionen durch

den Vergleich mit einem parallelauf das Gelaufgetragenem Proteinmengen-Standard
abgeschatzt. Die Eluatfraktionen wurden bei 4°C aufbewahrt.

In einigen Fallenwurden die Fusionsproteinenicht tGber Amylose wgereinigt, sondern
lediglich Gesamtproteinextrakte der jeweiligaduktionskultur angefertigDabeiwurden 300

pl der Bakterienkultur entnommen, die Zellen durch Zentrifugatiomi(8 6000 Upmbei RT)
pelletiert, und anschliel3end in 40 ul Proteinauftragspuffer resuspemiégexerwendung von
Gesamtlysaten in North-Western-Blotzatte keine groRen Nachteile, da wahrend des
Gelelektrophoreseschritts die Proteine @gbdRenach aufgetrennind somit auch zueinem
gewissen Grad aufgreinigt werden.

5.7.2. Expression und Aufreinigung HIS- getaggter Proteine in E. coli

Die Expresion eines Proteins al§usion mit einem aus sechsaufeinanderfolgenden
Histidinresten bestehenden Aminosauremotiv (A&} erlaubt aufgrund derAffinitat der
Histidine zu zweiwertigen Metallionen die Aufreinigung tbef* M TA-Agarose. UmProteine

mit einem HISTagzu exprimieren wurdedie entsprechenden Genabschnitte in pET Vektoren
der Firma Novagen klonierDie Expression HIiSyetaggterProteine erfolgte ifc. coli BL21
(DE3) (Novagen) od€k. coliBL21-Codon Plus(DE3)RIL (Stratagene). In diedaskteriellen
Expressionssystem steht die Expression des rekombinanten Gens unter Kontrolle der T7-RNA-
Polymerasederen Expression selbst duremenlac Promotorreguliert istund durch IPTG
induziert werden kann. Der Vorteil dieses Systems gegenlber ai@letemenpei denen die
Expression des rekombinanten Proteins direkt unter der Kontrollacesomotors stehtjegt

in der strengeren Regulation der Proteinexpression. In Abweseéelseibhduktors IPTGindet
keine Expresion desrekombinanten Proteinstatt, so dasauch Plasmide,die fur E. coli
toxische Proteine codieren, stabiler propagiert werden kénnen.

20-250 ml Induktionskulturen wurdenit einer Vorkultur in einem Verhaltnis:50 angeimpft

und bei 37°C unter Schitteln bis zum Erreichen einefpé# 0,5-0,7 inkubiertDann erfolgte

die Induktion der Proteinexpression mit 1 mM IPTG fir 34eh37°C (HIS-RBP Konstrukte)
bzw. bei 30°C (HIS-SBP2 Konstrukte). Zur Kontrolle der Induktion wurdigquots kurz vor
IPTG Zugabesowie amEnde der Induktion entnommamd die Proteinexpression Uber ein
SDS-PAGE nach Coomassie-Farbung analysiert

Die Zellender Induktionskultur wurden durch Zefugation (10 min; 6000 Upm;4°C; GSA-
oder SS34-Rotor) sedimentiert und, zum effizienteren Aufschbgss20°C eingefroren(UN)

und wiederaufgetaut (beRT). AnschlieRendvurdendie Zellen in1/10 Vol. kaltem (4°C)
Lysepuffer (50 mM Tris/HCI pH 8.0, 0,2 mM EDTA pH 8.0, 1% Triton X-100) resuspendiert.
Zusatzlich erfolgte eine Zugabeon Lysozym (100 pg/mlibzw. 1 mg/ml) und eine
anschlieBende Inkubatidir 15 min bei30°C (bei niedriger Lysozymkonzentratiobgw. flr

1 h auf Eis (bei hoher Lysozymkonzentration). Je nach Voluden Lysatserfolgte eine
Ultraschallbehandlungit 8 Intervallenvon je 15 sedauer imCup Horn(Volumen <1 m;
maximale Leistung; Sonifier 450 / Branson) oder mit dem Mikro- (< 20 ml; Stufe 7; Sonifier B-
12 / Branson) bzwMakrotip (< 60ml; maximaleLeistung; SonifierB-12 / Branson)Nach
Zentrifugation (30min; 13.000 Upmd°C; Tischzentrifuge ode8S34-Rotor) sindlie 10slichen
Proteine im Uberstand, wahrend unldsliche Protame Zlltrimmer im Pellet enthalten sind.
Von den einzelnen Schrittetles Zellaufschlusses wurdéiliquots entnommengdie spater
zusammen Uber SDS-PAGE umdischlielende Coomassie-Farbung oder im Western-Blot
analysiert wurden.
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5.7.2.1. Aufreinigung HIS- getaggter Proteine tber IMAC unter nativen
Bedingungen

Lag nach Zellaufschluss eine ausreichende Menge an rekombindifiegetaggtenProtein in
I6slicher Form vor, so wurdedieses unter nativen Bedingungen Ulemobilisierende
Metallaffinitats-Chromatographie (IMAC) aufgereinigDer unter 5.7.2. beschriebene
Uberstand wurdelazu zunachst ireinem Dialyserahmchemit einer Ausschlussgréf3e von
10 kDa (Slide-A-Lyzer; Pierce) gegen 20 mM Tris/HCI 840 bei 4°C dialysiert, um in der
Uberstandsfraktiomnthaltene€DTA (ca. 1,8 mM) zu entfernefEDTA ist ein NF*-Chelator
und wirdedahermit der Aufreinigung deHIS-getaggtenProteine ber Ni-NTA-Agarose
interferieren. Die Aufreinigung der Proteine erfolgte Udiee mit Nf*-NTA-Agarosegepackte
Saule oder ineinem Eppendorf-Tube mit RiNTA-Agarose {n batch Verfahren). Die
dialysierte Proteinldsungurde zu in Waschpuffer (20 mM Tris/HCI p810, 50mM NacCl,
20 mM Imidazol pH 7.9) aquilibrierter Nf'-NTA-Agarose gegeben, undei derin batch
Aufreinigung zusammemit der NF*-NTA-Agarose fur 30-60min unter Schutteln bei 4°C
inkubiert. NachAbnahmedes Uberstandes bzw. desrchflusses wurdélie Agarose-Matrix
3x mit Waschpuffer gewaschen unlie gebundenen Proteine anschlie3end in je 3 Elutions-
schritten mit Elutionspuffer (20 mM Tris/HCI pH8.0, 500 mM NaCl) mit ansteigender
Imidazolkonzentration (100 mM, 200 mM und 880 mM) eluiert. AnschlieRend wuitprots
der einzelnen Fraktionen Uber SDS-PAGE und Coomassie-Farbung Véestern-Blot
analysiert. Die Proteinfraktionen wurden bei 4°C aufbewabhrt.

5.7.2.2. Aufreinigung HIS- getaggter Proteine Uber IMAC unter
denaturierenden Bedingungen

Lag nach Zellaufschluss nicht gentigend rekombinantes Protein in I6slicher Form vor, so wurde
der unlésliche Anteil Uber IMAC unter denaturierenden Bedingungen aufgereinigt und
anschlieBend Uber mehrere Dialyseschritte wieder renaturiert.

Das Pellet nach élaufschluss und Zenifugation (siehe5.7.2.), welchesdie unldslichen
Proteine enthalt, wurde in 1/20 Vol. Bindungspuffer (20 mM Tris/HCIBo® 500 mM NaCl)

mit 8 M Harnstoff resuspendiertWeiterhin unlésliche Proteinend Zellrestewurden durch
Zentrifugation (10min; 13.000Upm; 4°C) sedimentiertund die im Uberstandenthaltenen in

8 M Harnstoff I6ichen Proteine UbdMAC unter denaturierenden Bedingungeniimbatch
Verfahren aufgereinigtDie Aufreinigung erfolgte im Prinzip wie untds.7.2.1 beschrieben.
Einzige Anderung war, dal alle verwendeten Puffer zusatzlich 8M Harnstoff enthielten.

Nach erfolgter Aufreinigung wurden die Fraktionen mit dem héchten Proteingehalt gepoolt, und
die Proteine durch Dialyse schrittweise gegen 20 mM Tris/HCI ph@.6 M, 2 M, 1 M und

0,5 M Harnstoff renaturiert.

5.7.3. Aufreinigung nativer Proteine Uber
Gelfiltrationschromatographie

Zur Gewinnungeines Antiserums gegen den N-Termirus nativem RBP1-205 Protein
wurden Kaninchemit bakteriell exprimiertem HIS-BP1-205 Protein, dasach einem Ni-
NTA-Agarose Aufreinigungsschritt nochmals (ber Gelfiltrationschromatographie gereinigt
wurde, immunisiert.Dazu wurden die Peak-Fraktion von HIS-RBP1-20®rotein nach
Aufreinigung Nf*-NTA-Agarose (ca. 500ul) Ubegine inPBS (137 mM NacCl, 2,7 mMClI,

4,3 mM NgHPO4-7H20, 1,4 mM KHPQy; pH. 7.3) aquilibrierte Superdex 75 HR 10/30
Gelfiltrationssaule (Pharmacia) bei einer FluRrata 750 pl/min bei 4°C aufgetrennt.Dabei

sind insgesamt 40 Fraktionen von je 50@asammeltworden. Die einzelnen Fraktionen
wurden anschlieBend tber SDS-PAGHEntersucht, unddie Fraktion mit der hdchsten
Konzentration an HIS-RBP1-205 Protein zur Immunisierung eines Kaninchens verwendet.
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5.8. Gekoppelte in vitro Transkription und Translation

Zur in vitro Synthese von Proteinen wurde dBNT T7 Quick CoupledTranscription/
Translation Systerder Firma Promega eingesetBabei handelt esich umein modifiziertes
Kaninchenretikulozyten-Lysat, in dem die vitro Transkription eine&ensmit T7-Promotor
und die Translation der neusynthetisierten RNgarallel ablauft. Dadurch entfallt die
normalerweise fur die Durchfihrung eimewitro Translation notwendige separate Herstellung
der zu translatierenddRNA. In Ansatzen in denen die neusSynthet|S|erte Proteine radioaktiv-
markiertwerden sollterwurde ein Mix aus®*S-Methionin und®S-Cystein S-Trans-Labe)
zugegebenDabeikommt esdurch Einbau der radioaktiven Aminosaurenemer Markierung
der neugebildeterProteine. InAnsatzen in denewlas neugebildete Protein nichharkiert
werden solltewurde anstelledes **S-Trans-Labelsunmarkiertes Methionirzugegeben. Ein
Standard-Transkriptions- & Translationsansatz hatte folgende Zusammensetzung:

25ul Ansatzmit *°S-Markierung: 25ul Ansatzohne®**S-Markierung:
20,0 yl TNT T7 Master Mix 20,0 pyl TNT T7 Master Mix
1,0 pI**S-Trans-Label (1000Ci/mmol; 10uCi/ul)

- 0,5 pl Methionin (1mM)
2,0 pl Matrizen-DNA (0,2pg/ul) 2,0 pl Matrizen-DNA (0,2pg/pl)
Ad 25 pl DEPC-HO Ad 25 pl DEPC-HO

In einigen Fallerwurde das Volumen deknsatzevariiert. Dabei wurden jeweils diefir den
Standardansatz angegebenen Konzentrationen der einzetmeponenten beibehalten. Die
Reaktionsansatze wurden auf Eis zusammenpipattiekanschlie3endiir 60-90min bei30°C
inkubiert.

