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1. Zusammenfassung

Regulatorische Motive in untranslatierten Regionen spielen eine entscheidende
Rolle bei der posttranskriptionellen Genregulation von mRNAs. In dieser Arbeit
wurden bioinformatische Strategien zur Vorhersage und Validierung potentiell re-
gulatorischer RNA-Motive entwickelt. Die Berechnung globaler und lokaler Struk-
turalignments mit dem Programm RNAforester fiihrte zur Entwicklung einer
sehr flexiblen Strategie zur Vorhersage regulatorischer RNA-Motive. Diese Stra-
tegie ermoglichte die Detektion von RNA-Motiven unabhéngig von ihrer Sequenz
und Position innerhalb verschiedener UTRs. Im Vergleich zu anderen Vorhersa-
gemethoden konnten Motive auch in sehr grofien Sekundérstrukturen gefunden
werden.

Fiir die Validierung vorhergesagter Motive wurden Datenbanksuchen durchge-
fithrt. Dazu wurden ausgehend von den Vorhersagen Muster definiert, die allge-
mein genug sein mufiten, um moglichst viele Vorkommen des Musters zu finden,
die aber auch spezifisch genug sein mufiten, um moglichst wenige falsch positive
Treffer zu liefern. Um Muster mit solchen FEigenschaften definieren zu koénnen,
wurde ein Verfahren zur Musterevaluation mit Hilfe von Signifikanzberechnun-
gen eingesetzt. Fiir die Datenbanksuche wurden die Programme RNAMotif und
HyPa verwendet, die speziell fiir die Suche nach kombinierten RNA Sequenz- und
Strukturmustern geeignet sind. Dariiber hinaus wurden die beiden Programme
in dieser Arbeit vergleichend analysiert.

Die Anwendung der entwickelten Strategien hat zur Vorhersage eines poten-
tiell regulatorischen Stemloops in der RablA 3’UTR von Mensch und Zitter-
rochen gefiihrt. Die Datenbanksuche hat ergeben, dafl dieser Stemloop in den
Rab1A 3’UTRs verschiedener Vertebraten und der Sirtuin 2ac 3’"UTR von Mensch
und Maus vorkommt. Neben diesem Motiv konnte auch eine verzweigte Stem-
loopstruktur in einer alternativen Spleifivariante der BMP7 3’'UTR des Krallen-
froschs entdeckt werden.

Experimentelle Analysen im Rahmen dieser Arbeit konnten Hinweise auf eine
tatsédchliche biologische Funktion des vorhergesagten Stemloops in der RablA
3’UTR liefern. Die Ergebnisse von Gelverzogerungs- und Proteinisolierungsexpe-
rimenten legten die Interaktion eines groferen Proteinkomplexes mit dem RNA-
Stemloop nahe. MALDI-TOF Analysen mehrerer Proteinbanden ergaben, dafl
ein potentielles RNA-Bindeprotein und der "Rab GDP-dissociation-inhibitor” in
dem Proteinkomplex enthalten sein kénnten. Die Durchfithrung von in vivo Lo-
kalisationsuntersuchungen mittels FRET-Technologie zeigte eine Lokalisation der
RablA mRNA an wenigen Positionen innerhalb des Cytoplasmas.
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2. Einleitung

2.1. Genregulation

Die Komplexitdt hoherer Eukaryonten, wie etwa Pflanzen oder Tiere, erfordert
eine aufwendige Regulation der Umsetzung der genetischen Information. Diese
Regulation findet sowohl auf transkriptioneller als auch auf posttranskriptioneller
Ebene statt. Die transkriptionelle Genregulation umfafit alle Schritte bis zur Bil-
dung des Primértranskripts. Die posttranskriptionelle Genregulation setzt nach
dessen Bildung an. Zu ihr gehort die Prozessierung des Primértranskripts. Dazu
zahlt das Splicing, also die Entfernung der Introns aus dem Primértranskript,
sowie das RNA-Editing, bei dem die Nukleotidabfolge in der mRNA nachtrig-
lich gedndert werden kann. In einem weiteren posttranskriptionellen Regulati-
onsschritt wird der mRNA-Export aus dem Nukleus kontrolliert. Im Cytoplasma
kann es dann zu einer Kontrolle der mRNA-Lokalisation, des mRNA-Abbaus oder
auch der Translationseffizienz kommen. Wie spéter beschrieben wird, spielen die
untranslatierten Regionen der mRNAs fiir diese drei Regulationsereignisse eine
entscheidende Rolle.

