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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die Reifung roter Blutzellen

1.1.1 Die Erythropoese

Wahrend der Erythropoese werden rote Blutzellen (Erythrozyten) gebildet. Erythrozyten
sind hochspezialisierte Zellen, die Sauerstoff im Blut transportieren. Mit dieser
Spezialisierung sind grundlegende morphologische Veranderungen verbunden: in
Saugern werden wahrend der Erythropoese der Zellkern ausgeschleust und die
Mitochondrien abgebaut. AuBerdem erfolgt eine Umstrukturierung der Zellmembran und
des Cytoskeletts, die in einer bikonkaven Form der reifen Erythrozyten resultiert.
Hierdurch wird der Sauerstofftransport optimiert (Castoldi und Beutler, 1988).

Die Erythropoese beginnt im roten Knochenmark. Pluripotente hamatopoetische
Stammzellen (HSC) werden durch verschiedene Wachstumsfaktoren und Interleukine
(Erythropoetin, Stammzellfaktor (SCF), Interleukin-3, IGF-I, GM-CSF) zur Differenzierung
in erythroide Zellen angeregt. AuBerdem sind diese Wachstumsfaktoren essentiell fir das
Uberleben der erythroiden Vorlauferzellen (Dai et al., 1991). Als wichtigster Wachstums-
faktor fur die Differenzierung erythroider Zellen konnte Erythropoetin identifiziert werden
(Adamson, 1968; Krantz, 1991).

Die ersten Zellen, die auf die erythroide Reifung festgelegt sind, bezeichnet man als burst
forming units-erythroid (BFU-E). Far ihre Entstehung ist SCF wichtig (Migliaccio et al.,
1993). Die weitere Differenzierung der BFU-E zu den colony forming units-erythroid (CFU-
E) (Migliaccio & Migliaccio, 1998; Koury et al., 2002) ist neben SCF (Dai et al., 1991) von
IGF-I (Dai et al., 1991), Erythropoetin (Sieff et al., 1986; Kannourakis und Johnson, 1988;
Sawada et al., 1990), Interleukin-3 (Goodman et al., 1985) und GM-CSF (Kannourakis
und Johnson, 1988) abhangig. Erythropoetin und IGF-I sind auBerdem notwendig fir die
weitere Differenzierung der CFU-E zu roten Blutzellen (Sawada et al., 1989). Ab dem
Stadium des Proerythroblasten ist die Hamoglobin-Synthese detektierbar. Proerythro-
blasten reifen Uber basophile Normoblasten weiter zu den polychromatischen
Normoblasten. Wahrend dieser Differenzierung steigt der Himoglobin-Gehalt der Zellen
stark an. Die Zellen werden kleiner und das Chromatin kondensiert, das Verhéltnis von
Kern zu Cytoplasma nimmt ab. Auf der Stufe des polychromatischen Normoblasten ist der
Kern oft an der Peripherie der Zelle lokalisiert und die Zellteilung kommt zum Erliegen. Im
Weiteren durchlaufen die Progenitorzellen einen hochspezifischen Reifungsprozess
(Castoldi und Beutler, 1988; Geminard et al., 2002). Beim Ubergang vom
polychromatischen zum orthochromatischen Normoblasten wird der Zellkern
ausgeschleust (Simpson und Kling, 1967). Neben dem Kernausschluss kommt es meist
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auch zur AusstoBung beziehungsweise zum Abbau von endoplasmatischem Retikulum
und Golgi-Apparat (Géminard et al., 2002). Die kernlosen Zellen werden als junge
Retikulozyten aus dem Knochenmark in die Blutbahn entlassen, wo sie weiter zu
Erythrozyten reifen. Wahrend dieser Reifung findet weiterhin Hamoglobin-Synthese statt,
das Cytoskelett und die Plasmamembran werden umstrukturiert und die verbliebenen
Organellen wie Golgi-Apparat und Endoplasmatisches Retikulum werden abgebaut
(Castoldi und Beutler, 1988).

Der Abbau der Mitochondrien wird durch das Enzym Retikulozyten-15-Lipoxygenase (r15-
LOX) eingeleitet. r15-LOX katalysiert die Dioxygenierung von Phospholipiden in der
Mitochondrienmembran (Rapoport und Schewe, 1986; van Leyen et al., 1998; Grillich et
al., 2001). Durch die Bildung von Hydroxylradikalen bei der Lipoxygenase-Reaktion
kommt es auBerdem zu einer Oxygenierung von Proteinen der Mitochondrienmembran
(Khn und Borngraber, 1998; Schewe, 2002).

1.1.2 Modellsysteme zur erythroiden Reifung

Die Erythropoese ist, basierend auf den morphologischen Veranderungen, sehr gut
charakterisiert (siehe 1.2.1). Fir die Analyse der zugrunde liegenden molekularen
Mechanismen werden jedoch Modellsysteme bendtigt.

Aufgrund der differentiellen Expression bestimmter Oberflachenmarker wie CD34 oder
Glycophorin A und der groBen morphologischen Unterschiede kdnnen erythroide Zellen
unterschiedlicher Differenzierungsstadien aus dem Knochenmark und Blut isoliert
(Gregory und Eaves, 1978; McGrath et al., 2008) und zum Beispiel fir die Analyse von
Expressionsmustern genutzt werden.

Es ist desweiteren moglich, erythroide Vorlauferzellen aus Knochenmark, Nabelschnurblut
oder peripherem Blut zu isolieren. Als Oberflachenmarker flr die Isolierung verwendet
man CD34, welches von hamatopoetischen Vorlauferzellen exprimiert wird (Hogg und
Horton, 1987; Holyoake und Alcorn, 1994). Je nach Quelle und Organismus, aus dem die
CD34"-Zellen stammen, existieren unterschiedliche Protokolle zur Expansion und
Differenzierung in vitro. In dieser Arbeit wurden flur einen Teil der Experimente humane
CD34"-Zellen verwendet, die aus Wachstumsfaktor-mobilisiertem peripheren Blut isoliert
wurden. Die Kultivierung und Differenzierung erfolgte nach Leberbauer et al., 2005.

Die Ausbeute bei der Arbeit mit isolierten erythroiden Zellen ist jedoch in der Regel sehr
gering, so dass keine biochemischen und molekularbiologischen in vitro-Untersuchungen
durchgefiihrt werden kénnen. Hierflr sind etablierte Zelllinien besser geeignet.

Es existieren mehrere murine und humane immortalisierte erythroide Zelllinien, die

teilweise auch fir eine in vitro-Differenzierung genutzt werden kénnen.
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Eines der ersten beschriebenen Zellsysteme, welches Aspekte der Erythropoese
rekapituliert, basiert auf murinen Erythroleukédmiezellen (MEL-Zellen). Diese Zellen
wurden aus der Milz von M&usen isoliert, die zuvor mit dem Friend-Virus-Komplex infiziert
wurden (Friend et al.,, 1966; Marks und Rifkind, 1978). Die Differenzierung von MEL-
Zellen kann durch verschiedene Chemikalien induziert werden. Erstmals konnte eine
erythroide Reifung von MEL-Zellen nach der Behandlung mit Dimethylsulfoxid (DMSO)
festgestellt werden. Nach der Induktion mit DMSO wurde eine verstarkte Hamoglobin-
Synthese, jedoch keine Inhibition der Zellteilung beobachtet. Die differenzierten Zellen
zeigten Charakteristika von Normoblasten (Friend et al., 1971). Desweiteren wurden unter
anderem Natrium-Butyrat (Malinin und Ebert, 1980) und Hexamethylenbisacetamid
(Reuben et al., 1976) als Induktoren beschrieben. Die Differenzierung von MEL-Zellen ist
jedoch reversibel, es scheint keine Festlegung auf die erythroide Reifung zu erfolgen
(Friend et al., 1971; Gusella et al., 1980).

Humane K562-Zellen sind die Basis fir ein weiteres Modellsystem der erythroiden
Reifung. K562-Zellen wurden aus einer Patientin mit chronisch-myeloischer Leuk@mie
(CML) in der Blastenkrise isoliert (Lozzio und Lozzio, 1975). Sie tragen das Philadelphia-
Chromosom, eine Translokation zwischen den Chromosomen 9 und 22 (Rowley, 1973).
Durch die Translokation entsteht eine Fusion von Teilen der Gene BCR (Chromsom 22,
Groffen et al., 1984) und ABL (Chromosom 9, de Klein et al., 1982). Hierdurch wird die
konstitutiv aktive Tyrosinkinase Bcr-Abl exprimiert (Ben-Neriah et al., 1986). Aktive Abl-
Kinase ist ein positiver Regulator des Zellzyklus (Kipreos und Wang, 1990; Kipreos und
Wang, 1992). K562-Zellen haben Charakteristika erythroider Zellen, so exprimieren sie
zum Beispiel Glycophorin A, ein Glykoprotein, das ausschlieBlich auf der Oberflache
erythroider Zellen vorkommt (Andersson et al., 1979b). |hre erythroide Reifung kann mit
verschiedenen Chemikalien wie Hamin (Rutherford et al., 1979) oder Natrium-Butyrat
(Andersson et al.,, 1979a) induziert werden. Natrium-Butyrat ist ein Inhibitor von Histon-
Decacetylasen (Candido et al., 1978; Boffa et al., 1978; Sealy und Chalkley, 1978) und
induziert die Differenzierung verschiedener Zelllinien (Leder und Leder, 1975; Kruh,
1982). Obwohl das B-Globin-Gen intakt ist (Fordis et al., 1984), exprimieren mit Natrium-
Butyrat induzierte K562-Zellen embryonales und fetales Hdmoglobin (Rutherford et al.,
1981; Cioe et al., 1981). Es handelt sich hierbei hauptsachlich um H&moglobin Gower 1,
das aus zwei e- und zwei {-Ketten besteht, sowie Hamoglobin Portland, welches aus zwei
v- und zwei {-Ketten aufgebaut ist. Fir Hamin-induzierte K562-Zellen wurde eine indquale
Zellteilung beschrieben, bei der ein kernhaltiges und ein kernloses Zellfragment entstehen
(Hunt und Marshall, 1981). Dies deutet darauf hin, dass K562-Zellen das Potential zur
terminalen erythroiden Reifung haben.
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Ein Vorteil bei der Verwendung immortalisierter Zelllinien besteht darin, dass groBe
Mengen induzierter Zellen generiert werden kdénnen. AuBerdem besteht haufig die
Mdoglichkeit der Manipulation der Genexpression durch RNA-Interferenz (RNAI, siehe
2.9.1) und Uberexpressions-Studien. Nachteilig ist jedoch, dass es sich um transformierte
Zellen handelt, die eventuell nur fir die Untersuchung von Teilaspekten der Erythropoese
geeignet sind. Da in M&usen kein r15-LOX-Gen existiert (Schewe, 2002), wurden in
dieser Arbeit humane K562-Zellen zur Analyse der posttranskriptionellen Regulation der
r15-LOX-Expression verwendet.

1.2 mRNA-Translation

Wahrend der Embryonalentwicklung und Differenzierung von Zellen ist neben der
Regulation der Transkription die posttranskriptionelle Kontrolle der Genexpression von
Bedeutung (Kuersten und Goodwin, 2003; de Moor et al., 2005; Thompson et al., 2007).
Die Kontrolle der Translation von mRNAs ist ein mdglicher posttranskriptioneller
Regulationsmechanismus.

Eine eukaryotische mRNA enthalt einen offenen Leserahmen (open reading frame
(ORF)), die Protein-kodierende Sequenz. Dieser wird von 5’- und 3’-untranslatierten
Regionen (UTR) flankiert. AuBerdem ist fur die meisten zellularen mRNAs am 5’Ende ein
7-Methylguanosin-Cap und am 3’Ende ein poly(A)-Schwanz charakteristisch.

Die mRNA-Translation kann in die drei Phasen Initiation, Elongation und Termination
unterteilt werden. In vielen Fallen ist die Translationsinitiation der regulierte Schritt.

1.2.1 Die Initiation der Translation in Eukaryoten

Waéhrend der Initiation der Translation werden elongationskompetente 80S-Ribosomen
gebildet. Der 43S-Prainitiationskomplex bindet bei den meisten zellularen mRNAs am
5’Ende der mRNA und bewegt sich entlang der 5’UTR bis zum Startcodon. Durch die
Ausbildung der Codon-Anticodon-Basenpaarung zwischen dem Startcodon und der
Initiator-tRNA wird der 48S-Initiations-Komplex gebildet. Das translationskompetente 80S-
Ribosom entsteht dann durch die Bindung der 60S-Untereinheit (siehe Abb. 1.1).

Im ersten Schritt der Translationsinitiation wird der 43S-Prainitiationskomplex gebildet,
welcher aus der 40S-Untereinheit des Ribosoms, den eukaryotischen Translations-
initiationsfaktoren (elFs) 1, 1A, 3 und 5 sowie dem ternédren Komplex aus elF2, GTP und
der Initiator-Methionyl-tRNA (tRNAM®) besteht. Uber die Interaktion mit dem elF4F-
Komplex wird der 43S-Préinitiationskomplex an die mRNA rekrutiert (Gebauer und
Hentze, 2004; Jackson et al., 2010). Der elF4F-Komplex besteht aus den drei Proteinen
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elF4A, elF4E und elF4G (Grifo et al., 1983). elF4A ist eine DEAD-Box-RNA-Helikase
(Lawson et al., 1989; Rozen et al., 1990), die vermutlich Sekundarstrukturen in der 5UTR
entwindet. elF4E bindet die 5’Cap-Struktur (Sonenberg et al., 1978). elF4G fungiert als
Plattform fUr Protein-Protein-Interaktionen, da es mit elF4E (Mader et al., 1995), elF4A
(Lamphear et al., 1995; Imataka und Sonnenberg, 1997), elF3 (Lamphear et al., 1995)
und auch dem poly(A)-bindenden Protein (PABP) (Tarun und Sachs, 1996) interagiert.
Der stimulierende Effekt des poly(A)-Schwanzes wird unter anderem als Resultat der
Zirkularisierung diskutiert (Tarun et al., 1997; Wells et al., 1998).

Das derzeitige Modell besagt, dass sich der 43S-Prainititationskomplex dann ATP-
abhangig entlang der 5’UTR in Richtung Startcodon bewegt (Kozak, 1978; Kozak, 2002).
elF1 und elF1A sind wichtig fir die Prozessivitat dieser Bewegung, elF1 ist auBerdem
essentiell fur die Auswahl des richtigen Initiationskodons (Pestova et al., 1998; Pestova
und Kolupaeva, 2002).

Met

ATP
Scanning
ADP+R;
¥ |
48S initiation complex
Met
QP

R <)

elF5B 2x QTP
Large (608) ribosomal subunit joining 2% GDP+P|
¥ ]
B0S initiation com|
v _
7
5'
b -

Abb. 1.1: Mechanismus der 5’ Cap-abhéngigen Translationsinitiation in Eukaryoten.

Der terndre elF2*GTP-tRNAM"-Komplex bildet mit elF 1, 1A, 3, 5 und der 40S-Untereinheit des
Ribosoms den 43S-Préinitiationskomplex. Uber die Interaktion mit elF4F wird er an das 5’Ende der
mRNA rekrutiert und bewegt sich bis zum Startcodon, wodurch der 48S-Initiationskomplex gebildet
wird. Das elF2-gebundene GTP wird hydrolysiert, die meisten elFs dissoziieren, wahrend die 60S-
Untereinheit und elF5B assoziieren. Durch Hydrolyse des elF5B-gebundenen GTP entsteht das
stabile 80S-Ribosom (aus Gebauer und Hentze, 2004).
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Nach der Erkennung des Initiationskodons hydrolysiert elF2 das gebundene GTP
(Merrick, 1979; Parmeggiani und Sander, 1981). elF5 wirkt dabei als GTPase-
aktivierendes Protein (GAP) (Chakrabarti und Maitra, 1991; Huang et al., 1997). Daraufhin
dissoziieren die elFs 1, 1A, 2, 3 und eventuell auch 5. AnschlieBend assoziieren
elF5B*GTP und die 60S-Untereinheit des Ribosoms. Diese katalysiert als GAP die
Hydrolyse des GTP durch elF5B. elF5B*GDP dissoziiert aufgrund seiner geringeren
Affinitat zum Ribosom (Pestova et al., 2000).

elF2B fungiert als Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor (GEF) fir elF2 und katalysiert das
Recycling von elF2*GDP zu elF2*GTP (Amesz et al., 1979; Konieczny und Safer, 1983).
elF3 vermittelt zusammen mit der assoziierten Untereinheit elF3j, elF1 und elF1A die
Dissoziation der 80S-Ribosomen vor einer erneuten Initiation der Translation und
verhindert eine Re-Assoziation der beiden ribosomalen Untereinheiten (Pisarev et al.,
2007). Auch elF6 bindet an die 60S-Untereinheit des Ribosoms und verhindert eine
Assoziation von 80S-Ribosomen (Russell und Spremulli, 1979; Ceci et al., 2003).

1.2.2 Moglichkeiten der Regulation der Translation

Die Regulation der mRNA-Translation ermdglicht eine schnelle Reaktion auf veranderte
Umweltbedingungen. AuBerdem spielt sie eine wichtige Rolle wahrend der
Embyronalentwicklung und bei zellularen Differenzierungsprozessen wie der
Neurogenese oder der Erythropoese (Kuersten und Goodwin, 2003). Die Kontrolle der
mRNA-Translation kann entweder global oder mRNA-spezifisch erfolgen.

Eine globale Translationskontrolle erfolgt zum Beispiel durch die Regulation der Aktivitat
oder Verfligbarkeit von Initiationsfaktoren.

Die Translationsinitiation kann durch die Phosphorylierung der a-Untereinheit von elF2
am Serin 51 (Colthurst et al.,, 1987; Pathak et al., 1988) inhibiert werden (Duncan und
Hershey, 1987; Brostrom et al, 1996). Phosphoryliertes elF2a wirkt als kompetitiver
Inhibitor fir den GEF elF2B und inhibiert den GDP/GTP-Austausch (Sudhakar et al.,
2000). Hierdurch wird die Konzentration des ternaren elF2*GTP-tRNAM'-Komplexes
reduziert und die Translationsinitiation blockiert (Krishnamoorthy et al., 2001). Die
translational reprimierten mRNAs akkumulieren in sogenannten stress granules
(Kedersha et al., 1999). In Saugerzellen sind vier Kinasen bekannt, die elF2o am Serin 51
phosphorylieren: die Doppelstrang-RNA-aktivierte Proteinkinase PKR (Farrell et al.,
1977), GCN2 (Berlanga et al, 1999; Sood et al., 2000), die ER-lokalisierte Kinase
PERK/PEK (Shi et al., 1998; Harding et al., 1999) und der Ham-regulierte Inhibitor HRI
(Levin et al., 1976; Kramer et al., 1976).
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elF4E-bindende Proteine (4E-BPs) stellen eine weitere Mdoglichkeit der globalen
Translationskontrolle dar. 4E-BPs konkurrieren mit elF4G um die identische Bindestelle in
elF4E und inhibieren so die 5 Cap-abhangige Translationsinitiation (Haghighat et al.,
1995; Mader et al., 1995; Marcotrigiano et al., 1999). Die Interaktion zwischen elF4E und
den 4E-BPs wird durch Phosphorylierung reguliert. Hypophosphorylierte 4E-BPs binden
elF4E effizient, wahrend eine Hyperphosphorylierung die Interaktion aufhebt (Lin et al.,
1994; Pause et al., 1994; Fadden et al., 1997). Verschiedene extrazelluldre Signale wie
Serum-Entzug, Aminosauremangel, Picorna-Virusinfektion und Hitze- oder osmotischer
Schock fUhren zu einer Abnahme der 4E-BP1-Phosphorylierung und damit einer
Inhibierung der 5’Cap-abhangigen Translation. Wachstumsfaktoren, Cytokine, Hormone
und Adenovirus-Infektion haben dagegen eine Steigerung der 5 Cap-abhangigen
Translation durch Hyperphosphorylierung von 4E-BP1 zur Folge (Raught et al., 2000).

Die Regulation der Translation kann auch mRNA-spezifisch erfolgen, in der Regel Uber
Sequenzelemente, die in der 5’UTR oder 3'UTR der mRNA lokalisiert sind. Spezifisch
bindende Proteine beeinflussen dann haufig die Effizienz der Translationsinitiation.
Wahrend der Oozyten-Reifung und frihen Embryonalentwicklung wird die Translation
vieler maternaler mRNAs Uber die Lange des poly(A)-Schwanzes kontrolliert. Viele der
maternalen mMRNAs wie die Mos- oder Cyclin B1-mRNA tragen in unreifen Oozyten einen
sehr kurzen poly(A)-Schwanz. In ihrer 3'UTR ist ein cytoplasmatisches
Polyadenylierungselement (CPE) lokalisiert, welches wahrend der Entwicklung eine
cytoplasmatische Polyadenylierung bewirkt. Hierdurch wird die Translation aktiviert
(Mendez und Richter, 2001). Das CPE interagiert mit dem CPE-Bindeprotein (CPEB)
(Hake und Richter, 1994). CPEB reguliert sowohl die Repression der Translation vor der
Oozyten-Reifung als auch die cytoplasmatische Polyadenylierung und Translations-
aktivierung im reifen Oozyten (Stebbins-Boaz et al., 1996; de Moor und Richter, 1999). Im
Stadium der Translationsrepression bindet CPEB das Protein Maskin, welches als mRNA-
spezifisches 4E-BP fungiert, also mit elF4G um die elF4E-Bindung konkurriert (Stebbins-
Boaz et al., 1999).

In Drosophila-Mannchen ist die Bildung des dosage compensation complex (DCC)
essentiell fur die Geschlechts-Festlegung. Eine wichtige Komponente des DCC ist das
Protein male specific lethal-2 (MSL-2) (Baker et al., 1994). In Drosophila-Weibchen wird
die Translation der msl-2-mRNA durch die Proteine sex-lethal (SXL) und upstream of N-
ras (UNR) reprimiert (Gebauer et al., 1998; Abaza et al., 2006; Duncan et al., 2006). Far
eine effiziente Repression sind Sequenz-Elemente in der 5UTR und der 3’'UTR der msl-2-
mRNA erforderlich (Gebauer et al,, 1999). SXL rekrutiert UNR an die 3'UTR. Dieser
3'UTR-Komplex inhibiert die stabile Assoziation der 40S-Untereinheit (Gebauer et al.,
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2003; Beckmann et al.,, 2005; Abaza et al, 2006; Duncan et al., 2006). Kommt es
dennoch zur Bildung von 43S-Préinitiationskomplexen, verhindert SXL, gebunden an die
5’'UTR-Elemente, ihre Bewegung zum Startcodon (Beckmann et al., 2005). Die Inhibition
der Translation ist unabhangig von der 5Cap-Struktur und vom poly(A)-Schwanz
(Gebauer et al., 1999; Gebauer et al., 2003).

Ein weiteres Beispiel fir die Inhibierung der 40S-Bindung ist die Translation der Ferritin-
mRNAs, die Uber den Eisenspiegel kontrolliert wird (Zahringer et al., 1976). In der 5UTR
der Ferritin-mRNAs ist ein iron response element (IRE) lokalisiert (Aziz und Munro, 1987;
Hentze et al., 1987). Bei niedrigem Eisenspiegel binden die beiden regulatorischen
Proteine IRP1 und IRP2 (iron response protein) (Walden et al., 1989; Gray et al., 1993) an
das IRE und verhindern so durch sterische Blockade eine Assoziation des 43S-
Prainitiationskomplexes (Gray und Hentze, 1994; Muckenthaler et al., 1998).

Neben der Regulation der Assoziation der ribosomalen 40S-Untereinheit kann auch die
Assoziation der 60S-Untereinheit reguliert werden. Erstmals konnte die Regulation der
Translationsinitiation tGber eine Inhibierung der Bindung der 60S-Untereinheit fiir die r15-
LOX-mRNA wahrend der Reifung von roten Blutzellen gezeigt werden (Ostareck et al.,
1997; Ostareck et al., 2001). Auf diesen Mechanismus der Translationsregulation wird
unter 1.2.3 naher eingegangen. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass das zipcode-
bindende Protein ZBP1 an die 3'UTR der B-Aktin-mRNA bindet und wahrend der
Lokalisierung der mRNA zum Wachstumskonus von Nervenzellen die Translations-
initiation durch die Blockierung der Assoziation der 60S-Untereinheit des Ribosoms
inhibiert (HUttelmaier et al., 2005).

1.2.3 Die Regulation der r15-LOX mRNA-Translation

Einer der letzten Schritte der Erythropoese, der Abbau der Mitochondrien, wird durch die
r15-LOX eingeleitet. r15-LOX katalysiert die Dioxygenierung von Phospholipiden in der
Mitochondrienmembran (Rapoport und Schewe, 1986; van Leyen et al., 1998; Grillich et
al., 2001). Da eine vorzeitige Synthese der r15-LOX den Energiestoffwechsel stéren
wirde, wird die Translation der r15-LOX-mRNA kontrolliert. Fir Kaninchen wurde zuerst
gezeigt, dass die r15-LOX-mRNA bereits in Erythroblasten nachweisbar ist, aber erst in
reifen Retikulozyten translatiert wird (Thiele et al., 1982; Héhne et al., 1988).

Die Regulation der r15-LOX-mRNA-Translation erfolgt lber das differentiation control
element (DICE), welches in der 3UTR der mRNA lokalisiert ist (Ostareck-Lederer et al.,
1994). Im Kaninchen besteht das DICE aus 10 Wiederholungen eines 19 nt-langen CU-
reichen Sequenzmotivs (Fleming et al., 1989). Die humane r15-LOX-mRNA-3’'UTR enthalt
vier Kopien dieses Sequenzmotivs (Sigal et al., 1988, siehe Abb. 1.2). Es konnte gezeigt
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werden, dass die Proteine heterogeneous nuclear ribonucleoprotein (hnRNP) K und
hnRNP E1, die zunachst als LOX-BP-Fraktion isoliert wurden (Ostareck-Lederer et al.,
1994), die Translation der r15-LOX-mRNA durch Bindung an das DICE inhibieren
(Ostareck et al., 1997).

A) ccc-accctct--cccccaag B) ccc--ccatc-accca-ag...
) )
ccctgccctctt-cccc-aag ccctgcecct---ccca-agt
ccctgccc-ctttceccc-aag ccca-ccctcttcccat-gt
ccccatectetttecec-aag ccca-ccct---ccc-tag

ccccgecctectt-ccecc-aag
ccccgecctett-ccecc-aag
ccccaccctett-cececc-aag
ccccgecctctttececcceccacg
ccccaccctctttececc-aag
cccegecectett-ccc-aaag

Abb. 1.2: Sequenz der DICE-Elemente in der r15-LOX-mRNA aus Kaninchen und Mensch.
Das DICE (Ostareck-Lederer et al., 1994) besteht in der Kaninchen-r15-LOX- (rr15-LOX)-mRNA
aus 10 19nt-langen CU-reichen repetitiven Elementen (A, Fleming et al., 1989). Die 3’'UTR der
humanen r15-LOX- (hr15-LOX)-mRNA enthalt vier dieser Sequenzelemente (B, Sigal et al., 1988).
Potentielle Interaktionsstellen fiir hnRNP K und hnRNP E1 sind rot markiert (Backe et al., 2005).

Die RNA-Bindung der beiden Proteine erfolgt Uber die hnRNP K-Homologie (KH)-
Doménen (Abb. 1.3). Die KH-Doméane wurde in hnRNP K als konservierte Region von 45-
55 Aminosauren definiert (Siomi et al., 1993; Gibson et al, 1993). Aufgrund von
Strukturanalysen und Bindungsstudien wurde die Lange spater auf 65-70 Aminosauren
korrigiert (Dejgaard und Leffers, 1996; Musco et al., 1996). An das DICE binden die KH-
Doménen 1 und 3 in hnRNP E1 sowie die KH-Domé&ne 3 von hnRNP K (Messias et al.,
2006, Abb. 1.3).

hnRNP K und hnRNP E1 kdnnen die Translation der r15-LOX-mRNA einzeln oder
zusammen inhibieren, als optimal wurde ein hnRNP K-hnRNP E1-Verhéltnis von 3:1
ermittelt (Ostareck et al.,, 1997; Ostareck et al., 2001). Fir eine effiziente Inhibition der
Translation sind zwei Kopien des Sequenzelements (2R) erforderlich (Ostareck et al.,
1997). Es konnte auBerdem gezeigt werden, dass ein hnRNP E1-Molekdl in der Lage ist,
an ein einzelnes DICE-Element zu binden (Reimann et al., 2002). Dies deutet darauf hin,
dass fur die Inhibition der Translation mindestens zwei hnRNP K/E1-Molekiile pro mRNA
benétigt werden. Die Inhibition der Translation erfolgt unabhangig vom 5'Cap und vom
poly(A)-Schwanz (Ostareck-Lederer et al., 1994; Ostareck et al., 1997).
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hnRNP K
q‘}"’%@: R & >
QA R\
Q? q?
o) A
c-Src- c-Src- DICE-
Interaktion Interaktion Bindung
hnRNP E1
DICE- DICE-
Bindung Bindung

Abb. 1.3: Schematische Darstellung der Struktur von hnRNP K und hnRNP E1.

hnRNP K und hnRNP E1 enthalten drei KH-Doméanen, zwei sind am N-Terminus lokalisiert, die
drite am C-Terminus. KH1 in hnRNP K sowie KH1 und KH3 in hnRNP E1 binden das DICE
(Messias et al., 2006). hnRNP K enthalt auBerdem ein nukledres Lokalisierungssignal (NLS)
(Michael et al., 1995) und das hnRNP K-spezifische nukledre shuttling Signal (KNS) (Michael et al.,
1997). Zwischen der zweiten und dritten KH-Domane liegt die kinase interaction domain (KID), die
Protein-Protein-Interaktionen vermittelt. In diesem Bereich sind die prolinreichen Motive lokalisiert,
Uber die hnRNP K mit SH3-Domaéanen interagieren kann (Weng et al., 1994; van Seuningen et al.,
1995, Adolph et al., 2007). Eine zweite Interaktionsstelle konnte auf die Aminosauren 216-226
eingegrenzt werden (Adolph et al., 2007). hnRNP K wird durch PRMT1 an den Argininen 256, 258,
268, 296 und 299 quantitativ asymmetrisch dimethyliert (Ostareck-Lederer et al., 2006). Die
Phosphorylierung der Serine 284 und 353 durch die Serin-/Threonin-Kinase Erk resultiert in der
cytoplasmatischen Akkumulation von hnRNP K (Habelhah et al., 2001). Die Phosphorylierung des
Tyrosin 458 durch c-Src hebt die DICE-Bindung auf (Messias et al., 2006).

Der Mechanismus der Translations-Regulation konnte in zellfreien Systemen (Kaninchen-
Retikulozyten-Lysat, Weizenkeim-Lysat) und in transfizierten Hela-Zellen weitgehend
aufgeklart werden. hnRNP K und hnRNP E1 inhibieren die Translations-Initiation durch
Blockierung der 80S-Ribosomen-Assemblierung auf einer 2R-tragenden mRNA (Ostareck
et al., 1997). Die Bildung von 48S-Initiationskomplexen ist dagegen nahezu unbeeinflusst,
hnRNP K und hnRNP E1 verhindern also eine Assoziation der 60S-Untereinheit. Durch
die Verwendung von mRNAs, die eine 5 Cap-unabhangige Translationsinitiation Gber
internal ribosome entry sites (IRES) vermitteln, konnten elF4F (bestehend aus elF4A,
elF4E und elF4G) sowie elF4B als mdgliche Angriffspunkte ausgeschlossen werden
(Ostareck et al., 2001). In die Regulation einbezogene Proteine kénnten demnach elF2,
elF5 oder elF5B sein. Auch weitere noch nicht identifizierte Faktoren kdnnten an der
Inhibition der Translationsinitiation beteiligt sein.

Im reifen Retikulozyten wird die Inhibition der Translation aufgehoben. hnRNP K enthalt
prolinreiche Motive, die in vitro mit der isolierten Src-Homologie-Doméane 3 (SH3) der
Tyrosinkinase c-Src interagieren (Weng et al., 1994; van Seuningen et al., 1995; Adolph
et al., 2007, Abb. 1.3). hnRNP K ist in der Lage, c-Src zu aktivieren und wird seinerseits
von der Kinase an mehreren Tyrosinen phosphoryliert (Ostareck-Lederer et al., 2002).
Werden die prolinreichen Motive in hnRNP K deletiert, ist das Protein nicht mehr in der
Lage, c-Src zu aktivieren und wird nicht durch die Kinase phosphoryliert. Eine
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Phosphorylierung durch aktives c-Src ist jedoch mdglich (Adolph et al., 2007). Die
Phosphorylierung des Tyrosins 458 in der KH-Doméne 3 inhibiert die Bindung von
hnRNP K an das DICE (Messias et al, 2006). Es wurden bislang keine
posttranslationalen Modifikationen beschrieben, welche die DICE-Bindung von hnRNP E1
beeinflussen (Ostareck-Lederer et al., 2002). TGFpB vermittelt die Phosphorylierung von
hnRNP E1 durch Akt2 am Serin 43. Diese Phosphorylierung hat jedoch keinen Einfluss
auf die DICE-Bindung (Chaudhury et al, 2010). Daher wird angenommen, dass
hnRNP E1 im Komplex mit hnRNP K vom DICE dissoziiert.