5.9. RNA-Protein-Bindungsstudien

5.9.1. RNA-Bindung im North-Western-Blot

Ein Verfahren zum Nachweis RNA-bindender Protestedlt die North-Western-(NW)Methode
dar. Es basiertauf der Bindung markierter RNA-Molekile an auf eineMembran
immobilisiertenProteine.Bei derDurchfiihrung eines NW-Blots werden Proteine U88S-
PAGE aufgetrennt, aukine Membrantransferiert, auf dieser de- untkenaturiert und
anschlie3end mit einer markierten RN¥ubiert. Die von demProtein gebundene RNA kann
dann uber spezifische Detektionsverfahren nachgewiesen werden.

Die Durchfuhrung der NW-Blotgichtete sich im Wesentlichen nach den Protokollen von
Gatignol etal., 1991 undGatignol &Jeanzg 1994Einzige Anderungwvar die Verwendung
DIG-markierter RNA-8ndenanstellevon P-markierten RNAsNach SDS- PAGEerfolgte
der Transfer der Proteine aeine Nylon- (Roche) odePVDF-Membran (Amersham) unter
Benutzung eineBemi-DryBlot-Apparatur (BioRad). Die Membran wurd@schlieRend an der
Luft getrocknet.Danach erfolgte di®e- und Renaturierung der Proteine dureine 5 min
Inkubation derMembran in 6 MGuanidin-Hydrochlorid in 1x Bindungspuffer (50 mM
Tris/HCI pH 7.5, 50 mM NaCl, 1 mMEDTA pH 8.0, 1 mM DTT) und sich daran
anschlieBende Inkubationen (ebenfalls jeweils 5 min) nach schrittweiser Verdinnung auf 3M,
1,5M, 0,75M, 0,375M und 0,1875NBuanidin-Hydrochlorid in 1x BindungspuffeNach
Aqumbrlerung in Blndungspuffer wurden unspezifische Bindungsstellen auf Membran
durch Inkubation in Bindungspuffenit 2,5% (w/v) Magermilchpulverabgesattigt. Naclkwei
Waschschritten in Bindungspuffeirfolgte die Inkubatiormit 50-100 ng/ml DIG-markierter
RNA in Bindungspuffer (1-2 h bei RTAls unspezifische Nukleinsaure-Kompetitoren wurden
dem BindungscocktaiHeringssperma-DNA undRNA der BéckerhefeS. cerevisiae(je

10 pg/ml) zugegeben. AmlieRend wurde die Membran nochmals irBindungspuffer
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gewaschen (3x 15 min) und erneut an der Luft getrockhetDetektion DIG-markierter RNA
erfolgte nach den Angaben des Herstellers.

In einigen Fallenwurden Membranen ein zweite$lal einem NW-Protokoll unterworfen
(reprobing. Dazu wurden sie nach Abklingen des von dEB-Detektion stammendeBignals
zunachst 2x 10 min iBindungspuffer gewaschen umahschlieRend an der Luft getrocknet.
Dann wurden sie der zuvor beschrieli@ und Renaturierungsprozedumnterzogerund nach
Standard NW-Protokoll weiterprozessiert.

5.9.2. In vitro RNA-Bindung in L&sung

Bei denin vitro RNA-Bindungsexperimenten in Losung wurdé Bindung einer **P-
markierten RNA-Sonde an HigetaggteProteine untersucht. Nach Bindung der Rbiolgte
die Aufreinigung der RNA-Protein-Komplexe UH8AC und die Bestimmung dekenge an
gebundener RNA.

Die Bindung der®P-markierten RNA(ca. 2x16 cpm; 6x10 cpm/pmol) und dem HIS-
getaggtemProtein 0,2-2 ug) erfolgte bei30°C wahend einer 1 h Inkubation inlO0 pl
Bindungspuffer 1 (50 mM Tris/HCI pH .5, 350mM NaCl, 10 mM3-Mercaptoethanol, 10
png/ml Hefe-tRNA, 0,4U/ul RNasin). Die Bindungsstudien wurdenit rekombinanten, irE.
coli hergestellten Proteinedurchgefuhrt. Diese wurden vor Verwendung ubeiMMAC
aufgereinigt und gel:\?en 20 mM Tris/HCI dialysiert (sieh&.7.2.1), um eine erneute
Aufreinigung Uber Ni'-NTA-Agarose zu ermdglichen. Nach 1 h Inkubatimi 30°C erfolgte
die Zugabevon ca.40 pl Ni*-NTA-Agarose-Matrix in400 pl Bindungspuffer 1l (20 mM
Imidazol pH 7.9, 50 mMTris/HCI pH 7.5, 350 mM NaCl, 10 mM [3-Meaptoethanal,
10 pg/ml Hefe-tRNA). Die Bindung der RNA-Protein-Komplexe adie Matrix erfolgte
wahrend einer 30 min Inkubation (4°C; unter Dreh@&anachwurden ungebundene RNA und
Proteine durch 4 Waschschrittgt jeweils 1 mIBindungspuffer Il entferntDie Mengeder an
die Matrix gebundenen RNA(-Protein-Komplexe) wurdeschlieRend im Szintillationszahler
anhand de€erenkov cpnbbestimmit.

In manchen Fallerwurde die Agarose-Beads im\nschluss noch in Proteinauftragspuffer
aufgekocht, und der Uberstand nach 1 min Zentrifugatiod @00 Upmauf einSDS-PAGE
aufgetragen. Nach Coomassie-Farbung konnte auf Wesse die Mengeler urspringlich an
die Beads gebundenen Proteibestimmtwerden, wahrendich Uber Autoradiographie oder
den Phospholmager die Menge an gebundener RNA sowie deren Zustand bestimmen liel3.
Der Nachweis einer direkten Interaktison RNA und Proteirerfolgte tlbetJV-Crosslinking.
Dazu wurden die an die Beads gebundenen RNA-Protein-KompigxgV-Licht bestrahlt (1x
Autocrosslink Modus und 1%min cross-linking manuell, Abstand ca.cB; Stratalinker UV
Crosslinker 1800; Stratagene). uadschlie3enanit RNase A (1pg/Ansatz)und T1 (100
U/Ansatz; beide Rochejiur 15 min bei 37°C verdaut. Nacheinem Waschschritt mit
Bindungspuffer Il wurdedie Menge andas ProteigecrosslinkterRNA Uber Messung der
Cerenkov-cpm im Szintillationszahler und/ oder n&MDS-PAGE Uber den Phosho-Imager
bestimmit.

5.9.3. RNA-Bindung im Kaninchen-Retikulozytenlysat

Ein weiteres in dieser Arbeit verwendetes System in dem RNA-Protein Interaktionen untersucht
wurden ist das Kaninchen-Ratiozytenlysat(RRL). Dabei erfolgt zuerst dieSynthese des
gewinschten HlgetaggtenProteins im RRL.Danachwird markiete RNA zum RRL
zugegeben undhit den neusynthetisierten Proteinen inkubiBré sich dabei bildenden RNA-
Protein Komplexe kénneachlieRlichaufgrund derAffinitat des HISgetaggtenProteins zu
Ni#*-NTA-Agarose UibetMAC aufgereinigtund anschlieRend didenge angebundener RNA
bestimmt werden. Eine weitere Moglichkeit die RNA-Protein-Bindung im RRurgarsuchen,
besteht in dem kovalenten Verknupfen d&otein mit der gebundener RNA durch UV-
Bestrahlung (UV-Crosslinking). Die RNA-Protein-Komplexe kdnnen danach tber SDS-PAGE
und Autoradiographie oder den Phospho-Imager quantifiziert werden.
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Die Bindungsexperimente im RRlurden, bisauf wenige Anderungemach demProtokoll
von Beck & Nassal, 1996 und 1998 durchgefibes zuuntersuchende Protein wurde durch
in vitro Translation in denTNT T7 Quick Coupled TranscriptionTranslation Systemder
Firma Promega hergestel®25 ul Ansatz; Inkubation 1 bei 30°C; siehe auclb.8.). Danach
wurden 4ul p-**P]-markierte RNA(4x10 cpm; ca. 5x10 cpm/pmol) zugegebennd der
Reaktionsansatz fur weitere 2 h B&Cinkubiert. Von den insgesamt 29 mturden 7 pl fur
das UV-Crosslinking verwendet, wahredgk restlichen 22 pl zur Aufreinigung der RNA-
Protein-Komplexe UbeMAC herangezogewurden. Vor dem UV-Crosslinking wurden die
7ul zunachst zur Verringerung der Gesamtproteinkonzentrativbn21 pl Bindungspuffer
(50 mM KH2PO4 pH 7.2, 100 mM KCI, 20 mMImidazol, 0,05% Tween-20, 1Qug/mi
tRNA) verdiinnt.Das Crosslinkingerfolgte dannfir 10 min (ca. 2,4 Joule/crd) in einem
offenem Eppendorf-Tube auf Es5254 nm; Abstand ca. 5 cm) @inem Stratalinket800 der
Firma Stratagene. Nach anschlielendeMase AVerdau (1 mg/ml)fir 30min bei 37°C
wurden die Proben Uber SDS-PAGE und Awhdiographiebzw. den Phospho-Imager
analysiert.

Zur Aufreinugung der RNA-Protein-Komplexe der verbliebenen 28gd Bindungsansatzes
mittels IMAC wurden diesenhach Zugabevon 25 pl NF*-NTA-Agarose-Matrix in300 pl
Bindungspuffer, zunachstir 1 h bei 4°C auf einem Drehradinkubiert. Nach drei
Waschschrittermit jeweils 1 miIBindungspuffer wurdealie an die Matrixgebundene RNA-
Menge im Szintillationszahler durch Messung @erenkov cpnbbestimmt.

Parallel zu den RNA-Bindungsansatzen wurdenBastimmung der Translationseffizenz auch
Translationsreaktionen ohmige spatere Zugabeon markiertenRNA-Sonden,aber dafir mit
einem Mix aus **S-Methionin und®*S-Cystein {°S-Trans-Labe), angesetzt. Anhand dieser
Anétze lielssich die Menge an synthetisierteRrotein bestimmen, undamit auch die in den
Bindungsassaygemessendlenge proteingebundener RNA in Relation zMtenge anher-
gestelltem Protein setzen.

5.10. Zellkultur eukaryontischer Zellen und deren Transfektion

Zellkultur

Die Kultivierung etablierter Saugetierzellinien erfolgteFiorm von Einschichtkulten (Mono-
Layer-Kulturer) in einem Brutschrank bei konstant 37°C, 5%,Q@d 95%L uftfeuchtigkeit in

75 cnt-Zellkulturflaschen, 10 cm-Zellkulturschalen oder Sechs-Lochplatten der Firma Greiner.
Die verwendeten &linien wurden indem im Materialteil(Kap. 4.) unter "Medien fir
eukaryontische Kulturen" beschriebenen Medium propagiert.