Die Interaktion zwischen c-Src und hnRNP K wird wahrend der erythroiden Reifung auf
mehreren Ebenen kontrolliert. Die Expression von c-Src ist auf spate Reifungsstadien
beschrankt. In Knochenmarkszellen aus Kaninchen kann c-Src im Western Blot nicht
nachgewiesen werden, erst in Retikulozyten-Lysat ist die Tyrosin-Kinase detektierbar
(Ostareck-Lederer, unpubliziert). AuBerdem wird hnRNP K an fiinf Argininen quantitativ
asymmetrisch dimethyliert. Die Protein-Arginin-Methyltransferase 1 (PRMT1) ist die
einzige Arginin-Methyltransferase, die diese Methylierung katalysiert. Die quantitativ
methylierten Arginine (256, 258, 268, 296, 299) liegen im Bereich der prolinreichen
Motive, Uber die hnRNP K mit c-Src interagiert (siehe Abb. 1.3). Die Methylierung fihrt zu
einer reduzierten Interaktion von hnRNP K und c-Src, wodurch die Aktivierung von c-Src
inhibiert wird (Ostareck-Lederer et al., 2006). Die reduzierte, jedoch noch vorhandene
Interaktion kann dadurch erklart werden, dass auch nicht aktiviertes c-Src mit hnRNP K
interagiert. Der Interaktionsbereich konnte fir hnRNP K auf die Aminosduren 216-226
eingegrenzt werden, ist also verschieden von den prolinreichen Motiven (Adolph et al.,
2007).

Im reifen Retikulozyten wird die Blockade der hnRNP K-c-Src-Interaktion aufgehoben.
Hier sind verschiedene Szenarien denkbar. Zum einen kénnte die Methylierung reversibel
sein. Bislang konnte jedoch keine Demethylase fir hnRNP K identifiziert werden. Zum
anderen ware es moglich, dass das in der Zelle vorhandene methylierte hnRNP K durch
neu synthetisiertes unmethyliertes hnRNP K ersetzt wird. AuBerdem ist denkbar, dass
eine Interaktion erst mdglich ist, wenn c-Src ein bestimmtes Expressionsniveau erreicht
hat (Ostareck-Lederer et al., 2006).

Die bisherigen Daten deuten darauf hin, dass hnRNP K die Tyrosin-Kinase c-Src im reifen
Retikulozyten aktivieren kann und von dieser dann an mehreren Tyrosinen, darunter dem
Tyrosin 458 in der KH-Domane 3, phosphoryliert wird. Diese Phosphorylierung verhindert
die Bindung von hnRNP K an das DICE und erlaubt so eine Translation der r15-LOX-
mRNA. Ein weiterer Mechanismus bei der Aktivierung der Translation kénnte auf einer
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verringerten Expression von hnRNP K und hnRNP E1 beruhen. In Western Blot-Analysen
konnten hnRNP K und hnRNP E1 in Knochenmarkszellen und deutlich reduziert in
Retikulozyten aus Kaninchen nachgewiesen werden, nicht aber in Erythrozyten
(Ostareck-Lederer, unpubliziert). Dies deutet darauf hin, dass hnRNP K und hnRNP E1
wahrend der Erythropoese abgebaut werden. Bislang ist aber nicht bekannt, wie dieser
Abbau erfolgt.

1.3 Abbau von Proteinen

Der Abbau von Proteinen ist neben der Kontrolle der mRNA-Translation und -Stabilitat ein
weiterer wichtiger Mechanismus, der dem Organismus die schnelle Anpassung an
veranderte Umweltbedingungen erlaubt. Extrazellulare Proteine werden in der Regel
durch Pinozytose oder Rezeptor-vermittelte Endozytose aufgenommen und in den
Lysosomen durch unspezifische saure Proteasen abgebaut. Der Abbau intrazellularer
Proteine kann auf mehreren Wegen erfolgen. Am besten charakterisiert ist der Abbau
durch das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS), es sind aber auch weitere intrazelluléare
Proteasen wie Caspasen und Calpaine bekannt. Im Folgenden werden die wichtigsten
Mechanismen des intrazellularen Proteinabbaus beschrieben.

1.3.1 Das Ubiquitin-Proteasom-System

Der Abbau intrazellularer Proteine muss spezifisch erfolgen. AuBerdem muss dieser
Abbau streng reguliert werden, da Protease und Substrat im gleichen zellularen
Kompartiment lokalisiert sind. Das UPS bietet die Md&glichkeit eines spezifischen
intrazellularen Protein-Abbaus. Den klassischen Abbau durch das UPS kann man in zwei
Teilschritte trennen: die Polyubiquitinierung des Substratproteins sowie die Proteolyse
durch das 26S-Proteasom (siehe Abb. 1.4).

Ubiquitin ist ein kleines Protein, das aus 76 Aminosauren besteht (Ciechanover et al.,
1978; Wilkinson et al., 1980). Die Ausbildung einer kovalenten Verknupfung zwischen
Ubiquitin und Substratprotein, die sogenannte Ubiquitinierung, ist der erste Schritt des
Abbaus durch das UPS (Ciechanover et al., 1980; Hershko et al., 1980). Die
Ubiquitinierung von Proteinen wird durch eine Kaskade von drei Enzymen katalysiert. Im
ersten Schritt aktiviert das Ubiquitin-aktivierende Enzym E1 (Uba1) Ubiquitin in einer ATP-
abhangigen Reaktion (Ciechanover et al., 1981). Es wird eine Thiolesterbindung zwischen
Uba1l und dem C-terminalen Glycin von Ubiquitin gebildet (Hershko et al., 1981; Haas et
al., 1982). Eines von mehreren Ubiquitin-konjugierenden Enzymen (E2s) Ubertragt den
Ubiquitin-Rest dann entweder auf das Substratprotein, welches an eine Ubiquitin-Ligase
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(E3) gebunden ist, oder zunachst auf die Ubiquitin-Ligase, die dann den Transfer auf das
Substratprotein katalysiert (Hershko et al.,, 1983; Pickart und Rose, 1985). Ubiquitin wird
in der Regel auf die e-Aminogruppe eines internen Lysins Ubertragen, es entsteht also
eine Isopeptidbindung (Goldknof und Busch, 1977). In manchen Féllen wird auch eine
Bindung zum freien N-Terminus ausgebildet, so wie im Falle des Transkriptionsfaktors
MyoD (Breitschopf et al., 1998). Die meisten Proteine, die fir den Abbau markiert werden
sollen, werden polyubiquitiniert (Hershko und Heller, 1985), die Verknlpfung erfolgt dabei
Uber das Lysin 48 von Ubiquitin (Chau et al., 1989). Fur eine effiziente Polyubiquitinierung
ist ein weiterer Faktor, E4, notwendig (Koegl et al., 1999).

Bislang wurde eine groBe Anzahl an Ubiquitin-Ligasen beschrieben, die in mehrere
Klassen unterteilt werden kénnen. RING (really interesting new gene)-Finger-Ubiquitin-
Ligasen bilden einen Komplex mit dem Ubiquitin-konjugierenden Enzym und dem
Substratprotein. Durch die Vermittlung der rAumlichen Néhe erlauben sie einen effizienten
Transfer des Ubiquitins vom Ubiquitin-konjugierenden Enzym auf das Substratprotein.
RING-Finger-Ubiquitin-Ligasen sind durch ein konserviertes Muster von Cysteinen und
Histidinen charakterisiert, welches zwei Zink-Kationen bindet (Freemont et al., 1991;
Lovering et al,, 1993; Lorick et al., 1999). Sie fungieren wahrscheinlich als eine Art
Gerdist, welches Ubiquitin-konjugierendes Enzym und Substrat raumlich orientiert (Zheng
et al., 2000). Bei HECT (homologous to the E6-AP Carboxyl terminus)-Domanen-
Ubiquitin-Ligasen (Huang et al., 1999) wird der Ubiquitin-Rest zun&chst auf die Ubiquitin-
Ligase und von dort auf das Substratprotein Ubertragen (Scheffner et al., 1995). Das
prototypische Mitglied der HECT-Doméanen-Ubiquitin-Ligasen ist das E6-assoziierte
Protein (E6-AP). Gemeinsam ist diesen Ubiquitin-Ligasen die 350 Aminosauren-lange C-
terminale Doméane (Huibregtse et al., 1995), die auch das konservierte Cystein enthalt,
auf welches zunachst der Ubiquitin-Rest tbertragen wird (Scheffner et al., 1995). Die N-

terminale Domane ist variabel und vermutlich wichtig fir die Erkennung des Substrates.

Die Ubiquitinierung von Proteinen muss reguliert werden, damit ein spezifischer Abbau
erfolgen kann. Dies kann entweder Uber eine Modulierung der Aktivitdt der Ubiquitin-
Ligase oder Uber eine Modifizierung des Substrats erfolgen.

Haufig ist die Phosphorylierung des Substrats Voraussetzung fiir die Ubiquitinierung. So
wird der Transkriptionsfaktor NF-kB durch die Bindung an IxBa im Cytoplasma lokalisiert
und inhibiert. NF-xB wird durch den proteolytischen Abbau von IkxBo aktiviert.
Voraussetzung fir die Erkennung durch die Ubiquitin-Ligase SCF ist die Phosphorylierung
von zwei Serinen in IxkBa (Yaron et al., 1998). Andererseits inhibiert die Phosphorylierung
des Serin 3 durch c-Mos den Abbau durch das UPS (Nishizawa et al., 1992).
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Die Ubiquitin-Ligase APC kann durch verschiedene Phosphorylierungen entweder
aktiviert oder inhibiert werden: eine Cdc2-abhangige Phosphorylierung fuhrt zur
Aktivierung von APC (Lahav-Baratz et al, 1995), wahrend Proteinkinase A-
Phosphorylierung das Enzym inhibiert (Kotani et al., 1998).

Die Regulation der Proteinstabilitdt kann auch Uber bestimmte Sequenzelemente
erfolgen. So sollen bestimmte Aminosduren am N-Terminus destabillisierend wirken (N-
Ende-Regel). Bislang konnte jedoch nicht gezeigt werden, dass dieser Mechanismus
auch physiologisch relevant ist (Varshavsky et al., 2000). Mitotische Cycline haben eine
destruction box, die wahrscheinlich die Bindestelle fir eine Untereinheit der Ubiquitin-
Ligase ist (Yamano et al., 1996).

Auch die Bindung an verschiedene Interaktionspartner kann die Erkennung durch das
UPS verhindern, so wurde zum Beispiel fir p53 und MyoD gezeigt, dass DNA-Bindung
eine Ubiquitinierung verhindert (Molinari und Milner, 1995; Abu Hatoum et al., 1998).

Polyubiquitinierte Proteine werden meist durch das 26S-Proteasom abgebaut, einem ca.
2,5 MDa-groBBen Komplex. Das 26S-Proteasom kann in zwei Subkomplexe unterteilt
werden: das 20S-Proteasom mit proteolytischer Aktivitdt und den 19S-regulatorischen
Komplex. Das 20S-Proteasom hat eine fassférmige Struktur und besteht aus 28
Untereinheiten, die in vier Ringen aus je sieben Untereinheiten angeordnet sind: zwei
auBere identische a-Ringe und zwei innere identische B-Ringe. Die sieben Untereinheiten
eines Rings sind homolog, aber nicht identisch. Die beiden inneren -Ringe enthalten die
proteolytisch aktiven Untereinheiten (Loewe et al., 1995; Groll et al., 1997). Es handelt
sich hierbei um Threonin-Proteasen, bei denen die Hydroxyl-Gruppe des N-terminalen
Threonins als Nucleophil fir den Angriff der Peptidbindung dient (Seemdiller et al., 1995).
Meist spaltet das Proteasom die Substrate in Peptide einer Lange von 3-23 Aminoséauren,
die mittlere Lange betragt 7-9 Aminosauren (Nussbaum et al., 1998; Kisselev et al.,
1999). Sie akkumulieren nicht in der Zelle und werden vermutlich von cytoplasmatischen
Peptidasen abgebaut. Das 20S-Proteasom ist in der Lage, nach jeder Aminosaure zu
schneiden, die drei proteolytisch aktiven Untereinheiten zeigen aber unterschiedliche
Substrat-Spezifitaten: 1 spaltet nach sauren oder kleinen hydrophoben Aminoséuren
(Caspase-ahnlich), B2 nach basischen oder kleinen hydrophoben Resten (Trypsin-
ahnlich) und B5 nach hydrophoben Aminosauren (Chymotrypsin-ahnlich) (Dick et al.,
1998).

20S-Proteasomen kdnnen Peptide und bestimmte ungefaltete Proteine abbauen, fir den
Abbau polyubiquitinierter Proteine wird jedoch das 26S-Proteasom bendtigt. Der 19S-
regulatorische Komplex kann seinerseits in einen Deckel und eine Basis unterteilt werden
(Glickman et al, 1998). Sechs der neun Untereinheiten der Basis zeigen ATPase-
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Aktivitat. lhre Funktion ist vermutlich die Entfaltung des Substratproteins und seine
FOhrung in das 20S-Proteasom (Braun et al., 1999; Kéhler et al., 2001). Der Deckel des
19S-regulatorischen Komplexes besteht aus acht Untereinheiten, die keine ATPase-
Aktivitat haben. Die Rolle des Deckels ist noch weitgehend unklar, er wird aber flir den
effizienten Abbau polyubiquitinierter Proteine benétigt (Glickman et al., 1998).

Deubiquitination

Proteasome

Non-proteolytic pathway

Abb. 1.4: Das Ubiquitin-Proteasom-System.

Der erste Schritt des Proteinabbaus durch das UPS ist die Ubiquitinierung, die durch eine Kaskade
von drei Enzymen Kkatalysiert wird. Zundchst aktiviert das Ubiquitin-aktivierende Enzym E1
Ubiquitin in einer ATP-abhangigen Reaktion. Dann wird der Ubiquitin-Rest auf ein Ubiquitin-
konjugierendes Enzym E2 Ubertragen. Eine Ubiquitin-Ligase E3 katalysiert den Transfer des
Ubiquitins auf das Substratprotein. Voraussetzung fir den Abbau durch das 26S-Proteasom ist
normalerweise eine Polyubiquitinierung. Das 26S-Proteasom, bestehend aus dem 19S-
regulatorischen Komplex und dem 20S-Proteasom deubiquitiniert und entfaltet das Substratprotein
und katalysiert die Proteolyse in Oligopeptide (nach Kaiser und Huang, 2005).

Der klassische Weg des Abbaus durch das Proteasom erfordert eine vorherige
Polyubiquitinierung. Es gibt aber auch Beispiele daflrr, dass nicht-ubiquitinierte Proteine
durch das Proteasom abgebaut werden, so wie die Ornithin-Decarboxylase (Murakami et
al., 2000). Das Y-Box-Bindeprotein (YB-1), ein DNA- und RNA-bindendes Protein, wird
spezifisch durch das 20S-Proteasom gespalten. Hierbei wird das cytoplasmatische
Retentionssignal entfernt. Die Spaltung ist Ubiquitin- und ATP-unabhé&ngig (Sorokin et al.,
2005).

Es konnte gezeigt werden, dass die meisten fehlerhaft synthetisierten Proteine sowie
Proteine mit einer kurzen Halbwertszeit durch das UPS abgebaut werden (Finley et al.,
1984; Ciechanover et al., 1984). Das Proteasom soll auch am Abbau von Proteinen mit
einer langeren Halbwertszeit beteiligt sein (Rock et al., 1994), jedoch hat die Inhibition von
Uba1 keinen Einfluss auf deren Abbau (Gropper et al., 1991).

15



Einleitung

1.3.2 Caspasen

Die Hauptaufgabe von Caspasen wird im programmierten Zelltod, der Apoptose,
gesehen. Kennzeichen der Apoptose sind DNA-Fragmentierung, Chromatin-
Kondensierung, Bildung von Membranblaschen, Schrumpfen der Zellen und
Disassemblierung in Vesikel (Kerr et al., 1972). Die Apoptose ist ein essentieller Prozess
fir die Embryonalentwicklung und Gewebehomeostase (Prindull, 1995; Meier et al.,
2000). Caspasen sind eine groBe Familie zellularer Proteasen, die diverse Funktionen in
Entziindungsprozessen und der Apoptose haben. Aufgrund ihrer Funktion kénnen
Caspasen in drei Gruppen eingeteilt werden: die Entziindungs-Caspasen (Caspase-1, -4,
-5), die apoptotischen Initiator-Caspasen (Caspase-2, -8, -9, -19) und die apoptotischen
Effektor-Caspasen (Caspase-3, -6, -7) (Jin und El-Deiry, 2005). Alle Caspasen werden als
Proenzyme exprimiert, die Aktivierung erfolgt proteolytisch. Caspasen bestehen aus einer
N-terminalen Doméane und einer Protease-Domane, die wiederum in eine groBe und eine
kleine Untereinheit unterteilt werden kann. Kleine und groBe Untereinheit bilden nach der
proteolytischen Aktivierung ein Heterodimer, welches fir die Ausbildung des aktiven
Zentrums essentiell ist (Thornberry et al., 1992). Die fur die Regulation wichtige N-
terminale Doméane unterscheidet sich sehr zwischen den Mitgliedern der Caspase-Familie
(Chang und Yang, 2000).

Caspasen sind Cystein-Proteasen (Thornberry et al., 1992), die immer C-terminal von
Aspartat spalten (Sleath et al, 1990; Howard et al.,1991). Fir die Erkennung des
Substrats sind auBerdem die drei Aminosduren N-terminal des Aspartats wichtig. Die
verschiedenen Caspasen unterscheiden sich in der Erkennungssequenz, die durch das
Tetrapeptid gebildet wird (Thornberry et al.,, 1997). Eine Aufgabe von Caspasen wahrend
der Apoptose ist die Spaltung antiapoptotischer Proteine wie Bcl2 (Cheng et al., 1997)
oder ICAD (Sakahira et al., 1998).

Neben den Funktionen in Entziindung und Apopotose scheinen Caspasen auch Aufgaben
bei der Proliferation und Differenzierung von Zellen zu haben. Caspase 8 ist fur die
Proliferation von T-, B- und NK-Zellen wichtig (Chun et al., 2002). AuBerdem konnte
gezeigt werden, dass Caspasen an der terminalen Differenzierung vieler Zelltypen
beteiligt sind. Caspase-Inhibitoren blockieren die terminale Differenzierung von Linsen-
Epithelzellen (Ishizaki et al. 1998). Auch die Differenzierung von Monozyten in
Makrophagen, jedoch nicht in dendritische Zellen, wird durch Caspase-Inhibitoren
blockiert (Sordet et al., 2002). Zu den Substraten gehéren Cytoskelettproteine wie «-
Tubulin und Vinculin aber auch hnRNP C1/C2 und Nucleophosmin (Cathelin et al., 2006).
Einige der morphologischen Veranderungen wahrend der Erythropoese ahneln denen in
apoptotischen Zellen (Zamzami und Kroemer, 1999). Erythropoetin verhindert jedoch die
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Apoptose erythroider Vorlauferzellen durch die Aktivierung der Bcl-X -Transkription
(Motoyama et al., 1999; Hristoskova et al., 2007). Die Aktivierung von Caspasen ist
jedoch auch fir die terminale erythroide Differenzierung notwendig, unter anderem wird
Caspase-3 proteolytisch aktiviert. Caspase-Inhibitoren blockieren die Differenzierung
bereits auf der Stufe des basophilen Erythroblasten (Zermati et al., 2001). AuBerdem flhrt
die Reduktion der Caspase-3-Menge in erythroiden Vorlauferzellen auch zu einer 50%-
igen Verringerung der Zellen, die Kernausschluss zeigen (Carlile et al., 2004).

1.3.3 Weitere zellulare Proteasen

Neben dem UPS und den Caspasen existieren weitere intrazelluldre Proteasen wie die
Calpaine und die Tripeptidyl-Peptidase Il. Ihre physiologische Funktion ist bislang jedoch
nur eingeschrankt untersucht worden.

Tripeptidyl-Peptidase Il (TPPII) ist eine Serin-Protease vom Subtilisin-Typ, die Tripeptide
vom N-Terminus von Oligopeptiden entfernen kann (Baléw et al., 1986). Es konnte
gezeigt werden, dass TPPIl in murinen EL-4-Zellen bei vollstdndiger Inhibition des
Proteasoms einige der Aufgaben des UPS Ubernehmen kann, zum Beispiel den Abbau
von ubiquitinierten Proteinen und die Generierung von Peptiden fiir die Prasentation durch
MHC I-Komplexe (Glas et al., 1998; Geier et al., 1999). Die Spaltung von Polypeptiden
erfolgt dabei sowohl exo- als auch endoproteolytisch (Trypsin-ahnlich) (Geier et al., 1999).
Unter physiologischen Bedingungen scheint eine Hauptaufgabe von TPPIl die
Prozessierung von Peptiden vor der Prasentation durch MHC | zu sein (Reits et al., 2004).

Calpaine sind Calcium-abhéangige neutrale Proteasen (Guroff, 1964). Es wurden zwei
Calpaine beschrieben, die sich in ihrer Calcium-Abhangigkeit unterscheiden: Calpain-I
bendtigt fir seine Aktivitdt mikromolare Calciumkonzentrationen, wahrend Calpain-Il bei
millimolaren Calciumkonzentrationen aktiv ist (Dayton, 1982). Ein durch Autoproteolyse
entstehendes Fragment von Calpain-ll bendtigt ebenfalls nur mikromolare
Calciumkonzentrationen (Suzuki et al., 1981). Calpaine sind Heterodimere, die aus einer
groBen Untereinheit von ca. 80 kD sowie einer kleinen Untereinheit von ca. 30 kD
bestehen. Die kleine Untereinheit ist fir Calpain-I und Calpain-Il identisch (Croall und
DeMartino, 1984). Calpaine sind Cystein-Proteasen (Suzuki, 1983), die keine
ausgepragte Sequenzspezifitdt zeigen (Croall und DeMartino, 1991). Dennoch werden
viele Substratproteine wie Talin, die Proteinkinase C und p73 limitiert gespalten (Fox et
al., 1985; Kishimoto et al., 1989; Munarriz et al.,, 2005). Calpaine kdnnen durch das
ubiquitér exprimierte Protein Calpastatin spezifisch inhibiert werden (Nishiura et al., 1978;
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Emori et al., 1987). Die physiologische Funktion der Calpaine ist noch weitgehend
ungeklart (Croall und DeMartino, 1991; Carafoli und Molinari, 1998).

1.4 Zielstellung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten posttranskriptionelle Mechanismen der Regulation der
Genexpression wahrend der erythroiden Reifung untersucht werden.

Hierzu war es zunéachst erforderlich, ein Modellsystem zur erythroiden Reifung zu
etablieren und charakterisieren. Basierend auf Vorarbeiten (Naarmann, 2006) wurden
humane K562-Zellen flr die Etablierung des induzierbaren Zellsystems verwendet und
ihre erythroide Reifung charakterisiert. Insbesondere sollte die Eignung als Modellsystem
fur die weitere Analyse der Regulation der r15-LOX-mRNA-Translation Uberprift werden.
Die erythroide Reifung von K562-Zellen wurde mit der von isolierten primaren humanen
CD34"-Zellen verglichen.

Unter Verwendung des K562-Zellsystems sollten verschiedene Mechanismen der
posttranskriptionellen Regulation der Genexpression wahrend der erythroiden Reifung
untersucht werden.

Ein Aspekt war hierbei die Identifizierung weiterer mRNAs, die wahrend der erythroiden
Reifung translational reguliert werden. hnRNP K ist ein multifunktionales Protein, welches
neben der r15-LOX-mRNA auch die Translation anderer mRNAs beeinflusst. Zusammen
mit hnRNP E1 und hnRNP E2 inhibiert hnRNP K die Translation der RNA des humanen
Papillomavirus Typ16 L2 (Collier et al., 1998). Die IRES-vermittelte Translation der c-myc-
mRNA wird dagegen durch diese Proteine erhéht (Evans et al., 2003). Daher sollten in
dieser Arbeit mRNAs identifiziert werden, die mit hnRNP K interagieren, und untersucht
werden, ob hnRNP K an der Regulation der mRNA-Translation beteiligt ist.

AuBerdem sollte das K562-Zellsystem firr die weitergehende Analyse des Mechanismus
der r15-LOX-mRNA-Translationsregulation genutzt werden. So ist bislang nicht bekannt,
wie der hnRNP K-hnRNP E1-DICE-Komplex an der 3'UTR die Translationsinitiation am
5Ende der mRNA inhibiert. Daher sollten weitere Komponenten des inhibitorischen
Komplexes identifiziert und ihre Funktion analysiert werden. Diese Arbeiten basieren auf
affinitdtschromatographischen Reinigungen mit DICE-tragender RNA, die von Christiane
Harnisch durchgefthrt wurden (Harnisch, 2010).
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Die Menge an hnRNP K und hnRNP E1 nimmt wahrend der erythroiden Reifung ab
(Naarmann, 2006; Ostareck-Lederer, unpubliziert), wahrscheinlich kommt es zu einem
Abbau der beiden Proteine, die die Translation der r15-LOX-mRNA inhibieren. Bislang ist
nicht bekannt, welche Proteasen an diesem Abbau beteiligt sind. Daher sollte das
induzierbare K562-System fir die Analyse der Abbauwege von hnRNP K und hnRNP E1

genutzt werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen

2.1.1 K562-Zellen

Humane K562-Zellen wurden aus einer Patientin mit chronisch-myeloischer Leuk@mie
(CML) isoliert (Lozzio und Lozzio, 1975, siehe 1.1.2). Sie wurden bei 37°C, 5% CO; in
RPMI 1640-Medium (Invitrogen), welchem 10% fotales Kalberserum (Biochrom) und 1x
Penicillin/ Streptomyin-Mix (Invitrogen) zugesetzt wurden, Kkultiviert. Zum Passagieren
wurde die Zellzahl der Suspensionskulturen alle zwei Tage mittels einer Z&hlkammer
nach Thoma bestimmt (siehe 2.1.7) und auf 0,75x10° Zellen/ ml eingestellt.

2.1.2 CD34*-Zellen

Fir einen Teil der Experimente wurden primare humane CD34%-Zellen verwendet. Die
aus Wachstumsfaktor-mobilisiertem peripheren Blut gewonnenen CD34*-Zellen wurden
iiber CellSystems bezogen. 2x10° Zellen wurden bei 37°C, 5% CO, in StemPro-34 SFM
(Invitrogen) mit den folgenden Zusatzen kultiviert: 2 U/ ml Erythropoetin (PromoKine),
1 uM Dexamethason (Sigma-Aldrich), 40 ng/ ml IGF-1 (CellSystems), 100 ng/ ml SCF
(CellSystems) und 40 pg/ ml Lipiden (Sigma-Aldrich) (Leberbauer et al., 2005). Taglich
wurden 50% des Mediums gegen frisches Medium ausgetauscht.

2.1.3 Induktion der erythroiden Reifung

Die erythroide Reifung wurde sowohl in der K562-Zelllinie als auch in primaren CD34"-
Zellen induziert.

K562-Zellen reagieren nicht auf den natlrlichen Induktor der Erythropoese, Erythropoetin.
Daher wurde die erythroide Reifung durch die Zugabe von 1,5 mM Natrium-Butyrat
(Sigma-Aldrich) zum Zellkulturmedium induziert (Andersson et al., 1979; Cioe et al., 1981;
Naarmann, 2006). Die Induktionszeit betrug in der Regel 8 Tage. Alle zwei Tage wurde
die Zellzahl bestimmt, die Zellen wurden abzentrifugiert (350 g, 5 min, Raumtemperatur
(RT)) und in neuem Medium mit 1,5 mM Natrium-Butyrat resuspendiert.

Die erythroide Reifung der primaren CD34"-Zellen wurde nach 10 Tagen Kultur induziert.
Hierzu wurde das StemPro-34-Medium wie folgt ergéanzt: 10 U/ ml Erythropoetin,
10 ng/ ml Insulin (Biochrom), 1 mg/ ml holo-Transferrin (Sigma-Aldrich), 1 uM T; (Sigma-
Aldrich) und 3% humanes Serum (off-the-clot, PromoCell) (Leberbauer et al., 2005). An
den Tagen 0, 3 und 6 wurden Immunfluoreszenz-Farbungen (siehe 2.10.1) mit ca. 5x10°
Zellen durchgefiihrt. 3x10* Zellen wurden an den Tagen 0 und 6 der Induktion fiir die
Isolierung von Gesamt-RNA (siehe 2.6.1) verwendet.
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2.1.4 Inhibition der proteasomalen Aktivitat

Um den Abbau von hnRNP K und hnRNP E1 wahrend der erythroiden Reifung zu
analysieren, wurde das Proteasom mit verschiedenen spezifischen Inhibitoren (Biomol)
blockiert. Tab.2.1 fasst die dominierenden Spezifitaiten fir die verschiedenen

katalytischen Untereinheiten und die verwendeten Konzentrationsbereiche zusammen.

Inhibitor Spezifitait Konzentration Referenz
Epoxomicin 1 0,1—1uM Meng et al., 1999
Ac-Ala-Pro-Nle-Asp-al 2 0,1—1uM Kisselev et al., 2003
Clasto-Lactacystin-B-lacton 1,3 0,1—1uM Craiu et al., 1997
MG132 (Z-Leu-Leu-Leu-al) 1,2 0,1—1uM Rock et al., 1994

Ada-(Ahx)s-(Leu)s-Vinylsulfon 1,2,3 0,01 —0,1 uM  Kessler et al., 2001

Tab. 2.1: Verwendete Proteasom-Inhibitoren. Spezifitdt: 1) Chymotrypsin-ahnlich, 2) Caspase-
ahnlich, 3) Trypsin-&hnlich

K562-Zellen wurden 24 Stunden mit den oben genannten Inhibitoren behandelt. In einigen
Fallen wurde die Inhibition des Proteasoms mit der Induktion der erythroiden Reifung
kombiniert, dann betrug die maximale Inkubationszeit vier Tage. Die Inhibition des
Proteasoms wurde durch einen Western Blot mit o-Ubiquitin-Antikérper (siehe 2.5)
Uberpruft.

2.1.5 Inhibition der Translation in K562-Zellen

Um die Stabilitat von hnRNP K und hnRNP E1 in K562-Zellen zu bestimmen, wurde die
Translation in vivo durch verschiedene Inhibitoren der Proteinsynthese blockiert. Emetin
bindet an die 40S-Untereinheit des Ribosoms und inhibiert die Translokation (Grollman,
1968; Jimenez et al., 1977). Cycloheximid stabilisiert 80S-Ribosomen und inhibiert die
Peptidyl-Transferase-Reaktion (Munro et al., 1968; Baliga et al., 1969). Puromycin bewirkt
eine vorzeitige Termination der Polypeptidkette, da es als Analog des 3’Endes von
Aminoacyl-tRNAs fungiert (Yarmolinsky und Haba, 1959; Morris et al., 1962; Nathans,
1964).

Um die Proteinsynthese zu inhibieren, wurden K562-Zellen bis zu 50 Stunden mit 10 uM
Emetin, 300 pg/ ml Cycloheximid oder 5 pg/ ml Puromycin (alle Sigma-Aldrich) inkubiert.
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2.1.6 Induktion von oxidativem Stress

Bei der Behandlung von Zellen mit Natrium-Arsenit werden reaktive Sauerstoff-Spezies
gebildet, wodurch oxidativer Stress entsteht (Wang et al., 1996). AuBerdem wird die
Translationsinitiation durch die Phosphorylierung der a-Untereinheit des eukaryotischen
Translationsinitiationsfaktors elF2 am Serin 51 inhibiert (siehe 1.2.2). Die translational
reprimierten mRNAs akkumulieren in stress granules (Kedersha et al.,, 1999). Durch die
Behandlung von Zellen mit Natrium-Arsenit wird die elF2a-Kinase HRI aktiviert (McEwen
et al., 2005; Lu et al., 2001).

Die Bildung von stress granules wurde in K562-Zellen nach dem folgenden Protokoll
induziert: K562-Zellen wurden zunéchst auf poly-L-Lysin-beschichtete Deckgléschen
zentrifugiert (siehe 2.10.1) und anschlieBend 30 min mit 1,5 mM Natrium-Arsenit (Sigma-
Aldrich) inkubiert. Hierzu wurde das Natrium-Arsenit direkt vor der Verwendung in
RPMI 1640-Medium gel6st. AnschlieBend erfolgte der Nachweis von stress granules
mittels Immunfluoreszenzfarbung (siehe 2.10.1). Als Markerprotein wurde G3BP1
verwendet (Tourriére et al., 2003).

2.1.7 Bestimmung der Zellzahl

Far die Bestimmung von Zellzahl und Viabilitat der Kulturen wurde die Zellsuspension 1:1
mit 0,4% Trypanblau in PBS verdinnt. Trypanblau kann nur in tote Zellen eindringen,
wodurch die Vitalitdt der Zellkulturen bestimmt werden kann (Phillips, 1973). Die
Auszahlung erfolgte in einer Z&hlkammer nach Thoma.

2.1.8 Benzidin-Farbung

Die Benzidin-Farbung wurde zum Nachweis Hamoglobin-positiver Zellen wahrend der
erythroiden Reifung verwendet. Benzidin (Sigma-Aldrich) wird in Gegenwart von
Wasserstoffperoxid und Hamoglobin oxidiert. Dies fUhrt zu einer Blaufarbung der Zellen,
die lichtmikroskopisch detektiert werden kann (Lepehne, 1919).