Die Zellen wurden bei Konfluenz im Verhéaltnis 1:3 bis 1:8 geteilt. Dazu wurdenetlenzach
zweimaligem Waschemit 1x PBS (150 mMNacCl; 10 mM NaPQ@ pH 7.2) durch Trypsin-
behandlung vom Boden abgeldstd nach Zugab&on Medium durch Auf- undAbpipettieren
vereinzelt und in entsprechender Verdiinnung neu ausgesaht.

Sf9 Insektenzellenwurden bei konstant28°C im Inkubator (ohnezusatzlicheBegasung) als
adharent wachsende Einschichtkulturen oderSalspensionskulturen idem im Materialteil
unter "Medien fiir eukaryontische Kulturen" beschriebenen Medium kultiviert. Zur Transfektion
der Sf9 Zellen mit DNA rekombinanter Baculoviren (siehe untemiirden jeveils adharent
wachsende @&len (in Sechs-Lochplattenyerwendet. Die Infektion der Sf9 Zellen mit
rekombinanten Baculoviren erfolgte 0-50 ml Suspensionskulturen. Suspensionskulturen
uninfizierter Sf9 Zellen wurden unter Schitteln (140 Upm) inkubiert, und Beieichen einer
Zelldichtevon max. 2-3 x10 Zellen/ml wieder aufeine Zelldichtevon ca. 3 x10 Zellen/ml
verdunnt und anschliel3end weiterinkubiert.

Transfektion

Zur Transfektion adharent wachsender Saugetierzellen wurde das Transfektiofrss@E&E
der Firma Roche&erwendetDie Durchfiihrung der Transfektion erfolgte nagém Protokoll
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des HerstellerssruGENEwurde auf RTgebrachtund dann direkt in Serum-freid3M EM-
Medium pipettiert und fir 5 min bei RT inkubiert. Anschliel@ndde das MediunuGENE
Gemisch tropfenweise zu der in einem Eppendlaidevorgelegten DNA zugegebamd, nach
vorsichtigem Mischen, fur weitere 15 min bei RT inkubiert. Die Transfektion erfolgte durch die
tropfenweise Zugabeles Gemisches zu den ZelleRUGENE wurde jeweils in einem
Verhaltnisvon 3:1 gegentber DNA verwendéilr die Transfektion der éllen einerSechs-
Loch-Schalevurdentblicherweise 94 ul Serum-frei@&VIEM-Medium, 6 pulFUGENE und

2 ug DNA verwendet.

Die Transfektion der Insektenzellini8f9 mit der DNA rekombinanter Baculovirusgenome
erfolgte ebenfalls unter Verwendunigs FUGENETransfektionsagenZDazu wurde jeweils
ca. 10% der rekombinanten Baculovirus-DNA aus dem Minipréap einerkllr von E. coli
DH10BAC Zellen fur die Transfektion von ca. 1 XI%f9 Zellen (in einer Sechs-Loch-Schale)
eingesetzt. Im Prinzip erfolgtdie Transfektion wiezuvor firdie Saugetierzellebeschrieben.
Allerdings wurde anstelle des DMEM-Mediums Antibiotika-freies, L-Glutamin-haltiges
SF900-II Insektenzellmediumverwendet. Ein  Mediumwechsel mit  Antibiotika-haltigem
Medium (siehe Materialteil "Medien flur eukaryontische Zellkultur") wurde frihestens 24 h nach
Transfektion vorgenommerEin Standardtransfektionsansatz zur Transfektion von 1° x10
adharent wachsendeBf9 Zellen innerhalb einer Sechs-Loch-Schalette die folgende
Zusammensetzung: 94 pl Medium, 6RUGENEuNd 5 ul Baculovirus-DNA.

5.11. Herstellung rekombinanter Baculoviren

Die Herstellung rekombinanter, das HISRBP138BD(-) Protexprimierender Baculoviren
erfolgte mit demBAC-TO-BAC BaculovirugxpressionSystemder Firma Gibco (basierend
auf: Luckow et al., 1993)Dabeifindet die Generatiodesrekombinanten Baculovirusgenoms
durch einen Transpositionsvorgang innerhadh Baculovirusgenome-enthaltendgn coli (E.

coli DH10BAC; Gibco) statt, und nicht, wiesonst Ublich, in Insektenzelleiie E. coli
DH10BAC Zllen enthalten episomallas Baculovirusgenom inklusive der notwendigen
Transpositionssequenzen. Nach Transformation der Baktengndem entsprechenden
Transferplasmid (pFASTBAGnit "gewlnschtem” Insert), dasbenfalls die entsprechenden
Transpositionssequenzen aufweist, wird das Insert (inklusive des Polyhedrin-Promotors) in
den zllen in das Baculovirusgenom transponieEine Blau-Weil3-Selektion erlaubt die
Identifizierung der Bakterien, innerhalb dereine Transposition stattgefundehat. Die
rekombinanten Baculovirusgenome konmsehliellich (Ubeeinen Miniprap) isolierund tber
PCR verifiziertwerden.Das"gewiinschte" Baculovirusgenom wird dann tber Transfektion in
die Sf9 Zellen eingeschleustas schliel3lich zuProduktion rekombinanter Baculoviren fthrt.
Die Durchfiihrung der Herstellung der rekombinanten Baculoviren erfolgte nacPRrd¢okoll

zu demBAC-TO-BAC BaculovirugxpressionSystenKit. Die Klonierung desrerwendeten
Transferplasmids pFBHISRBP138BD(ist im Anhang (Kap. 6.6.) beschrieben. Die
Transfektion derSf9 Zellen mit demrekombinanten Baculovirusgenom erfolgt@t dem
FUGENETransfektionsagenz (siehe 5.10.).

5.12. Proteinextrakte eukaryontischer Zellen

Von den in dieseArbeit verwendeten &llinien wurden urerschiedliche Proteinextrakte fur
verschiedene Verwendungszwecke eingesbBietHerstellung und Verwendung demzelnen
Extrakte sind in den nachfolgenden Abschnitten naher ausgefunhrt.

5.12.1. Gesamtzellextrakte

Ein Gesamtzellextrakivurde hergestellt, wenn.B. nach einer Transfektion bestimmerden
sollte in welcherMenge das gewilinschte Proteexprimiert wurde. Konfluent bewachsene
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Zellen einerSechs-Loch-Schales{well) bzw. einer 10 cm Schalevurden zweimal in PBS
gewaschen und dann in 200 pl bzw. 500 pl 4x Proteinauftragspuffer aufgenoDimégsate

sind nach Aufkochen tber SDS-PAGE und/oder Western-Blotting oder NW-Blotting analysiert
worden.

5.12.2. Cytoplasmatische Zellextrakte

5.12.2.1. Cytoplasmatischer Zellextrakt nach NP40-Lyse

Ein einfachesaund schnelles/erfahren zur Herstellung eines cytoplasmatischelietraktes
stellt die Lyse der Zellen in einem NP40-haltigaumfer und das Abtreen deiKerne und des
Zelldebris durch Zentrifugatiodar. ZurHerstellung eines solchen Extrakisirdendie Zellen

in PBS gewaschen undnschlieRendiir 10 min bei4°C in 200 ul (Sechs-Loch-Schaldzw.

500 pl (10 cmSchale)kaltem Lysepuffer (1%NP-40, 50 mMTris/HCI pH 7.5, 100 mM
NaCI 1 mM EDTA) inkubiert. Nach Uberfuhrung des Zellysats in ein Eppendorf -Tube wurden
Zellkerne und Zelldebris durch Zeimgation (5 min beil3.000 Upm oder 1énin bei 3.000

Upm; 4°C) sedimentiertDer resultierende Uberstargtellt den cytoplasmatischereliextrakt

dar, der im weitererfir SDS-PAGE und/odewestern- oder NW-Blotting oddiir Immun-
prazipitationen eingesetzt wurde.

5.12.2.2. Cytoplasmatische Sf9-Insektenzellextrakte nach Lyse mit
Octylglucosid

Mit verschiedenen Konzentrationethes nicht-ionischen Detergenz Octylglucosidwurde
versucht Extrakte mit I6slichem Baculovirus-exprimierten RBP herzustellen.

Dazu wurden die mit demrekombinanten Baculovirus infizierte8f9 Zellen einer 10 ml
Suspensionskultur durch Zefagation (900 Upm; 5min; RT) sedimentiertund bei -20°C
eingefroren(iiN). Anschli®®endwurde das Zllpellet wieder auf Eis aufgetautnd in 100 pl
kaltem (4°C)Resuspensionspuffer (50 mM Tris/HCI| pH5, 100 mM NaCl, 1 mMEDTA)
vorsichtig resupendiert. Nach Zugabe von Octylglucosid und Angleichen des Volumens auf 250
pl mit Resuspensionspuffarfolgte eine Inkubatiorfir 1 h aufEis. Durch einen 10 min
Zentrifugationsschritt mitLt3.000 Upmbei 4°C wurden die l6slichen Bestandteilgon den
unléslichen Bestandteilengetrennt. Der Uberstand nach Zentrifugation stellt den
cytoplasmatischen Extrakt der jeweils verwendeten Octylglucosidkonzentrdtion Die
Pelletfraktion wurde im Ausgangsvolumen (ca. 250 pl) 2x ProteinauftragspuffeiMorteren
resuspendiert und parallel mit der Uberstandfraktion analysiert.

5.12.3. Polysomenfraktionen

Um eine eventuelle Assoziatismn RBP138mit Actin-Filamenterbzw. eine Co-Lokalisation
mit c-myc-mRNA zuuntersuchen, wurdemach dem ProtokoWon Hovland egl., 1995 von
Huh7 Zellen verschiedene Polysomenfraktionen isoliert. Die Zellen wurden dazu zunachst 3x in
PBS gewascherDie Zellyseerfolgte dann durch ®in Inkubation in kaltemLysepuffer |
(10 mM Tris/HCI pH 7.6, 0,25 M Sucrose, 25 mM KCI, 5 mMgCl,, 0,5 mM Ca(j,
0,05% NP40)ei 4°C.Nach Abschaben derelen vomUntergrund wurderdiese ineinem
Eppendorf -Tube durch Bin Zentrifugationmit 3350 Upm (=1000x g#4°C) pelletiert. Der
resultierende Uberstanwar die Fraktion mit den freienPolysomen fgee polysome fraction;
FP). Nach Waschenles Pellts in Lysepuffer érfolgte die Resuspension in Lysepuffer I
(10 mM Tris/HCI pH7.6, 0,25 M Sucrosel30 mM KCI, 5 mM MgC}, 0,5 mM CaCj,
0,05% NP40) und eine 10 min Inkubation bei 4B@r Uberstanchach ermeuter Zentrifugation
(4700 Upm (=2000xg); 5 min; 4°C) enhielt die urpringlichmit dem Cytoskelett assoziierten
Polysomen c(ytoskeletalbound polysome fraction; CBPDas Pelletwurde schlief3lich in
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Lysepuffer Il (10 mM Tris/HCI pH7.6, 0,25 M Sucrose, 25 mM KCI, 5 mM MgQOl5 mM
CaCl, 0,5% NP40, 0,5%(w/vPeoxycholat) resuspendienind anschlielendir 5 min mit
5800 Upm (=3000x g4°C) zentrifugiert Wahrend weiterhin unl6sliche Bestandteile Rellet
wiederzufindenwaren, athielt der Uberstanddie gelésten,ehemals membrangebundenen
Polysomen rhembrane bound polysome fraction; MBP

5.13. Immunpréazipitationen

Ausgangsmaterial fudie Durchfiihrung vonimmunprézipitationen waren cytoplasmatische
Extrakte naciNP40-Lyse(siehe5.12.2.1.)transfizierter oder untransfizierter eukaryontischer
Zellen. In TNE (10 mM Tris/HCI pH.5, 100 mM NaCl, 1 mMEDTA pH 8.0) geuollene
Protein-A-Sepharose CL-4B (Amersham-Pharmaéea. 25ul Bettvolumen/ Ansatz) und
Antikdrper wurden durch 30 min Inkubatidei 4°C (unter Drehenygekoppelt. Nacimehreren
Waschschritten in TNE erfolgte die Zugabe der Zellys@® 1pg Protein) und BSA
(Endkonzentration 0,5%), zum Absattigen unspezifischer BindungsstelleAnBé¢zewurden
dazu 0N unter Drehen bei 4°C inkubiert. AnschlieRenddendie Sepharose-Matrix mehrmals
in TNE gewaschen, undchlie3lich in Proteinauftragspuffeesuspendiert. NacAufkochen
der Ansatzevurde der Uberstandach Zentrifugation (Inin, 13.000 Upm) tUber SDS-PAGE
und Western-Blot analysiert.

5.14. Western-Blot

Die Durchfuihrung der Western-Blotghtetesich nachdem StandardprotokollDabei wurden

die Proteine Uiber SDS-PAGE aufgetrennt anschlie3end mittelSemi-dryTransferauf eine
Nylon- (BoehringerMannheim) der PVDF-Membran (Amersham-Pharrmacig)ertragen.
Nach Absattigung unspezifischer Bindungsstellen aufMmbrandurch 1 h Inkubation in
5% Magermilchpulver in TBST (10 mM Tris/HCI pB.8 100 mM NacCl, 0,2%I'ween 20)
folgte eine 2 h Inkubation in einer Verdiinnung des Erstantikoérpers (je nach Antik&t@@0-
1:100.000) in TBST. Unspezifisojpebundener Erstantikorper wurde durch \B%schen in
TBST entfernt. Die Bindung dddeerrettich-Peroxidase-gekoppelten Zweitantikbrpers erfolgte
wahrendeiner 45 min Inkubation in einel:10.000 Verdinnung de&ntikdrpers in TBST.
Nachmehrmaligem Waschen ifiBST wurdedie Membran kurauf 3MM Whatman-Papier
(BMM Whatman)getrocknet, danmit einer 1:40 Mischung derECL-Plus LOsungen
(Amersham-Pharmacia) benetmtd fir 5min inkubiert. AnschlieBend wurddie Membran
erneut kurz auf einem Whatman-Pagégetropft, bevodie Signale Uber einen lichtsensitiven
Film (BioMax, Kodak) detektiert wurden.

In manchen Fallen wurden eine Membran, die schon nach der NW-Methode prozessiert worden
war (siehe5.9.1.), noch einem immun-chemischen Nageis unterzogenDazu wurde die
Membran, nach Abklingen devon der DIG-Detektion stammenderbignale, in TBST
(2x 5min) gewaschen und im Anschlusgedit in einer Verdunnungles Erstantikdrpers in
5% Magermilchpulver in TBST inkubiert. Von diesem Punkt an erfalgté/Neiterbehandlung
der Membran wie zuvor fir den "normalen” Western-Blot beschrieben.

5.15. Immunfluoreszenz- und konfokale Laserscanning-
Mikroskopie

Zur Untersuchung der subzellularen Verteilung der RBP-eGFP-Fusionproteine wu@ieRlie
Eigenfluoreszenz oder diEluoreszenz nach indirekter Immunfluoreszenzfarbomig einem
Fluoreszenz-Mikroskop (Axiophd¥35; Firma 2iss)bzw. einemkonfokalen Laserscanning-
Mikroskop (LSM 410; Firma Zeiss) beobachtddie Vorbereitung der &len fiur die
Immunfluoreszenaind die konfokalen Laser-Mikroskopie erfolgte nadem Protokoll von
Moradpour e@al., 1996.Die Zellenwurdendazu zunachst auf Deckglasemasgesahinit der



Methoden 105

entsprechenden Plasmid-DNA transfiziert diaid 2-5 Tageinkubiert. Die Fixierung der 2llen
erfolgte schlie3lich bei R@durch 30min Inkubation in 2%ParaformaldehydDanachwurden

die Zellendurch 10min Inkubation in PBS/0,05%aponinpermeabilisiertund anschlieend

fur 1 h mit dem Ersantikérper in PBS/3% BSA/0,05% Saponin inkubiertNach

3 Waschschritten in PBS/0,05% Saponin und einem weiteren in PBS/3% BSA/0,05% Saponin
erfolgte die Inkubatiormit dem Zweitantikdrper inPBS/3% BSA/0,05% SaponifNach
grundlichem Waschen wurden die Deckglaser nach Zugabe TeimgfensVectashield (Vector
laboratories) auf Objekttragern befestigt und unter dem Mikroskop betrachtet.

Die Anfarbung von Strukturen ddsndoplasmatischen Retikulums erfolgte in lebendelte@
mit demER-Tracker Blue-White DPXer FirmaMolecular Probes.Die Zellen wurden dazu

30 min in 1 pMER-Trackerin serumfreierMedium (DMEM mit Glutamax-I; Gibco)ei 37°C

inkubiert, und nach 3x Waschen in PBS wie zuvor beschrieben fixiert.

Durch Tetramthylrhodamine gekoppel@heat GermAgglutinin (WGA) der FirmaMolecular

Probes wurdemBestandteile deKernporen und des Goldipparats spezifisclangefarbt. Zur
Farbung wurderfixierte Zellen 60 min in 10 pg/mMWGA in PBS bei RT inkubiert. Nach
Waschen der Zellen in PBS wurden die Deckglaser mit den fixiegenAuf ein Objekttrager
angebracht und unterm Mikroskop betrachtet.

5.16. Screening -Service des RZPD

Im Rahmen des Déichen Human Genomprojekt®HGP) wird vom "Ressourcenzentrum/
Primare Datenbank im DeutscheRlumanGenomprojekt” am Max-Planck-Institut flr
Molekulare Genetik in Berlin (RZPD) eifuir registrierte MitgliederkostenloserScreening
Service fur cDNA-Banken des RZPD angeboterDabei werden die gewtinschten, auf
Membranen gespotteten cDNA-Banken (ber Standard-Filterhybridisierungstechniken
gescreentIm Rahmen de&creeninggdentifizierte, positive cDNA-Klone werden iRorm

von Bakteriestocks vom RZPD zur weiteren Charakterisierung an den Auftragsgeber
geschickt.

Fir die Isolierung desfehlenden 3"-Endes der NIlI-cDNAvurde beim RZPDein solcher
cDNA-BankenScreenin Auftrag gegeben. Nach Ubersenden der "pmalNIll indker"
Plasmid-DNA(=pmalRBP1-666) an den RZPScreeningservice(am DKFZ in Heidelberg
ansassig), wurde von dem nacltPstl & SallVerdaudes Plasmidslie 510 Bp groR€'NllI
3’end" Sondedie die Sequenz von Position 1497-1998 des NIlI-ORFs enthéltgestellt
(siehe auch Materialteil Kap. 4Sonden").Mit dieser Sonde wurdemehrere humaneDNA-
Banken gescreent Vier positive aus dem Screeninghervorgegangene cDNAwurden im
Anschluss néher charakterisiert (siehe 2.1.2.).
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6.2. Prokaryontische Expressionsplasmide

6.2.1. Plasmide zur Expression unterschiedlicher MBP-NIII-Fragmente

Ausgangskonstrukt flidie Klonierung der verschiedenefir die MBP-NIII- bzw. MBP-
RBP138-Fusionsproteineodierenden Expressionskonstrukier das furein MBP-HBV-
Core-Fusionsproteirtodierende Plasmid pMEKC149(NBeterams, 1996). Efesteht aus
einem pmal-c2-Rickgrat (New England Biolabs), und weist einen modifizierten Linker (EkSap-
Linker; 78 Nt) hinter dem malE Geauf, der von der Sequenz des HBV-Core-Proteins gefolgt
wird. Durch Klonierung eines Fragments besteheads dem NIII-ORF und dem zur
Herstellung der NIlI-cDNA verwendeten Linkers in das pMEKC149(N) Plasntdtand das
ZwischenkonstrukpMEKNIIT  (Abb. 6.2.1.1.A).

A Start Stop
I
mal inker
PMEKNIII -— AT i
Ptac I I
Nco | Nco | Pstl Xhol/
| Hind Il Hind NI Sal |
Hpa |
B Start Stop
EkSap- L
Linker
malE NI1111-205
pPMEKNIII1-205 } POV
=pMEKNIII Hind lll fill-in P,
tac Nco | Nco |
Hind Il
fill-in
C Start Stop

l EkSap-
malg  Linker NIl + Linker ¥

PMEKNIIL-499 w77 ey

Ptac I

Abb. 6.2.1.1. Schematische Darstellung der versdenen pMEKNIII-Plasmide. (A) pMEKNIII
(Zwischenkonstrukt)(B) pMEKNIII1-205. Konstrukt zur Expression des MBP-NIII1-205-Fusionsproteins (66,3
kDa) (C) pMEKNIII1-499. Konstrukt zur Expression des MBP-NIII1-499-Fusionsproteins (100,7 kDa). Die
durchgestrichene Pst3chnittstelle steht fir einen Pst | Wau mit anschlieRendem Méau derUberhdnge und
Religation. Die Pst | Schnittstelle wird dadurch zertsért. Start und Stop geben Translations-Start und -Stop an.

Dazuwurdeein denNIlI-ORF und denLinker enthaltende2017 BpFragment (xNco | &
Xho I) in den Nco | und Sal geschnittenen pMEkC149(Nyektor eingesetzt.Die Nco |
Schnittstelle am Stades NIII-ORF war zuvor durch PCRit den Primern "GalATGNcol"
(#24167) und "T7 Primer" undnschlie3ender Klonierurdes 147 Bp PCR-Fragmentsch
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Nco | und Hpa | Verdageneriertworden. Furdie Klonierung von pMEKNIII musste das
Plasmid pMEkKC149(N)mit Nco | partialverdautwerden, da das 2017 Bfgragment an die
Nco | Schnittstelle am Ende d&kSaptinkersund nicht an dieNco | Schnittstelle innerhalb
des malE Gens einkloniert werden sollte.

DaspMEKNIII1-205 (=pMEKNIII Hind 111 fill -in) Plasmid(Abb. 6.2.1.1.B) codiert fir
das 66,3 kDa MBP-NIII1-205-Fusionsprotein. Das Konstrukt gingemesnHind Il Verdau
des pMEKNIII-Plasmids mit Auffiillen der 5-Uberhange fill-in) und anschlieRender
Religation hervor. Das fur das MBP-NIII1-499-Fusionsprotein (100,kDa) codierende
PMEKNIII1-499 Plasmid (Abb.6.2.1.1.C)wurde durch Pst Verdauvon pMEKNIII mit
Verdau der 3’-Uberhange und anschlieBender Religation hergestellt.