Die Benzidin-Farbung wurde nach Belhacene et al,, 1998 durchgefihrt. Hierzu wurden
50 pl Zellsuspension mit 10 pl Benzidin-Reagenz 5 min bei RT inkubiert. AnschlieBend
wurden die Benzidin-positiven Zellen lichtmikroskopisch in einer Zdhlkammer nach Thoma
ausgezahilt.

Benzidin-Reagenz

0,2% Benzidin-Dihydrochlorid
0,6% H,0,

3% Essigséaure

22



Material und Methoden

2.1.9 Praparation von Triton-Lysat

K562-Zellen wurden abzentrifugiert (350 g, 5 min, 4°C) und zweimal mit eiskaltem PBS
gewaschen. Das Zellpellet wurde in 100 ul Lysepuffer pro 10x10° Zellen resuspendiert
und 30 min auf Eis inkubiert. Die Zelltrimmer wurden abzentrifugiert (20.800 g, 10 min,
4°C) und der Uberstand bis zur weiteren Verwendung in fliissigem Stickstoff eingefroren
und bei -80°C gelagert.

Die Proteinkonzentration der Lysate wurde nach Bradford bestimmt (siehe 2.3.2)

PBS,.pH74 Lysepuffer
137 mM NacCl 300 mM NaCl
2,7 mM KCI 20 mM Tris/ HCI, pH 7,4
10 mM Na,HPO, 1% Triton X-100
2 mM KH,PO, 1 mMDTT
1 mM PMSF

1 pg/ ml Leupeptin
2 pug/ ml Pepstatin A

2.1.10 Praparation von cytoplasmatischem Extrakt

Cytoplasmatischer Extrakt wurde durch hypotonische Lyse in einem Homogenisator nach
Dounce gewonnen. Die Praparation von cytoplasmatischem K562-Extrakt erfolgte in
Anlehnung an Bader und Sarre, 1986.

K562-Zellen wurden abzentrifugiert (350 g, 5min, 4°C) und zweimal mit eiskaltem
isotonischem Waschpuffer (MOPS buffered saline with glucose, MBSG) gewaschen.
Nach vollstandiger Entfernung des Waschpuffers wurde das Zellpellet gewogen und in
1,5 ml hypotonischem Puffer pro 1 g Zellen resuspendiert. Um ein Quellen der Zellen zu
erlauben, wurden sie 15 min auf Eis inkubiert und anschlieBend durch ca. 30 Ziige im
Homogenisator nach Dounce lysiert. Die Zelltrimmer wurden abzentrifugiert (20.800 g,
30 min, 4°C), die Uberstande in fliissigem Stickstoff eingefroren und in der Stickstoff-
Dampfphase gelagert.

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte nach Bradford (siehe 2.3.2).
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MBSG hypotonischer Puffer

20 mM MOPS pH 7,2 10 mM MOPS pH 7,2

130 mM NaCl 10 mM Kaliumacetat

5 mM KCI 1,5 mM Magnesiumacetat
7,5 mM Magnesiumacetat 2mMDTT

5 mM Glucose 2 ug/ ml Pepstatin A

1 ug/ ml Leupeptin
24 pg/ ml Antipain
1 ug/ ml Pefabloc SC

2.2 Plasmide und deren Klonierung

2.2.1 Methoden und Reagenzien

Die Klonierung von Plasmiden erfolgte nach molekularbiologischen Standardmethoden
(Sambrook und Russell, 2001). Zur Plasmidvermehrung wurden die E.coli-Stamme
XL1blue und XL10gold verwendet.

Die verwendeten Restriktionsenzyme, T4-DNA-Ligase und das Klenow-Fragment (exo’)
wurden Uber NEB bezogen, Pfu-DNA-Polymerase von Fermentas und alkalische
Phosphatase von Roche. Die Aufreinigung von PCR-Produkten und die Elution von DNA-
Fragmenten aus Agarose-Gelen erfolgte mit dem PCR purification kit (Roche). Zur Mini-
Praparation von DNA wurde das peqGOLD Plasmid Miniprep Kit (peqglab) verwendet, flr
Midi- bzw. Maxipréparationen die Kits Plasmid Midi & Maxi (Qiagen).

Die verwendeten Klonierungs- und Sequenzierprimer sind in den Tabellen 7.1.1 und 7.1.2
aufgeflihrt. Sequenzierungen wurden durch MWG durchgefihrt.

2.2.2 Plasmide fiir die in vitro-Transkription
pBSIISK-DICE (Ostareck-Lederer et al., 1994) und pBSIIKS-B-globin (Weinlich et al.,

2009) wurden bereits beschrieben.

2.2.3 Plasmide fur K562-Transfektionen

GFP-NLS-MS2BP und V2-HA-MS2BP wurden bereits beschrieben (Stéhr et al., 2006).
Far die Klonierung von ORF-ctrl-6MS2 und ORF-DICE-6xMS2 wurde Luc-Azip-6MS2
(Stéhr et al., 2006) mit BamHI linearisiert, die Uberhdngenden Enden durch Behandlung
mit dem Klenow-Fragment aufgefillt und dephosphoryliert. AnschlieBend wurde der
Vektor mit dem Xhol-Fragment aus pBSIIKS-B-globin, welches ebenfalls mit Klenow
behandelt wurde, ligiert um ORF-ctrl-6MS2 zu generieren. Fir die Klonierung von ORF-
DICE-6MS2 wurde das DICE durch Verdau mit BamHI und Psfl aus pBSIISK-DICE
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ausgeschnitten, mit Klenow behandelt und mit Luc-Azip-6MS2 (siehe oben) ligiert. Die
Klonierungen wurden durch Sequenzierung mit ,Luc-DICE-MS2-seq” Gberpruft.

Um V1-FLAG zu generieren, wurde der Vektor Venus1C (Stefan Huttelmaier) mit Xhol
und EcoRI gespalten und mit einem FLAG-Oligonukleotid ligiert, das die entsprechenden
komplementaren Uberhdnge der Restriktionsenzyme trug. Die Klonierung wurde durch
Sequenzierung mit ,Venus1 sequencing“ tberpruft.

V1-FLAG-hnRNP K wurde wie folgt kloniert: die fir hnRNP K kodierende Sequenz wurde
mit den Primern ,Venus-GTG-hnRNP K fw* und ,hnRNP K-Notl rv* aus pSG5-hnRNP K
(Ostareck-Lederer et al., 2002) amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde mit Notl verdaut,
Klenow-behandelt, mit Kpnl verdaut und mit V1-FLAG ligiert, welcher zuvor mit Smal und
Kpnl gespalten wurde. Die Klonierung wurde mit den Primern ,Venus1 sequencing®,
-,ANRNP K Seq 251, ,hnRNP K Seq 641“ und ,hnRNP K Seq 1051“ in Sequenzierungen
Uberpruft.

Far die Klonierung von V1-FLAG-DDX6, V1-FLAG-DDX6 D1 und V1-FLAG-DDX6 D2
wurde die Kpnl-Schnittstelle von V1-FLAG genutzt. Fir die Amplifikation der kodierenden
Sequenzen aus pBSIIKS-DDX6 (Harnisch, 2010) wurden die folgenden Primer verwendet.
DDX6: DDX6 Kpnl fw und DDX6 Kpnl rv. DDX6 D1: DDX6 Kpnl fw und DDX6 D1 Kpnl rv.
DDX6 D2: DDX6 D2 Kpnl fw und DDX6 Kpnl rv. Die PCR-Produkte wurden mit Kpnl
verdaut und mit Kpnl-gespaltenem und dephosphoryliertem V1-FLAG ligiert. Die
Identitatstberprifung erfolgte durch Sequenzierung mit ,Venus1 sequencing®, ,DDX6 Seq
260, ,DDX6 Seq 643" und ,DDX6 Seq 1041*.

2.3 Konzentrationsbestimmungen

2.3.1 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde durch eine Absorptionsmessung bei 260 nm
bestimmt. Zur Messung wurde eine Quarzklvette mit einer Schichtdicke von 1.cm
verwendet. Eine Absorption von 1 entspricht einer DNA-Konzentration von 50 ng/ pl bzw.
einer RNA-Konzentration von 40 ng/ pl.

Die Messungen wurden entweder mit 100 pl einer 1:100-Verdinnung an einem U3000-
Spektrophotometer (Hitachi) oder an einem BioPhotometer plus (Eppendorf) durchgefuhrt.
Letzteres war mit einer LabelGuard-Mikroliterzelle (Implen) ausgestattet, die durch eine
Schichtdicke von 0,2 mm eine 1:50-Verdinnung simuliert und lediglich ein Volumen von
1 ul zur Messung bendétigt.
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2.3.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Proteinkonzentration in Triton-Lysaten und cytoplasmatischen Extrakten wurde nach
Bradford bestimmt (Bradford, 1976).

Das Bradford-Reagenz (Carl Roth) wurde nach Herstellerangaben 1:5 mit ddH,O
verdinnt. Zur Messung wurde 1 pl einer 1:10-Verdlinnung der Proben mit 1 ml Bradford-
Verdinnung 5 min bei RT inkubiert und anschlieBend die Absorption bei 595 nm
bestimmt. Die Auswertung erfolgte mittels Eichgeraden, die mit BSA erstellt wurden.

2.4 Gelelektrophorese

2.4.1 Agarose-Gelelektrophorese

Agarose-Gelelektrophorese wurde zur Auftrennung von Nukleinsduren eingesetzt. Die
Agarose wurde durch Aufkochen in TBE-Puffer gelést. Beim GieBen des Gels wurden zur
Detektion der Nukleinsduren entweder 0,001% Ethidiumbromid (Carl Roth) oder 1x
GelRed (10.000x-Stocklésung, Biotium) zugesetzt. Beide Farbstoffe kdnnen unter UV-
Licht angeregt werden.

Die Proben wurden, soweit erforderlich, mit 4x DNA-Ladepuffer versetzt und bei 120 V
elektrophoretisch aufgetrennt.

Je nach GrdBe der aufzutrennenden Nukleinsduren wurden Gele mit einer Konzentration
von 0,8-2% Agarose verwendet. Als GréBenstandard wurden eine 1 kb-Leiter (Invitrogen)
oder ein 50 bp-Marker (NEB, Fermentas) verwendet.

TBE-Puffer 4x DNA-Ladepuffer
90 mM Tris-Base 0,2% Bromphenolblau
90 mM Borsaure 0,2% Xylen-Cyanol FF
2 mM EDTA 20% Gilycerin

2.4.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde zur denaturierenden
Auftrennung von Proteinen eingesetzt.

Vor der Elektrophorese wurden die Proteinlésungen in Probenpuffer aufgekocht, der SDS
und B-Mercaptoethanol enthalt. SDS ist ein ionisches Detergenz, welches Proteine
denaturiert. Durch die Bindung von SDS erhalten die Proteine eine negative Nettoladung
sowie ein identisches Ladungs-Masse-Verhéltnis und kdnnen nach ihrer GréBe
aufgetrennt werden. Durch B-Mercaptoethanol werden vorhandene Disulfidbriicken

reduziert.
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Die Auftrennung der Proteine wurde in einem diskontinuierlichen System bestehend aus
Sammelgel und Trenngel durchgefihrt (Laemmli, 1970). Die Elektrophorese erfolgte bei
200 V, bis die Lauffront das Ende des Gels erreicht hatte. Um eine Zuordnung der
Proteinbanden zu einem bestimmten Molekulargewicht zu ermdglichen, wurde ein bereits

gefarbter Proteinstandard (PageRuler, Fermentas) mitgefihrt.

Sammelgel Trenngel

5% Acrylamid/ Bisacrylamid (37,5:1) 8-15% Acrylamid/ Bisacrylamid (37,5:1)
125 mM Tris-HCI, pH 6,8 375 mM Tris-HCI, pH 8,7

0,1% APS 0,1% APS

0,4%. TEMED 0,4%. TEMED

2x Probenpuffer Laufpuffer

250 mM Tris-HCI, pH 6,8 250 mM Gilycin

4% SDS 25 mM Tris

20% Glycerin 3,5 mM SDS

10% B-Mercaptoethanol
0,02% Bromphenolblau

2.4.3 Silberfarbung von Polyacrylamidgelen

Die Silberfarbung von SDS-Gelen erfolgt nach Nesterenko et al., 1994:

Nach der Elektrophorese wurde das Polyacrylamidgel in 50% (v/v) Aceton, 1,25% (w/v)
Trichloressigsaure, 0,04% (v/v) Formaldehyd 5 min fixiert. Nach dem Waschen mit ddH,O
erfolgte die Vorbehandlung in 50% (v/v) Aceton (5 min) und anschlieBend 0,03% (w/v)
Natriumthiosulfat (1 min). Das Gel wurde erneut mit ddH,O gewaschen und mit 0,2% (w/v)
Silbernitrat, 1% (v/v) Formaldehyd 8 min impragniert. Die Entwicklung des Gels erfolgte
durch die Inkubation in 2% (w/v) Natriumcarbonat, 0,04% (v/v) Formaldehyd, 0,008%
(w/v) Natriumthiosulfat. Nach 10-60 sec wurde die Reaktion mit 1% (v/v) Essigsaure
abgestoppt.
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2.4.4 Coomassie-Farbung von Polyacrylamidgelen

Fir die Farbung von SDS-Gelen mit Coomassie Brilliantblau G-250 wurde folgendes
Protokoll nach Neuhoff et al., 1988 verwendet:

Nach der Elektrophorese wurde das Gel in 30% Ethanol, 10% Essigséure fir 1 h fixiert.
AnschlieBend erfolgte die Farbung Gber Nacht mit Farbelésung (80 ml Colloidal-
Coomassie-Stocklésung, 20 ml Methanol). Der Gelhintergrund wurde durch Waschen in
ddH,0O entfarbt.

Colloidal-Coomassie-Stockldésung
0,1% Coomassie G-250
2% Phosphorsaure

10% Ammoniumsulfat

2.5 Western Blot

Far den spezifischen Nachweis von Proteinen mittels Western Blot wurden die
Proteinldsungen zunachst mittels SDS-PAGE (siehe 2.4.2) aufgetrennt. AnschlieBend
erfolgte der elektrophoretische Transfer (25 V, 4°C, Uber Nacht) auf eine PVDF-Membran
(Millipore). Der Transfer wurde in einer Nass-Blot-Apparatur (Bio-Rad) in Western-Puffer
(25 mM Tris, 200 mM Glycin) durchgefihrt.

Nach dem Transfer wurde die Membran mit 5% Milchpulver (Sucofin) in TBST geblockt
(1 h, RT). AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit dem Priméar-Antikérper, soweit nicht
anders angegeben in 5% Milch/ TBST far 1 h bei RT. Die fir Western Blot verwendeten
Antikérper und Verdinnungen sind in Tab 7.2.1 zusammengefasst. Nach dem Waschen
mit TBST (5x 5 min) wurde die Membran mit dem entsprechenden Sekundar-Antikérper
inkubiert (5% Milch/ TBST, 1 h, RT). Die verwendeten Sekundar-Antikérper (Tab. 7.2.2)
sind mit Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase, HRP) gekoppelt. Die Detektion
erfolgte nach fiinfmaligem Waschen mit TBST (je 5 min) Uber das Luminol-Peroxid-
System (WestPico, Fisher). Das Lumineszenzsignal wurde auf einem Réntgenfilm (GE
Healthcare) oder mit dem LAS4000-System (Fuji) detektiert.

TBST

50 mM Tris-HCI pH 7,4
150 mM NacCl

0,05% Tween 20
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2.6 Isolierung von RNA und RT-PCR

2.6.1 Isolierung von RNA mit der Trizol-Methode

Das Trizol-Reagenz (Invitrogen) wurde zur Isolierung von Gesamt-RNA aus K562- und
CD34%-Zellen und zur Isolierung co-immunoprazipitierter RNAs (siehe 2.11.2) verwendet.
Die Isolierung erfolgte entsprechend des Protokoll des Herstellers.

Fur die Isolierung von RNA aus K562-Zellen wurden ca. 10x10° Zellen eingesetzt, bei
CD34*-Zellen konnten lediglich 3x10* Zellen eingesetzt werden. Das RNA-Pellet wurde in
25-40 ul DEPC-H,0 aufgenommen und bei -80°C gelagert.

Um co-immunopréazipitierte RNAs zu isolieren, wurde die Sepharose-Matrix nach dem
Waschen in 0,75 ml Trizol-Reagenz resuspendiert. Weiter wurde nach Hersteller-Protokoll
verfahren. Die isolierten RNAs wurden in 25 pul DEPC-H,O aufgenommen und bei -80°C
gelagert.

2.6.2 RT-PCR

RT-PCR wurde zur Detektion der Expressionslevel verschiedener zellularer mRNAs in
K562- und CD34%-Zellen sowie zum Nachweis co-immunoprazipitierter mRNAs
eingesetzt.

Zunachst wurde die mit Trizol isolierte RNA (siehe 2.6.1) durch reverse Transkription in
cDNA umgeschrieben. Hierfir wurde die M-MLV-Reverse Transkriptase (M-MLV-RT,
Promega) verwendet. Die RNA wurde in einem Volumen von 10 pl mit 20 pmol random-
Primer einer Lange von sechs Nukleotiden (NEB) vorinkubiert (70°C, 5 min). Es wurden
entweder 2 ug (RNA aus K562-Zellen) oder gleiche Volumen (4 ul RNA aus CD34"-
Zellen, 3 pl RNA aus Immunoprézipitationen) der isolierten RNA eingesetzt.

Der Reaktionsansatz wurde entsprechend Tab. 2.2 vervollstdndigt und 1 h bei 42°C
inkubiert. AnschlieBend wurde das Enzym denaturiert (20 min, 70°C).

Komponente Volumen Endkonzentration
RNA-Primer-Mix 10 pl
5x RT-Puffer 5ul 1x
10 mM dNTPs 1,25 pl 0,5 mM
M-MLV-RT (200 U/ pl) 0,75 pl 6 U/ pl
DEPC-H.O 8 ul
Endvolumen 25 ul

Tab. 2.2: Reaktionsansatz fiir die Reverse Transkription

Danach wurde eine semiquantitative PCR mit GoTag-Polymerase (Promega)
durchgefiihrt. Alle Primer wurden so entworfen, dass sie Exon-Exon-Grenzen
Uberspannen. Um eine Amplifikation kontaminierender genomischer DNA zu verhindern,
sollte das dazwischenliegende Intron mindestens 2 kb groB sein. Die entstehenden PCR-
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Produkte hatten eine GréBe von 100-350 bp. Der GC-Gehalt der verwendeten Primer
(Invitrogen, MWG) betrug 50%. Sie sind in Tab. 7.1.3 zusammengefasst. Der
Reaktionsansatz fir die PCR ist in Tab. 2.3 dargestellt.

Komponente Volumen Endkonzentration
5x Taqg-Puffer, griin 5ul 1x
25 mM MgCl, 1,5 ul 1,5 mM
10 MM dNTPs 0,5 ul 200 uM
10 puM Primer Hin 2,5ul 1 uM
10 uM Primer Rick 2,5ul 1 uM
GoTaqg-Polymerase (5 U/ ul) 0,2 ul 0,04 U/ ul
RT-Reaktion 2 pl
DEPC-H.O 10,8 pl
Endvolumen 25 pl

Tab. 2.3: Reaktionsansatz fiir die semiquantitative PCR

Es wurde das folgende PCR-Programm verwendet:
- 3 min, 94°C
- x Reaktionszyklen:
- 30 sec, 94°C
- 45 sec, 57°C
- 30 sec, 72°C
-5 min, 72°C

Die Anzahl der Reaktionszyklen richtete sich dabei nach der Abundanz der jeweiligen
mRNA. Nach drei unterschiedlichen Zyklenzahlen wurden jeweils Proben genommen und
auf einem 2% Agarose-Gel analysiert. Der verwendete Reaktionspuffer enthélt bereits
Glycerin und Farbstoffe, daher mussten die Proben vor dem Auftragen nicht mit DNA-
Ladepuffer versetzt werden.

2.7 in vitro-Transkription

Fir die in vitro-Transkription wurde pBSIISK-DICE mit EcoRI, pBSIIKS-B-globin mit Hindlll
linearisiert.

1 ug der linearisierten DNA wurde fir die Transkription mit dem Ts;-MEGAscript Kit
(Ambion) eingesetzt. Die Transkription erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die in vitro-
transkribierte  RNA wurde mittels Phenol-Chloroform-Extraktion und anschlieBender
Fallung aufgereinigt (Sambrook und Russell, 2001) und in 60 ul DEPC-H,O gelést. Die
Reinheit wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese Uberprift (siehe 2.4.1).
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2.8 Dichtegradienten-Zentrifugation

Cytoplasmatische = K562-Extrakte  wurden durch  Dichtegradienten-Zentrifugation
fraktioniert. Durch diese Methode der Vorreinigung konnten 48S-Komplexe und RNP-
enthaltende Fraktionen von 80S-Ribosomen-haltigen Fraktionen getrennt und separat fir
die Immunopréazipitation von hnRNP K (siehe 2.11.2) eingesetzt werden.

Je 100 pl Extrakt (2 mg Gesamtprotein) aus nicht-induzierten und fir 8 Tage induzierten
K562-Zellen wurden auf 150 mM Kaliumacetat und 5 mM MgCl, eingestellt, auf einen 5-
25%igen Saccharose-Gradienten (12 ml) geladen und 2 h bei 4°C und 40.000 rpm in
einem Beckmann SW40Ti-Rotor zentrifugiert. Die Gradienten wurden vom Boden des
Réhrchens abgepumpt. Es wurden 20 Fraktionen & 600 pl aufgefangen. Die Verteilung
der Nukleinsauren wurde photometrisch Uber einen an die Pumpe angeschlossenen UV-
Monitor detektiert.

2.9 Transfektionen

2.9.1 Transfektion von siRNAs

RNA-Interferenz (RNAI) ist ein sequenz-spezifischer, posttranskriptioneller gene silencing-
Mechanismus, der durch doppelstrangige RNA (dsRNA) ausgelést wird und einen Abbau
der mRNAs bewirkt, die komplementar der dsRNA sind (Fire et al., 1998; Montgomery et
al., 1998). RNA-Interferenz kann als Methode genutzt werden, um die Mengen bestimmter
Transkripte in Sduger-Zellen spezifisch zu reduzieren (Elbashir et al., 2001b; Elbashir et
al., 2002). Hierzu werden dsRNAs einer Lange von 21-23 Nukleotiden, die small
interfering RNAs (siRNAs,) transfiziert (Elbashir et al., 2001a). Natlrlich vorkommende
siRNAs werden aus langeren dsRNA-Molekllen durch Dicer, einer RNase IlI-
Endonuklease prozessiert. Die dabei entstehenden Produkte tragen ein 5’-Phosphat und
haben ein 3'-Hydroxylende mit einem Uberhang von 2 Nukleotiden am 3’ Ende
(Hutvagner et al, 2001; Elbashir et al., 2001a). Zur Erhéhung der Stabilitdt der
transfizierten siRNAs bestand der Uberhang aus zwei desoxy-Thymidinen (Elbashir et al.,
2001c¢).

1x10°® K562-Zellen wurden in RPMI 1640-Medium ohne Zuséatze durch Elektroporation mit
500 pmol siRNA transfiziert. Die Transfektion wurde in Elektroporationskivetten mit einem
Elektrodenabstand von 0,4 cm mit einem GenePulser Il oder dem GenePulser XCell-
Elektroporationssystem (Bio-Rad) bei 0,36 kV, 100 uF durchgefthrt. Fir den knock down
von hnRNP K und hnRNP E1 wurde eine Mischung aus drei verschiedenen siRNAs
verwendet, fir den knock down von DDX6 und Ubal wurden parallel drei individuelle
siRNAs transfiziert. Die verwendeten siRNAs (MWG) sind unter 7.3 aufgefihrt.
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48 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen geerntet und mittels RT-PCR,
Western Blot und Immunfluoreszenz-Mikroskopie analysiert.

2.9.2 Transfektion von Plasmid-DNA

Die Transfektion von Plasmid-DNA wurde in Anlehnung an Delgado-Canedo et al., 2006
durchgefiihrt. Fir die Transfektion wurden 5x10° Zellen in RPMI 1640-Medium ohne
Zuséatze resuspendiert und mit der zu transfizierenden DNA (siehe unten) gemischt. Die
Elektroporation wurde in Elektroporationsklvetten (Elektrodenabstand 0,4 cm) mit dem
GenePulser XCell-Elektroporationsystem (Bio-Rad) bei 0,36 kV, 950 uF durchgefihrt.
Nach der Elektroporation wurden die Zellen abzentrifugiert (10.000 g, 20 sec, RT) und
20 min pelletiert bei 37°C inkubiert. Der Uberstand wurde abgenommen und die Zellen
wurden in 3 ml Kulturmedium (siehe 2.1.1), welchem 80 uM ZnSO, (Merck) zugesetzt
wurden, resuspendiert. Nach einstiindiger Inkubation im Brutschrank wurde das Volumen
der Kultur auf 10 ml erhéht.

Die Zellen wurden 48 h nach der Transfektion mittels (Immun-) Fluoreszenzmikroskopie
analysiert (siehe 2.10).

Trimolekulare Fluoreszenzkomplementierung

Bei der Trimolekularen Fluoreszenzkomplementierung (TriFC) handelt es sich um eine
Weiterentwicklung der Bimolekularen Fluoreszenzkomplementierung (BiFC) (Hu et al.,
2002; Hu und Kerppola, 2003). Dieser Assay beruht auf der Tatsache, dass viele
fluoreszierende Proteine wie das gelb-fluoreszierende Venus-Protein (Nagai et al., 2002)
in einen N-terminalen und einen C-terminalen Teil gesplittet werden kénnen, die keine
Eigenfluoreszenz zeigen. Die beiden Teile des Venus-Proteins werden als Venus1 (V1,
Aminosauren 1-154) und Venus2 (V2, Aminosduren 155-238) bezeichnet (Rackham und
Brown, 2004; Stohr et al., 2006). Werden die beiden Teile des Proteins in rdumliche Nahe
zueinander gebracht, kommt es zu einer Rekonstitution des Proteins und damit des
Fluoreszenzsignals.

Indem man Fusionskonstrukie der beiden Teile des fluoreszierenden Proteins mit
potentiellen Interaktionspartnern herstellt, kann man den BiFC-Assay nutzen, um Protein-
Protein-Interaktionen in lebenden Zellen zu verfolgen (Hu et al., 2002).

Ziel des TriFC-Assays ist es, spezifische Protein-RNA-Interaktionen in vivo zu detektieren.
Hierzu wird Venus2 mit dem Hiillprotein des MS2-Bakteriophagen MS2BP fusioniert. Die
Immunodetektion erfolgt Uber einen HA-tag (V2-HA-MS2BP). AuBerdem wird eine Fusion
von Venus1 mit dem potentiellen RNA-Bindeprotein (RBP) hergestellt, zur Detektion des
Uberexprimierten Proteins wird hier ein FLAG-tag verwendet (V1-FLAG-RBP). Der dritte
Interaktionspartner ist eine Reporter-mRNA. Diese besteht aus einem offenen
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Leserahmen (open reading frame, ORF), 6 MS2-repeats sowie einer spezifischen RNA-
Sequenz (ORF-x-6MS2). Bindet das RBP spezifisch an die eingefligte RNA-Sequenz, so
kommt es in rdumliche Nahe zum MS2BP, welches die MS2-repeats bindet (Peabody,
1993). Hierdurch wird auch eine raumliche Nahe der beiden Teile des Venus-Proteins
erzeugt, die eine Rekonstitution des fluoreszierenden Proteins erméglicht (Rackham und
Brown, 2004; Stdhr et al, 2006). Der TriFC-Assay ist schematisch in Abb. 3.18
dargestellt. Es wurden folgende Konstrukte transfiziert: 40 pg ORF-ctrl-6MS2 oder ORF-
DICE-6MS2, 10 pg V2-HA-MS2BP und 10 pug V1-FLAG-RBP.

Lokalisierung exogener Reporter-mRNAs

Um die Lokalisierung exogener mRNAs in Abhéngigkeit von bestimmten
Sequenzelementen in K562-Zellen zu untersuchen, wurde folgendes Experiment
durchgefiihrt (Stéhr et al., 2006). Die Konstrukte ORF-ctrl-6xMS2 bzw. ORF-DICE-6xMS2
wurden mit GFP-NLS-MS2BP co-transfiziert. Durch die Fluoreszenz des grin-
fluoreszierenden Proteins (GFP) kann die Lokalisierung der exogenen RNA verfolgt
werden, da das MS2BP die MS2-repeats bindet. Das nukleére Lokalisierungssignal (NLS)
dient der Reduktion des Hintergrunds im Cytoplasma: GFP-NLS-MS2BP, das nicht an
RNA gebunden ist, lokalisiert im Zellkern. Dies war aufgrund der Verwendung von K562-
Zellen besonders wichtig, da der groBe Zellkern nur von einem schmalen
Cytoplasmasaum umgeben wird. Es wurden jeweils 20 pg der Konstrukte transfiziert.

2.10 Fluoreszenz-Mikroskopie

2.10.1 Immunfluoreszenz-Farbung

Mittels Immunfluoreszenz-Farbungen kann man mit Hilfe spezifischer Antikdrper Proteine
innerhalb von Zellen nachweisen und so Aussagen Uber die Lokalisierung und die
Abundanz des Proteins in der Zelle treffen.

Sowohl K562-Zellen als auch CD34"-Zellen wachsen in Suspension. Zur Farbung wurden
sie daher auf Deckglaschen zentrifugiert, die zundchst mit rauchender Salzsaure
vorbehandelt und dann mit 0,01%iger poly-L-Lysin-Lésung (Sigma-Aldrich) beschichtet
wurden (30 min, 37°C) um die Haftung der Zellen zu verbessern. K562-Zellen wurden
5 min bei 500 g, RT abzentrifugiert, CD34"-Zellen 5 min bei 700 g, RT. Um eine optimale
Anheftung der Zellen zu gewahrleisten, wurden sie 30 min bei 37°C inkubiert. Nach
zweimaligem Waschen mit PBS (siehe 2.1.9) wurden die Zellen fixiert (4% PFA in PBS
(Sigma-Aldrich), 30 min, RT). Das Fixativ wurde durch zwei Waschschritte mit PBS
entfernt und die Zellen mit Triton X-100 permeabilisiert (5 min, RT). FOr die
Permeabilisierung von K562-Zellen wurden 0,2% Triton X-100 verwendet, fir CD34"-
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Zellen 0,5%. Nach dem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit 2% BSA in PBS geblockt
(25 min, RT). AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit den priméren Antikdrpern (siehe
Tab 7.2.1) in 0,2% BSA in PBS (1 h, 37°C). Unspezifisch gebundener Antikérper wurde
durch vier Waschschritte mit PBS entfernt, bevor die Inkubation mit Fluoreszenz-
markierten Sekundar-Antikérpern erfolgte (1 h, 37°C in 0,2% BSA in PBS, siehe Tab.
7.2.3). Danach wurden die Deckglaschen gewaschen, getrocknet und mit ProLong Gold
Antifade reagent with DAPI (Invitrogen) auf Objekttragern fixiert.

DAPI (4,6-Diamidino-2-phenylindol) ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der an Chromatin bindet
und so eine Anfarbung des Zellkerns ermdglicht (Schweizer und Nagl, 1976). DAPI
interkaliert vor allem in die AT-reichen Regionen der DNA (Muller und Gautier, 1975).

2.10.2 Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung

Die Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH) dient der Detektion spezifischer mRNAs
innerhalb von Zellen. Hierzu wurden sequenzspezifische DNA-Sonden einer Lange von
30 Nukleotiden verwendet, die am 5’- und 3’-Ende mit einem Biotin-Molekil markiert sind
(MWG). Pro mRNA wurden drei Sonden verwendet (siehe Tab. 7.4). Polyadenylierte
RNAs wurden mittels biotinyliertem dTs, nachgewiesen. Uber die spezifische Interaktion
von Biotin mit FITC (Fluorescein-lsothiocyanat)-markiertem Streptavidin wurden die
Sonden detektiert.

Nach der Immunfluoreszenz-Farbung der Zellen erfolgte eine erneute Fixierung (4% PFA
in PBS, 10 min, RT). AnschlieBend wurde je zweimal mit PBS und 2xSSC gewaschen.
Die Hybridisierung mit den DNA-Sonden wurde Uber Nacht bei 42°C durchgeflhrt (Tab.
2.4).