DasKonstruktpmalNI111-666 (=pmalNIIl no linker)(Abb. 6.2.1.2) codiert fir das119,7
kDa MBP-NIII-Fusionsprotein. Egnthélt einpmal-c2-Ruckgrat, dasial EGen, den EkSap-
Linker und den NIII-ORF. Direkt hinter den NIlI-ORF wurden Stop-Codon eingefiigDazu
wurde eine PCRnit demPrimer"NIIl 3"end(-)" (# 26195),der das Stop-Codon enthélt, und
dem Primer'NIll 5’intern" (#24423)mit dem Plasmid pMEKNIII alsMatrize durchgefihrt.
DasPst | und Sal verdaute PCR-Fragmemturde schlie3lich eingesetzDie innerhalb des
pmal-c2-Ruckgrats vorkommendist | Schnittstellewurde vor der Klonierung durcPst |
Verdau, Verdau der 3"-Uberhange unelifation zerstort. Dieshat zur Folge, dass die
innerhalb des NIlI-ORFs vorkommende Pst | Schnittstelle, die einzige Pst | Stelle ist.

Start Stop
j EkSap- i
malE Linker NIl 1-666
pmalNIIl1-666 —— e —
=pmalNIIl no linker Ptac | ||
Pstl Sall
P
Sal |
pmalNIII1-666 Nt: . ..GIT AAGAGT AAA (PA AGG AMA AAG AAG AAG ACT AAGtag gtc gac. ..
As: ...v K S K Q R K K K K T K *
pmalNIII1-663 Nt: ... GIT AAG AGT AAA CAA AGG AAA AAG AAG TAG gtc gac. ..
AS: ..V K s K Q R K K K *
pmalNIII1-660 Nt: ... GIT AAG AGT AAA CAA AGG tAA AAG AAG TAG gtcgac. ..
AS: ..V K S K Q R *
pmalNIlI1-657 Nt: ...GIT AAG AGT t AACAA AGG tAA AAG AAG TAG gtc gac. ..
AS: ..V K s *

Abb. 6.2.1.2. Schematische DarstellurtgspmalNIlI1-666 Pasmids sowie Ausschnitte adsn Sequenzen
der pmalNIll1-666 bis -1-657 Plasmidend daraus abgeleiteten AS-Sequenzen. Diehdestrichene Pst |
Schnittstelle steht fir einen Pst | Wauo, gefolgtvon einem Exonuklease-Verdau der 3'-Uberhange und
anschlieBende Religation. Die Pst | Schnittstelle wadurch zgsort. Startund Stop geben @nslations-Start
und -Stop an. In den AS-Sequenzen sind Stop-Codons als "*" symbolisiert.
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Die fur die einzelnen MB-NIII-Fusionsproteine mit kleinen C-terminalen Deletionen
codierenden KonstruktemalNI111-663, -1-660 und -1-657 (Abb. 6.2.1.2) gehen auf

das Plasmid pmalNIlI1-666 zuriickie Stop-Codons aden verschiedenen Stellevurden
durcheine PCR mit dendegenerierten PriméNIIl 3'(-) degen" (# 26543) undem Primer

"Nl 5%intern" (# 24423) undlem Plasmid pmalNIII1-666 al#atrize generiert.Die PCR-
Fragmente wurde Ubelie beiden SchnittstelleAst | und Sal | in daBlasmid pmalNIlI1-666
kloniert. Nach Sequenzierung wurden drei Plasmide pmalNIII1-663, -1-660 und -1-657 mit der
in Abb. 6.2.1.2. aufgefihrten, jeweilsfir das entsprechende MBP-NIII-Fusionsprotein
codierenden Sequenz identifizieDie drei MBP-NIII-Fusionsproteinemit den kleinen
C-terminalen Deletionen besitzen alle ein berechnetes Molekulargewicht von 119 kDa.

6.2.2. Plasmide zur Expression HIS- getaggter RBP138-Fragmente

Ausgangspunkt fudie Klonierung der Plasmide zur Expression Hj&aggter RBP138-
Fragmentewvar das Plasmid pET30a(+) déirma Novagen.Die RBP138-Fragmente wurden
dabei als Fusionsprotein mit einem N-terminalen, vom pET-Vektor codieaed5 ASlangen
AS-Linker exprimiert.DieserLinker besteht auginemHIS-Tag (6x HIS) amunmittelbaren
N-Terminus, sowie auginer Thrombin-Spaltstelleeinem STag und einer Enterokinase-
Spaltstelle.

DasKonstruktpET-RBP1-205 (Abb. 6.2.2.1.A) codiertfur das 28,4kDa HISRBP1-205
Fusionsprotein, das awsnem 44 ASLinker (inkl. HIS-Tag) und den ersten 205 AS des
RBP138 Proteins besteht. Das Plasmid wurde durch das Einflgen eines 613 Bp groRRen, fiur die
ersten 205 AS des RBP138 Protetoslierenden Fragments in dpRT-Vektorgeneriert. Das
Fragmentwurde durch Nco | und Hind Ill &dauund Auffillen des 5°-Uberhangs der

Hind 11l Schnittstelle prapariert. Der pET-Vektor wurebenfallsNco | und Hind 11l verdaut,

und die Hind Il Schnittstelle aufgefulltDie Ligation beider Fragmente fihrte zu dem Plasmid
pPET-RBP1-205.

Ausgangskonstrukt fidie Klonierung des PlasmidsET-RBP510-878 (Abb. 6.2.2.1.B),

das fur das HISRBP510-878 Fusionsprotein (44)2) codiert, stellte das KonstrulgET-

30a(+) Nhe I (freundlicherweise vddr. A. Moebeszur Verfigung gestelltlar. Das pET-

30a(+) Nhe | Plasmid ist auwlempET-30a(+) Plasmid durch Hind INerdauund Auffillen

der Uberhéange und anschlieBender Religation hervorgegangen. Es enthalt im Palybtedier

der Hind Il Schnittstelle daher einBlhe | Schnittstelle Das Konstrukt pET-RBP510-878
entstand durch Klonierung einEso RV und Xba | geschnittenen, fidie AS 510-878 von
RBP138 codierenden, 1103 Bp Fragments in den Eco RV und Nhe | geschnittenen pET-30a(+)
Nhe | Vektor. Am C-Terminus desodiertenHISRBP510-878 Proteinsebnden sich 17 auf

den Vektor zurickgehende AS.
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Das Konstrukt pET-RBP510-878BD(-) das fiir das 49,%kDa HISRBP510-878BD(-)
Proteinmit mutierterK-reicher Region codiert, ist bis adlie durch eine Megaprimer-PCR
(siehe Kap. 5..3.2.2) mit den Primern"T7", "RBP RNA BD(-)" (# BG10-5099) und
"RBP3511-3530 Ncol(-)" (# BG10-5100nutierte Sequenz innerhatter K-reichen Region
(KKKTK -> SGSTA), identisch mit dem Konstrukt pET-RBP510-878 (Abb. 6.2.2.1.B).
Das 43,6 kDa groR3e Fusionsprotein HISRBP832-1176 wird vdem Konstrukt pET-
RBP832-1176(Abb. 6.2.2.1.C) codiert. Dabeiwurde ein durch Bgl Il und Nco | Verdau,
mit Auffilllen des 5 -Uberhangs des Nco | Endes, generiertes 10¥5a8ment in den BamH
| und Hind Ill verdauten pET-30a(ektor (nach Auffilllendes 5 -Uberhangs des Hind Il
Endes) kloniert.

A Start Stop
j HIS-Tag- 20 l
i RBP1-205
PET-RBP1-205 Linker BTATATATATAR
pT7 .
Nco | Hind 11l
fill-in
B Start Stop
J HIS-Tag- 0.878 J
i RBP510-87
PET-RBP510-878
PT? Eco RV Xbal/
Nhe |
pET- RBP510- 878: Nt : . PAG AAG AAGACT AAG ...
As: ... K K K T K...
pET- RBP510- 878 Nt: ... Agc gga tcc ACT gcG ...
BD(-): AS. ... S G S T A...
C Start Stop
J HIS-Tag- i
i RBP832-1176
pPET-RBP832-1176 Linker ]
PT? BamH | / Nco | fill-in /
Bgl Il Hind 1l fill-in

Abb. 6.2.2.1. (A) Schematische Darstellung von pET-RBP1-205. [Dason codierte Fusionsprotein
HISRBP1-205endet mit AS 205 von RBP138.(B). Darstellung von pET-RBP510-878. Dawdierte
Fusionsprotein HISRBP510-878 enthalt am C-Terminus 17 vom Vakteleitete AS. Das KonstrukiET-
RBP510-878BD(-), das fiir ein Fusionsprotein mit mutierter K-reicher Region caslielis auf dieangefiihrten
Sequenzunterschiede innerhalb des fiir die K-reiche Region codierenden Bereichs, idenfis€h RiP510-878.
(C) Darstellung von pET-RBP832-1176. Deadierte Fusionsprotein endet mit A376 von RBP138. Start
und Stop geben Translations-Start und -Stop an.



Anhang 112

6.2.3. Plasmide zur Expression HIS- getaggter SBP2-Fragmente

Ausgangspunkt furdie Klonierung der Plasmide zur Expression Hj&aggter SBP2-
Fragmente war das Plasmid pET30a(+) der Firma Novagen (sieh&.@u2l). Dabeiwurden
die verschiedeneSBP2-Fragmente so in dgET-Vektor einkloniert,dassein ca. 41 AS
langer Linker am N-Terminus degeweiligen SBP2-Fragmentsodiert wird. Der Linker
besteht aus einem HIBag einer Thrombin-Spaltstelle und einenT&g Im Gegensatz zu den
pPET-RBP Konstrukten (siehe 6.2.2.) weist démker jedoch keine Enterokinase-Spaltstelle
mehr auf. Die fur die Klonierung verwendeten SBP2-Sequenzen wunitteis PCRauseiner
MATCHMAKER Rattenleber-cDNA-Bank (Clonteclijzw. vondem Ratten-cDNAESTKlon
"H31811" (ATCC Nr.: 2001105) amplifiziert.

Das fir das aus 216 AS bestehende HISSBP2(280-440) PecotkerendepET-SBP2(836-
1329) Plasmid (Abb6.2.3.1.A) entstand durch Klonierung einege Sequenz der A380-

440 von SBP2 enthaltenden PCR-Fragments tber Kpn | und SdehipET-30a(+) Vektor.

Das verwendete PCRragment ging ausiner PCRmit den Primern’'SBP2(836-854)-Ncol”

(# BG10-14119) und "SBP2(1308-29)Sall(-)" (# BG10-14120) ded MATCHMAKER
Rattenleber-cDNA-Bank (Clontechpervor. Das HISSBP2(280-440Protein weist hinter der
SBP2-Sequenz am C-Terminus 15 vom Vektor codierte Aautinter befindesichu.a. ein
zweiter HISTag

Das fur das SBP2-Fragmemhit mutierter K-reicher Region codierendpETSBP2(836-
1329)BD(-) Konstrukt ist bis aufdie in Abb. 6.2.3.1.A angefuhrten Sequenzunterschiede
identisch mit dem Konstrukt pET-SBP2(836-1329). Die Mutationen wurden, &hnlich wie schon
zuvor fur das pET-RBP510-878BD(-) Konstrukt beschrieben, @ Megaprimer-PCR
(siehe Kap. 5..3.2.2) mit den Primern "SBP2(836-854)-Ncol" (# BG10-14119), "SBP2 RNA
BD(-)" (# BG11-1108) und "SBP2(1308-29)Sall(-)" (# BG10-14120) umitl der SBP2-
Wildtypsequenz aldatrize generiert.Das Asp718 (= Iso-Kpn 1) undSall verdaute PCR-
Fragment wurde in den Asp718 und Sal | geschnittenen pET-30a(+) eingesetzt.

Das Protein 607 AS lange HB8P2(280-846) weisien authentischen C-TermindesSBP2
Proteins auf.Das dafir codierende&konstrukt pET-SBP2(836-2541)(Abb. 6.2.3.1.B)
entstand durch Klonierung eines SBP2-PCR Fragments in das pET-SBP2(836-1329) Plasmid.
Mittels PCR mitden beiden Primern "T3PROM" BG10-6777) und "SBP2end-Sall(-)" (#
BG10-14117) undlem RattenESTKIlon "H31811" als Matrize wurden inetwa die hinteren
zwei Drittel des SBP2-ORFs amplifiziert. Das nach Eco Rl und Serdavi entstanderi347

Bp Fragment, das fur die AS 400-846 von SBP2 codiert, wurdeHdoeRIund Sal | in das
pPET-SBP2(836-1329) Konstrukt kloniert.

Dasfir das 432 ASange HISSBP2(280-656)rotein codierendpET-SBP2(836-1969)
Konstrukt (Abb.6.2.3.1.C) stellt ein Deletionsvariantdes pET-SBP2(836-2541) Plasmids
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dar. Das pET-SBP2(836-2541) Plasmid wurde BamH | und Sal | verdaut, watiefcin die
SBP2 AS 657-846 codierende Sequenz herausfiel. Nafftillen der Uberhange der BamH |
und Sal 1Endenund Religation entstandlas PlasmidpET-SBP(836-1969)Das dadurch
codierte HSSBP2(280-656)Protein besitzt am C-Terminus5, SBP2-unabh&angige, vom
Vektor codierte AS. Diese enthalten u.a. einen zweitenTrkp-

A Start Stop

HIS-Tag- _SBP2

Linkers  (836-1329)
bt )

pET-SBP2(836-1329)
(Protein: HISSBP2(280-440AS) pT7

pET- SBP2(836- 1329): Nt: ... AAA AAG AAA GMA AG. ..
. K K K E K...

AS:
pET- SBP2(836-1329) Nt: ... Agc gga tcc GMA gG. ..
BD(-): ASS ... S G S E A...

B Start Stop
HIS-Tag SBP2 L
Linkers (836-2541)
pET-SBP2(836-2541) [ S ) o O —
(Protein: HISSBP2(280-846AS) T7 Il | | [
P Kpn | Sall
Eco RI BamH |
Bgl Il
C Start Stop
SBP2
HISTag- 535.1969)
pET-SBP2(836-1969)
(Protein: HISSBP2(280-656AS) 7 |
P BamH I fill-in /
sal I fill-in
D Start Stop
HIS-Tag- SBP2 ‘
Linker* 1196-2541) 7
PET-SBP2(1196-2541) [
(Protein: HISSBP2(400-846AS) pT7 | I
Bgl Il fill-in / Sal |
Eco RI fill-in

Abb. 6.2.3.1.(A) Schematische Darstellung von pET-SBP2(836-1329).dagsn codierte Fusionsprotein
HISSBP2(280-440) enthalt am C-Terminus 15 zusatzliche, vom Vekigeleitete AS. Das KonstrukET-
SBP2(836-1329)BD(-)st bis auf dieangefihrten Sequenzunterschiedeerhalbdes fur die K-reiche Region
codierenden Bereichgéntisch mit pET-SBP2(836-1329)B) Darstellung von pET-SBP2(836-2541). Das
Fusionsprotein HISSBP2(280-846) endet mit AS 846 des SBP2 Prdt€indarstellung vorpET-SBP2(836-
1969). Das HISSBP2(280-656) Protein enthalt am C-Terminus 15 zeisétAS. (D) Darstellung vonpET-
SBP2(1196-2541). Das HISSBP2(400-846) Protwidet mit AS846 des SBP2 Proteins. HiS-Tag-Linker*
steht fir den HISFag die Thrombin-Spaltstellend den STag codierenden Alshnitt. Startund Stop geben
Translations-Start und -Stop an.
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Das Konstrukt pET-SBP2(1196-2541)(Abb. 6.2.3.1.D) codiert fir das HISSBP2(400-
846) Protein, das aus 483 AS bestdbas Konstrukt isteine Deletionsvarianteles pET-

SBP2(836-2541) PlasmidBurch Bgl 1l und Eco RIVerdauwurde der firdie AS 280-399

codierende Bereickes Plasmidsleletiert. Die Religation nach Auffilllen detJberhdnge der
Bgl Il und Eco RI Enden flihrte zu dem pET-SBP(1196-2541) Plasmid.

6.3. Plasmide fur die in vitro Transkription

6.3.1. Plasmidkonstrukte zur Herstellung der c-myc 3"-UTR-Sonden

Als Matrize fur die in vitro Transkription der beiden RNSonden "myc1-374" und
"myc 1-231" (vgl. Kap. 2.4.2.3.) diente das Plaspiisil-myc UTR (Abb. 6.4.1.1.). Es
bestehtaus einem pBIslISK(-) Rickgrat und der humanec-myc 3"-UTR-Sequenz von
Position 1-374Die c-nmyc-3"-UTR-Sequenz wurde vatem IMAGp998F08397 cDNA-Klon
Uber PCR mit den Primern "3"-UTR-myc-Not I" (# BG10-12280) und "3 -UTR-myc-Aflll(-)"
(# BG10-13084)amplifiziert, und nachHind 1ll und Pst IVerdau inHind Il und Pst |
geschnittenen pBIslISK(-)-Vektor einkloniert. Die Transkription vom T7-Promotor aus fuhrt zu
Transkriptenmit SenseOrientierung. Zwischen Transkriptionsstart und Beginn aertyc-3'-
UTR-Sequendiegen 60Nt, die Uberwiegend auf dagBIslISK(-) Plasmid zurtickgehen. Die
Transkription von pBIsll-myc UTR nach Linearisierung mit Pst | fuhrt zur Sonde I/¢4",

die Transkription nach Linearisierung mit Dra | zur Sonde "myc 1-231".

Transkriptions-
start

c-myc 3'-UTR
v Pos. 1-374
pBlsll-myc UTR ‘ .......................................
T7
P Hind 111 Dra | Pst |

Abb. 6.4.1.1.Schematische Darstellung von pBlsll-myc UTR. Die PCR-amplifizierte human
c-myc-3"-UTR-Sequenz von Position 1-374 wurde tber Hind 11l und Pst | in den pBIslISK(-) Vektor kloniert.

6.3.2. Plasmidkonstrukt zur Herstellung der SECIS-Sonde

Das pBISIISECIS Plasmid (Abb.6.4.2.1.) diente nach Linearisierungit Hind 1l als
Matrize fir die Herstellung der ausiem SECIS-Elementdes Ratten-PHGPx-3"-UTRs
bestehenden SECIS-RNA-Sonde (si&tag. 2.10.).Durch Transkriptionvon pBISIISECIS x
Hind Ill vom T7-Promotor aus entsteht eine 214 Nt lamigPHGPx-3"-UTR von Pos. 660-
859 (= SECISElement) enthaltendeNRA. Das Plasmid entstand durch Klonierung eines die
SECIS-Sequenenthaltenden PGRRragments tdber Asp 718 und Hind III in dpBIsIISK(-)
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Vektor. Das verwendet@03 Bp groRe PCR-Fragment ging aiser PCRmit den Primern
"PHGPx 3"UTR-KpnI-Notl" (# BG11-940) und "PHGPx 3"UTR-HindllI(-)" (# BG11-941)
und dem aus einer Ratten-Milz-cDNA-Bankstammenden, das PHGPx-3"-UTdédthaltenden
EST 223388 cDNA-Klon (ATCC Nr.: 2035200) hervor.

Transkriptions-
start

PHGPx 3-UTR
v Pos. 660-859

pBISIISECIS # .......................

| |
Asp718 Hind 111

Abb. 6.4.2.1. Schematische Darstellung von pBISIISECIS. Die PCR-amplifizierte REt&#Px-3"-UTR-
Sequenz (=SECIS-Element) vonditmn 660-859 wurdéiber Asp718 und Hind Il in den pBsIISK(-) Vektor
kloniert.

6.3.3. Plasmidkonstrukt zur Herstellung der HBV-RT-Sonde

Als Matrize fur die Herstellung der HBV-RT-Sonde sowie der AMMaderSonde (siehe
Kap. 2.4.1.)dientedas Plasmip T7HAMVRT178 (Abb. 6.4.3.1.), dasfreundlicherweise
von Dr. J. Beck (Freiburg) zur Verfigung gestellt wurdeefibélt die AMVLeaderSequenz
und die fur die HBV-Polymerase codierende Sequenz ab AS 178 (= HBV Sequeog. a®38
nach Galibert eal., 1979).Die Transkription vom T7-Promotor aus fiihrt zu Transkripten mit
SenseOrientierung. Zwischen Transkriptionsstart und Beginn der HBV-Seqliegiz die

44 Nt AMV-LeaderSequenz, ein 11 Nt langkmmker, inklusive eineNot | Schnittstelle. Die
Transkription des mit Nco | linearisierten Plasmids fuihrt zur 49 Nt langen AbAderRNA-
Sonde, die Transkription nach Stu | Linearisierung zur 248 Nt lange HBV-RT-RNA-Sonde.

Transkriptions-
start

l AMV- HBV 2

Leader Pos. 938-

pT7THAMVRT178 - —
pT7 Nco | Stu'l

Abb. 6.4.3.1. Schematische Darstellung von pT7HAMVRT178 (Plasmid wur@éeinfllicherweise von
Dr. J. Beck, Freiburg, zur Verfugung gestellt). Nach Transkription vom T7-Promotor aus enésfettineari-
sierung des Plasmids mit Nco | die 49 Nt AM¥aderRNA-Sonde, nach Linearisierung mit Stu | die 248Nt
lange HBV-RT-RNA, die neben einer 46 Nt AM\éaderSequenaind enem 11 NtLinker die HBV-Sequenz
von Pos. 938 bis 1130 enthalt.
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6.3.4. Plasmidkonstrukt zur Herstellung der HBV- €-haltigen Sonde

DaspCT3101Plasmid (freundlicherweise von Dr. J. Beck, Freibung, Verfugung gestellt;
Abb. 6.4.4.1.) diente nach Linearisierung mit Bgl Il als Matrize fur die Herstellung der&iBV-
haltigen RNA-Sonde. Diesd84 Nt lange, aus der Transkription vom T7-Promotor aus
hervorgehende RNA enthalt einem 14Litker, die HBV-€-Sequenz (HBV Pos. 3129 bis +7;
61 Nt) undbenachbarte HBV-Sequenzen (HBAs. 3101-3128 und +8+88; 28 bzw. 81
Nt).