Komponente Volumen Endkonzentration
10 mg/ ml Hefe-tRNA 6 ul 1 mg/ ml
10% BSA 6 ul 1%
20x SSC 6 ul 2X
12,5% Dextransulfat 12 ul 2%
Formamid 21 ul 35%
100 ng/ pl Sonde 2 ul 3,3 ng/ pl
DEPC-H,O 7 ul
Endvolumen 60 pl

Tab. 2.4: Hybridisierungs-Ansatz

Nach dem Waschen mit 2xSSC wurden die Deckglaschen mit zunéchst in 0,1% Triton X-
100/ 4xSSC vorbehandelt (5 min, RT) und dann mit ExtrAvidin-FITC (Sigma-Aldrich,
1:400 in 1%BSA/ 4xSSC, 1 h, RT) inkubiert. Nach mehreren Waschschritten (4xSSC,
2xSSC, PBS) wurden die Deckglaschen getrocknet und mit ProLong Gold Antifade
reagent with DAPI auf Objekttragern fixiert.
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20x SSC

3 M NaCl

300 mM Natriumcitrat
pH 7,0

2.10.3 Weitere Fluoreszenz-Farbungen
Farbung funktionaler Mitochondrien

Funktionale Mitochondrien wurden mit MitoTracker Orange CM-H,TMRos (Invitrogen)
gefarbt. Es handelt sich hierbei um einen Farbstoff, der in aktiven Mitochondrien
konzentriert und wahrend der Fixierung der Zellen zurlickgehalten wird. Die reduzierte
Form des MitoTrackers fluoresziert nicht. Nach der Aufnahme in eine Zelle, die aktiv
Respiration betreibt, wird der Mitotracker in die oxidierte, fluoreszierende Form
umgewandelt und in die Mitochondrien aufgenommen (Poot et al., 1996).

250 nM  MitoTracker Orange wurde 45 min bei 37°C mit K562-Zellen inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen in Kulturmedium resuspendiert, auf poly-L-Lysin-
beschichtete Deckglaschen zentrifugiert und fir weitere Farbungen verwendet (siehe
2.10.1).

Farbung des Aktin-Cytoskeletts

Phalloidin-TRITC (Tetramethylrhodamin-Isothiocyanat) (Sigma-Aldrich) wurde verwendet
um das Aktin-Cytoskelett anzufarben. Phalloidin ist eines der Toxine des Griinen
Knollenblatterpilzes (Amanita phalloides). Phalloidin bindet an F-Aktin und stabilisiert die
Aktin-Filamente (Lengsfeld et al., 1974; Dancker et al., 1975).

Die Inkubation mit Phalloidin-TRITC erfolgte zusammen mit den sekundaren Antikérpern
(siehe 2.10.1). Hierzu wurde Phalloidin-TRITC 1:1000 verdinnt.
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2.10.4 Analyse der Fluoreszenz-Farbungen
Bei den verschiedenen Fluoreszenz-Farbungen wurde mit Fluorophoren gearbeitet, die
unterschiedliche Anregungs- und Emissionsmaxima haben. Diese sind in Tab. 2.5

zusammengefasst:

Fluorophor Anregung Emission

DAPI 358 nm 461 nm

GFP 488 nm 508 nm

FITC 495 nm 528 nm

Alexa488 499 nm 520 nm

Venus 515 nm 528 nm

MitoTracker Orange 554 nm 576 nm

Cy3 553 nm 565 nm

TRITC 552 nm 577 nm

Cy5 648 nm 666 nm

Tab. 2.5: Anregungs- und Emissionsmaxima verwendeter Fluorophore

Far Epi-Fluoreszenz-Aufnahmen der Farbungen wurden entweder ein Axiovert 200M-
oder ein AxioStar-Mikroskop (beide Carl Zeiss) ausgestattet mit den entsprechenden
Filtern und digitalen Kameras verwendet. Die Dokumentation der Aufnahmen erfolgte mit
der Software AxioVision 4.7.

Far konfokale Aufnahmen wurde ein LSM 710 (Carl Zeiss) mit den folgenden Laserlinien

und Filtereinstellungen verwendet:

Fluorophor Laser Detektion
DAPI 405 nm 410-492 nm
FITC 488 nm 493-542 nm
Cy3 514 nm 552-650 nm
Cy5 633 nm 638-759 nm

Tab. 2.6: Einstellungen am LSM 710

Die Aufnahme der einzelnen Kanéle erfolgte separat. Die Dicke der optischen Schnitte
betrug 1 um. Fir die Erfassung der Bilder wurde die Software ZEN 2009 verwendet.
Die Zusammenstellung der Aufnahmen erfolgt mit Corel Technical Suite 12/14.
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2.11 Immunoprazipitation

Far die Immunoprazipitation von hnRNP K aus cytoplasmatischem K562-Extrakt wurden
ein a-hnRNP K (Santa Cruz, D-6)- sowie ein Kontroll-Antikérper (o-Fyn, Santa Cruz, 15)
zunachst kovalent an Protein A-Separose gekoppelt. AnschlieBend erfolgte die eigentliche

Immunoprazipitation.

2.11.1 Kovalente Kopplung von Antikérpern an Protein A-Sepharose

Die kovalente Kopplung der a-hnRNP K- und a-Fyn-Antikérper an Protein A-Sepharose
(CL-4B, GE Healthcare) wurde in Anlehnung an Schneider et al., 1982 durchgefihrt. Pro
ug Extrakt, das in der Ipp eingesetzt werden sollte, wurden 10 ng Antikrper gekoppelt.
Alle Inkubationsschritte erfolgten bei RT auf einem Drehrad.

Der Antikérper wurde zunachst an 40 ul Protein A-Sepharose-Suspension (1:1) gebunden
(1 h). Die Suspension wurden anschlieBend zweimal mit 0,2 M Natriumborat, pH 9,15
gewaschen und in 0,2 M Natriumborat, pH 9,15 resuspendiert. Zur kovalenten Kopplung
des Antikérpers wurde Dimethylpimelimidat (Sigma-Aldrich) mit einer Endkonzentration
von 20 mM zugegeben (30 min). AnschlieBend wurde die Sepharose mit 0,2 M
Ethanolamin gewaschen und 2 h mit 0,2 M Ethanolamin inkubiert, um alle Bindestellen
abzuséattigen. Die Antikérper-gekoppelte Protein A-Sepharose wurde mit einem Volumen
PBS versetzt und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert.

2.11.2 Immunoprazipitation von hnRNP K

hnRNP K wurde sowohl aus cytoplasmatischen K562-Extrakten als auch aus Saccharose-
Gradienten-Fraktionen immunopréazipitiert. Alle Schritte wurden im  Kdhlraum
durchgefihrt, die Inkubationen fanden auf einem Drehrad statt.

40 pl Protein A-Sepharose-Suspension, gekoppelt mit hnRNP K- oder Kontroll-Antikérper,
wurden in 500 ul Ipp-Puffer mit cytoplasmatischem Extrakt inkubiert (90 min).
Saccharose-Gradienten-Fraktionen wurden fur die Immunoprazipitation 1:1 mit
Verdinnungs-Puffer verdinnt, um die Pufferbedingungen anzupassen und die
Saccharose-Konzentration zu reduzieren. AnschlieBend wurde die Protein A-Sepharose
zweimal mit Ipp-Puffer gewaschen. Fir massenspektrometrische Analysen wurde
auBerdem zweimal mit Ipp-Puffer ohne Triton X-100 gewaschen. AnschlieBend wurde die
Sepharose entweder in SDS-Probenpuffer aufgenommen oder die co-immunoprazipitierte
RNA mittels Trizol isoliert (siehe 2.6.1).
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|pp-Puffer Verdinnungs-Puffer

20 mM HEPES pH 7,4 20 mM HEPES pH 7,4
100 mM KCI 50 mM KClI

5 mM Magnesiumacetat 5 mM Magnesiumacetat
0,025% Triton X-100 0,05% Triton X-100

1 mMDTT 1 mMDTT

1 mM PMSF 1 mM PMSF

1 pg/ ml Leupeptin 1 pg/ ml Leupeptin

2.11.3 Micrococcus-Nuklease-Behandlung

Zur Analyse der RNA-Abhéngigkeit der detektierten Interaktionen wurde die
Immunoprazipitation mit einem Verdau der endogenen RNAs durch Micrococcus-
Nuklease (MN) kombiniert.

Nach der Immunoprazipitation wurde die Protein A-Sepharose in 500 pl Ipp-Puffer
resuspendiert und CaCl, mit einer Endkonzentration von 1 mM zugegeben. Der Verdau
der RNA erfolgte durch die Inkubation mit 1,5 pl MN (300 U/ ul, Fermentas) (10 min, RT).
Das Enzym wurde anschlieBend mit 2,5 mM EGTA inaktiviert und RNA-Fragmente durch
Waschen mit Ipp-Puffer entfernt.

Parallel wurde auch cytoplasmatischer Extrakt, der 1:1 mit 2x Ipp-Puffer verdinnt wurde,
mit MN verdaut. Pro 50 pl Extrakt wurden 1,5 pl Enzym eingesetzt. Der MN-behandelte
Extrakt wurde zusammen mit 10 pg in vitro-transkribierter RNA (siehe 2.7) 30 min in Ipp-
Puffer mit den MN-behandelten beads inkubiert, anschlieBend zweimal gewaschen und
mittels Western Blot (siehe 2.5) analysiert.

2.12 Reinigung des hnRNP K-Spaltprodukts

Zur Identifizierung des hnRNP K-Spaltprodukts (siehe 3.4) sollte dieses aus
cytoplasmatischem K562-Extrakt gereinigt werden. Vor der Extraktpraparation wurden
K562-Zellen 16 h mit 5 pg/ ml Puromycin inkubiert. Western Blot-Analysen deuten darauf
hin, dass zu diesem Zeitpunkt hnRNP K und das Spaltprodukt im Verhaltnis 1:1 vorliegen
(siehe 3.4), vorausgesetzt, dass der Antikérper beide Proteine in gleichem MaBe erkennt.
Far die Reinigung wurden 5 Extraktpraparationen vereinigt, die fur die Reinigung
eingesetzte Gesamt-Proteinmenge betrug ca. 250 mg. Bei allen Praparationen war das
erwartete Verhaltnis von hnRNP K und Spaltprodukt vorhanden (siehe Abb. 7.1). Die
Aufreinigung des Spaltprodukts erfolgt in Anlehnung an die bereits etablierte Reinigung
von hnRNP K aus murinen ES-Zellen (Moritz, unpubliziert).
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Der cytoplasmatische Extrakt wurde 30 min bei 20.800 g, 4°C zentrifugiert und auf eine
DEAE-Sepharose-Saule geladen (GE Healthcare, 9 ml Saulenvolumen). Die gebundenen
Proteine wurden mit einem Gradienten von 50 mM bis 500 mM KCI in Puffer A eluiert. Es
wurden 40 Fraktionen & 1,75 ml gesammelt und in Western Blot-Analysen auf die Menge
an hnRNP K-Spaltprodukt Uberprift (sieche Abb. 7.2).

Die hnRNP K-Spaltprodukt-enthaltenden Fraktionen 6-9 wurden vereinigt und 1:1 mit
75 mM KCI, 20 mM Tris pH 8,0, 10% Saccharose verdinnt. Hierdurch wurde die KCI-
Konzentration auf ca. 100 mM eingestellt. AuBerdem wurden 1 mM DTT und 1x Protease-
Inhibitoren inkl. EDTA (Roche) zugesetzt. Die gepoolten Fraktionen wurden auf eine
Heparin-Sepharose-Saule (GE Healthcare, 5 ml Saulenvolumen) geladen und die
gebundenen Proteine mit einem Gradienten von 100 mM bis 640 mM KCI in Puffer A
eluiert. Die Elution erfolgte in 36 Fraktionen a 0,75 ml, die mittels Western Blot auf
hnRNP K-Spaltprodukt untersucht wurden (siehe Abb. 7.3).

Fraktionen 10-14 wurden gepoolt und auf eine Hydroxyapatit-Saule (Biorad, 6 ml
Séulenvolumen) aufgetragen. Die S&aule wurde mit Puffer B gewaschen und die
gebundenen Proteine mit einem Gradienten von 0% auf 50% Puffer C eluiert. Es wurden
25 Fraktionen & 1 ml gesammelt und das hnRNP K-Spaltprodukt im Western Blot
detektiert (Abb. 7.4).

Fraktionen 6 und 7 wurden 1:1 mit Puffer D verdinnt und auf eine MonoQ-Séaule (GE
Healthcare, 1 ml Saulenvolumen) aufgetragen. Die Elution erfolgte mit einem Gradienten
von 100 mM auf 500 mM KCl in Puffer D (31 Fraktionen & 0,3 ml) (siehe Abb. 7.5).
Fraktionen 9 und 10 wurden in NuPAGE-Probenpuffer aufgenommen, tryptisch verdaut
und mittels Massenspektrometrie analysiert (siehe 2.14).

Puffer A Puffer B
20 mM Tris pH 8,0 150 mM KCl
10% Saccharose 20 mM Imidazol pH 8,0 (20°C)

5% Saccharose

Puffer C Puffer D
500 mM Kalium-Phosphat pH 8.0 (20°C) 10 mM HEPES pH 7,5 (bei 15°C)
5% Saccharose 10 mM Tris

10% Saccharose
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2.13 hnRNP K-Spaltungs-Assay

Um die Spaltung von hnRNP K weiter zu untersuchen, wurde ein in vitro-Spaltungs-Assay
etabliert. 100 ng His-hnRNP K (Bodo Moritz) wurden mit 40 pg cytoplasmatischem K562-
Extrakt inkubiert. Der verwendete Extrakt wurde aus K562-Zellen prapariert, die 16 h mit
5 pg/ ml Puromycin behandelt wurden. Die Reaktionen wurden in lpp-Puffer (siehe 2.10.2)
bei 30°C oder 37°C inkubiert und nach unterschiedlichen Zeitpunkten durch die Zugabe
von 2x SDS-Probenpuffer (siehe 2.4.2) abgestoppt. In einigen Fallen wurde auBerdem ein
ATP-regenerierendes System zugesetzt (0,8mM ATP, 0,1 mM GTP, 20 mM Kreatin-
phosphat, 40 ng/ ul Kreatin-Kinase).

Der Nachweis des hnRNP K-Spaltprodukts erfolgte mittels eines Western Blots gegen
den N-terminalen His-tag des rekombinanten hnRNP K.

2.14 Massenspektrometrische Analyse

Die massenspekirometrischen Analysen wurden im Labor von Henning Urlaub (Max-
Planck-Institut fir Biophysikalische Chemie, Géttingen) durchgefihrt.

Nach der Elution von der MonoQ-Saule wurde das hnRNP K-Spaltprodukt in NuPAGE-
Probenpuffer (Invitrogen) aufgenommen und auf einem 4-12% NuPAGE Bis-Tris-Gel
(Invitrogen) aufgetrennt. Nach der Farbung mit Colloidal Coomassie (siehe 2.3.2) wurde
die Bande von ca. 48 kD ausgeschnitten, mit Trypsin (Roche) verdaut und nach
Shevchenko et al., 1996 extrahiert. Die extrahierten Peptide wurden mittels HPLC-
Kapillarelektrophorese gekoppelt mit ESI-Q-TOF (Ultima, Waters) analysiert. Die
Zuordnung der Peptide und Datenanalyse erfolgte mit Mascot (www.matrixscience.com).

2.15 Microarray-Analyse

Die Microarray-Analysen wurden im Labor von Vladimir Benes (EMBL, Heidelberg) von
Tomi Bahr-lvacevic durchgefuhrt.

RNA, die mit hnRNP K co-immunopréazipitierte, wurde mittels Trizol isoliert. Nach einer
Qualitatskontrolle wurde sie in cDNA umgeschrieben und fiir zwei Runden in vitro-
Transkription in Anwesenheit biotinylierter Nukleotide eingesetzt. Die Biotin-markierte
RNA wurde anschlieBend fragmentiert und mit einem Human Genome U133 Plus 2.0-
Microarray-Chip (Affymetrix) hybridisiert. Nach dem Waschen und Farben wurden die
Chips gescannt und die Daten mittels GeneSpring und ArrayStar (DNAStar) analysiert.
Die Microarray-Analyse wurde in Triplikaten durchgefihrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Etablierung und Charakterisierung des K562-Zellsystems

3.1.1 Charakterisierung der erythroiden Reifung von K562-Zellen

In initialen Experimenten wurden bereits Hamin und Natrium-Butyrat als mdgliche
Induktoren einer erythroiden Reifung von K562-Zellen getestet. Es konnte gezeigt
werden, dass die Behandlung von K562-Zellen mit 1,5 mM Natrium-Butyrat zur Synthese
von Globin, einer Inhibition der Zellteilung und einer Abnahme der Menge an hnRNP K
und hnRNP E1 fihrt (Naarmann, 2006). Im Folgenden wird die erythroide Reifung
Natrium-Butyrat-induzierter K562-Zellen weitergehend charakterisiert.

Ein wichtiges Merkmal der Erythropoese ist die Synthese von Hamoglobin. In friheren
Untersuchungen wurde gezeigt, dass induzierte K562-Zellen embryonales und fetales
Hamoglobin, bestehend aus e-, y- und {-Globin, exprimieren (Rutherford et al., 1981; Cioe
et al., 1981). Daher wurde mittels RT-PCR die Expression der Globin-mRNAs wahrend
der mit Natrium-Butyrat induzierten erythroiden Reifung Uber einen Zeitraum von acht
Tagen analysiert (Abb. 3.1A). Die Expression der meisten untersuchten Globin-mRNAs
nimmt wahrend der Induktionszeit stark zu. Die Menge an B-Globin-mRNA bleibt jedoch
konstant niedrig, in Ubereinstimmung mit Beobachtungen, nach denen K562-Zellen kein
adultes Hamoglobin, bestehend aus a- und B-Ketten, produzieren, obwohl das B-Globin-
Gen intakt ist (Fordis et al., 1984). Die Analyse von Tritonlysaten mittels SDS-PAGE und
anschlieBender Silberfarbung zeigt, dass wahrend der Induktion auch die Synthese von
Proteinen mit einem Molekulargewicht von ca. 14 kD induziert wird. Vermutlich handelt es
sich hierbei um Globine (Abb. 3.1B). Mit Hilfe der Benzidin-Farbung kénnen Hamoglobin-
positive Zellen detektiert werden (Lepehne, 1919, siehe 2.1.8). In nicht-induzierten K562-
Zellen enthélt ca. 1,4% der Zellen H&moglobin, wahrend der Induktion steigt der Anteil auf
85% am Tag 8 (Abb. 3.1C). Wéahrend der Induktion kann ab Tag 4 auBerdem eine
Rotféarbung der K562-Zellen beobachtet werden (nicht gezeigt), ebenfalls ein Hinweis auf
die Synthese von Hamoglobin.
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Abb. 3.1: Expression von Himoglobin wéahrend der erythroiden Reifung von K562-Zellen.
Induktion der erythroiden Reifung von K562-Zellen mit 1,5 mM Natrium-Butyrat Gber einen
Zeitraum von acht Tagen. A) Analyse der Expression von Globin-mRNAs sowie der GAPDH-
mRNA mittels RT-PCR. B) Silberfarbung von K562-Lysaten, 15% SDS-PAGE. Globin als Marker
fur die erythroid-spezifische Genexpression ist markiert. C) Benzidin-Farbung Hamoglobin-positiver
Zellen. Auszahlung von je 200 Zellen aus drei unabhangigen Experimenten. (Naarmann et al.,
2008).

Neben der Synthese von Hamoglobin sind der Kernausschluss und der Abbau der
Mitochondrien  weitere wichtige Kennzeichen der Erythropoese in Saugern.
Modellsysteme zur erythroiden Reifung rekapitulieren haufig nur die frihen Stadien der
Differenzierung vor dem Ausschluss des Zellkerns. Der Abbau der Mitochondrien, welcher
durch das Enzym r15-LOX initiiert wird (Rapoport und Schewe, 1986; van Leyen et al.,
1998; Grllich et al., 2001), ist jedoch einer der letzten Schritte der Erythropoese. Daher
wurde untersucht, ob wahrend der induzierten erythroiden Reifung von K562-Zellen der
Ausschluss des Zellkerns und ein Abbau der Mitochondrien detektiert werden kdnnen.
Hierzu wurde das Cytoplasma mit einem Antikdrper, der gegen o-Tubulin gerichtet ist,
angefarbt. Die Zellkerne wurden durch DAPI-Farbung sichtbar gemacht, funktionale
Mitochondrien durch die Inkubation der Zellen mit MitoTracker Orange (Abb. 3.2). Ab Tag
4 der Reifung konnten kernlose Zellen detektiert werden (Abb. 3.2, Pfeile). Die
Auszéhlung von 700 K562-Zellen aus drei unabhangigen Experimenten ergab, dass am
Tag 8 der erythroiden Reifung der Anteil kernloser Zellen 29% betrug. In weiteren 6% der
Zellen war der Zellkern fragmentiert. Desweiteren konnten ab Tag 6 der Induktion Zellen
detektiert werden, die keine Farbung funktionaler Mitochondrien mehr zeigten (Abb. 3.2,
Pfeilspitzen). 22% der kernlosen Zellen enthielten am Tag 8 der erythroiden Reifung keine
anfarbbaren Mitochondrien mehr (Naarmann et al,, 2008). Dies deutet darauf hin, dass
mit Natrium-Butyrat induzierte K562-Zellen eine terminale erythroide Reifung durchlaufen.
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Abb. 3.2: Verlust von Zellkern und Mitochondrien wahrend der induzierten erythroiden
Reifung von K562-Zellen.

Immunfluoreszenzfarbung von K562-Zellen wahrend der erythroiden Reifung, die mit 1,5 mM
Natrium-Butyrat induziert wurde. Das Cytoplasma wurde mit einem o-Tubulin-Antikérper gefarbt,
die Zellkerne mit DAPI und funktionale Mitochondrien mit MitoTracker Orange. Kernlose Zellen
sind durch einen Pfeil gekennzeichnet; Zellen, die weder einen Zellkern noch Mitochondrien
enthalten, durch eine Pfeilspitze. (Naarmann et al., 2008).

Erythropoese und Apoptose &hneln sich in vielen morphologischen Verdnderungen
(Zamzami und Kroemer, 1999). Um auszuschlieBen, dass Natrium-Butyrat Apoptose in
K562-Zellen induziert, wurde die Viabilitdt wahrend der Induktion durch Trypanblau-
Farbung bestimmt (Abb. 3.3). Die Viabilitat der K562-Zellen ist wahrend der Induktionszeit
nicht beeinflusst (Naarmann et al., 2008). Dies deutet daraufhin, dass keine Apoptose
stattfindet, sondern K562-Zellen eine terminale erythroide Reifung durchlaufen.
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Abb. 3.3: Viabilitat von K562-Zellen wahrend der Behandlung mit Natrium-Butyrat.
Trypanblau-Farbung von K562-Zellen, die bis zu acht Tage mit 1,5 mM Natrium-Butyrat behandelt
wurden. Auszéhlung von je 200 Zellen aus drei unabhangigen Experimenten.
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3.1.2 Expression der r15-LOX wéahrend der erythroiden Reifung von K562-Zellen
K562-Zellen, die mit Natrium-Butyrat induziert wurden, zeigen eine terminale erythroide
Reifung. Ein Abbau der Mitochondrien konnte ab Tag 6 detektiert werden (siehe 3.1.1).
Daher wurde die Expression der humanen r15-LOX (hr15-LOX), die den Abbau der
Mitochondrien initiiert, wahrend der Reifung von K562-Zellen mittels RT-PCR und
Western Blot analysiert (Abb. 3.4). Die hr15-LOX-mRNA kann bereits in nicht-induzierten
K562-Zellen detektiert werden (Abb. 3.4A, oben), ihre Menge bleibt wahrend der
erythroiden Reifung konstant. Das hr15-LOX-Protein ist erst an den Tagen 6 und 8
nachweisbar (Abb. 3.4A, unten). Zu diesen Zeitpunkten kann auch ein Abbau der
Mitochondrien beobachtet werden (siehe Abb. 3.2). Das glykolytische Enzym
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), ein sogenanntes house keeping-
Gen, kann dagegen wahrend der gesamten erythroiden Reifung nachgewiesen werden
(Abb. 3.4A, unten). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Expression der hr15-
LOX wahrend der erythroiden Reifung von K562-Zellen translational kontrolliert wird
(Naarmann et al., 2008).
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Abb. 3.4: Expression und enzymatische Aktivitdt von hr15-LOX wahrend der erythroiden
Reifung von K562-Zellen.

A) Oben: Detektion der endogenen hr15-LOX- und GAPDH-mRNA durch RT-PCR-Analyse. Unten:
Detektion von hr15-LOX- und GAPDH-Protein in cytoplasmatischem Extrakt aus K562-Zellen in
Western Blot-Analysen. B) Cytoplasmatischer Extrakt aus nicht-induzierten K562-Zellen und Zellen
am Tag 8 der Induktion wurde mit Arachidonsaure inkubiert. Die priméren Reaktionsprodukte
wurden mit Natrium-Borhydrid reduziert, um 15-Hydro(peroxy)-eicosatetraensaure als 15-
Hydroxyeicosatetraenséure (15-HETE) zu stabilisieren und mittels HPLC auf einer Nucleosil C-18-
Saule aufgetrennt. Die Detektion erfolgte durch Absorbtionsmessung bei 235 nm. Kasten: Die
Enantiomer-Zusammensetzung von 15-HETE wurde durch Chiralphasen-HPLC analysiert (Hartmut
Kdhn, Naarmann et al., 2008).

Um zu Uberprifen, ob die hr15-LOX in reifen K562-Zellen auch enzymatisch aktiv ist,
wurde cytoplasmatischer K562-Extrakt aus nicht-induzierten Zellen und Zellen am Tag 8
der Induktion mit Arachidonsdure inkubiert und die Reaktionsprodukte mittels HPLC
analysiert. In diesem Aktivitatstest, der von Hartmut Kihn (Charité, Berlin) durchgefihrt
wurde, konnte das hr15-LOX-Produkt 15-HETE nur am Tag 8 der Reifung detektiert
werden (Abb. 3.4B, Naarmann et al., 2008). Um auszuschlieBen, dass die Bildung von 15-
HETE unspezifisch durch Ham katalysiert wird, wurde die Enantiomerzusammensetzung
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mittels Chiralphasen-HPLC untersucht. Da der Anteil an 15(S)-HETE, dem erwarteten
Produkt einer r15-LOX-katalysierten Reaktion, dominierte, konnte eine unspezifische
Katalyse durch Ham ausgeschlossen werden (Abb. 3.4B, Kasten, Naarmann et al., 2008).

Die Analyse der Expression von hr15-LOX-mRNA und Protein wahrend der erythroiden
Reifung von Kb562-Zellen legt nahe, dass die Regulation der Expression auf
Translationsebene erfolgt. Es konnte gezeigt werden, dass die Translation von Reporter-
mRNAs, die in ihrer 3’UTR humanes DICE (hDICE) bzw. Kaninchen-DICE (rDICE) tragen,
in cytoplasmatischem Extrakt aus nicht-induzierten K562-Zellen verglichen mit einer
Kontroll-mRNA auf 42% bzw. 25% reduziert ist (Harnisch, 2010; Naarmann et al., 2008;
Naarmann et al, 2010). Die Analyse von Translationsinitiationsreaktionen mittels
Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation ergab, dass die Assemblierung von 80S-
Ribosomen inhibiert ist, wé&hrend die Bildung von 48S-Initiationskomplexen nicht
beeinflusst wird (Harnisch, 2010; Naarmann et al., 2010). In frGheren Untersuchungen mit
Kaninchen-Retikulozytenlysat (RRL) konnte gezeigt werden, dass hnRNP K und
hnRNP E1 einzeln oder zusammen die Translation einer DICE-tragenden-mRNA durch
die Blockade der Bindung der 60S-Untereinheit des Ribosoms inhibieren (Ostareck et al.,
1997; Ostareck et al., 2001). Um zu analysieren, ob hnRNP K und hnRNP E1 auch in
K562-Zellen die Translation der hr15-LOX-mRNA regulieren, wurde die Menge der beiden
Proteine durch RNA-Interferenz (RNAIi) reduziert. Der individuelle knock down von
hnRNP K oder hnRNP E1 hat keinen Einfluss auf die hr15-LOX-Expression. Der
simultane knock down von hnRNP K und hnRNP E1 fiihrt jedoch zu einer De-Repression
der hr15-LOX-Synthese in nicht-induzierten K562-Zellen (Abb. 3.5). Dies deutet darauf
hin, dass hnRNP K und hnRNP E1 gemeinsam die Translation der r15-LOX-mRNA auch
wahrend der erythroiden Reifung von K562-Zellen kontrollieren (Naarmann et al., 2008).

Diese Experimente zeigen, dass K562-Zellen ein geeignetes Modellsystem zur
Untersuchung der erythroiden Reifung sind, welches wichtige Merkmale der Erythropoese
wie Ausschluss des Zellkerns, Abbau der Mitochondrien und Regulation der hr15-LOX-
mRNA-Translation durch hnRNP K und hnRNP E1 rekapituliert.
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Abb. 3.5: Effekt des knock downs von hnRNP K und hnRNP E1 auf die hr15-LOX-Synthese.
Nicht-induzierte K562-Zellen wurden mit einer Kontroll-siRNA (ctrl.) oder siRNAs gegen hnRNP K
und hnRNP E1 transfiziert. 48 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen mittels
Immunfluoreszenzfarbung mit Antikérpern gegen hnRNP K, hnRNP E1 und hr15-LOX analysiert.
Die Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt. (Naarmann et al., 2010).
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3.1.3 Analyse der Expression bekannter Regulatoren der r15-LOX-Translation

In Western Blot-Analysen mit isolierten Knochenmarkzellen, Retikulozyten und
Erythrozyten aus Kaninchen konnte eine Abnahme der Menge an hnRNP K und
hnRNP E1 wahrend der Erythropoese detektiert werden (Ostareck-Lederer, unpubliziert).
Bisher ist nicht bekannt, wie die Expression der Proteine, die die r15-LOX-mRNA-
Translation kontrollieren, wahrend der humanen erythroiden Reifung reguliert wird. Daher
wurden sowohl Expression als auch Anderungen post-translationaler Modifikationen in
induzierten K562-Zellen analysiert.

Western Blot-Analysen zeigen, dass die Menge hnRNP K und hnRNP E1 wéahrend der
erythroiden Reifung von K562-Zellen abnimmt (Abb. 3.6A). Dies deutet darauf hin, dass
beide Proteine wahrend der erythroiden Reifung abgebaut werden.

Die Aktivitat von hnRNP K als Inhibitor der r15-LOX-mRNA-Translation ist unter anderem
abhéangig von seinem Methylierungsstatus. hnRNP K wird durch PRMT1 an finf Argininen
quantitativ. asymmetrisch dimethyliert (siehe 1.2.3). Nicht-methyliertes hnRNP K
interagiert mit der Kinase c-Src und aktiviert sie effizienter als die methylierte Form
(Ostareck-Lederer et al., 2006; Adolph et al., 2007). Um den Methylierungsstatus von
hnRNP K wahrend der erythroiden Reifung von K562-Zellen zu analysieren, wurde ein
Peptid-Antikbérper generiert, der spezifisch das nicht-methylierte Protein erkennt (non-R™"
K, Naarmann et al., 2008). Wahrend der Reifung von K562-Zellen nimmt die Menge an
nicht-methyliertem hnRNP K zu, obwohl die hnRNP K-Gesamtmenge abnimmt (Abb.
3.6A). Auch fur die Methyltransferase PRMT1 kann eine Abnahme wahrend der
erythroiden Reifung detektiert werden (Abb. 3.6A). Die Methylierungsaktivitdt des
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cytoplasmatischen Extraktes gegenltber hnRNP K ist am Tag 8 der Reifung im Vergleich
zu Extrakt aus nicht-induzierten K562-Zellen deutlich reduziert (Naarmann et al., 2008).
Die hnRNP K-mRNA wird wahrend der gesamten erythroiden Reifung exprimiert. (Abb.
3.6B). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die hnRNP K-mRNA wahrend der
erythroiden Reifung von K562-Zellen translatiert wird, das neu synthetisierte Protein
jedoch aufgrund des Fehlens von PRMT1 nicht methyliert werden kann (Naarmann et al.,
2008).
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Abb. 3.6: Expression von Proteinen, die die r15-LOX-mRNA-Translation regulieren, wahrend
der induzierten erythroiden Reifung von K562-Zellen.

A) Cytoplasmatischer Extrakt aus K562-Zellen von Tag 0 bis 8 der erythroiden Reifung wurde
durch SDS-PAGE aufgetrennt. Die Expression von hnRNP E1, hnRNP K, nicht-methyliertem
hnRNP K (non-R™ K), PRMT1, Lyn, c-Src und GAPDH als Ladekontrolle wurde in Western Blot-
Analysen untersucht. B) RT-PCR-Analyse der Expression der hnRNP K-, c¢c-Src- und GAPDH-
mRNA wéahrend der erythroiden Reifung von K562-Zellen. (Naarmann et al., 2008).

Die Tyrosin-Kinase Lyn wird wahrend der erythroiden Reifung von K562-Zellen abgebaut
(Abb. 3.6A). Dies steht in Ubereinstimmung mit friiheren Beobachtungen, nach denen Lyn
in Erythroblasten exprimiert, jedoch wahrend der Erythropoese abgebaut wird (Ingley et
al., 2006). Die Tyrosin-Kinase c-Src kann jedoch nur an den Tagen 6 und 8 der Reifung
detektiert werden (Abb. 3.6A). Da die c-Src-mRNA bereits zu Beginn der Induktion
nachweisbar ist (Abb. 3.6B), besteht auch hier die Mdglichkeit, dass die c-Src-mRNA-
Translation reguliert wird. Nicht-methyliertes hnRNP K aktiviert ¢c-Src und wird wiederum
von der Tyrosin-Kinase phosphoryliert (Ostareck-Lederer et al, 2002). Die
Phosphorylierung des Tyrosin 458 inhibiert die DICE-Bindung von hnRNP K (Messias et
al., 2006) und ermdglicht so die Translation der r15-LOX-mRNA. Um zu untersuchen, ob
hnRNP K durch c-Src phosphoryliert wird, wurde hnRNP K aus cytoplasmatischem K562-
Extrakt von Tag 0 bis 8 der Reifung immunoprazipitiert und im Western Blot mit einem
Antikérper gegen phosphoryliertes Tyrosin (p-Tyr) analysiert (Abb. 3.7). Eine
Phosphorylierung von hnRNP K konnte nur an den Tagen 6 und 8 der Reifung detektiert
werden, an denen auch die Tyrosin-Kinase c-Src mit hnRNP K immunoprazipitiert (Abb.
3.7, Bahn 5 und 6).
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Abb. 3.7: Analyse der Tyrosin-Phosphorylierung und c-Src-Interaktion von hnRNP K
wiéhrend der erythroiden Reifung von K562-Zellen.