Transkriptions-

start HBV Pos. 3101 - + 88

3101 + 88
pPCT3101 mmmp cccrraccrraad! N[
pT7 3129 +7 Bg‘ [

Abb. 6.4.4.1. Schematische Darstellung von pCT3101 (Plasmid wurlendiicherweisason Dr. J. Beck,
Freiburg, zur Verfigung geditd. Nach Transkriptionvom T7-Promotor aus entstehach Linearisierung des
Plasmids mit Bgl Il die 184 Nt lange HB&*haltige RNA-Sonde.

6.3.5. Plasmidkonstrukt zur Herstellung der HBV- €-only Sonde

Das pBSeps-3124 Plasmid(T. Knaus, Dissertation 1994; freundlicherweis@n Dr. M.
Nassal, Freiburgzur Verfigung gestelltAbb. 6.4.5.1.) ahthélt einpBIslISK(-)-Ruckgrat
und diente nach Linearisierung mit Cla | als Matfizedie Herstellung der HB\E-only RNA-
Sonde (sieh&ap. 2.4.2.). Diese 80 Ntlange, aus der Transkription vom T7-Promotor aus
hervorgehende RNA&Nthalt einem 11 Ntinker und die HBV-Sequenz (HBWos. 3124 bis
+10; 69 Nt), wobei die 61 Nt HB\¥-Sequenz von HBV Pos. 3129- +7 reicht.

Transkriptions-

start HBV Pos. 3124 - +10
3124 + 10
pBSeps-3124 ‘JRBCGAATTGBI - To&AT_,_
pT7 3129 +7

Clal

Abb. 6.4.5.1. Schematische Darstellung von pBSeps-3124 (Plasmid wwedadficherweisevon Dr. M.
Nassal, Freiburg, zur Verfigung gdkje Nach Transkriptionvom T7-Promotor aus entstelfach Lineari-
sierung des Plasmids mit Cla | die 80 Nt lange HBdhly RNA-Sonde.

6.3.6. Plasmidkonstrukt zur Herstellung der HIV-1 TAR-RNA-Sonde

DasT7 HIV CAT SV Plasmid (freundlicherweise vobr. K.T. Jeang, NIHBethesda,
USA, zur Verfugung gestelliAbb. 6.4.6.1.), welchesin pBR322-Riickgrat aufweistliente
nach Linearisierung mitind Il als Matrize fur die Herstellung der HIV-1 TAR-RNA-Sonde.
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Diese 82 Ntange, aus der Transkription vom T7-Promotor aus hervorgehende grtlAlt
HIV-1 TAR-Sequenz von +1 bis + 82.

Transkriptions-
start
Hind 111

T7 HIV CAT SV TV T AR JAGT—g—
pT7 1 78

Abb. 6.4.6.1. Schematische Darstellung von "T7 HIV CAT SV" (Plasmid wurdrirfdlicherweise von
Dr. K.T. Jeang, NIH Bethesda, zur Verfiigung gestellt). Nach Transkription vom T7-Promotor aus eat$teht
Linearisierung des Plasmids mit Hind Il die 82 Nt lange HIV-1 TAR-RNA-Sonde.

6.4. Eukaryontische Expressionsplasmide

6.4.1. Plasmide zur Expression unterschiedlicher RBP-eGFP-
Fusionsproteine

Die PlasmidkonstruktepRBP138-eGFR pRBP1128AS-eGFP und pRBP302AS-
eGFPwurden zur Expression der Fusionsproteine RBP138-eGFP (166,2 kDa), RBP1128AS-
eGFP (158,7 kDa) und RBP302AS-eGFP (682)a) unterKontrolle des CMV-Promotors in
Huh7 Zellen verwendet(Kap. 2.8.). Ausgangskonstrukt fidie Klonierung vonpRBP138-
eGFP (Abb. 6.5.1.1.A) war das fiein HBV-Core-Proteinmit einem in dieantigene Schleife
des Core-ProteinfseriertemGFP codierende PlasmiggChGFP(1-149)(freundlicherweise
von Dr. P. Kratz zur Verfugung gestelltkratz, 1999). pPRBP138-eGFP enthalt den
RBP138-ORF von AS 1-1200 (und damit 8 ASkurzer als dagkomplette BBP138 Protein),
einen 14 AS Glycir-inker und das eGFProtein (238AS), sowieweitere12, vomzweiten
Glycin-Linker des Core(1-80)-eGFP-Core(81-149)-ORF des Ausgangsplasmi@HR@(1-
149) stammede AS. Im3"-UTR liegt die Core(81-149)-Sequenz und das SV40 Poly-A-
Signal.
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Start Stop
l RBP138 j
(AS 1-1200) eGFP RE¥E SV
pRBP138-eGFP q—l/ P T by R -
|
cMv Nco | modifiz. Xba |
Glycin-Linker fill-in
(14 AS)
Nt: ...TCG ATC GAG GAT GoT GGA GGT GsC TCC GRA GG GaT GaT ACC. ..
AS: ...S | E D G G G G s G G G G T...
Start Stop
l RBP1-1128AS
(AS 1-1128) eGFP YSoie Sl
PRBP1128AS-eGFP #—i’.-’ T > - —
|
CMV Nclo I modifiz. Xba |
Glycin-Linker fill-i
(18 AS) fi-in
Nt: ... CAATTC CCT G3T (AC TCG ATC GAG GAT GGT GRA GGT GGC TCC GEA GG GGT GaT ACC ...
AS ...Q F P G H S 1 ED G G G G S G G G G T...
Start Stop
l RBP138
(AS 1-302) eGFEP  vASHER) STV

pRBP302AS-eGFP *!/ g W s
(=pRBP35-eGFP)

|
CMV NCIO | / I\ Xba

NG . ..aor ace. o fillkin
AS. ...G T...

Abb. 6.5.1.1. Schematische Darstellung der Plasmide zur Expression unterstiéediRBP-eGFP-
Fusionsproteine in Eukaryonte(d) pRBP138-eGFP(B) pRBP1128AS-eGFP. (C)pRBP302AS-eGFP
(= pRBP35-eGFP). Start und Stop geben Translations-Start und -Stop an. (Weitere Erlauterungen siehe Text.)

Das PlasmigpRBP1128AS-eGFP(Abb. 6.5.1.1.B) codiert fur die AS 1-1128 des RBP138
Proteins,einen 18 AS langen Glycibinker und das eGFHMProtein inklusive der 12 AS des
zweiten Glycinkinkers(siehe oben)DasPlasmidstellt ein Deletionskonstruktes pRBP138-
eGFP dar. Esst aus derLigation des ausdem Xba | und EcoRI (Eco RI Endewurde
aufgefillt) Verdauvon pRBP138-eGFmhervorgehendeny,8 kBp Fragmentmit dem nach
Xba | und PpuM | (PpuM | Ende wurdrifgefillt) Verdawon pRBP138-eGFRntstehenden
etwa 750 Bp Fragment, hervorgegangen.

DasPlasmidpRBP302AS-eGFP(= pRBP35-eGFP) (Abl6.5.1.1. C)stellt ebenfalls ein
Deletionskonstrukvon pRBP138-eGFP dar. Esdiertfur die ersten302 AS des RBP138
Proteins,einen auf zwei AS verkirzteninker und das eGFRProtein inklusive der zuvor
beschriebenen 12 AS am C-Terminus. Es wurde dugation des auseinemSpe | und Acc
65i (Acc 65i Endenwurden aufgefillt) Verdauvon pRBP138-eGFRentstehender,5 kBp
Fragmentsmit dem aus einem Spe | und BciV(BciV Enden wurden durchMung-Bean
Nuklease abgedaut) entstehenden 1,5 kBp Fragment generiert.
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6.5. Konstrukt zur Transposition in das Baculovirusgenom in
E. coli DH10BAC Zellen

Wie in Kap. 5.11.beschrieben wurden rekdamante Baculoviren Ubedas BAC-TO-BAC
Baculovirus-Expressionssystethife Technologies) hergestellDabei wird die gewtinschte
Sequenz Uber eineranspositionsvorgang in das Baculovirusgenom eingebracht. Die
Transposition findet hierbei i&. coli DH10BAC Zellen (Life Technologies)statt, die das
Baculovirusgenom episomal enthalteDas zur Transposition in das Baculovirusgenom
verwendete TransferplasmidFBHISRBP138BD(-) (Abb. 6.6.1.), welchesneben der
RBP138BD(-) Sequenz noche fiir die Transposition in das Baculovirusgenom notwendigen
Sequenzen enthélt, geht auf das PlasppdSTBAC HTb (Life Technologies) zuriick. In
dieses Ausgangsplasmid wurgiendchst tbeNco | und Kpn | inzwei Klonierungsschritten

der komplette RBP138-ORF einkloniert. AnschlielRend wurde die Sequenz der K-reichen RNA-
Bindungsregion gegedie Sequenz demutierten K-reichen Region ausgetaus@igl. Kap.
6.2.2.), sowie die zweite BP138interneNco | Schnittstelle tGber einen Megaprimer-PCR
Ansatz (Methode siehe Kap.5.3.2.2.), u.a. mit dem Primer "RBP3511-3530Ncol(-)" (# BG10-
5100)), unter Beibehaltung der AS-Sequenz ausgeschaltet. Nach Transposition in das
Baculovirusgenom fiihrtlie Expression vom Polyhedrin-Promotor aus elnem 1233 AS
langen HISRBP138BD(-) Protein (141,4 kDa), welches aus der 1208Bf#338 Protein mit
mutierter K-reicher Regiomnd einem 25 ASlangen,N-terminalenLinker zusammengesetzt

ist. Die Sequenz des 25 AS landéankersgeht auf dapFASTBAC HTb Plasmid zurtick und
codiert u.a. einen HISag

HIS-Tag N
L Linker RBP138BD(-) l :I\/zr:(; IPoly A
Y(25 AS) (1208 AS) g
pFBHISRBP138(-) -
Polh I '—-—I
Nco | M Kpn |

Abb. 6.6.1.Schematische Darstellung von pFBHISRBP138BD(-). Das Plasmid diente als Transferplasmid zur
Transposition in das Baculovirusgenontincoli DH10BAC Zellen. Expression vom Polyhedrin-Promotor

(Polh) aus fithrt zu dem HISRBP138BD(-) Protein (141,4 kDa), das aus einem 25 ASllenhgeimklusive

eines HISTags sowie der RBP138-Sequenz mit mutierter K-reicher RNA-Bindungsregion besteht.
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6.6. RBP-Sequenzen

RBP138 Protein (1208 AS)

VDSL PDEFFVRHPAVEDQRKEETENKL EKSSGQLNKQEND! PTDLVPVNLLLEVKKLLNAI NTLPKGAPH KKFLQEDF
SFQTMREVAANSQNGEE! VPAL TLRFLI TQLEAALRNI QAGNYTAHQ NI GYYLTLLFLYGVAL TERGKKEDYTEAENK
FLVMKMM QENEI CENFVBLVYFGRGL L RCAQKRYNGGAL L EFHKSL QEl GDKNDHWFDI DPTEDEDLPTTFKDLLNNFI K
TTESNI MKQTT CSYLDCERSCEAD! LKNTSYKGFFQLMCSKSCOVYFHKI OVWKKFKNL KYPGENDQSFSGKKOLKEGCTG
DMRMLQCDVPG VKI LFEWRKDEY! TI ENLGASYRKLI SLKI TDTDI RPKI SLKFNTKDEMPI FKLDYNYFYHLLH |

I 1 SGTDI VRQ FDEAMPPPLLKKEL LI HKNVLESYYNHLWINHPL GGSWAHL L YPPNKEL PQSKQFDLCLLLALI KHLNVF
PAPKKGMIMVEPPSSDI SKSADI LRLOKYRD! LLSE! LIMNGLTESQFNS| WKKVSDI LLRLGVMCEDI DKVKENP! ENI SL
DYHQLSVYLG PVPEI | QRMLSCYQQE ALQSI TGSQR! El EELQNEEEEL SPPLMEYNI NVKSHPEI QFAE! NKDGTS|

PSESSTESL KDL QEVKSKQRKKKKTKNKKNKDSKEDQVPYWEKEEQL RKEQANPHSVSRL | KDDASDVQEDSAVEDKFY
SLDELH LDV EQGSAGKVTTDYGETEKERLARGRQL YKL HYQOEDFKRQL RTVTFRAWENGQMY KKKDKI | ASLNQQVA
FQA NKVSKLQRQ HAKDNE! KNLKEQL SMKRSQAENVEKHNL ESTVKTYVSKLNAET SRAL TAEVYFLQCRRDFGLLHLEQ
TEKECLNQLARVTHVAASNLESL QL KAAVDSVWAI VADVRNKI AFLRTQYNEQI NKVKQGFAL STL PPVQLPPPPPSPE]

LMQQFLGRPLVKESFFRP! LTVPQUPAVCPGW/SATGCPRAPLMIG AWAL PAPVGDAVPPSAGRSDPS| MWER TDR
LKTAFPQQTRKEL TDFLRKLKDAYCGKSL SEL TFDE! VICKI SQFI DPKKSQBQEKSVSNVNCVSPSHSPSQPDAAGPPKPA
VWRPL TSQGPATWEGASNPDEEEEEEEPCVI CHENL SPENL SV PCAHKFHAQC! RPW.MQQGTCPTCORL HVL L PEEFPGH

PSRQLPKI *
RBP35 Protein (303 AS)

VDSL PDEFFVRHPAVEDQRKEETENKL EKSSGQLNKQEND! PTDLVPVNLLLEVKKLLNAI NTLPKGAPH KKFLQEDF
SFQTMREVAANSQNGEE! VPAL TLRFLI TQLEAALRNI QAGNYTAHQ NI GYYL TLLFLYGVAL TERGKKEDYTEAENK
FLVMKMM QENEI CENFVBLVYFGRGLL RCAQKRYNGGAL L EFHKSL QEl GDKNDHWFDI DPTEDEDLPTTFKDLLNNFI K
TTESNI MKQTI CSYLDCERSCEAD LKNTSYKGFFQLMCSKSOOVYFHKI OWKKFKNLKYPEF*

RBP87 Protein (760 AS)

VDSL PDEFFVRHPAVEDQRKEETENKL EKSSGQLNKQEND! PTDLVPVNL LLEVKKLLNAI NTLPKGWPH KKFLQEDF
SFQTMOREVAANSCNGEE! VPALTLRFLI TQLEAALRNI QAGNYTAHQ NI GYYLTLLFLYGVAL TERGKKEDYTEAENK
FLVMKMM QENEI CENFVBLVYFGRAL L RCAQKRYNGGAL L EFHKSL QEl GDKNDHWFDI DPTEDEDLPTTFKDLLNNFI K
TTESN MKQTI CSYLDCERSCEAD LKNTSYKGFFQLMCSKSOOVYFHKI OVWKKFKNLKYPGENDQSFSGKKCLKEGCTG
DMWRMVLQCDVPGE VKI LFEWRKDEY! Tl ENLGASYRKLI SLKI TDTDI RPKI SLKFNTKDEMPI FKLDYNYFYHLLH |

| 1 SGTDI VRQ FDEAMPPPLLKKEL LI HKNVLESYYNHLWINHPL GGSWAHL L YPPNKEL PQSKQFDLOLLLALI KHLNVF
PAPKKGANVEPPSSDI SKSADI LRLOKYRDI LLSEI LIMNGLTESQFNSI VWKKVSDI LLRLGVWMCEDI DKVKENPI EN SL
DYHQLSVYLG PVPE! | QRVLSCYQQE ALQS| TGSQR! El EELQNEEEELSPPLMEYN NVKSHPE! QFAEI NKDGTS

PSESSTESL KDL QEVKSKQRKKKKTKNKKNKDSKEDQVPYWEKEEQL RKEQANPHSVSRL | KDDASDVQEDSAVEDKFY
SLDELH LDM EQVSM REGACLLLLLSGFSCDSLNSI TL*
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8. Zusammenfassung

Das Hepatitis-B-Virus(HBV) ist ein kleines, urhilltes DNA-Virus, das Uber reverse
Transkription (RT) eines RNA-Intermediates, der pragenomischen RNA (pgRNA) repliziert.
Die pgRNA dient einerseits als mRNAIr das Core-Protein undie Reverselranskriptase,
andererseits wird sie alsneiges Transkript spezifisch in Nukleokapsiderpackt.Essentiell

fur die Einleitungvon Verpackungund die daran gekoppelte Initiation der RT ist ein

5 -proximales strukturiertes RNA-Elemer&t, Aufgrund des komplexen Lebenszyklus der
pPgRNA, der sich von den meistesllularenRNAs auch in fehlendem Splei3en unterscheidet,
sowie der sehr begrenzten Anzahl HBV-codierter Proteine iseivmm engen Wechselwirkung
der pgRNA mit zellularen Proteinen auszugehen.

Im Zuge einesNorth-WesternScreeningseiner Humanleber-cDNA-Expressionsbank zur
Identifizierung solcher Proteinear eine cDNA isoliert worden (NIlI-cDNA), die fur ein
€-bindendes Protein codig®.G. Kreft, Diplomarbeit 198). Nach kompletter Sequenzierung
diesercDNA zeigte sich,dasssie fur ein neues 666 AS grof3es Protein codiert, Kes
bekanntes RNA-Bindungsmotiv besald und auch keine offensichtlichen Homologien zu anderen
bekannten Proteinen aufwies. Zudem wdigr cDNA am 3"-Endeinvollstandig. Da es sich bei
dem codierten Protein umin vollig neues RNA-Bindungsprotein ohne bekannte RNA-
Bindungsdoméne handelte, solitas Proteirweitergehender charakterisigverden, vorallem
hinblicklich RNA-Bindung, gewebsspezifischer Expression usdbzellularer Lokalisation.
Zunachstwurde das noclfiehlende 3"-Ende der NIlII-cDNA Uber efcreeningverschiedener
humaner cDNA-Banken identifiziert (RZPBcreeningService).Dabei wurden verschiedene

mit NIlI-UberlappendecDNAs isoliert. Anhand derefie3en sich 2 Isoformen deseuen
Proteins ableiteriRBP138 und RBP35 (=RNA-Bindungsprotein von 138v. 35 kDa). Die
kirzere Isoform RBP35 besteht im Wesentlichen aus den ersten 301 AS des RBR&B&.

Mit dem mittlerweile verfigbarenWorking Draft des Humangenoms konnte das rbpl38 Gen
auf Chromosom Bokalisiert werden.Daruberhinaus konnte anhand der verschiedeB&A-

Klone die genomisch&equenz des rbpl38 Gens bisehwa zweiDritteln des RBP138-ORF
abgeleitetwerden. Daraus ergalsich, dassdie mRNAs der beiden unterschiedlich&BP-
Isoformen vermutlich durch die alternativeVerwendung zweier nahe beieinanderliegender
5°-Spleil3-Stellen entstehen.

Da das RBP138 Protein keinekanntes RNA-Bindungsmotiv enthielt, wurdée RNA-
Bindungsregion kartiert. Dabei konnte eine K-reiche Doméane (11 Lysin-Reste innerhalb 19 AS)
als essentielle Region fur die RNA-Bindung identifiziert werden. Sowohl in NW-Bloauals

in In-Losung-Bindungsstudien flhrte der Austausch nur wenigemA&halb der K-reichen
Region zu einer drastischen Verminderung der RNA-Bindekapazitat. Besflitdie K-reiche
Region einneues RNA-Bindungsmotigdar. InZusammenhang damiturde auch untersucht,

ob eine ahnlich&-reiche Region eines kirzlich identifizierten nel®NA-Bindungsproteins,
SBP2, dessen RNA-Bindungsmotiv darstellt, yech nicht der Fallvar. Die Spezifitat der
RNA-Bindung durch RBP138 wurde in North-Western-Blot- und In-Losung-Studiider-
sucht. Dabei wurde keine ausgepragte Selektivitat beztuglich der RNA-Bindung beobachtet. Die
Bestimmungvon Bindungskonstantesollte in diesem Zusammenhang weiter@ufschluss
Uber die "tatsachliche” Spezifitdes RBP138 Proteins geben. Da lber das Protein noch gar
nichts bekanntvar, wurdezudem die subzelluldre Lokalisatiamd das Expressionsmuster
untersuchtDabei zeigtesich, dass RBP138 und -35aflen untersuchten Geweben nur sehr
schwach exprimiert sind. In Zellkultur konnte endogenes RBP138 nunach voriger
Immunprézipitation nachgewiesenverden. Sowohl RBP138als auch RBP35 sind
ausschlief3lich im Cytoplasma lokalisiefiabei weist RBP138eine vorwiegend perinukleare
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Verteilungauf, wahrend RBP35 etwas diffuser @ytoplasma verteilvorliegt. Das K-reiche
RNA-Bindungsmotiv wirkt alsonicht als Kernlokalisations-Signal. Wahrendie Immun-
fluoreszenz-Studierine Assoziatiordes RBP138 mit melbmantsen Strukturen nahelegten,
konnte in biochemischen Fraktionierungsid Solubilisierungsexperiment&eine Assoziation

mit Membranen oder Actin-Filamenten nachgewiesearden. Bei den biochemischen
Untersuchungen stellte vallem die Unléslichkeit von RBP138 undseinenDerivaten ein
Problemdar. Das Auftreten einer potenziellen Protein-Protein-Interaktionsdoifi@inNG-H2-
Domane) legt eine Interaktion mit weiteren zellulaféroteinennahe. Die verschiedenen
Ergebnisse zusammengenommen, korRBP138 ancytoplasmatischen mRNA-Transport-
oder Lokalisisationsprozessdieteiligt sein.Fur eine Aufklarungder Funktion deseuen,
groRen RNA-Bindeproteins missten als nachstes eventuelle spezifische Ziel-RNA(S)
identifiziert werden, sowie die exakte Lokalisation der Proteine bzw. mdgliche Interaktionen mit
Cytoskelett-Strukturen oder Organellen aufgekl@drden. Das Verstéandnis deeellularen
Funktion(en) von RBP138 kdnnte auch Erkenntnisse Uber gigéctre Funktion des Proteins

fur die HBV-Replikation beisteuern.