Immunoprézipitation mit einem Antikdrper gegen hnRNP K (Bahn 2-5) oder einem unspezifischen
Kontroll-Antikérper (Bahn 1, ctrl.). Die immunoprazipitierten Proteine wurden mit Antikbrpern gegen
hnRNP K, phosphoryliertes Tyrosin (p-Tyr) und c-Src in Western Blot-Analysen untersucht.
(Naarmann et al., 2008).

3.1.4 Untersuchung der Expression der hr15-LOX und ihrer Translations-
Regulatoren wahrend der erythroiden Reifung von CD34*-Zellen

Bei K562-Zellen handelt es sich um Krebszellen, die aus einer Patientin mit CML isoliert
wurden (Lozzio und Lozzio, 1975, siehe 1.1.2). Ihre erythroide Reifung wird nicht mit
Erythropoetin, sondern durch die Inkubation mit 1,5 mM Natrium-Butyrat induziert. Daher
sollte Uberprift werden, ob das K562-Zellsystem physiologisch relevant und geeignet ist,
die Regulation der hr15-LOX-mRNA-Translation weitergehend zu untersuchen. Hierzu
wurde die Expression von hr15-LOX und der bekannten Regulatoren der r15-LOX-mRNA-
Translation wahrend der erythroiden Reifung von K562-Zellen mit der Expression
wahrend der erythroiden Reifung von primaren humanen CD34"-Zellen verglichen. Die
erythroide Reifung von CD34%-Zellen in vitro kann mit Erythropoetin induziert werden
(Leberbauer et al., 2005).

Vor Induktion der Reifung enthielten 2% der CD34*-Zellen Hamoglobin. Am Tag 6 der
erythroiden Reifung stieg der Anteil Benzidin-positiver Zellen auf 78% (Abb. 3.8).
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Abb. 3.8: Himoglobin-Synthese wéhrend der erythroiden Reifung humaner CD34"-Zellen.
Der Anteil Hdmoglobin-positiver Zellen wurde an den Tagen 0, 3 und 6 der erythroiden Reifung
primarer humaner CD34"-Zellen durch Benzidin-Farbung bestimmt. (Naarmann et al., 2008).

Da die isolierten CD34*-Zellen in Kultur nur wenige Zellteilungen durchliefen und so nur
wenige differenzierte Zellen zur Verfligung standen, wurde die Expression der a-Globin-,
hr15-LOX- und c-Src-mRNAs lediglich in nicht-induzierten Zellen und am Tag 6 der
erythroiden Reifung bestimmt (Abb. 3.9). Wahrend die Menge a-Globin-mRNA wéahrend
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der Reifung deutlich zunimmt, bleibt die hr15-LOX- und c-Src-mRNA-Expression, in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen, die fiir die induzierte erythroide Reifung von
K562-Zellen gewonnen wurden, konstant (vgl. Abb. 3.1, 3.4 und 3.6).

Tag 0 6
a-Globin

[ -]
hr15-LOX [ =]
[==]

c-Src
1 2

RT-PCR

Abb. 3.9: Expression von oa-Globin-, hr15-LOX und c-Src-mRNA wahrend der erythroiden
Reifung humaner CD34"-Zellen.

Die Expression der a-Globin-, hr15-LOX- und c-Src-mRNA wurde in nicht-induzierten priméaren
humanen CD34%-Zellen und am Tag 6 der induzierten erythroiden Reifung mittels RT-PCR
analysiert. (Naarmann et al., 2008).

Aufgrund der geringen zur Verfigung stehenden Zellzahlen wurden die Expression der
hr15-LOX und der Regulatoren der mRNA-Translation mittels Immunfluoreszenz-
mikroskopie analysiert. Als Marker fir die erythroide Reifung wurden CD34 und
Glycophorin A (GPA) genutzt. Die Expression von CD34 nimmt wahrend der erythroiden
Reifung ab (Kie et al., 2003), wahrend die Menge an Glycophorin A zunimmt (Kie et al.,
2003; Gahmberg et al., 1978). Hr15-LOX ist in nicht-induzierten CD34*-Zellen und am
Tag 3 der erythroiden Reifung nicht detektierbar. Erst am Tag 6, an dem auch kernlose
Zellen detektiert werden kénnen (Abb. 3.10, Pfeile), wird hr15-LOX-Protein exprimiert
(Abb. 3.10).

Tag 0 Tag 3 Tag 6

..

hr15-LOX-
Alexad88

GPA-Cy3
DAPI

CD34-Cy5

_ b .
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Abb. 3.10: Expression von hr15-LOX wahrend der erythroiden Reifung von CD34*-Zellen.
Immunfluoreszenzfarbung von CD34-Zellen an den Tagen 0, 3 und 6 der induzierten erythroiden
Reifung mit Antikérpern gegen hr15-LOX, Glycophorin A (GPA) und CD34. Die Zellkerne wurden
mit DAPI gefarbt. Aufgrund der geringen Zelldichte auf den Deckglaschen sind flr jeden Zeitpunkt

vier représentative Zellen gezeigt. Kernlose Zellen sind durch einen Pfeil markiert. (Naarmann et
al., 2008).

Weitere Immunfluoreszenzfarbungen zeigen, dass die Menge der beiden Inhibitoren der
r15-LOX-mRNA-Translation hnRNP E1 (Abb. 3.11A) und hnRNP K (Abb. 3.11B) wahrend
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der erythroiden Reifung von primaren humanen CD34%-Zellen abnimmt. Da sowohl der
PRMT1- als auch der CD34-Antikérper in Kaninchen generiert wurden, wurde bei der
Farbung von PRMT1 als Marker fur die erythroide Reifung die Abnahme von hnRNP K
detektiert. Auch die Menge an PRMT1 ist am Tag 6 der erythroiden Reifung deutlich
geringer als in nicht induzierten CD34%-Zellen (Abb. 3.12A). Im Gegensatz dazu kann c-
Src nur in spaten Reifungsstadien detektiert werden (Abb. 3.12B).

A) Tag 0 Tag 3 Tag 6 B)

hnRNP E1-Cy3
hnRNP K-Cy5

GPA-FITC
DAPI
GPA-FITC
DAPI

CD34-Cy5
CD34-Cy3

Abb. 3.11: Expression von hnRNP E1 und hnRNP K wahrend der erythroiden Reifung von
CD34*-Zellen.

Immunfluoreszenzfarbung wéhrend der erythroiden Reifung von CD34*-Zellen. Farbung der
Zellkerne mit DAPI. Die erythroide Reifung wurde durch Farbung von Glycophorin A (GPA) und
CD34 verfolgt. Detektion von hnRNP E1 (A) und hnRNP K (B) mit spezifischen Antikdrpern.
Kernlose Zellen sind durch Pfeile markiert. (Naarmann et al., 2008).
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Abb. 3.12: Expression von PRMT1 und c-Src in CD34*-Zellen wahrend der erythroiden
Reifung.

Immunfluoreszenzfarbung von CD34"-Zellen an den Tagen 0, 3 und 6 der induzierten erythroiden
Reifung. Farbung der Zellkerne mit DAPI. A) Detektion von PRMT1, Glycophorin A (GPA) und
hnRNP K mit spezifischen Antikérpern. B) Detektion von c-Src, GPA und CD34 mit spezifischen
Antikérpern. Kernlose Zellen sind durch einen Pfeil markiert. (Naarmann et al., 2008).

Wahrend der erythroiden Reifung von CD34*-Zellen konnten kernlose Zellen detektiert
werden. Die Detektion von Zellen ohne Mitochondrien war nicht mdglich, da der
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Hintergrund bei der Farbung von CD34"-Zellen mit MitoTracker Orange sehr hoch war
(nicht gezeigt). Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Induktion der
erythroiden Reifung von primaren humanen CD34"-Zellen die Ergebnisse bestatigt, die
mit K562-Zellen gewonnen wurden.

3.2 Identifizierung neuer durch hnRNP K regulierter mRNAs

3.2.1 Regulation der Translation der c-Src-mRNA

Die Tyrosin-Kinase c-Src wird nur in spaten Stadien der erythroiden Reifung exprimiert
(siehe Abb. 3.6A, Abb. 3.12). Andererseits kann die c-Src-mRNA wahrend der gesamten
erythroiden Reifung von K562-Zellen detektiert werden (siehe Abb. 3.6B, Abb. 3.9). Dies
lAsst vermuten, dass die Expression von c-Src wahrend der Erythropoese ebenfalls
translational reguliert wird.

Die c-Src-mRNA-3’'UTR enthalt UCCC-Motive, die als potentielle RNA-Interaktionsstellen
in hnRNP K identifiziert wurden (Backe et al., 2005; Messias et al., 2006). Daher wurde
eine mogliche Funktion von hnRNP K in der posttranskriptionellen Regulation der c-Src-
Expression analysiert. Hierzu wurde hnRNP K aus Extrakt aus nicht-induzierten K562-
Zellen und Zellen von Tag 8 der erythroiden Reifung immunoprazipitiert und die co-
immunoprazipitierten mRNAs mittels RT-PCR analysiert. Die hr15-LOX-mRNA co-
immunoprazipitiert mit hnRNP K am Tag 0, jedoch nicht am Tag 8 der erythroiden Reifung
(Abb. 3.13, Bahn 2 und 5). Dies deutet daraufhin, dass hnRNP K nicht mit der
translational aktiven hr15-LOX-mRNA interagiert.

Tag 0 Tag 8
hnRNPK 5+ - 5 4+
(=% [=3
ctrl. £ - + £ - +
2] hnrnp « [ ]
hr15-LOX [ s | [ |
o| @-Globin [s= | [= |
8| +-Globin[= | =]
& c-Src|-— | |- |
CA-I[ == | |- |

1 2 3 4 5 6

Abb. 3.13: Co-Immunoprazipitation der hr15-LOX- und c-Src-mRNA mit hnRNP K.
Immunoprazipitation mit einem a-hnRNP K- oder einem unspezifischen Kontroll-Antikérper (ctrl.)
an den Tagen 0 und 8 der erythroiden Reifung von K562-Zellen. Detektion von hnRNP K in
Western Blot-Analysen. Isolierung der co-immunoprazipitierten mRNAs mit Trizol und Detektion
mittels RT-PCR. (Naarmann et al., 2008).

Andere erythroid-spezifische mRNAs wie die a-Globin-, y-Globin- und Carboanhydrase |
(CA-1)-mRNA co-immunoprazipitieren nicht mit hnRNP K. Interessanterweise interagiert
die c-Src-mRNA mit hnRNP K am Tag 0, jedoch nicht am Tag 8 der erythroiden Reifung
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(Abb. 3.13).

Um eine mogliche direkte Interaktion von hnRNP K mit der c-Src-3'UTR zu untersuchen,
wurde die 2000 nt-lange 3'UTR in drei Fragmente (Src1, Src2 und Src3) unterteilt (Abb.
3.14, Naarmann et al., 2008). UV-Crosslink-Experimente mit [**P]-markierter RNA und
rekombinantem hnRNP K zeigten, dass hnRNP K spezifisch mit Fragment Src3
interagiert. Nur Src3 und das DICE, nicht aber Src1 und Src2 konnten die hnRNP K-Src3-
Interaktion kompetitieren (Naarmann et al., 2008).

<o s s~

Abb. 3.14: Schematische Darstellung der c-Src-mRNA.
Die c¢-Src-mRNA-3'UTR wurde in drei Fragmente unterteilt: Src1 (Nukleotide 1-600), Src2
(Nukleotide 601-1200) und Src3 (Nukleotide 1201-2038). (Naarmann et al., 2008).

In vitro-Translationsexperimente in cytoplasmatischem Extrakt aus nicht-induzierten
K562-Zellen zeigten, dass die Translation einer Src3-tragenden Reporter-mRNA
verglichen mit einer Kontrol-mRNA auf 49% reduziert ist. Diese Reduktion der Translation
ist nicht auf eine verringerte Stabilitdt der Src3-tragenden mRNA zurlckzufiihren
(Naarmann et al., 2008). Bei der Analyse von Translationsinitiationsreaktionen mittels
Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation wurde festgestellt, dass die Bildung von 80S-
Ribosomen inhibiert ist (Naarmann et al., 2008).

Da hnRNP K die c-Src-mRNA-3'UTR bindet und die Translation der c-Src-mRNA auf der
Stufe der Initiation in cytoplasmatischem K562-Extrakt aus nicht-induzierten Zellen
inhibiert ist, wurde die Funktion von hnRNP K als Regulator der c-Src-mRNA-Translation
mittels RNA-Interferenz in vivo analysiert. Der knock down von hnRNP K, nicht aber von
hnRNP E1 flhrt zu einer De-Repression der c-Src-Synthese, wie Western Blot- und
Immunfluoreszenz-Analysen zeigen (Abb. 3.15). Dies deutet darauf hin, dass im
Gegensatz zur Regulation der r15-LOX-mRNA-Translation nur hnRNP K, nicht aber
hnRNP E1 einen inhibitorischen Effekt hat.
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Abb. 3.15: Einfluss der Reduktion von hnRNP K und hnRNP E1 durch RNA-Interferenz auf
die c-Src-Synthese.

Nicht-induzierte K562-Zellen wurden mit Kontroll-siRNA (ctrl.) oder siRNAs gegen hnRNP K und
hnRNP E1 transfiziert. A) Detektion von hnRNP K, hnRNP E1, ¢c-Src und GAPDH als Ladekontrolle
in Western Blot-Analysen in nicht-transfizierten K562-Zellen und 48 Stunden nach der
Transfektion. B) Analyse von nicht-transfizierten K562-Zellen und 48 Stunden nach der
Transfektion mittels Immunfluoreszenzfarbung. Farbung des Cytoplasmas mit Phalloidin-TRITC.
Detektion der Zellkerne mit DAPI. Immunfluoreszenzféarbung von hnRNP K, hnRNP E1 und c-Src
mit spezifischen Antikérpern. (Naarmann et al., 2008).

3.2.2 Identifizierung weiterer durch hnRNP K regulierter mRNAs

hnRNP K konnte als Regulator der c-Src-mRNA-Translation wéhrend der erythroiden
Reifung identifiziert werden. Sowohl die c-Src-mRNA als auch die hr15-LOX-mRNA co-
immunoprazipitieren mit hnRNP K (siehe 3.2.1). Zur Identifizierung neuer
Interaktionspartner wurde daher die Immunopréazipitation von hnRNP K mit einer
Microarray-Analyse kombiniert.

Die Immunoprazipitation wurde je dreimal mit K562-Extrakten aus nicht-induzierten Zellen
und Zellen am Tag 8 der erythroiden Reifung mit einem hnRNP K-spezifischen sowie
einem Kontroll-Antikérper durchgefuhrt und die co-immunoprazipitierte RNA mit der Trizol-
Methode (siehe 2.6.1) isoliert. Input, hnRNP K- und Kontroll-Immunoprazipitation wurden
mit Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0-Microarraychips hybridisiert. Die
Microarray-Analysen wurden im Labor von Vladimir Benes (EMBL, Heidelberg)

53



Ergebnisse

durchgefuhrt.

Die Rohdaten wurden zuné&chst auf ihre statistische Signifikanz Uberprift. Fir die weitere
Analyse wurden nur Gene bertcksichtigt, deren p-Wert < 0,05 betrug. Es konnten 159
Gene identifiziert werden, welche eine mindestens zweifache Anreicherung in der
hnRNP K-Immunoprazipitation gegentber der Kontroll-Immunopréazipitation zeigten (Abb.
3.16).

Mitochondrien; 2
nicht- kodierende RNA; 4
Proteolyse; 6 Cytoskelett; 14

Extrazellulire Proteine; &

Nukleinsiure- Bindung; 11
Signaltransduktion; 28

Protein- Faltung; 4

Vesikel; 5
unbekannte Funktion; 37
Stoffwechsel; 20

ER; 1
Ei - Stoffwechsel; 4
isen ol Ubiquitin- Proteasom-

Zelizyklus; 5 System; 1
Transkription; 9
Apoptose; 2

Abb. 3.16: Microarray-Analyse zur Identifizierung von mRNAs, die mit hnRNP K interagieren.
Den 159 identifizierten Genen, die in der hnRNP K-Immunoprazipitation spezifisch angereichert
waren, wurden zelluldre Funktionen zugeordnet.

Unter den identifizierten Genen waren unter anderem die 5-Lipoxygenase und die 12-
Lipoxygenase. Auch vier mRNAs, die fir Proteine kodieren, die eine Funktion im Eisen-
stoffwechsel haben, konnten identifiziert werden (Hydroxymethylbilan-Synthase,
Coproporphyrinogen-Oxidase (Jordan, 1994), Biliverdin-Reduktase A (Maines, 2005) und
Hephaestin (Conrad und Umbreit, 2000)). Interessanterweise haben 28 Proteine fir die
die identifizierten mRNAs kodieren, eine Funktion in der Signal-Transduktion, ebenso wie
die bereits bekannte mit hnRNP K interagierende c-Src-mRNA. Unter diesen mRNAs sind
die Inositolpolyphosphat-1-phosphatase (INPP1) (Inhorn et al., 1987), das RAS guany!
releasing protein 2 (RASGRP2) (Clyde-Smith et al., 2000) und die Serin-Threonin-Kinase
11 (STK11) (Boudeau et al., 2003). Die mégliche Regulation der Translation identifizierter
mRNAs durch hnRNP K soll in einem weiterfiihrenden Projekt untersucht werden.
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3.3 Analyse der r15-LOX-Translationsregulation

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Mechanismus der Regulation der r15-LOX-
mRNA-Translation weitergehend zu untersuchen. hnRNP K und hnRNP E1 inhibieren den
letzten Schritt der Translationsinitiation, die Bindung der 60S-Untereinheit des Ribosoms
an die 40S-Untereinheit, die am AUG lokalisiert ist, durch Bindung an das DICE-Element
(siehe 1.2.3). Bisher ist nicht bekannt, wie der hnRNP K-hnRNP E1-DICE- Komplex, der
in der 3'UTR lokalisiert ist, die Translations-Initiation am 5’Ende der mRNA kontrolliert.

Um weitere Komponenten des inhibitorischen Komplexes zu identifizieren, wurde von
Christiane Harnisch eine RNA-AffinitAtschromatographie, die sogenannte GRNA-
Chromatographie (Czaplinski et al., 2005; Duncan et al., 2006), durchgefiihrt. Die GRNA-
Chromatographie beruht auf der spezifischen Interaktion der BoxB-Elemente mit dem N-
Terminus des Antiterminationsproteins N des Bakteriophagen A (AN) (Cilley und
Williamson, 1997). AN wurde als Glutathion-S-Transferase (GST)-Fusionsprotein
exprimiert und an Glutathion-Sepharose immobilisiert. Die verwendeten in vitro-
transkribierten mRNAs enthielten sechs BoxB-Elemente sowie das DICE oder eine
Kontroll-Sequenz in der 3'UTR. Die mRNAs wurden unter Translations-Bedingungen mit
cytoplasmatischem K562-Extrakt inkubiert, um die Assemblierung von RNA-Protein-
Komplexen zu erlauben. In Western Blot-Analysen konnte gezeigt werden, dass hnRNP K
und hnRNP E1 nur mit der DICE-tragenden mRNA interagieren (Harnisch, 2010;
Naarmann et al., 2010). Nach der Elution der Komplexe mit Glutathion wurde eine
hnRNP K-Immunoprazipitation als zweiter Reinigungsschritt angeschlossen. In massen-
spektrometrischen Analysen, die im Labor von Henning Urlaub (MPI flr Biophysikalische
Chemie, Goéttingen) durchgefuhrt wurden, konnten 47 Proteine identifiziert werden, die
spezifisch von der DICE-tragenden mRNA eluierten. Unter diesen waren wie erwartet
hnRNP K und hnRNP E1 sowie DEAD-Box-Proteine und weitere RNA bindende bzw.
prozessierende Proteine (Harnisch, 2010; Naarmann et al., 2010).

3.3.1 DDX6 ist ein neuer Regulator der hr15-LOX-mRNA-Translation

Im Folgenden wird die Analyse einer méglichen Funktion der DEAD-Box-RNA-Helikase
DDX6 in der Regulation der hr15-LOX-mRNA-Translation beschrieben. DDX6 wurde in
massenspekirometrischen Analysen als ein DICE-abhangiger Interaktionspartner von
hnRNP K identifiziert. DEAD-Box-RNA-Helikasen sind an verschiedenen RNA-
abhangigen zellularen Prozessen, darunter Splicing, Ribosomen-Biogenese, RNA-
Transport, RNA-Abbau und mRNA-Translation beteiligt. AuBerdem kdnnen sie RNA-
Strukturen und Protein-RNA-Interaktionen modulieren (Linder et al., 1989; Linder, 2006;
Linder und Lasko, 2006; Jankowsky und Bowers, 2006).

Um die in massenspektrometrischen Analysen nachgewiesene Interaktion zu verifizieren,
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wurden zundchst Co-Immunoprazipitations-Analysen mit cytoplasmatischem Extrakt aus
nicht-induzierten K562-Zellen durchgefihrt (Abb. 3.17). hnRNP K konnte spezifisch mit
dem hnRNP K-Antikérper, nicht aber mit dem Kontroll-Antikdrper immunoprazipitiert
werden. DDX6 co-prazipitierte spezifisch, wahrend das RNA-bindende Protein TIA7-
related protein (TIAR) nicht in der hnRNP K-Immunoprézipitation detektiert werden konnte
(Abb. 3.17, Bahn 4). Nach der Behandlung mit Micrococcus-Nuklease (MN) konnte keine
Interaktion zwischen hnRNP K und DDX6 detektiert werden (Abb. 3.17, Bahn 6). Nach
Inaktivierung der Nuklease konnte die Interaktion durch Zugabe von in vitro-transkribierter
DICE-RNA, nicht aber Kontroll-RNA wiederhergestellt und sogar verstarkt werden. Auch
eine spezifische Interaktion von hnRNP K mit hnRNP E1, nicht jedoch mit TIAR, wurde in
Gegenwart der DICE-RNA detektiert (Abb. 3.17, Bahn 8-11).

In Filterbindungs-Experimenten wurde auBerdem gezeigt, dass rekombinantes DDX6
direkt die DICE-RNA bindet (Moritz, unpubliziert).
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Abb. 3.17: Inmunopréazipitation von hnRNP K und Detektion co-prazipitierter Proteine.
Immunoprazipitation mit einem hnRNP K- oder einem Kontroll-Antikérper aus cytoplasmatischem
Extrakt aus nicht-induzierten K562-Zellen. Bahn 6-11: Das Immunopréazipitat wurde mit
Micrococcus-Nuklease (MN) behandelt, die anschlieBend mit EGTA inaktiviert wurde. Bahn 8 und
9: Zugabe von in vitro-transkribierter DICE-RNA und MN-behandeltem K562-Extrakt. Bahn 10 und
11: Zugabe von in vitro-transkribierter Kontrol-RNA und MN-behandeltem K562-Extrakt. Die
gebundenen Proteine wurden in Western Blot-Analysen mit spezifischen Antikérpern untersucht.
(Naarmann et al., 2010).

Die DICE-Bindung von DDX®6 sollte auch in vivo in K562-Zellen untersucht werden. Hierzu
wurde die Trimolekulare Fluoreszenz-Komplementierung (TriFC) genutzt (siehe 2.9.2,
Abb. 3.18).

Der TriFC-Assay wurde zunachst mit dem bekannten DICE-bindenden Protein hnRNP K
etabliert. Eine Rekonstitution des Venus-Proteins konnte nur detektiert werden, wenn die
DICE-tragende RNA co-transfiziert wurde, nicht aber mit der Kontroll-RNA (Abb. 3.19A).
AnschlieBend wurde V1-FLAG-DDX6 fur den TriFC-Assay verwendet. Eine spezifische
Venus-Fluoreszenz konnte nur mit ORF-DICE-6MS2, nicht jedoch mit der Kontroll-RNA
beobachtet werden. V1-FLAG-DDX®6 ist hierbei in granuldren Strukturen lokalisiert (Abb.
3.19B).
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Abb. 3.18: Prinzip der Trimolekularen Fluoreszenz-Komplementierung (TriFC).

K562-Zellen wurden mit jeweils drei Plasmiden transfiziert. V2-HA-MS2BP kodiert fir die C-
terminale Halfte des fluoreszierenden Venus-Proteins, die lber einen HA-tag an das MS2BP
fusioniert ist. V1-FLAG-RBP ist eine Fusion aus der N-terminalen Héalfte des Venus-Proteins,
einem FLAG-tag, sowie dem potentiell RNA-bindenden Protein (V1-FLAG-hnRNP K, V1-FLAG-
DDX®6). Das dritte Konstrukt kodiert fiir eine Reporter-mRNA, die aus einem ORF und sechs MS2-
repeats sowie dem DICE (ORF-DICE-6MS2) oder einer Kontroll-RNA-Sequenz (ORF-ctrl.-6MS2)
besteht. V2-HA-MS2BP bindet an die Reporter-mRNA. Binden hnRNP K oder DDX6 ebenfalls an
die mRNA, werden V1 und V2 in rdumliche N&he zueinander gebracht, was eine Rekonstitution
des fluoreszierenden Venus-Proteins erlaubt. (Rackham und Brown, 2004; Stdhr et al., 2006;
Naarmann et al., 2010).

A) ORF-ctrl-6MS2  ORF-DICE-6MS2 B) ORF-ctrl-6MS2  ORF-DICE-6MS2

V2-HA-MS2BP

V1-FLAG-hnRNP K  V2-HA-MS2BP
V1-FLAG-DDX6

Venus

Abb. 3.19: Trimolekulare Fluoreszenz-Komplementierung in nicht-induzierten K562-Zellen.
Nicht-induzierte K562-Zellen wurden mit V1-FLAG-hnRNP K (A), V1-FLAG-DDX6 (B), V2-HA-
MS2BP sowie ORF-ctrl-6MS2 oder ORF-DICE-6MS2 transfiziert und 48 Stunden nach der
Transfektion mittels Immunfluoreszenz-Farbung mit Antikérpern gegen FLAG oder HA analysiert.
Farbung der Zellkerne mit DAPI. Die Fluoreszenz des rekonstituierten Venus-Proteins ist in der
letzten Reihe gezeigt. (Naarmann et al., 2010).

DDX6 besteht aus zwei RecA-ahnlichen Domanen. Die N-terminale Doméane (D1) enthalt
das Q-Motiv, gefolgt von den Motiven I-11l, Motiv Il ist das namensgebende DEAD-Motiv.
Die C-terminale Doméne (D2) enthélt die Motive IV-VI (Banroques et al., 2008; Cordin et
al., 2006). Mittels eines tethering-Assays konnte in Xenopus-Oozyten gezeigt werden,
dass D2 fur die Translations-Repression ausreichend ist (Minshall et al., 2009). Um die
DICE-Bindung von DDX6 weiter zu charakterisieren, wurden die DDX6-Domé&nen D1 und
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D2 einzeln im TriFC-Assay untersucht. Nach Transfektion von D1 und D2 konnte jeweils
ein diffuses Venus-Signal detektiert werden, unabhangig von dem co-transfizierten RNA-
Konstrukt. Die charakteristische granulare Venus-Fluoreszenz konnte jedoch nur flr
DDX6 wt und D2 detektiert werden, wenn ORF-DICE-6MS2 co-transfiziert wurde. Dies
deutet darauf hin, dass D2 die Bindung von DDX6 an das DICE und die Lokalisierung in
cytoplasmatische granuléare Strukturen vermittelt (Abb. 3.20).

DDX6 wt DDX6 D1 DDX6 D2
ORF-ctrl-6MS2  ORF-DICE-6MS2 ORF-ctrl-6MS2 ORF-DICE-6MS2  ORF-ctrl-6MS2  ORF-DICE-6MS2

Abb. 3.20: TriFC-Analyse von DDX6 und den Doménen 1 und 2.

Transfektion von nicht-induzierten K562-Zellen mit Plasmiden, die fir V1-FLAG-DDX6 wt, V1-
FLAG-DDX6 D1 oder V1-FLAG DDX6 D2, V2-HA-MS2BP und ORF-ctrl-6MS2 oder ORF-DICE-
6MS2 kodieren. Immunfluoreszenzfarbung mit Antikdrpern gegen FLAG und HA. Farbung der
Zellkerne mit DAPI. Die Fluoreszenz des rekonstituierten Venus-Proteins ist in der letzten Reihe
gezeigt. (Naarmann et al., 2010).

V2-HA-MS2BP

©o
x
a
Q
Q
<
-
Y
L
>

DDX6 bindet das DICE in vitro und in vivo. Daher wurde eine mdgliche Funktion von
DDX6 in der Regulation der hr15-LOX-mRNA-Translation untersucht. Es konnte bereits
gezeigt werden, dass die hr15-LOX-mRNA in nicht-induzierten K562-Zellen vorhanden ist,
die Proteinsynthese aber auf spate Stadien der erythroiden Reifung beschréankt ist (siehe
Abb. 3.4, Naarmann et al., 2008). In nicht-induzierten K562-Zellen kann die hr15-LOX-
Expression durch den simultanen knock down von hnRNP K und hnRNP E1 induziert
werden (siehe Abb. 3.5, Naarmann et al., 2008). Um den Einfluss von DDX6 auf die
Repression der hr15-LOX-mRNA-Translation zu untersuchen, wurde die DDX6-Menge in
nicht-induzierten K562-Zellen durch drei verschiedene siRNAs reduziert. Der knock down
von DDX6 hat, ebenso wie die Reduktion von hnRNP K und/ oder hnRNP E1 keinen
Einfluss auf die Menge an hr15-LOX-mRNA (Abb. 3.21).
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Abb. 3.21: Einfluss des knock downs von DDX6, hnRNP K oder hnRNP E1 auf die hr15-LOX-
mRNA-Menge.

Nicht-induzierte K562-Zellen wurden ohne siRNA (mock), mit einer Kontroll-siRNA (ctrl.), drei
unterschiedlichen siRNAs gegen DDX6 oder siRNAs gegen hnRNP K und hnRNP E1, einzeln oder
in Kombination transfiziert. Analyse 48 Stunden nach der Transfektion mittels Western Blot und
RT-PCR. (Naarmann et al., 2010).
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Abb. 3.22: Analyse der Reduktion der DDX6-Menge durch RNAi in nicht-induzierten K562-
Zellen mit Inmunfluoreszenzfarbungen.

Transfektion von nicht-induzierten K562-Zellen ohne siRNA (mock), mit einer Kontroll-siRNA (ctrl.)
oder siRNAs gegen DDX6. Analyse durch Immunfluoreszenzfarbung mit Antikérpern spezifisch far
DDX®6, hr15-LOX (A) und c-Src (B) 48 Stunden nach der Transfektion. Farbung der Zellkerne mit
DAPI. (Naarmann et al., 2010).

59



Ergebnisse

Der Effekt des DDX6-knock downs auf die hr15-LOX-Expression wurde in Immun-
fluoreszenzfarbungen untersucht. Die verwendeten siRNAs flihrten zu einer Verringerung
der DDX6-Expression in 54% der Zellen. In 90% der DDX6-knock down-Zellen konnte
eine De-Repression der hr15-LOX-Expression detektiert werden (Abb. 3.22A). Die
Expression von c-Src wurde durch die Reduktion der DDX6-Menge durch die DDX6-
spezifische siRNA #3 jedoch nicht beeinflusst (Abb. 3.22B). Dies deutet darauf hin, dass
die Reduktion der DDX6-Menge nicht zu einer allgemeinen Aktivierung der Translation
fihrt, sondern dass DDX®6 ein spezifischer Regulator der hr15-LOX-mRNA-Translation ist.

3.3.2 DDX6 rekrutiert die hr15-LOX-mRNA in cytoplasmatische granulare Strukturen
In Immunfluoreszenz-Analysen des TriFC-Assays konnte DDX6 in cytoplasmatischen
granularen Strukturen detektiert werden (Abb. 3.19). Eine Funktion von DDX6 in der
Regulation der r15-LOX-mRNA-Translation kdnnte die Lokalisierung in granulare RNP-
Strukturen sein, in denen translational reprimierte mRNAs gespeichert werden. Daher
wurde untersucht, ob Reporter-mRNAs in Abhangigkeit vom DICE-Element in DDX6-
enthaltende cytoplasmatische Strukturen rekrutiert werden. Hierzu wurden entweder
ORF-ctrl-6MS2 oder ORF-DICE-6MS2 zusammen mit GFP-NLS-MS2BP in nicht-
induzierte K562-Zellen ftransfiziert. Bindet das MS2BP-Fusionsprotein die RNA-
Reporterkonstrukte, kann die Lokalisierung der Reporter-mRNAs durch die GFP-
Fluoreszenz detektiert werden. Das NLS dient der Reduktion des Hintergrundsignals im
Cytoplasma. Dies war besonders wichtig, da die verwendeten K562-Zellen einen sehr
groBen Zellkern haben, der nur von einem schmalen Cytoplasmasaum umgeben ist.
Endogenes DDX6 wurde mit Hilfe eines DDX6-spezifischen Antikdrpers angefarbt. Die
Analyse erfolgte mittels konfokaler Laser-scanning-Mikroskopie. Die Intensitatsprofile
zeigen eine Co-Lokalisierung von GFP und DDX6, wenn die DICE-tragende Reporter-
mRNA co-transfiziert wurde, jedoch nicht, wenn die Kontroll-RNA co-transfiziert wurde
(Abb. 3.23). Dies ist ein erster Hinweis darauf, dass eine DICE-tragende mRNA in DDX6-
enthaltenden granuléaren Strukturen lokalisiert sein kénnte.
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Abb. 3.23: Lokalisierung DICE-tragender Reporter-mRNAs in DDX6-enthaltenden granuléaren
Strukturen.

Oben: Schematische Darstellung des Experiments. Unten: GFP-NLS-MS2BP wurde ohne
Reporter-RNA-Konstrukt (links), mit ORF-ctrl-6MS2 (Mitte) oder ORF-DICE-6MS2 (rechts) in nicht-
induzierte K562-Zellen transfiziert. Endogenes DDX6 wurde mit einem spezifischen Antikdrper
gefarbt. Analyse mit konfokaler Mikroskopie. Der markierte Bereich ist in der VergréBerung
dargestellt. Die DDX6-Cy3- (rot) und GFP-Fluoreszenz (griin) wurde entlang der Pfeile analysiert,
die relativen Fluoreszenzintensitaten sind in den Diagrammen dargestellt. (Naarmann et al., 2010).

Es konnte gezeigt werden, dass maternale mRNAs wahrend der Entwicklung in
cytoplasmatischen RNA-Protein-Aggregaten akkumulieren, die als RNP-granules oder
germ granules bezeichnet werden (Anderson und Kedersha, 2006; Rajyaguru und Parker,
2009; Schisa et al., 2001). Diese dynamischen granularen Strukturen sind mit stress
granules und processing bodies (P-Bodies) verwandt. Stress granules werden gebildet,
wenn die Translationsinitiation blockiert ist, zum Beispiel unter oxidativem Stress (siehe
1.2.2). In stress granules werden nicht-translatierte mMRNAs gespeichert. Zunachst wurde
untersucht, ob DDX6 die hr15-LOX-mRNA in stress granule-adhnliche Strukturen rekrutiert.
Um die Bildung von stress granules zu induzieren, wurden K562-Zellen mit Natrium-
Arsenit behandelt. G3BP1 wurde als Markerprotein fir die Bildung von stress granules
verwendet (Tourriere et al., 2003). Zunachst wurde untersucht, ob die Regulatoren der
hr15-LOX-mRNA-Translation hnRNP K, hnRNP E1 und DDXE6 in stress granules rekrutiert
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werden (Abb. 3.24). Die Analyse der Immunfluoreszenzfarbungen von nicht-behandelten
und mit Natrium-Arsenit behandelten K562-Zellen zeigte, dass weder hnRNP K (Abb.
3.24A) oder hnRNP E1 (Abb. 3.24B) noch DDX6 (Abb. 3.24C) in G3BP1-positiven

granularen Strukturen detektiert werden kdnnen.

unbehandelt 1,5 mM Arsenit

A) unbehandelt 1,5 mM Arsenit B)

C) unbehandelt 1,5 mM Arsenit
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Abb. 3.24: Lokalisierung von hnRNP K, hnRNP E1 und DDX6 unter oxidativem Stress.
Nicht-induzierte K562-Zellen wurden fir 30 min mit 1,5 mM Natrium-Arsenit behandelt und
anschlieBend fur Immunfluoreszenzfarbungen mit Antikérpern gegen G3BP1 und hnRNP K (A),
hnRNP E1 (B) oder DDX6 (C, Naarmann et al., 2010) verwendet. Die durch Rechtecke markierten
Bereiche sind in der VergréBerung dargestellt.
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Abb. 3.25: Inmunfluoreszenz-FISH-Analyse von Arsenit-behandelten K562-Zellen.
Nicht-induzierte K562-Zellen wurden fir 30 min mit 1,5 mM Natrium-Arsenit behandelt. Analyse
mittels IF-FISH-Farbung mit einem G3BP1-spezifischen Antikérper und Sonden spezifisch fur die
hr15-LOX-, c-Src-, GAPDH-mRNA und polyadenylierte RNA (oligo dT). Markierte Quadrate sind in
der VergréBerung dargestellt. (Naarmann et al., 2010)
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Auch die Lokalisierung der endogenen hr15-LOX-mRNA in Arsenit-induzierte stress
granules wurde untersucht. Mittels Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH) konnte nach
der Induktion von oxidativem Stress eine Co-Lokalisierung von polyadenylierter RNA und
GAPDH-mRNA mit G3BP1 detektiert werden (Abb. 3.25). Jedoch wurden weder die hr15-
LOX-mRNA noch die c-Src-mRNA, deren Translation in nicht-induzierten K562-Zellen
ebenfalls reprimiert ist, in stress granules nachgewiesen (Abb. 3.25).

Weder die hr15-LOX-mRNA noch hnRNP K, hnRNP E1 oder DDX6 lokalisieren in nicht-
induzierten K562-Zellen in stress granules. Es ware aber denkbar, dass wahrend der
induzierten erythroiden Reifung von K562-Zellen stress granules auftreten. In Immun-
fluoreszenzfarbungen mit Antikérpern spezifisch fir G3BP1 und DDX6 konnten jedoch
keine stress granules wahrend der erythroiden Reifung detektiert werden (Abb. 3.26).
DDX6 ist jedoch in cytoplasmatischen granuldren Strukturen lokalisiert, deren Zahl
wahrend der erythroiden Reifung abnimmt. An den Tagen 6 und 8 der Reifung, wenn die
hr15-LOX synthetisiert wird, sind nur noch sehr wenige DDX6-positive granulare
Strukturen zu detektieren (Abb. 3.26). Western Blot-Analysen zeigten, dass auch die
Menge an DDX6 wahrend der erythroiden Reifung von K562-Zellen abnimmt (Abb. 3.27).
Die Analyse von Knochenmarkzellen, Retikulozyten und Erythrozyten aus Kaninchen
zeigte, dass die Menge an DDX6 hier ebenfalls wahrend der Erythropoese abnimmt (nicht
gezeigt).
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Abb. 3.26: Immunfluoreszenz-Detektion von DDX6 und G3BP1 wahrend der erythroiden
Reifung von K562-Zellen.

Die erythroide Reifung von K562-Zellen wurde mit 1,5 mM Natrium-Butyrat Gber einen Zeitraum
von acht Tagen induziert. Immunfluoreszenzfarbung mit Antikérpern spezifisch fir DDX6 und
G3BP1. Farbung der Kerne mit DAPI. Die Pfeile markieren kernlose Zellen. Die Uberlagerung
(merge) zeigt das DDX6- und G3BP1-Signal. (Naarmann et al., 2010).
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Abb. 3.27: Expression von DDX6 und G3BP1 wahrend der erythroiden Reifung von K562-
Zellen.

Western Blot-Analyse von Extrakten aus nicht-induzierten K562-Zellen und an den Tagen 2 bis 8
der erythroiden Reifung mit Antikérpern gerichtet gegen G3BP1, DDX6 und GAPDH. (Naarmann et
al., 2010).

Wahrend der erythroiden Reifung kommt es nicht zur Bildung von stress granules. Daher
wurde untersucht, ob es sich bei den DDX6-enthaltenden cytoplasmatischen granularen
Strukturen um P-body-ahnliche RNP-granules handelt. Die Farbung des P-body- und
germ granule-Markers Dcp1A (Ingelfinger et al., 2002; Lall et al., 2005) zeigte eine Co-
Lokalisierung mit DDX6. Im Gegensatz zu DDX6 nimmt weder das Dcp1A-Signal noch die
Zahl der Dcp1A-positiven granuldren Strukturen wahrend der erythroiden Reifung von
K562-Zellen deutlich ab (Abb. 3.28). Auch der knock down von DDX6 hat keinen starken
Einfluss auf das Dcp1A-Signal (Abb. 3.29). Es kann jedoch eine Reduktion der Zahl der

Dcp1A-positiven-granules detektiert werden.
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Abb. 3.28: Co-Lokalisierung von DDX6 und Dcp1A in K562-Zellen.

K562-Zellen wurden mit 1,5 mM Natrium-Butyrat induziert. Farbung von DDX6 und Dcp1A mit
spezifischen Antikdrpern in nicht-induzierten K562-Zellen und an den Tagen 2 bis 8 der erythroiden
Reifung. Farbung der Zellkerne mit DAPI. Kernlose Zellen sind durch Pfeile markiert. Die
Uberlagerung (merge) zeigt das DDX6- und das Dcp1A-Signal. (Naarmann et al., 2010).
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Abb. 3.29: Einfluss der Reduktion von DDX6 mittels RNAi auf das Dcp1A-Signal und die
Menge Dcp1A-positiver granules.

Nicht-induzierte K562-Zellen wurden ohne siRNA (mock), mit einer Kontroll-siRNA (ctrl.) oder drei
verschiedenen DDX6-spezifischen siRNAs transfiziert. Farbung von nicht-transfizierten Zellen und
48 Stunden nach der Transfektion mit Antikérpern spezifisch fir DDX6 und Dcp1A. DAPI-Farbung
der Zellkerne. (Naarmann et al., 2010).
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Abb. 3.30: Co-Lokalisierung von DDX6 und der hr15-LOX-mRNA in cytoplasmatischen
granularen Strukturen.

Analyse der IF-FISH-Farbung nicht-induzierter K562-Zellen und Zellen, die acht Tage mit 1,5 mM
Natrium- Butyrat induziert wurden, mit konfokaler Mikroskopie. Die Zellen wurden mit hr15-LOX-, c-
Src-, oligo(dT)- und GAPDH-Sonden hybridisiert. Die Kerne wurden mit DAPI geféarbt, DDX6 mit
einem spezifischen Antikorper. Die Pfeilspitzen markieren DDX6- und_hr15-LOX-mRNA-positive
granulare Strukturen. Kernlose Zellen sind durch Pfeile markiert. In der Uberlagerung (merge) sind
alle drei Farbungen dargestellt. (Naarmann et al., 2010).

Die Lokalisierung der endogenen hr15-LOX-mRNA wurde mit FISH untersucht. Die
Analyse mit konfokaler Mikroskopie zeigte, dass die hr15-LOX-mRNA in nicht-induzierten
K562-Zellen in DDX6-haltigen granuldren Strukturen lokalisiert ist (Abb. 3.30). Die
Translation der c-Src-mRNA wird DDX6-unabhéangig reprimiert (siehe Abb. 3.22B). Sie co-
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lokalisiert im Gegensatz zur hr15-LOX-mRNA nicht mit DDX6 (Abb. 3.30). Auch die aktiv
translatierte GAPDH-mRNA ist nicht in DDX6-haltigen granuldren Strukturen lokalisiert.
Polyadenylierte mRNA, die durch eine oligo(dT)-Sonde detektiert wurde, wird ebenfalls
hauptséachlich auBerhalb dieser Strukturen detektiert (Abb. 3.30). Dies deutet darauf hin,
dass nur die hr15-LOX-mRNA, deren Translation spezifisch durch DDX6 reguliert wird,
mit DDX6 in P-body-ahnlichen RNP-granules co-lokalisiert. Am Tag 8 der erythroiden
Reifung ist die hr15-LOX-mRNA dispers im Cytoplasma verteilt, ein Hinweis darauf, dass
sie aus den DDX6-granules freigesetzt wird (Abb. 3.30).

Die DDX6- und hr15-LOX-mRNA-haltigen granules wurden durch weitere Farbungen
charakterisiert. Als Kontrolle diente die aktiv translatierte GAPDH-mRNA (Naarmann et
al., 2008; Naarmann et al., 2010). Um eine bessere Aussage Uber eine mdgliche Co-
Lokalisierung treffen zu kénnen, wurden Intensitatsprofile erstellt. Es wurde eine mégliche
Co-Lokalisierung der hr15-LOX- bzw. GAPDH-mRNA (dargestellt in blau) und DDX6 (rot)
mit hnRNP E1 (Abb. 3.31A), rpS19 (Abb. 3.31B) und rpL19 (Abb. 3.31C) untersucht. Die
Intensitatsprofile zeigen eine Co-Lokalisierung des Inhibitors der hr15-LOX-mRNA-
Translation hnRNP E1 mit DDX6 und der hr15-LOX-mRNA, die nicht fir die GAPDH-
mRNA nachweisbar ist (Abb. 3.31A). Da hnRNP K, der weitere Inhibitor der hr15-LOX-
mRNA-Translation, hauptsachlich im Kern von K562-Zellen lokalisiert ist (Naarmann et al.,
2008), war eine Co-Lokalisierung mit der hr15-LOX-mRNA schwer zu detektieren (nicht
gezeigt).

Frihere Analysen zeigten, dass der hnRNP K/E1-DICE-Komplex die Translations-
Initiation auf der Stufe des 48S-Initiationskomplexes inhibiert, also die Assoziation der
60S-Untereinheit verhindert (Ostareck et al, 2001). Auch in Translationsinitiations-
reaktionen mit Extrakten aus nicht-induzierten K562-Zellen assemblierten 48S-
Initiationskomplexe auf einer DICE-tragenden mRNA (Naarmann et al, 2010). Daher
wurde analysiert, ob ribosomale 40S-Untereinheiten mit der hr15-LOX-mRNA in den
DDX6-haltigen granules co-lokalisieren. Hierzu wurde eine Co-Farbung der hr15-LOX-
mRNA mit DDX6 und einem Protein der 40S-Untereinheit des Ribosoms, rpS19,
durchgefiihrt (Abb. 3.31B). Als Kontrolle wurde ein Protein der 60S-Untereinheit des
Ribosoms, rpL19, geféarbt (Abb. 3.31C). In nicht-induzierten K562-Zellen konnte eine Co-
Lokalisierung von rpS19 mit der hr15-LOX-mRNA und DDX6 beobachtet werden,
verdeutlicht durch die Intensitatsprofile. Die GAPDH-mRNA dagegen zeigte Co-
Lokalisierung mit rpS19 und rpL19, nicht aber mit DDX6 (Abb. 3.31B und C). Eine
gemeinsame Co-Lokalisierung von rpL19, DDX6 und der hr15-LOX-mRNA konnte in
nicht-induzierten K562-Zellen nicht detektiert werden.

Am Tag acht der Reifung, an dem die hr15-LOX-mRNA translatiert wird, ist die Farbung
der hr15-LOX-mRNA im Cytoplasma verteilt, was darauf hindeutet, dass sie aus den
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RNP-granules freigesetzt wird (siehe Abb. 3.30 und Abb. 7.6).
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Abb. 3.31: Analyse der Co-Lokalisierung von hnRNP E1, rpS19 und rpL19 mit DDX6 und der
hr15-LOX-mRNA.
IF-FISH-Farbung nicht-induzierter K562-Zellen. Analyse mit konfokaler Mikroskopie. Hybridisierung
der Zellen mit hr15-LOX- und GAPDH-mRNA-spezifischen Sonden (FITC, blau), Farbung der
Zellkerne mit DAPI (cyan). Immunfluoreszenz-Farbung der Zellen mit Antikbrpern gerichtet gegen
DDX6 (Cyb5, rot) und hnRNP E1 (A), rpS19 (B) oder rpL19 (C, alle Cy3, griin). Die Cy3-, Cy5- und
FITC-Fluoreszenz wurde entlang der Pfeile in den Uberlagerten Bildern (rechts) gemessen und ist
in den Diagrammen dargestellt. (Naarmann et al., 2010).
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Zusammengefasst deuten die Daten darauf hin, dass DDX6 die Speicherung der
translational reprimierten hr15-LOX-mRNA in P-body-ahnliche RNP-granules vermittelt, in
denen keine 60S-Untereinheiten des Ribosoms enthalten sind.

3.4 Analyse des Abbaus von hnRNP K

3.4.1 Die Rolle des Ubiquitin-Proteasom-Systems

Die Menge an hnRNP K und hnRNP E1 nimmt wéhrend der erythroiden Reifung von
humanen K562-Zellen (siehe Abb. 3.5) und CD34*-Zellen (siehe Abb. 3.11) sowie
wahrend der Erythropoese in Kaninchen (Ostareck-Lederer, unpubliziert) ab. Daraus
ergab sich die Frage, wie hnRNP K und hnRNP E1 wéahrend der erythroiden Reifung
abgebaut werden. Der Abbau vieler intrazellularer Proteine erfolgt Gber das Ubiquitin-
Proteasom-System (UPS, siehe 1.3.1). Auch wéahrend der erythroiden Reifung wird das
UPS aktiviert (Haas et al., 1982).

Es konnte gezeigt werden, dass hnRNP K nach induzierten DNA-Schaden Uber das UPS
abgebaut wird. HDM2 konnte als Ubiquitin-Ligase identifiziert werden (Moumen et al.,
2005). Es ist mdglich, dass HDM2 auch wahrend der erythroiden Reifung den Abbau von
hnRNP K vermittelt. Daher wurde die Expression von HDM2 wa&hrend der induzierten
erythroiden Reifung von K562-Zellen mittels RT-PCR- und Western Blot-Analysen
untersucht (Abb. 3.32). Weder die HDM2-mRNA noch das Protein konnten in K562-Zellen
nachgewiesen werden. In MCF-7-Zellen wurde jedoch HDM2 detektiert (Abb. 3.32).

MCF-7 K562
Tag 0 2 4 6 8

HDM2 | == |

(YY1 [ ——

HDM2 |-

Western RT-PCR

| —— |
1 2 3 4 5 6

Abb. 3.32: Expression von HDM2 in K562-Zellen wéahrend der erythroiden Reifung.

Oben: RT-PCR-Analyse der Expression der HDM2- und GAPDH-mRNA mit spezifischen Primern
in MCF-7-Zellen und K562-Zellen wahrend der erythroiden Reifung. Unten: Western Blot-Analyse
der Expression von HDM2- und GAPDH-Protein in MCF-7-Zellen und K562-Zellen wahrend der
erythroiden Reifung.

Der Abbau von hnRNP K wahrend der erythroiden Reifung wird nicht durch die Ubiquitin-
Ligase HDM2 vermittelt, da diese in K562-Zellen nicht exprimiert wird. Dennoch wére ein
Abbau Uber das UPS denkbar, falls eine andere Ubiquitin-Ligase hnRNP K fir den Abbau
markiert. Um dies zu analysieren, wurden K562-Zellen mit verschiedenen Proteasom-
Inhibitoren behandelt. Die Inkubation mit den Proteasom-Inhibitoren Epoxomicin, MG132,
Ac-Ala-Pro-Nle-Asp-CHO, clasto-Lactacystin-B-Lacton und Ada-(Ahx)s-(Leu)s-vinylsulfon
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Uber einen Zeitraum von 24 Stunden fihrte nicht zu einer Stabilisierung von hnRNP K,
obwohl eine starke Zunahme an ubiquitinierten Proteinen detektiert werden konnte (nicht
gezeigt). Auch die Inhibition des Proteasoms mit MG132 wahrend der erythroiden Reifung
fOhrte nicht zu einer Stabilisierung von hnRNP K (nicht gezeigt). Desweiteren konnten in
einer hnRNP K-Immunoprazipitation aus diesen Zellen in Western Blot-Analysen mit
einem hnRNP K-spezifischen Antikérper keine hochmolekularen hnRNP K-Ubiquitin-
Konjugate detektiert werden (Abb. 3.33). Gleiche Ergebnisse wurden unter Verwendung

eines a-Ubiquitin-Antikdrpers flr die Western Blot-Analysen erzielt (nicht gezeigt).
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Abb. 3.33: hnRNP K-Immunopraézipitation aus K562-Zellen wahrend der erythroiden Reifung
und der Inhibition des Proteasoms.

Induktion der erythroiden Reifung von K562-Zellen Uber einen Zeitraum von vier Tagen. Rechts:
Inhibition des Proteasoms mit 1 uM MG132. Analyse mittels Western Blot mit einem Antikérper
gerichtet gegen hnRNP K.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass hnRNP K wahrend der erythroiden Reifung
nicht durch das UPS abgebaut wird. Viele Proteasom-Inhibitoren hemmen jedoch nicht
nur die Aktivitdt des Proteasoms, sondern haben auch Einfluss auf andere zellulare
Systeme (Ding et al., 2006; Mazroui et al., 2007). Daher wurde das UPS durch den knock
down des Ubiquitin-aktivierenden Enzyms Ubal weitgehend ausgeschaltet. Nicht-
induzierte K562-Zellen wurden mit drei verschiedenen gegen Ubal gerichteten siRNAs
transfiziert und 24 sowie 48 Stunden nach der Transfektion in Western Blot-Analysen
untersucht (Abb. 3.34). Jede der verwendeten siRNAs fuhrt zu einer Reduktion der Uba1-
Menge. Die hnRNP K-Menge wird durch den knock down nicht beeinflusst (Abb. 3.34).
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Abb. 3.34: Einfluss der Reduktion von Uba1 mit RNAi auf die hnRNP K-Menge.
Nicht-induzierte K562-Zellen wurden mit einer unspezifischen Kontroll-siRNA (ctrl) oder drei
siRNAs gerichtet gegen Uba1l transfiziert. Analyse mittels Western Blot 24 und 48 Stunden nach
der Transfektion mit Antikérpern spezifisch fiir Uba1, hnRNP K und GAPDH.

Der knock down von Ubail wurde nun mit der Induktion der erythroiden Reifung
kombiniert. Hierzu wurden K562-Zellen zunachst mit den siRNAs gegen Uba1i transfiziert.
24 Stunden nach der siRNA-Transfektion wurde die erythroide Reifung durch die Zugabe
von Natrium-Butyrat induziert. 48 Stunden und 72 Stunden nach der siRNA-Transfektion
(also nach 24 bzw. 48 Stunden erythroider Reifung) erfolgte die Ernte (Abb. 3.35). Die
Menge an Ubiquitin-aktivierendem Enyzm Uba1 scheint wahrend der erythroiden Reifung
zuzunehmen (Abb. 3.35, Bahn 1-3), kann jedoch auch wahrend der erythroiden Reifung
durch die spezifischen siRNAs reduziert werden (Abb. 3.35, Bahn 14-18 und 24-28). Die
Menge an hnRNP K nimmt wahrend der erythroiden Reifung ab. Zwischen Zellen, die mit
einer Uba1l-spezifischen siRNA transfiziert wurden und Kontroll-Zellen konnte kein
Unterschied detektiert werden; der Abbau von hnRNP K scheint nicht Gber das UPS zu

erfolgen.
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Abb. 3.35: Kombination des knock downs von Ubal mit der erythroiden Reifung von K562-
Zellen.

Oben: Schematische Darstellung des Experiments. Unten: Nicht-induzierte K562-Zellen wurden
ohne siRNA (mock), mit einer Kontroll-siRNA (ctrl) oder drei verschiedenen siRNAs gerichtet
gegen Uba1t transfiziert. Induktion der erythroiden Reifung mit 1,5 mM Natrium-Butyrat (NaB) 24
Stunden nach der Transfektion. Analyse nicht behandelter Zellen sowie von Zellen 24, 48 und 72
Stunden nach der Transfektion in Western Blots mit Antikérpern spezifisch fir Uba1, hnRNP K und
GAPDH als Ladekontrolle.
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3.4.2 Der Abbau von hnRNP K erfolgt lGber ein Intermediat

Die bisherigen Ergebnisse deuten darauf hin, dass hnRNP K wéahrend der erythroiden
Reifung von K562-Zellen nicht Uber das UPS abgebaut wird. Fir die weiteren Analysen
des Abbaus von hnRNP K sollte nun zunachst die Halowertszeit von hnRNP K in K562-
Zellen bestimmt werden. Hierzu wurden zunachst verschiedene Translationsinhibitoren
getestet (siehe 2.1.5). Puromycin inhibierte dabei die Translation effizienter als
Cycloheximid und Emetin (nicht gezeigt). Daher wurde Puromycin verwendet, um Uber
einen Zeitraum von 24 Stunden die Translation in nicht-induzierten K562-Zellen zu
inhibieren (Abb. 3.36).

5 pyg/ml Puromycin
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Abb. 3.36: Abbau von hnRNP K wéhrend der Inhibition der Translation.
K562-Zellen wurden bis zu 24 Stunden mit 5 pug/ml Puromycin behandelt. Western Blot-Analyse mit
Antikérpern spezifisch fir hnRNP K und GAPDH als Ladekontrolle.

Die quantitative Auswertung des Western Blots zeigte, dass die Halbwertszeit von
hnRNP K ca. 14 Stunden betragt. Interessanterweise kann neben der Abnahme der
Menge an hnRNP K die Entstehung eines ca. 48 kD groBen Spaltprodukts detektiert
werden (Abb. 3.36). In Western Blot-Analysen der hnRNP K-Expression wahrend der
erythroiden Reifung von K562-Zellen konnte das Spaltprodukt nicht nachgewiesen
werden (Abb. 3.37, Bahn 1-5). Nach der Anreicherung von hnRNP K durch eine
Immunoprazipitation war das Spaltprodukt auch wéhrend der erythroiden Reifung
nachweisbar (Abb. 3.37).
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Abb. 3.37: Detektion des hnRNP K-Spaltprodukts nach Immunoprézipitation wahrend der
erythroiden Reifung von K562-Zellen.

Immunopréazipitation mit einem hnRNP K- und einem Kontroll- (ctrl) Antikdrper aus nicht-
induzierten K562-Zellen und Zellen von Tag 2 bis 8 der erythroiden Reifung. Detektion von
hnRNP K in Input, hnRNP K-Immunoprazipitat (Ipp hnRNP K) und Kontroll-immunoprézipitat (lpp
ctrl) mit einem spezifischen hnRNP K-Antikérper.
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Das ca. 48 kD-groBe hnRNP K-Spaltprodukt kann in nicht-induzierten K562-Zellen nicht
nachgewiesen werden. In Ubereinstimmung mit der starken Reduktion von hnRNP K am
Tag 2 der Induktion wird zu diesem Zeitpunkt auch das starkste Signal bei 48 kD
detektiert (siehe Abb. 3.6). Das hnRNP K-Abbau-Intermediat akkumuliert in Puromycin-
behandelten K562-Zellen starker als wahrend der erythroiden Reifung. Es ist méglich,

dass Puromycin den weiteren Abbau inhibiert.
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Abb. 3.38: Kombination von Puromycin-Behandlung und Uba1-knock down.

Oben: Schematische Darstellung des Experiments. Unten: Nicht-induzierte K562-Zellen wurden
ohne siRNA (mock), mit einer Kontroll-siRNA (ctrl) oder drei verschiedenen siRNAs gerichtet
gegen Uba1l transfiziert. Behandlung mit 5 pg/ml Puromycin 24 Stunden nach der Transfektion.
Analyse nicht transfizierter Zellen sowie von Zellen 24, 36 und 48 Stunden nach der Transfektion in
Western Blots mit Antikdrpern spezifisch fur Ubal1, hnRNP K und GAPDH als Ladekontrolle.

Da das Intermediat in Puromycin-behandelten Zellen besser detektiert werden konnte,
erfolgte die weitere Analyse mit diesem Reagenz. Die Bildung eines stabilen Intermediats
ist ein weiterer Hinweis daflr, dass hnRNP K nicht Uber das UPS abgebaut wird. Die
Proteolyse durch das Proteasom erfolgt in der Regel prozessiv, es entstehen kurze
Oligopeptide (siehe 1.3.1). Wie zu erwarten, hatte die Kombination der Puromycin-
Behandlung mit dem knock down von Ubal keinen Einfluss auf die Entstehung des
hnRNP K-Spaltprodukts (Abb. 3.38).

3.4.3 Identifizierung des hnRNP K-Spaltprodukts

Der Abbau von hnRNP K wéahrend der erythroiden Reifung von K562-Zellen erfolgt Gber
ein ca. 48 kD-groBes Intermediat. Der fir die Western Blot-Analysen verwendete
hnRNP K-Antikérper (D6, Santa Cruz) ist laut Hersteller-Angaben gegen die Aminoséuren
1-300 gerichtet. Unter Verwendung von rekombinant hergesteliten hnRNP K-
Deletionsvarianten konnte das Epitop weiter auf die Aminosauren 1-121 eingegrenzt
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werden (nicht gezeigt). Unter Verwendung weiterer hnRNP K-spezifischer Antikdrper
wurde das hnRNP K-Spaltprodukt weitergehend charakterisiert (Abb. 3.39).
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Abb. 3.39: Erkennung des hnRNP K-Spaltprodukts durch verschiedene Antikérper.

Western Blot-Analyse von cytoplasmatischem K562-Extrakt aus Zellen, die 16 Stunden mit 5 pg/ml
Puromycin behandelt wurden, mit drei a-hnRNP K-Antikérpern. D6 erkennt die Aminosduren 1-
121, 1G5 ist gegen die Aminosduren 255-272 gerichtet, #54 erkennt den C-Terminus, die
Aminosauren 454-464 (Van Seuningen et al., 1995).

Das 48 kD-groBBe Abbauintermediat wird durch den Antikérper D6 erkannt, es handelt sich
vermutlich um ein N-terminales Fragment. Der Antikérper 1G5 ist gegen das Peptid
gerichtet, in dem sich die Arginine befinden, die methyliert werden. Auch er erkennt das
Spaltprodukt. Nicht erkannt wird das Spaltprodukt jedoch durch den Antikdrper #54 (Van
Seuningen et al., 1995), der gegen den C-Terminus gerichtet ist (Abb. 3.39).

Um das hnRNP K-Spaltprodukt weiter zu charakterisieren, wurde es aus Puromycin-
behandelten K562-Zellen gereinigt. Der cytoplasmatische Extrakt wurde Uber mehrere
Chromatographie-Schritte (Abb. 3.40) fraktioniert.

K562- Zellen, 16 h Behandlung mit

E cytoplaematiecher Extrakt aus J
5 ug/ml Puromycin

Hydroxyapatit

SDS-PAGE, Trypsin- Verdau,
ESI-Q-TOF

Abb. 3.40: Schematische Darstellung der Reinigung des hnRNP K-Spaltprodukts.
Cytoplasmatischer Extrakt aus K562-Zellen, die 16 Stunden mit 5 pug/ml Puromycin behandelt
wurden, wurden Uber DEAE-Sepharose fraktioniert. Als weitere Reinigungsschritte wurden
Heparin-Sepharose, Hydroxyapatit- und MonoQ-Chromatographie durchgefuhrt.
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Das hnRNP K-Spaltprodukt wurde mittels Western Blot-Analysen unter Verwendung des
Antikérpers D6 (siehe oben) verfolgt (siehe 8.5). AnschlieBend wurden die Spaltprodukt
enthaltenden Fraktionen auf einem 4-12% NuPAGE-BisTris-Gel aufgetrennt, tryptisch
verdaut und mittels ESI-Q-TOF analysiert. Die massenspektrometrische Analyse wurde
im Labor von Henning Urlaub durchgefihrt (MPI fir Biophysikalische Chemie, Géttingen).
Die erhaltene Sequenzabdeckung ist in Abb. 3.41 dargestellt. Kein Peptid konnte fir die
Aminosauren 1-21 detektiert werden. Ein solches Peptid konnte jedoch auch bei der
Analyse des Gesamiproteins nicht detektiert werden (nicht gezeigt). Eine gute
Sequenzabdeckung konnte fir die Aminosauren 22-326 erzielt werden, diese Region von
hnRNP K ist also Teil des Spaltprodukts. Ab Aminosdure 327 konnte kein Peptid
detektiert werden. Bei der massenspekirometrischen Analyse des Gesamtproteins
konnten Peptide, die dem C-Terminus des Proteins entsprechen jedoch identifziert

werden (nicht gezeigt).
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Abb. 3.41: Sequenzabdeckung der tryptischen Peptide des hnRNP K-Spaltprodukis.

Das aus Puromycin-behandelten K562-Zellen gereinigte hnRNP K-Spaltprodukt wurde tber ein 4-
12% NuPAGE Bis-Tris-Gel aufgetrennt, tryptisch verdaut und mittels ESI-Q-TOF analysiert. Alle
identifizierten Peptide, die hnRNP K zugeordnet werden konnten, sind rot markiert.

Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass hnRNP K wéahrend der
erythroiden Reifung Uber ein ca. 48 kD-groBes N-terminales Spaltprodukt abgebaut wird.
Ein Spaltprodukt gleicher GréBe kann auch in Puromycin-behandelten K562-Zellen
nachgewiesen werden. Weitere Ergebnisse deuten darauf hin, dass der Abbau nicht Gber
das UPS erfolgt. Um die bislang unbekannte Protease zu identifizieren, sollte ein in vitro-
Spaltungsassay etabliert werden. Hierzu wurde hnRNP K rekombinant mit einem N-
terminalen Hexahistidin-fag in E.coli exprimiert und aufgereinigt (Bodo Moritz). Das
rekombinante Protein wurde zusammen mit cytoplasmatischem Extrakt aus Puromycin-
behandelten K562-Zellen inkubiert und in Western Blot-Analysen mit einem o-His-
Antikérper untersucht (Abb. 3.42).
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Abb. 3.42: hnRNP K-Spaltungsassay

100 ng His-hnRNP K wurden bis zu 48 Stunden mit 20 pug cytoplasmatischem K562-Extrakt (16 h
Puromycin-behandelt) bis 37°C inkubiert. Bahn 6-10: Zugabe eines ATP-regenerierenden
Systems. Western Blot-Analyse mit einem Antikdrper gerichtet gegen den His-tag des
rekombinanten Proteins.

Das hnRNP K-Spaltprodukt kann nach 16 Stunden Inkubation detektiert werden,
unabhangig davon, ob ein ATP-regenerierendes System zugesetzt wurde. Der etablierte
hnRNP K-Spaltungsassay wird in weiteren Analysen zur Identifizierung der unbekannten
proteolytischen Aktivitat wahrend einer chromatographischen Reinigung genutzt.
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4. Zusammenfassung und Diskussion

Die posttranskriptionelle Regulation der Genexpression spielt eine wichtige Rolle wahrend
der Embryonalentwicklung und Differenzierung von Zellen (siehe 1.2). So findet wéahrend
der frihen Entwicklung keine Transkription statt. FlUr die Proteinsynthese werden
maternale mRNAs verwendet (Kuersten und Goodwin, 2003). Wahrend der Erythropoese
wird der Zellkern beim Ubergang vom polychromatischen zum orthochromatischen
Normoblasten ausgeschleust (Castoldi und Beutler, 1988; Simpson und Kling, 1967).
Nach dem Ubergang in die Blutbahn reifen die kernlosen Retikulozyten weiter zu
Erythrozyten. Eine transkriptionelle Regulation der Genexpression ist hier nicht mehr
moglich. Die Synthese einiger Proteine, wie der r15-LOX, wird daher auf
Translationsebene reguliert.

In der vorliegenden Arbeit konnte ein induzierbares erythroides Zellsystem etabliert
werden, welches eine weitere Analyse posttranskriptioneller Regulationsmechanismen
wahrend der erythroiden Reifung ermdglichte. So konnte der Mechanismus der Inhibition
der r15-LOX-mRNA-Translation weiter aufgeklart werden. Auch die Identifizierung
weiterer mRNAs, deren Translation wahrend der erythroiden Reifung reguliert wird, war
maoglich.

4.1 Zur Etablierung und Charakterisierung des K562-Zellsystems

Wichtige Charakteristika der Erythropoese in Saugern sind neben der Synthese von
Hamoglobin der Ausschluss des Zellkerns, der Abbau der Mitochondrien und eine
Umstrukturierung der Zellmembran, die in einer bikonkaven Form der reifen Erythrozyten
resultiert (Castoldi und Beutler, 1988). Der Abbau der Mitochondrien, einer der letzten
Schritte der Erythropoese, wird durch die r15-LOX initiiert, welche die Dioxygenierung von
Phospholipiden in der Mitochondrienmembran katalysiert (Rapoport und Schewe, 1986;
van Leyen et al, 1998; Grullich et al, 2001). Bisherige Untersuchungen unter
Verwendung von Weizenkeim- oder Retikulozytenlysat sowie transfizierten Hela-Zellen
ergaben, dass die Regulation der Translation der Kaninchen-r15-LOX-mRNA Uber das
differentiation control element (DICE), welches in der 3UTR der mRNA lokalisiert ist,
erfolgt (Ostareck-Lederer et al., 1994). hnRNP K und hnRNP E1 binden an das DICE und
inhibieren die Assoziation der 60S-Untereinheit des Ribosoms (Ostareck et al., 1997;
Ostareck et al., 2001). Bislang ist nicht bekannt, wie die Interaktion zwischen dem 5’- und
dem 3’-Ende der mRNA vermittelt wird. Es wéare daher denkbar, dass weitere Proteine
Bestandteil des inhibitorischen Komplexes sind.
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FOr weitere Analysen des Translationsregulations-Mechanismus, wie die ldentifizierung
neuer Komplexkomponenten war die Etablierung eines induzierbaren erythroiden
Zellsystems erforderlich. Dieses Zellsystem sollte nicht nur die charakteristischen
morphologischen Veranderungen der spaten Stadien der Erythropoese, den Ausschluss
des Zellkerns und den Abbau der Mitochondrien, sondern auch die Kontrolle der
Expression der (endogenen) r15-LOX durch (endogenes) hnRNP K und hnRNP E1
rekapitulieren. AuBerdem sollte es méglich sein, groBe Mengen induzierter Zellen zu
gewinnen, die eine Reinigung neuer regulatorischer Faktoren ermdglichen. Bislang
existierte ein solches Zellsystem, welches alle Bedingungen erfillt, nicht (siehe 1.1.2).

In Vorarbeiten konnten bereits humane K562-Zellen, die aus einer CML-Patientin isoliert
wurden (Lozzio und Lozzio, 1975), als mdgliche Basis fur das induzierbare erythroide
Zellsystem identifiziert werden (Naarmann, 2006). K562-Zellen werden in Suspension
kultiviert (siehe 2.1.1), ihre Verdopplungszeit betragt ca. 14 Stunden (Naarmann, 2006).
Dies ermdglicht das Anzichten groBer Zellmengen. Die erythroide Reifung von K562-
Zellen kann durch die Inkubation mit Natrium-Butyrat induziert werden (Andersson et al.,
1979a; Naarmann, 2006). In der vorliegenden Arbeit wurde die Natrium-Butyrat-induzierte
erythroide Reifung von K562-Zellen weitergehend charakterisiert. K562-Zellen
exprimieren Hamoglobin (siehe Abb. 3.1) und es kommt zum Erliegen der Zellteilung
(Naarmann, 2006). AuBerdem wurden der Ausschluss des Zellkerns (29% der Zellen an
Tag 8 der Induktion) und ein Abbau der Mitochondrien (22% der kernlosen Zellen an Tag
8 der Induktion) detektiert (siehe Abb. 3.2). Die Expression der endogenen hr15-LOX wird
durch endogenes hnRNP K und hnRNP E1 reguliert (siehe Abb. 3.4 und Abb. 3.5).
AuBerdem konnte gezeigt werden, dass die Translation einer DICE-tragenden Reporter-
mRNA in cytoplasmatischem Extrakt aus nicht-induzierten K562-Zellen ohne die Zugabe
von exogenem hnRNP K und hnRNP E1 inhibiert wird. Translationsinitiationsstudien
ergaben, dass die Bildung des 48S-Initiationskomplexes nicht beeinflusst wird (Harnisch,
2010; Naarmann et al., 2010). Diese Resultate zeigen, dass K562-Zellen ein geeignetes
System zur weiteren Analyse der Regulation der r15-LOX-mRNA-Translation wahrend der
erythroiden Reifung sind (Naarmann et al., 2008).

Die Menge der beiden r15-LOX-Translationsinhibitoren hnRNP K und hnRNP E1 nimmt
wahrend der erythroiden Reifung von K562-Zellen ab (siehe Abb. 3.6). Auch bei der
Analyse von Knochenmarkzellen, Retikulozyten und Erythrozyten aus Kaninchen wurde
eine Abnahme der Menge beider Proteine detektiert (Ostareck-Lederer, unpubliziert).
Ausgehend von diesen Beobachtungen wurde auch die Expression weiterer Proteine, die
an der Regulation der r15-LOX-mRNA-Translation beteiligt sind, untersucht (Abb. 4.1).
hnRNP K kann die Tyrosin-Kinase c-Src aktivieren und wird durch diese an mehreren
Tyrosinen phosphoryliert (Ostareck-Lederer et al., 2002). Die Phosphorylierung des
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Tyrosin 458 inhibiert die DICE-Bindung von hnRNP K (Messias et al., 2006) (Abb. 4.1).
Interessanterweise wird c-Src nur an den Tagen 6 und 8 der erythroiden Reifung
exprimiert (siehe Abb. 3.6A), wenn die hr15-LOX-mRNA translatiert wird (sieche Abb. 3.4).
Zu diesen Zeitpunkten ist auch eine Tyrosin-Phosphorylierung von hnRNP K nachweisbar
(siehe Abb. 3.7). Die Interaktion zwischen c-Src und hnRNP K wird durch die Arginin-
Methylierung von hnRNP K kontrolliert. hnRNP K wird durch PRMT1 an finf Argininen
quantitativ asymmetrisch dimethyliert. Methyliertes hnRNP K zeigt eine reduzierte
Interaktion mit c-Src, wodurch die Aktivierung von c-Src vermindert wird (Ostareck-
Lederer et al., 2006, Abb. 4.1). Die PRMT1-Menge nimmt wahrend der erythroiden
Reifung von K562-Zellen ab (siehe Abb. 3.6A). Auch die Methylierungsaktivitat des
Extraktes gegentber hnRNP K ist am Tag 8 der Reifung deutlich reduziert (Naarmann et
al., 2008). Wahrend die Gesamtmenge an hnRNP K wahrend der erythroiden Reifung
deutlich abnimmt, kann eine Zunahme des nicht-methylierten Proteins detektiert werden
(siehe Abb. 3.6A).

Im reifen Retikulozyten wird die Translation der r15-LOX-mRNA aktiviert. Voraussetzung
hierfur ist eine effiziente Interaktion zwischen c-Src und nicht-methyliertem hnRNP K
(siehe oben). Um diese zu realisieren, sind verschiedene Mdglichkeiten denkbar. Zum
einen konnte die Methylierung reversibel sein. Bislang wurde fur hnRNP K jedoch keine
Demethylase beschrieben. Lediglich eine Arginin-Demethylase ist bekannt: JMJD6
katalysiert die Demethylierung von Arginin 2 in Histon H3 sowie von Arginin 3 in Histon H4
(Chang et al., 2007). Zum anderen ware es denkbar, dass das in der Zelle vorhandene
methylierte hnRNP K durch neu synthetisiertes, nicht-methyliertes Protein ersetzt wird,
wie flr das Histon H3.3 gezeigt (Ahmad und Henikoff, 2002; Janicki et al., 2004). Da
PRMT1 wahrend der erythroiden Reifung von K562-Zellen abgebaut wird, die hnRNP K-
mRNA wahrend der gesamten Reifung vorhanden ist (siehe Abb. 3.6) und wahrscheinlich
translatiert werden kann, trifft vermutlich die zweite Méglichkeit zu.

K562-Zellen rekapitulieren wahrend der induzierten erythroiden Reifung den
Mechanismus der Regulation der r15-LOX-mRNA-Translation vollstdndig. Es handelt sich
jedoch um Krebszellen, die aus einer CML-Patientin isoliert wurden. K562-Zellen weisen
groBe chromosomale Abnormalitdten wie das Philadelphia-Chromosom (siehe 1.1.2,
Rowley, 1973) auf. Durch diese Translokation kommt es zur Expression der konstitutiv
aktiven Tyrosin-Kinase Bcr-Abl (Ben-Neriah et al., 1986, siehe 1.1.2). AuBerdem wird die
erythroide Reifung durch Natrium-Butyrat und nicht durch Erythropoetin induziert. Es war
deshalb fraglich, ob die induzierte erythroide Reifung von K562-Zellen einer
physiologischen erythroiden Reifung entspricht. Daher wurden einige Experimente mit
humanen CD34"-Zellen, die aus peripherem Blut isoliert wurden, wiederholt. hr15-LOX
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und die bekannten Regulatoren der hr15-LOX-mRNA-Translation zeigten wahrend der
Reifung von CD34"-Zellen &hnliche Expressionsmuster in K562-Zellen (siehe 3.1). Es
kann davon ausgegangen werden, dass die Reifung von K562-Zellen bezlglich der
Regulation der hr15-LOX-mRNA-Translation einer physiologischen Situation entspricht.
Auch der Kernausschluss und der Abbau der Mitochondrien, wichtige morphologische
Veranderungen wahrend der Erythropoese, wurden beobachtet (siehe Abb. 3.2). In dieser
Arbeit wurde jedoch zum Beispiel nicht untersucht, ob es auch zu einer Umstrukturierung

der Zellmembran kommt, die in einer bikonkaven Form der reifen Zellen resultiert.

Zusammenfassung

Auf der Basis von humanen K562-Zellen konnte ein induzierbares erythroides Zellsystem
etabliert werden, das wichtige Charakteristika der erythroiden Reifung rekapituliert: die
Synthese von Hamoglobin, den Ausschluss des Zellkerns, die Regulation der hr15-LOX-
mRNA-Translation durch hnRNP K und hnRNP E1 sowie den Abbau der Mitochondrien.
Die Ergebnisse, die unter Verwendung von K562-Zellen erhalten wurden, konnten mit
primdren humanen CD34*-Zellen vollstéandig rekapituliert werden. Somit stellen K562-
Zellen ein geeignetes System zur weiteren Analyse der posttranskriptionellen Regulation
der Genexpression wahrend der erythroiden Reifung, insbesondere der Regulation der
r15-LOX-mRNA-Translation, dar.

4.2 Zur ldentifizierung neuer durch hnRNP K regulierter mRNAs

Bei der Charakterisierung der erythroiden Reifung von K562-Zellen wurde die
interessante Beobachtung gemacht, dass die Tyrosin-Kinase c-Src erst an den Tagen 6
und 8 der Induktion detektiert werden kann (siehe Abb. 3.6A). Die c-Src-mRNA st
dagegen wahrend der gesamten erythroiden Reifung nachweisbar (siehe Abb. 3.6B).
Diese Ergebnisse legen eine posttranskriptionelle Kontrolle der c-Src-Expression wahrend
der erythroiden Reifung nahe.

hnRNP K wurde bereits fir andere mRNAs als Regulator der Translation beschrieben.
Neben der r15-LOX-mRNA inhibiert hnRNP K auch die Translation der RNA des
menschlichen Papillomavirus Typ 16 L2 (Collier et al, 1998). Die 5 cap-unabhangige
Translation der c-Myc-mRNA wird dagegen durch hnRNP K verstarkt (Evans et al., 2003).
Daher wurde untersucht, ob hnRNP K auch eine Funktion in der Regulation der c-Src-
mRNA-Translation hat. Co-Immunopréazipitationsanalysen zeigten, dass hnRNP K nur in
nicht-induzierten K562-Zellen mit der c-Src-mRNA interagiert (siehe Abb. 3.13). In UV-
Crosslink-Experimenten mit rekombinantem Protein konnte eine direkte Interaktion
detektiert und auf das Fragment Src3 der c-Src-3'UTR eingegrenzt werden. Dieses
mRNA-Element vermittelt die Inhibition der Translation von Reporter-mRNAs in
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cytoplasmatischen Extrakten aus nicht-induzierten K562-Zellen (Naarmann et al., 2008).
Der knock down von hnRNP K, nicht aber von hnRNP E1 resultierte in einer De-
Repression der c-Src-Synthese (siehe Abb. 3.15). Sowohl die Translation der hr15-LOX-
mRNA als auch der c-Src-mRNA wird wahrend der erythroiden Reifung von K562-Zellen
durch hnRNP K kontrolliert (Abb. 4.1). Es scheint jedoch einige Unterschiede in den
Regulationsmechanismen zu geben. So kann eine De-Repression der c-Src-Synthese
durch den alleinigen knock down von hnRNP K erreicht werden, fir eine Aktivierung der
hr15-LOX-mRNA-Translation muissen dagegen sowohl die hnRNP K- als auch die
hnRNP E1-Menge reduziert werden (siehe Abb. 3.5).

Erythroblast ———p Retikulozyt

Nucleus

5R™ M2S-P
HnRNP K

m'G c-Src Src3(LN
- : -

Abb. 4.1: Modell der posttranskriptionellen Regulation der Genexpression wahrend der
erythroiden Reifung.

Die Synthese der r15-LOX ist auf reife Retikulozyten beschrénkt. Hier initiiert das Enzym den
Abbau der Mitochondrien (Rapoport und Schewe, 1986). Links: in Erythroblasten ist die Translation
der r15-LOX-mRNA inhibiert, da die Bildung translationskompetenter 80S-Ribosomen durch
hnRNP K und hnRNP E1, gebunden an das DICE in der 3'UTR, inhibiert wird. Dieser Komplex
inhibiert die Assoziation der 60S-Untereinheit des Ribosoms (Ostareck et al., 1997; Ostareck et al.,
2001). hnRNP K bindet auch an das c-Src-mRNA-3'UTR-Element Src3 und inhibiert die c-Src-
mRNA-Translation durch die Blockierung der Bildung von 80S-Ribosomen (Naarmann et al., 2008).
hnRNP K wird quantitativ asymmetrisch an finf Argininen durch PRMT1 dimethyliert (Ostareck-
Lederer et al., 2006). Die Phosphorylierung der Serine 284 und 353 in hnRNP K durch Erk fihrt zur
cytoplasmatischen Akkumulierung des Proteins (Habelhah et al, 2001). Rechts: im reifen
Retikulozyten bindet hnRNP K das Element Src3 in der c-Src-mRNA-3'UTR nicht mehr und die
Kinase wird synthetisiert. Methyliertes hnRNP K wird wahrend der erythroiden Reifung gegen nicht-
methyliertes Protein ausgetauscht (Naarmann et al., 2008). Das nicht-methylierte hnRNP K fungiert
dann als spezifischer Aktivator von c-Src (Ostareck-Lederer et al., 2002; Adolph et al., 2007). Die
Phosphorylierung des Tyrosin 458 in der dritten KH-Domane von hnRNP K durch c-Src fihrt zum
Verlust der DICE-Bindungsaktivitdt von hnRNP K und damit seiner Rolle als Inhibitor der r15-LOX-
mRNA-Translation (Messias et al., 2006). Die r15-LOX-mRNA-Translation wird aktiviert und das
neu synthetisierte Protein katalysiert die Dioxygenierung von Phospholipiden in der
Mitochondrienmembran (Rapoport und Schewe, 1986; van Leyen et al., 1998; Grillich et al.,
2001). (aus Naarmann et al., 2008).
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Auch die Aktivierung der Translation wahrend der erythroiden Reifung verlauft
unterschiedlich: hnRNP K wird durch die Tyrosin-Kinase c-Src phosphoryliert (Ostareck-
Lederer et al., 2002). Die Phosphorylierung des Tyrosin 458 inhibiert die Bindung von
hnRNP K an das DICE und ermdglicht so die Translation der r15-LOX-mRNA (Messias et
al., 2006). Auch die Aktivierung der c-Src-mRNA-Translation scheint mit einer
Dissoziation von hnRNP K (siehe Abb. 3.13) einherzugehen, bislang ist der Mechanismus
jedoch nicht bekannt. So ware es mdglich, dass nicht-methyliertes hnRNP K weniger
effizient mit der c-Src-mRNA interagiert.

Roéntgenkristallstrukturen und NMR-Studien zeigten, dass die dritte KH-Doméane von
hnRNP K spezifisch UCCC- und CCCC-Sequenzen bindet (Backe et al., 2005; Messias et
al., 2006). Das Kaninchen-DICE besteht aus 10 konsekutiv angeordneten 19nt-langen
CU-reichen repetitiven Elementen (Fleming et al., 1989). In jeder der Wiederholungen
sind 1-2 der UCCC- bzw. CCCC-Motive lokalisiert. Die 3'UTR der hr15-LOX-mRNA
verfugt Uber vier Wiederholungen, die ebenfalls hnRNP K-Interaktionsmotive enthalten
(Sigal et al., 1988). Auch im Element Src3 der c-Src-3’'UTR sind 13 putative hnRNP K-
Interaktionsstellen lokalisiert. Sie sind allerdings nicht wie beim DICE in repetitiven
Sequenzelementen angeordnet (Naarmann et al., 2008).

hnRNP K reguliert sowohl die Translation der hr15-LOX-mRNA als auch der c-Src-mRNA
wahrend der erythroiden Reifung. Zur Identifizierung weiterer durch hnRNP K regulierter
mRNAs wurde daher eine hnRNP K-Immunoprazipitation durchgefiihrt, die co-immuno-
prazipitierten mRNAs isoliert und fir Microarray-Analysen verwendet. Hierbei konnten 159
RNAs identifiziert werden, die eine mindestens zweifache Anreicherung im Vergleich zu
der Kontroll-Immunoprézipitation zeigten (siehe Abb. 3.16). Alle RNAs zeigten eine
deutlich starkere Interaktion mit hnRNP K in nicht-induzierten K562-Zellen als am Tag 8
der erythroiden Reifung. Die Proteine, fir die die identifizierten mRNAs kodieren, haben
sehr diverse zellulare Funktionen. Interessanterweise hat die gréBte Gruppe eine
Funktion in der Signaltransduktion, ebenso wie die c-Src-mRNA.

Die durch Microarray-Analysen identifizierten neuen mRNAs, die mit hnRNP K
interagieren, muissen durch weitere Experimente als hnRNP K-Interaktionspartner
verifiziert werden. AnschlieBend ware es interessant zu untersuchen, ob hnRNP K auch
die Translation dieser mMRNAs beeinflusst und ob die Interaktion in allen Fallen Uber die
UCCC- bzw. CCCC-Motive erfolgt.
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Zusammenfassung

hnRNP K konnte als Regulator der c-Src-mRNA-Translation identifiziert werden. Die c-
Src-mRNA co-immunoprazipitiert mit hnRNP K am Tag 0, aber nicht am Tag 8 der
erythroiden Reifung. hnRNP K interagiert mit dem Fragment Src3 der c-Src-3'UTR,
welches die Inhibition der Translation auf der Ebene der Initiation vermittelt. In Microarray-
Analysen wurden 159 RNAs als putative hnRNP K-Interaktionspartner identifiziert.

4.3 Zur Analyse der r15-LOX-Translationsregulation

DDX6 wurde durch die Kombination von GRNA-Chromatographie und hnRNP K-
Immunoprazipitation als DICE-abhangiger Interaktionspartner von hnRNP K identifiziert
(Harnisch, 2010; Naarmann et al., 2010). In der vorliegenden Arbeit wurde eine mdgliche
Funktion von DDX6 in der Regulation der r15-LOX-mRNA-Translation untersucht.

DDX®6, welches in Sadugern auch als Rck oder p54 bezeichnet wird, gehért zur Familie der
DEAD-Box-RNA-Helikasen. Die Familie der DEAD-Box-Helikasen (Linder et al., 1989)
wurde durch Goralenya et al., 1988 basierend auf der Homologie zum Translations-
initiationsfaktor elF4A beschrieben. DEAD-Box-Proteine sind durch neun konservierte
Motive charakterisiert (Abb. 4.2, Linder, 2006). Motiv Il (Walker B, Walker et al., 1982) ist
das namensgebende DEAD-Motiv, welches zusammen mit Motiv | (Walker A), dem Q-
Motiv und Motiv VI fir die ATP-Bindung und -Hydrolyse notwendig ist (Tanner et al., 2003;
Blum et al., 1992; Pause et al., 1994; Pause und Sonenberg, 1992). Die Funktion der
restlichen Motive ist weniger gut untersucht. DEAD-Box-RNA-Helikasen sind an diversen
RNA-abhangigen zellularen Prozessen wie dem Splicing, der Ribosomen-Biogenese, dem
RNA-Transport und -Abbau sowie der mRNA-Translation beteiligt. Sie sind in der Lage,
RNA-Strukturen und Protein-RNA-Interaktionen zu modulieren (Linder et al., 1989; Linder,
2006; Jankowsky und Bowers, 2006).

Domaéne 1 Domaéne 2
Q | la Ib Il ] \") \" Vi
DEAD- —exexpxxigHaxxxxekT-HpTRE LATPGRHDEAD}—.—{ FxxTH—{RGXDjHHRIGRXXRF—
Fa m Ille 2-280 16-20 24-42 22-28 1927 19-22 27-51 58-70 52-53 20 24-238

DDX6 —|GWEKPSPIC‘—|AKNGTGKSI—IPTRELATPGRHDEADFCNS]—I RGID |HHRIGRSGR—
26 28 20 ar 60 52 20 56

15 16 14

Abb. 4.2: Schematische Darstellung der Struktur von DEAD-Box-Proteinen.

Die konservierten Motive sind fur die Familie der DEAD-Box-Proteine (oben) sowie DDX6 (unten)
dargestellt. Motiv | wird auch als Walker A-Motiv, Motiv Il als Walker B-Motiv bezeichnet (Walker et
al., 1982). Die Zahlen unterhalb der dargestellten Motive geben den Abstand zwischen den
Motiven in Aminosduren an. Nach Pause et al., 1993; Cordin et al., 2006; Weston und
Sommerville, 2006.
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Humanes DDX6 (Rck, p54) wurde als putatives Proto-Onkogen (Akao et al., 1995)
beschrieben, da das Gen an einer chromosomalen Bruchstelle in der B-Zell-Lymphomlinie
RC-K8 gefunden wurde (Lu und Yunis, 1992). DDX6 wird in den meisten Geweben
exprimiert, in vielen Tumorzelllinien kann eine erhdhte Expression detektiert werden
(Akao et al., 1995). Homologe Proteine sind unter anderem in Xenopus laevis (Xp54,
Ladomery et al., 1997), Spisula solidissima (p47, Minshall et al., 2001), Drosophila
melanogaster (Me31B, Nakamura et al., 2001), Caenorhabditis elegans (CGH-1, Navarro
et al., 2001) und Saccharomyces cerevisiae (Dhh1, Coller et al., 2001) beschrieben
worden. DDX6 und seine Homologen sind hoch konserviert, so betragt zum Beispiel die
ldentitét zwischen Me31B und humanem DDX6 75%. Die gréBten Unterschiede kommen
durch unterschiedliche N- und C-terminale Verlangerungen zustande. Es wird vermutet,
dass diese Protein-Protein-Interaktionen vermitteln (Weston und Sommerville, 2006).
DDX6 besteht aus zwei RecA-ahnlichen Domanen. Die N-terminale Doméane (D1) besteht
aus dem Q-Motiv, gefolgt von den Motiven I-1ll. Die C-terminale Doméne (D2) beeinhaltet
die Motive IV-VI (Cheng et al., 2005; Cordin et al., 2006, Abb. 4.2). Am N-Terminus von
DDX6 bzw. Xp54 sind sowohl ein NLS als auch ein nukleares Exportsignal lokalisiert. Es
konnte gezeigt werden, dass das Protein in der Lage ist, zwischen Kern und Cytoplasma
zu shutteln (Smillie und Sommerville, 2002).

DDX6 wurde durch die Kombination von GRNA-Chromatographie und hnRNP K-
Immunoprazipitation als DICE-abhangiger Interaktionspartner von hnRNP K identifiziert
(Harnisch, 2010; Naarmann et al., 2010). Diese durch massenspektrometrische Analysen
nachgewiesene Interaktion musste zunachst in weiteren Experimenten verifiziert werden.
Sowohl GST-hnRNP K als auch GST-hnRNP E1 interagieren mit DDX6 aus
cytoplasmatischem K562-Extrakt (Harnisch, 2010). Co-Immunoprazipitations-Studien
zeigten, dass auch endogenes hnRNP K mit DDX6 interagiert (siehe Abb. 3.17). Nach der
Behandlung des Immunoprazipitats mit Micrococcus-Nuklease wurde diese Interaktion
nicht mehr detektiert, konnte jedoch spezifisch nach der Zugabe von DICE-RNA
wiederhergestellt werden (siehe Abb. 3.17). Dies deutet darauf hin, dass DDX6 und
hnRNP K nicht direkt, sondern (ber die DICE-RNA interagieren. Dies steht in
Ubereinstimmung mit Studien in anderen Organismen, in denen RNase-sensitive Protein-
Protein-Interaktionen der DDX6-Orthologen gefunden wurden. So interagiert p47 in
Spisula solidissima mit CPEB (Minshall et al., 2001), Me31B in Drosophila melanogaster
mit Exuperantia und Ypsilon-Schachtel (Wilhelm et al., 2000; Nakamura et al., 2001) und
CGH-1 in Caenorhabditis elegans mit CAR-1 (Boag et al., 2005). In Filterbindungsstudien
wurde ein Kp von 70 nM fur die Bindung von rekombinantem DDX6 an das DICE
bestimmt (Moritz, unpubliziert). In UV-Crosslink-Experimenten konnte diese relativ
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schwache Interaktion jedoch nicht detektiert werden, nur in Anwesenheit von hnRNP K
wurde ein Crosslink-Signal fir DDX6 erhalten. Auch die Bindung von hnRNP K und
hnRNP E1 an das DICE wurde durch DDX6 verstarkt (Harnisch, 2010). Um die Interaktion
von DDX6 mit einer DICE-tragenden RNA auch in vivo zu untersuchen, wurde die
Methode der trimolekularen Fluoreszenzkomplementierung (TriFC) angewendet (siehe
2.9.2). Eine Rekonstitution des Venus-Proteins wurde beobachtet, wenn neben DDX6
eine DICE-tragende RNA co-transfiziert wurde, nicht aber bei der Co-Transfektion einer
Kontroll-RNA (siehe Abb. 3.19). Eine spezifische Interaktion mit der Nos-2-mRNA und
anderen RNAs, die wahrend der Entwicklung reguliert werden, konnte fir CGH-1 (Boag et
al., 2008; Noble et al., 2008) und das Trypanosoma-Ortholog DHH1 (Kramer et al., 2010)
gezeigt werden. Weitere TriFC-Analysen zeigten, dass die Bindung an das DICE durch
Doméane 2 (D2) vermittelt wird (siehe oben, Abb. 3.20). AuBerdem vermittelt D2 die
Lokalisierung von DDX6 in cytoplasmatische granulare Strukturen (siehe Abb. 3.20). In
Xenopus laevis ist D2 ausreichend fur die Repression der Translation in tethering-Assays
und die Akkumulation von Xp54 in P-bodies (Minshall et al., 2009). Der TriFC-Assay ist
eine Mdoglichkeit, RNA-Protein-Interaktionen in vivo zu untersuchen. Zur Rekonstitution
des fluoreszierenden Venus-Proteins kommt es, wenn die beiden Teile in der richtigen
Orientierung in rdumliche Nahe zueinander gebracht werden (Hu et al., 2002). Daher ist
es mdglich, dass DDX6 und das DICE nicht direkt, sondern indirekt Uber ein anderes
Protein interagieren. Ein mdégliches negatives TriFC-Ergebnis schlieBt andererseits eine
Interaktion nicht aus: es ist mdglich, dass sowohl MS2BP als auch das jeweilige RNA-
bindende Protein die RNA binden, sich jedoch die beiden Teile des Venus-Proteins nicht
in der richtigen raumlichen Orientierung zueinander befinden. Mit Hilfe des TriFC-Assays
kénnen also Aussagen dariiber getroffen werden, ob sich Protein und RNA in direkter
raumlicher Nahe in einem gemeinsamen Komplex befinden, wahrend man in Co-
Lokalisierungs-Studien nur eine gewisse raumliche N&he detektieren kann.

Da DDX6 DICE-abhangig mit hnRNP K interagiert, wurde eine mdgliche Funktion in der
Regulation der hr15-LOX-mRNA-Translation untersucht. Daher wurde die DDX6-
Expression durch spezifische siRNAs reduziert. Die verwendeten siRNAs reduzierten die
DDX6-Expression nur in 54% der Zellen deutlich. Daher wurde der Effekt des knock
downs mittels Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht. Ein effizienter knock down von
DDX6 fiihrte zu einer De-Repression der hr15-LOX-Translation (siche Abb. 3.22A). Die
Menge an hr15-LOX-mRNA wurde durch die Reduktion der DDX6-Menge nicht
beeinflusst (siehe Abb. 3.21). Bislang wurde eine Funktion in der Regulation einer
spezifischen mRNA flr die DDX6-Orthologen Me31B und CGH-1 gezeigt. Der Verlust von
Me31B in Drosophila melanogaster-Keimzellen fiihrt zu einer De-Repression der Oskar-
und BicD-mRNA-Translation wahrend ihres Transports zu den Oozyten (Nakamura et al.,

84



Zusammenfassung und Diskussion

2001). Wahrend der Oogenese in Caenorhabditis elegans wird die Nos-2-mRNA in
Abwesenheit von CGH-1 vorzeitig translatiert (Gallo et al., 2008).

Die TriFC- und Immunfluoreszenz-Analysen (siehe Abb. 3.19, 3.20, 3.22) zeigten, dass
DDX6 in cytoplasmatischen granularen Strukturen lokalisiert ist. Daher wurde untersucht,
ob sich die hr15-LOX-mRNA auch in diesen Strukturen befindet. Hierzu wurde zun&chst
die Lokalisierung der ORF-DICE-6MS2-RNA untersucht. Diese wurde durch die Co-
Transfektion von GFP-NLS-MS2BP sichtbar gemacht (siehe Abb. 3.23). Die Analyse mit
konfokaler laser scanning-Mikroskopie und Darstellung der Signale in Intensitatsprofilen
zeigte, dass nur die DICE-tragende RNA, nicht aber die Kontroll-RNA mit DDX6 co-
lokalisierte. Dies ist ein erster Hinweis auf eine mdgliche Rekrutierung der hr15-LOX-
mRNA in DDX6-haltige granulare cytoplasmatische Strukturen. Hieraus ergab sich die
Frage, um welchen Typ granuldrer Strukturen es sich handelt. In somatischen Zellen
wurden zwei Typen cytoplasmatischer granularer Strukturen beschrieben. Stress granules
werden gebildet, wenn die globale Translationsinitiation blockiert wird. Hier werden nicht-
translatierte mMRNAs gespeichert (siehe 1.2.2). In P-bodies findet der Abbau von mRNAs
statt (Sheth et al., 2003). Wahrend der Embryonalentwicklung kommt es unter anderem in
Caenorhabditis elegans zur Bildung von germ granules oder P-granules, in denen
translational inaktive maternale mRNAs gespeichert werden (Anderson und Kedersha,
2006; Rajyaguru und Parker, 2009; Schisa et al., 2001).

Nach der Applikation von oxidativem Stress wurden weder DDX6 noch die bereits
bekannten Regulatoren der hr15-LOX-mRNA-Translation hnRNP K und hnRNP E1 in
stress granules detektiert (siehe Abb. 3.24). Auch die hr15-LOX-mRNA lokalisiert im
Gegensatz zur GAPDH-mRNA und den meisten polyadenylierten mRNAs nicht in stress
granules (siehe Abb. 3.25). Es ware jedoch méglich, dass es wahrend der erythroiden
Reifung von K562-Zellen zur Bildung von stress granules kommt. Immunfluoreszenz-
Analysen zeigten jedoch, dass dies nicht der Fall ist (siehe Abb. 3.26). In Studien mit
MTD-1 A- bzw. HeLa-Zellen wurde eine Lokalisierung von hnRNP K (Fukuda et al., 2009)
und DDX6 (Wilczynska et al., 2005) in stress granules detektiert. Allerdings wurde hier
auch die Lokalisierung von RFP-DDX6 unter Verwendung von elF3 als stress granules-
Marker untersucht (Wilczynska et al., 2005). Desweiteren gibt es eventuell auch zelltyp-
spezifische Unterschiede in der Rekrutierung von Proteinen in stress granules.

Da es sich bei den DDX6-positiven granuldren Strukturen nicht um stress granules
handelt, wurden Co-Farbungen mit dem P-body- und germ granule-Marker Dcpl1A
durchgefiihrt. Wahrend der erythroiden Reifung von K562-Zellen wurde eine Co-
Lokalisierung von DDX6 und Dcp1A detektiert (siehe Abb. 3.28). Der knock down von
DDX6 hat nur einen geringen Einfluss auf das Dcp1A-Signal, die Zahl der Dcp1A-
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positiven granularen Strukturen ist jedoch deutlich reduziert (sieche Abb. 3.29). Bei den
verbleibenden Dcp1A-granules kénnte es sich um P-bodies handeln. In Mausoozyten-
Injektionsexperimenten wurden zwei Typen von Dcp1A-Foci gefunden, von denen DDX6
nur mit den kleineren co-lokalisierte (Swetloff et al., 2009). IF-FISH-Analysen zeigten,
dass die hr15-LOX-mRNA in nicht-induzierten K562-Zellen mit DDX6 in P-body-ahnlichen
RNP-granules co-lokalisiert (siehe Abb. 3.30). Im Gegensatz hierzu sind die ¢-Src- und
die GAPDH-mRNA nicht in den DDX6-haltigen granularen Strukturen lokalisiert. Am Tag 8
der erythroiden Reifung ist das hr15-LOX-mRNA-Signal im Cytoplasma verteilt (siehe
Abb. 3.30). Dies deutet darauf hin, dass die aktiv translatierte hr15-LOX-mRNA aus den
DDX6-haltigen granularen Strukturen freigesetzt wird. Die hr15-LOX-mRNA- und DDX6-
positiven Strukturen wurden durch weitere Farbungen charakterisiert. Die hr15-LOX-
mRNA und DDX6 co-lokalisieren mit hnRNP E1 und rpS19, nicht aber rpL19 (siehe Abb.
3.31). Dies deutet darauf hin, dass sich in den DDX6-granules 40S-Untereinheiten des
Ribosoms, nicht aber 60S-Untereinheiten befinden. Dies ist in Ubereinstimmung mit dem
beschriebenen Mechanismus, nach dem hnRNP K und hnRNP E1 durch die Bindung an
das DICE die Translations-Initiation auf der Stufe des 48S-Initiationskomplexes durch die
Inhibierung der Assoziation der 60S-Untereinheit blockieren (Ostareck et al., 1997;
Ostareck et al., 2001).

Bei den DDX6-positiven granuldren Strukturen, die auch hr15-LOX-mRNA enthalten,
scheint es sich weder um stress granules noch um P-bodies zu handeln. DDX6 co-
lokalisiert zwar auch mit Dcp1A, einem P-body-Marker, jedoch werden in den DDX6-
positiven granularen Strukturen mRNAs anscheinend gespeichert und nicht nur abgebaut.
Diese Beobachtungen legen nahe, dass es sich bei den granularen Strukturen um RNP-
granules handelt, die den germ granules in Keimbahnzellen ahneln (Rajyaguru und
Parker, 2009).

Zusammenfassung
DDX6 wurde als neuer Regulator der hr15-LOX-mRNA-Translation identifiziert. DDX6 ist
fir die effiziente Repression der hr15-LOX-mRNA-Translation in nicht-induzierten K562-

Zellen notwendig und rekrutiert die hr15-LOX-mRNA in cytoplasmatische granulare
Strukturen, die neben DDX6 auch hnRNP E1 und 40S-Untereinheiten des Ribosoms
enthalten.
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4.4 Zur Analyse des Abbaus von hnRNP K

Die Menge hnRNP K und hnRNP E1 nimmt wahrend der erythroiden Reifung ab (siehe
Abb. 3.5, Abb. 3.11 und Ostareck-Lederer, unpubliziert). Ein wichtiges System fir den
Abbau intrazellulérer Proteine ist das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) (siehe 1.3.1).
Daher wurde untersucht, ob der Abbau von hnRNP K wahrend der erythroiden Reifung
Uber das UPS erfolgt.

Nach induzierten DNA-Schaden wird hnRNP K in U20S-Zellen Gber das UPS abgebaut,
die Ubiquitin-Ligase ist in diesem Fall HDM2 (Moumen et al., 2005). Wahrend der
erythroiden Reifung von K562-Zellen wird HDM2 jedoch nicht exprimiert (siehe Abb.
3.32), scheint also nicht die verantwortliche Ubiquitin-Ligase zu sein. Es ist jedoch
mdglich, dass eine andere Ubiquitin-Ligase den Abbau von hnRNP K vermittelt.

Daher wurde der Effekt verschiedener Proteasom-Inhibitoren auf die hnRNP K-
Expression untersucht. In nicht-induzierten K562-Zellen wurde hnRNP K durch keinen der
finf getesteten Inhibitoren stabilisiert (nicht gezeigt). Die Inhibitoren unterscheiden sich
unter anderem in ihrer Spezifitat fir die proteolytisch aktiven Untereinheiten (siehe 2.1.4).
Wurde das Proteasom wahrend der erythroiden Reifung mit MG132 inhibiert, konnten
keine hochmolekularen hnRNP K-Ubiquitin-Konjugate detektiert werden (siehe Abb. 3.33).
Dies deutet darauf hin, dass hnRNP K nicht durch das Proteasom abgebaut wird. Da
jedoch nicht sicher gestellt werden konnte, dass die Inhibition des Proteasoms vollstéandig
ist, wurde eine mdgliche Rolle des UPS beim Abbau von hnRNP K Uber einen weiteren
Weg analysiert: die Menge des Ubiquitin-aktivierenden Enzyms E1, im Menschen Ubaft,
wurde mittels RNAi reduziert. Die Reduktion der Ubai-Menge mit drei verschiedenen
siRNAs flhrte nicht zur Stabilisierung von hnRNP K (siehe Abb. 3.34). Auch die
Kombination des Uba1-knock downs mit der erythroiden Reifung von K562-Zellen hatte
keinen Einfluss auf die hnRNP K-Expression (siehe Abb. 3.35). Dies ist ein weiterer
Hinweis darauf, dass hnRNP K wéahrend der erythroiden Reifung nicht durch das UPS
abgebaut wird. Jedoch fuhrt der knock down lediglich zu einer Reduktion der Uba1l-
Menge, es ware mdglich, dass die verbleibende Ubai-Menge ausreichend ist, um den
Abbau von hnRNP K zu vermitteln. Desweiteren wurde neben Ubal ein weiteres
Ubiquitin-aktivierendes Enzym beschrieben, Uba6 bzw. Ube1L2 (Jin et al., 2007; Pelzer et
al., 2007). In dieser Arbeit wurde nicht untersucht, ob Uba6 in K562-Zellen exprimiert wird.
Sollte Uba6 in K562-Zellen exprimiert werden, kénnte auch dieses Enzym Ubiquitin
aktivieren und den Abbau von hnRNP K ermdglichen.

Um den Abbau von hnRNP K besser analysieren zu kénnen, wurde zunéachst die
Halbwertszeit von hnRNP K in K562-Zellen bestimmt, nachdem die Translation mit
Puromycin inhibiert wurde. Diese betragt ca. 14 Stunden (siehe Abb. 3.36). Neben der
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Abnahme des Signals fir hnRNP K kann interessanterweise die Entstehung eines ca.
48 KD groBen Spaltprodukis detektiert werden. Dieses Spaltprodukt scheint weiter
abgebaut zu werden, da dessen Menge nicht in dem MaBe zunimmt in dem die Menge
hnRNP K abnimmt (siehe Abb. 3.36). Wahrend der erythroiden Reifung von K562-Zellen
kann das Spaltprodukt nur nach der Anreicherung von hnRNP K durch eine
Immunoprazipitation nachgewiesen werden (siehe Abb. 3.37). Das Spaltprodukt scheint
durch Puromycin stabilisiert beziehungweise sein weiterer Abbau verhindert zu werden.
Ein mdglicher Grund hierfir kdnnte sein, dass Puromycin als Aminoacyl-tRNA-Analog
fungiert und ein Freisetzen der wachsenden Polypeptidkette bewirkt (Yarmolinsky und
Haba, 1959; Morris et al., 1962; Nathans, 1964). Hierdurch kommt es in der Zelle zur
Akkumulation unvollstédndiger Proteine, die abgebaut werden missen. Da das hnRNP K-
Spaltprodukt auch wéahrend der erythroiden Reifung nachweisbar ist, scheint es ein
Zwischenprodukt des physiologischen Abbaus von hnRNP K wéahrend der erythroiden
Reifung zu sein. Aufgrund der besseren Nachweisbarkeit des Spaltprodukts wurden
weitere Experimente zur Analyse des Abbaus von hnRNP K mit K562-Zellen
durchgefiihrt, die 16 Stunden mit Puromycin behandelt wurden, da hier in etwa ein 1:1-
Verhéltnis zwischen hnRNP K und Spaltprodukt vorlag; vorausgesetzt, dass der
Antikérper beide Proteine in gleichem MaBe erkennt.

Normalerweise katalysiert das Proteasom den prozessiven Abbau von Proteinen zu
kurzen Oligopeptiden (Nussbaum et al., 1998; Kisselev et al., 1999). Dennoch sollte eine
mogliche Beteiligung des UPS an der Spaltung von hnRNP K ausgeschlossen werden.
Die Kombination des knock downs von Ubail mit der Inhibition der Translation durch
Puromycin hatte keinen Einfluss auf die Entstehung des Spaltprodukts (siehe Abb. 3.38),
das UPS vermittelt daher wahrscheinlich nicht die Spaltung von hnRNP K. Es wéare jedoch
moglich, dass das 20S-Proteasom Ubiquitin- und ATP-unabhangig die Spaltung
katalysiert, wie fur YB-1 gezeigt (Sorokin et al., 2005). Um dies zu untersuchen, misste
die Inhibition des Proteasoms mit der Inhibition der Translation kombiniert werden.
Proteasom-Inhibitoren haben jedoch haufig auch Effekte auf andere zelluldre System wie
den mRNA-Abbau oder die Translation (Ding et al., 2006; Mazroui et al., 2007). Dies
erschwert die Auswertung eines solchen Experiments.

Das hnRNP K-Spaltprodukt wird durch den Antikérper D6 (Santa Cruz), der flr die
Western Blot-Analysen in dieser Arbeit verwendet wurde, erkannt (siehe Abb. 3.36, 3.37,
3.38). Das Epitop dieses Antikdérpers konnte auf die Aminosauren 1-121 eingegrenzt
werden (nicht gezeigt). Auch der Antikérper 1G5 (E. Kremmer), der die Aminosauren 255-
272 erkennt, detektiert das Spaltprodukt. Der Antikérper #54 (K. Bomsztyk, Aminoséuren
454-464 (Van Seuningen et al., 1995)) erkennt das Spaltprodukt dagegen nicht (siehe
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Abb. 3.39). Dies deutet darauf hin, dass es sich um ein N-terminales Fragment handelt.
Um das 48 kD-groBe Spaltprodukt weitergehend zu charakterisieren, wurde es aus
Puromycin-behandelten K562-Zellen gereinigt. Die massenspektrometrische Analyse
ergab ebenfalls, dass es sich bei dem Spaltprodukt um ein N-terminales Fragment
handelt. Ab Aminosaure 327 wurde im tryptischen Verdau kein Peptid identifiziert (siehe
Abb. 3.41). Dies deutet darauf hin, dass dem Spaltprodukt die dritte KH-Doméane fehlt. Die
Analyse des tryptischen Verdaus mit ESI-Q-TOF kann jedoch keinen Aufschluss Uber die
genaue Spaltstelle geben, da evil. nicht alle generierten Peptide detektiert werden
kénnen. Die Bestimmung des Molekulargewichts des Fragments durch eine MALDI-TOF-
Analyse ware zur Identifizierung der Spaltstelle geeignet.

Die bisherigen Daten deuten darauf hin, dass der Abbau von hnRNP K durch eine
proteolytische Spaltung eingeleitet wird, bei der ein ca. 48 kD-groBes N-terminales
Fragment entsteht. Bislang ist nicht bekannt, welche Protease diese Spaltung katalysiert.
Far die Identifizierung der Protease ist ein in vitro-Spaltungsassay erforderlich. Dieser
beruht auf der Inkubation von rekombinantem His-hnRNP K mit cytoplasmatischem
Extrakt aus Puromycin-behandelten K562-Zellen und erlaubt den Nachweis des
Fragments in Western Blot-Analysen mit einem a-His-Antikérper (siehe Abb. 3.42). Die
Effizienz der Proteolyse ist im Vergleich zur Spaltung in vivo deutlich reduziert, zeigt
jedoch keine Abhangigkeit von der Anwesenheit eines ATP-regenerierenden Systems.

Zusammenfassung

hnRNP K wird wahrend der erythroiden Reifung nicht durch das Ubiquitin-Proteasom-
System abgebaut. Nach der Behandlung von K562-Zellen mit Puromycin und wéahrend
der erythroiden Reifung kann die Entstehung eines ca. 48 kD groBen Fragments detektiert
werden. Massenspektrometrische Analysen ergaben, dass es sich um ein N-terminales
Fragment handelt, dem vermutlich die dritte KH-Domane fehlt. Die Spaltung von hnRNP K

kann auch in einem in vitro-Spaltungsassay nachvollzogen werden.
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4.5 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde die c-Src-mRNA unter Verwendung des zur erythroiden
Reifung induzierbaren K562-Zellsystems als neue hnRNP K-Ziel-mRNA identifiziert.
hnRNP K bindet die c-Src-mRNA und inhibiert ihre Translation in nicht-induzierten K562-
Zellen. Die bisherigen Untersuchungen zeigten, dass die Assemblierung von 80S-
Ribosomen inhibiert wird (Naarmann et al, 2008). Bislang wurde nicht untersucht,
welcher Schritt der Translations-Initiation blockiert wird. Mittels Microarray-Analysen
wurden 159 weitere RNAs identifiziert, die durch hnRNP K gebunden werden. Diese
Interaktion muss zunachst durch RT-PCR-Analysen der co-immunoprazipitierten RNAs
verifiziert werden. AnschlieBend ware es interessant zu untersuchen, ob hnRNP K auch
die Translation der identifizierten mRNAs wahrend der erythroiden Reifung von K562-
Zellen reguliert. Hierzu kénnte zun&chst der Effekt eines knock downs von hnRNP K auf
die mRNA-Mengen sowie die Expression der entsprechenden Proteine analysiert werden.
AnschlieBend sollte sich die Identifizierung des RNA-Motivs anschlieBen, welches von
hnRNP K gebunden wird und eine mdgliche Inhibition der Translation vermittelt.
Interessant ware es zu analysieren, ob alle neu identifizierten hnRNP K-Ziel-mRNAs
UCCC- bzw. CCCC-Motive enthalten und ob diese ahnlich wie im DICE-Element
angeordnet sind. Eventuell ist es méglich, ein bzw. mehrere Konsensusmotive fir die
Bindung von hnRNP K zu identifizieren. Interessant wére auch eine weitergehende
Analyse der jeweiligen inhibitorischen Komplexe, insbesondere die Frage, ob hnRNP E1
und DDX6 ebenfalls Teil des Komplexes sind.

DDX6 wurde in dieser Arbeit als neuer Regulator der hr15-LOX-mRNA-Translation
identifiziert und scheint die hr15-LOX-mRNA DICE-abhangig in cytoplasmatische
granulare Strukturen zu rekrutieren, die translational inaktiv sind, da sie nur kleine
ribosomale Untereinheiten, nicht aber groBe ribosomale Untereinheiten enthalten. Die in
dieser Arbeit durchgeflihrten Co-Immunoprézipitationsstudien zeigen, dass hnRNP K und
DDX6 DICE-abhangig interagieren. Hieraus kann jedoch nicht geschlossen werden, ob
DDX6 und die DICE-RNA direkt oder indirekt interagieren. Die bisherigen in vitro-
Bindungsstudien sind widersprichlich. So konnte in Filterbindungsstudien eine direkte
Interaktion mit einem Kp von 70 nM detektiert werden (Moritz, unpubliziert), die jedoch in
UV-Crosslink-Studien nicht nachgewiesen werden konnte (Harnisch, 2010). In weiteren
RNA-Bindungs- Experimenten sollte diese Fragestellung abschlieBend geklart werden.

Bislang wurde der Effekt von DDX6 auf die Translation der hr15-LOX-mRNA in vivo
untersucht. Um den Mechanismus der Inhibition genauer zu untersuchen, waren auch in
vitro-Analysen sinnvoll. In in vitro-Translations-Studien mit K562-Extrakt kdnnte ein
moglicher Effekt von rekombinantem DDX6 oder verschiedener DDX6-Varianten getestet
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werden. Dazu zahlen die vermutlich ATPase-inaktiven Varianten D249Q und R426Q
(Minshall et al., 2009; Harnisch, 2010) und die isolierten Doméanen 1 und 2. Theoretisch
ware auch eine Depletion des endogenen DDX6 mdglich. Dies ware jedoch problematisch
auszuwerten, da DDX6 in groBen granularen Strukturen lokalisiert ist und vermutlich auch
andere Proteine depletiert werden. Alle bislang getesteten DDX6-spezifischen siRNAs
fihren nur zu einem knock down von ca. 50%. Sollte es mdglich sein, den knock down
von DDX6 zu optimieren, kénnte auch translational aktiver cytoplasmatischer Extrakt aus
DDX6-knock down-Zellen generiert und flr in vitro-Translationsstudien verwendet werden.

hnRNP K wird wahrend der erythroiden Reifung von K562-Zellen Uber ein ca. 48 kD-
groBes Intermediat abgebaut. Die Spaltung von hnRNP K erfolgt wahrscheinlich nicht
Uber das Proteasom. Um dies endguiltig auszuschlieBen, ware es sinnvoll, die Puromycin-
Behandlung von K562-Zellen mit der Inkubation mit einem maoglichst spezifischen
Proteasom-Inhibitor zu verbinden. Auch im in vitro-Spaltungsassay kénnte ein Proteasom-
Inhibitors eingesetzt werden.

Im weiteren sollte die bislang unbekannte Protease, die hnRNP K spaltet, identifiziert und
charakterisiert werden. Puromycin-behandelter K562-Extrakt kénnte chromatographisch
fraktioniert und die Protease-Aktivitdt mit Hilfe des in vitro-Spaltungsassay verfolgt
werden. Nach der Identifizierung der proteolytischen Aktivitat sollte es mdglich sein, die
Spaltung mit rekombinantem hnRNP K und rekombinanter Protease in vitro zu
rekapitulieren und gréBere Mengen an Spaltprodukt zu generieren. Dessen exakte GréBe
kénnt dann in MALDI-TOF-Analysen bestimmt und die Spaltstelle identifiziert werden.

In weiteren Analysen sollte die bislang unbekannte Protease weitergehend charakterisiert
werden, so sollte die ATP-Abhangigkeit der Proteolyse und die Spezifitit des Enzyms
untersucht werden.

Bislang gibt es keine Hinweise darauf, wie der weitere Abbau des hnRNP K-Spaltprodukts
erfolgt und sollte daher ebenfalls untersucht werden. Interessant ware auch die
Fragestellung, ob hnRNP E1 wéahrend der erythroiden Reifung Uber einen ahnlichen Weg
abgebaut wird.
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7.1 Primer

Anhang

7. Anhanq

7.1.1 Primer fir Klonierungen

Primer

Sequenz

FLAG Xhol EcoRl fw

TCGAGCGGATTACAAGGATGACGACGATAAGAAG

FLAG Xhol EcoRl rv

AATTCTTCTTATCGTCGTCATCCTTGTAATCCGC

Venus-GTG-hnRNP K fw

GCAGTCGACGGTACCGTGGAAACTGAACAGC

hnRNP K-Nofl rv

TTTTCCTTTTGCGGCCGCTTAGAAAAACTTTCCAGAATACTGCTTCACAC

DDX6 Kpnl fw

TATAGGTACCATGAGCACGGCCAGA

DDX6 Kpnl rv

CGCGGGTACCTTAAGGTTTCTCATC

DDX6 D1 Kpnl rv

CGCGGGTACCCTACTCCATCAGGTTAAT

DDX6 D2 Kpnl fw

TATAGGTACCACTCTGAAGGGAGTAACC

7.1.2 Sequenzier-Primer

Primer

Sequenz

Luc-DICE-MS2

CCTCATAAAGGCCAAGAAGG

Venus1 sequencing | GCACAAGCTGGAGTACAACT

hnRNP K Seq 251

CCGAGCGCATATTGAGTATC

hnRNP K Seq 641

CTGAGTICTCCCATCAAAGGA

hnRNP K Seq 1051

ACATGGAGCCCATCAGAATG

DDX6 Seq 260

CTTCGGATGTGACCTCCACA

DDX6 Seq 643

GATGATACAGTGCACGTGGT

DDX6 Seq 1041

GCGAGTTGAATTGCTAGCCA

7.1.3 RT-PCR-Primer

mRNA Primer ProduktgrdBe
. Hin GAGAGGATGTTCCTIGTCCTT
- - 224 b
a-globin Riick | CAGTGGCTTAGGAGCTTGAA P
lobin Hin GTGGATGAAGTTGGTGGTGA 258 b
B-g Rilck | TTGCCCAGGAGCCTGAAGTT P
CA-l Hin AACCGATCAGTGCTGAAAGG 324 b
Rilck | CGTGAAGCTCGGCAGAATAT P
Hin ACTATGAGTCTAGGACGGAG
-Sr —
c-Sre Rilck | CCTTTCGTGGICTCACTTTC 274 bp
lobin Hin TGGGCAGACTCCTCGTTGTT 240 b
&g Rilck | TACCCAGGAGCTTGAAGTTC P
. Hin AAACCCTGGGAAGGCTCCT
¥-globin Rilck | TTCCCAGGAGCTTGAAGTTC 246 bp
Hin ACAGTCAGCCGCATCTTCTT
APDH —
G Rilck | CTGGAAGATGGTGATGGGAT 280 bp
Hin AGGAGCAGGCAAATGTGCAA
Hdm2 -
d Rilck | ATGGCTTTGGTCTAACCAGG 110 bp
Hin ATGTGACTCTCACCATTCGG
hnRNP E1 —
Riick | GATTCTCTCCGGACAAATTCC 141bp
Hin TTAAGGCTCTCCGTACAGAC
hnRNP K —
Rilck | TCCACAGCATCAGATTCGAG 199 bp
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Hr15-LOX I-.|.in TGAGCTGCAGTCTCATCTTC 197 bp
Rlck | CAGTGCTCATTATCTGGTICG
Uba1 I-.I.in CCTCTGTTGATGACAGTCGT 213 bp
Rick | AATCAGCTTGCTCTTGTGCC
. Hin | TCTGGAGAGGCTCTTCCTICA
G-globin Rick | GGACAGGAGCTTGAAGTTGA 223 bp
7.2 Antikorper
7.2.1 Primar-Antikérper
Antigen Wirt Quelle/ Klon Verd. (WB) | Verd. (IF)
hnRNP K Maus Santa Cruz/ D-6 1:5000 1:400
Ratte E. Kremmer/ 4A8 1:10
Kaninchen K. Bomsztyk/ #54 1:5000
(Van Seuningen et al., 1995)
hnRNP E1 Ziege Santa Cruz/ T-18 1:500 1:200
Huhn B. Thiele 1:5000
Kaninchen SA4554 1:5000 1:200
(Naarmann et al, 2008)
GAPDH Maus Abcam/ 6C5 1:5000
o-Tubulin Maus Sigma-Aldrich/ DM1A 1:5000 1:800
Ubiquitin Maus Cell Signaling/ P4D1 1:1000'
CD34 Kaninchen Santa Cruz/ H-140 1:200
Glycophorin A Ratte Santa Cruz/ YTH89.1 1:200
PRMT1 Kaninchen Upstate/ 07-404 1:5000 1:200
c-Src Kaninchen Abcam/ 7950-1 1:500 1:200
v-Src Maus Oncogene/ Ab-1 1:500 1:200
r15-LOX Meer- H. Kihn 1:1000 1:200
schweinchen (Rapoport et al., 1979)
HDM2 Maus Santa Cruz/ D-12 1:200
pY Maus Santa Cruz/ PY-99 1:1000°
Lyn Maus Santa Cruz/ H-6 1:500
Fyn Maus Santa Cruz/ 15 1:500
hnRNP K™ Ratte E. Kremmer/ 3D1 1:10
(Naarmann et al, 2008)
TIAR Maus BD Transduction/ 610352 1:1000 1:500
G3BP1 Maus Santa Cruz/ TT-Y 1:5000 1:400
DDX6 Kaninchen Novus Biologicals/ NB200-191 1:5000 1:400
rpS19 Ziege Abcam/ 40833 1:200
rpL19 Maus Santa Cruz/ K-12 1:400
Dcp1A Maus Abnova/ M06 1:400
His Kaninchen Santa Cruz/ H-6 1:500
Uba1 Maus Santa Cruz/ 2G2 1:200
FLAG Maus Sigma-Aldrich/ M-2 1:400
HA Kaninchen Sigma-Aldrich/ H6908 1:400

" Inkubation in 5% BSA/TBST, 4 °C, (N. ? Blocken und Antikérperinkubation in 1% BSA, 1%

Milchpulver in TBST
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7.2.2 Sekundar-Antikorper fiir Western Blot-Analysen

Antikorper Wirt Quelle Verd.
o-Maus-HRP Schaf GE Healthcare/ NA931V | 1:5000
o-Kaninchen-HRP Esel GE Healthcare/ NA934V | 1:2000
o-Meerschweinchen-HRP | Kaninchen Abcam/ 6771-1 1:5000
o-Ziege-HRP Esel Santa Cruz/ sc-2020 | 1:5000
o-Huhn-HRP Kaninchen Promega/ G135A 1:5000

7.2.3 Sekundar-Antikérper fur Immunfluoreszenzen

Antikorper Quelle | Verd.
o-Maus-FITC Dianova | 1:400
o-Maus-Cy3 Dianova | 1:800
o-Maus-Cy5 Dianova | 1:400

o-Kaninchen-FITC Dianova | 1:400
a-Kaninchen-Alexa488 Invitrogen | 1:300
o-Kaninchen-Cy3 Dianova | 1:800
o-Kaninchen-Cy5 Dianova | 1:400
o-Meerschweinchen-Alexa488 | Invitrogen | 1:400
a-Meerschweinchen-FITC Dianova | 1:400
o-Ziege-Cy3 Dianova | 1:800
o-Ratte-FITC Dianova | 1:400
o-Ratte-Cy3 Dianova | 1:800

7.3 siRNAs

hnRNP K
AGACUACAAUGCCAGUGUUATAT
CUGUGGAAUGCUUAAAUUAATAT
GGAACAAGCAUUUAAAAGATAT

hnRNP E1

CUACUCGAUUCAAGGACAAATAT
UGAACCAGGUGGCAAGACAATAT
UCACCAUUCCAAAUAACUUATAT

DDX6
#1. GUACAGAAGUUCAUGAAUUATAT

#2: CUGUGAAUGUGGUAAUAAAJTAT

#3: GCAGAAACCCUAUGAGAUUATAT

Anhang
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Ubai

#1: GCUAUGGUUUCUAUGGUUAATAT

#2: GGUCAAAGUACCUAAGAAGATAT

#3: CCACAUAUCCGGGUGACAAJATAT

Kontrolle (ctrl.)

AGGUAGUGUAAUCGCCUUGATAT

7.4 FISH-Sonden

Hr15-LOX:

TGGCCACAACAATGACCTCAGCCATCAAGT
CCACTATAAGACAGACGTGGCTGTGAAAGA
ATCTCAATTTCCTTATCCAGGGCAGCCAGC

GAPDH:

ACCAAATCCGTTGACTCCGACCTTCACCTT
TACCAGAGTTAAAAGCAGCCCTGGTGACCA
TCTCATGGTTCACACCCATGACGAACATGG

TGTCCGAGGAGTTGAAGCCTCCGAACAGCT
ATGCCTCAGCTTCTTCATGACCTGGGCCTC
TTTGTGGTGAGCTCAGTCAGCAGGATCCCG

Anhang
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7.5 Abbildungen zur Reinigung des hnRNP K-Spaltprodukts

5 pg/ml Puromycin
Extrakt C 1 2 3 4 5 [kO]

Coomassie

Abb. 7.1: Nachweis des hnRNP K-
Spaltprodukts in K562-Extrakten.

Analyse von K562-Extrakt aus Zellen, die 16 h
mit 5 ug/ ml Puromycin behandelt wurden (1-5)
C = Extrakt aus nicht behandelten Kontroll-
zellen. 12% SDS-PAGE. Oben: Coomassie-
hnRNP K s Farbung der Extrakte. Unten: Western Blot-
| Analyse mit o-hnRNP K-Antikérper.

Western Blot
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Abb. 7.2: DEAE-Sepharose von cytoplasmatischem K562-Extrakt aus Zellen nach 16 h
Puromycin-Behandlung.

Analyse von Load (L), Durchfluss (D), Wasch (W) sowie der Fraktionen 1-33. 12% SDS-PAGE.
Oben: Coomassie-Farbung. Unten: Western Blot mit a-hnRNP K-Antikérper.
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Abb. 7.3: Heparin-Sepharose der Fraktionen 6-9 der DEAE-Sepharose.
Analyse von Load (L), Durchfluss (D), Wasch (W) sowie der Fraktionen 1-36. 12% SDS-PAGE.
Oben: Coomassie-Farbung. Unten: Western Blot mit a-hnRNP K-Antikérper.
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Anhang

Abb. 7.4: Hydroxyapatit-Chromatographie der Fraktionen 10-14 der Heparin-Sepharose.
Analyse von Load (L), Durchfluss (D), Wasch (W) sowie der Fraktionen 1-24. 12% SDS-PAGE.

Oben: Coomassie-Farbung. Unten: Western Blot mit a-hnRNP K-Antikérper.

L DW 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 [kO)

Silberfiarbung

a-hnRNP K

- - -

Abb 7.5: MonoQ-Sepharose der Fraktionen 6 und 7 der Hydroxyapatit-Chromatographie.
Analyse von Load (L), Durchfluss (D), Wasch (W) sowie der Fraktionen 1-31. 12% SDS-PAGE.

Oben: Silberfarbung. Unten: Western Blot mit a-hnRNP K-Antikérper.
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Anhang

7.6 Analyse der IF-FISH-Farbung an den Tagen 0 und 8 der

erythroiden Reifung
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Anhang

B)
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DAPI pS19-Cy3 FISH-FITC merge FISH-FITC DDX6-Cy5

0

hr15-LOX

8

0

GAPDH

g
i

Abb. 7.6: IF-FISH-Férbung der hr15-LOX- und GAPDH-mRNA sowie der Proteine DDXB6,
hnRNP E1, rpS19 und rpL19 an den Tagen 0 und 8 der erythroiden Reifung von K562-Zellen.
Analyse der IF-FISH-Farbung von nicht-induzierten K562-Zellen und am Tag 8 der erythroiden
Reifung mit konfokaler Mikroskopie. Hybridisierung der Zellen mit hr15-LOX- und GAPDH-mRNA-
Sonden. Farbung der Zellkerne mit DAPI. Farbung von DDX6, hnRNP E1 (A), rpS19 (B) und rpL19
(C) mit spezifischen Antikdrpern. Kernlose Zellen sind durch Pfeile markiert. Pfeilspitzen markieren
hr15-LOX- mRNA-, DDX6- und hnRNP E1-positive granulare Strukturen.
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