2.2. Transkriptionelle Genregulation

Die Regulation der Transkription spielt eine wichtige Rolle fiir die spezifische Gen-
expression und ist in den letzten Jahrzehnten ausfiihrlich untersucht worden. Bei
der transkriptionellen Genregulation wird zwischen cis- und trans- regulatorischen
Faktoren unterschieden. Bei den cis-regulatorischen Elementen handelt es sich in
der Regel um kurze Sequenzabschnitte innerhalb der DNA. Dazu zdhlen sowohl
Promotoren als auch Enhancer und Silencer. Die Transkription wird von zwei
Klassen von Transkriptionsfaktoren reguliert. Generelle Transkriptionsfaktoren
bilden durch Bindung an den Kern-Promotor, der sich direkt vor dem Transkrip-
tionsstartpunkt befindet, und Assemblierung mit der RNA-Polymerase den so-
genannten Préinitiationskomplex (Green, 2000). Zu dieser Klasse von Transkrip-
tionsfaktoren gehoren unter anderem die hoch konservierten Faktoren TFIIB,
TFIID, TFIIE, TFIIF und TFIIH, die fiir eine korrekte Transkription in vivo
allesamt wichtig sind (Holstege et al., 1998). Im Gegensatz zu den generellen
Transkriptionsfaktoren binden die sequenzspezifischen Transkriptionsfaktoren an
regulatorische DNA-Elemente, die sich in unterschiedlichstem Abstand zum Tran-
skriptionsstartpunkt befinden kénnen (Miiller, 2001). Diese Faktoren sind ent-



2. Einleitung

scheidend fiir die genspezifische Transkription. Es wird angenommen, dafl zum
Beispiel in Drosophila 5%-7% aller Gene fiir solche spezifischen Transkriptions-
faktoren codieren (Adams et al., 2000; Rubin et al., 2000). Die Funktionen dieser
spezifischen Transkriptionsfaktoren nehmen einen weiten Bereich ein. Manche von
ihnen wirken zum Beispiel gewebespezifisch, da sie nur in ganz speziellen Zelltypen
exprimiert werden (Keller et al., 1998). Andere wiederum werden zeitabhéingig ex-
primiert, um zum Beispiel den zirkadianen Rhythmus zu bestimmen (Darlington
et al., 1998). Wieder andere werden als Reaktion auf Umwelteinfliisse exprimiert.
Ein Beispiel hierfiir ist der Hitzeschock-Transkriptionsfaktor (Wu, 1995). Neue-
re Untersuchungen zeigen, dafl neben diesen direkten DNA-Transkriptionsfaktor
Wechselwirkungen auch Histonmodifikationen zur Transkriptionskontrolle beitra-
gen. So ist zum Beispiel die Acetylierung der Histone ein wichtiger transkriptio-
neller Regulationsschritt (Berger, 2002).

2.3. Posttranskriptionelle Genregulation

Die posttranskriptionelle Genregulation 148t sich sowohl rdumlich als auch funk-
tionell in zwei Bereiche gliedern. Beim im Nukleus ablaufenden RNA-Editing
sowie RNA-Splicing und hier vor allem durch das alternative Splicing, wird die
endgiiltige genetische Information der mRNA festgelegt. Dadurch wird bestimmt,
welches Protein letztendlich von der mRNA codiert wird. Dagegen &ndert die
posttranskriptionelle Genregulation im Cytoplasma die codierende Information
der mRNA nicht mehr. Nachdem durch die Kontrolle des mRNA-Exports aus
dem Nukleus reguliert worden ist, welche mRNAs iiberhaupt in das Cytoplasma
gelangen, wird durch die Lokalisation einer mRNA im Cytoplasma sichergestellt,
dal das von dieser mRNA codierte Protein nur an einem definierten Ort in der
Zelle gebildet wird. Die Regulation der mRNA-Stabilitéit beeinflult die Zeitspan-
ne, in der eine mRNA translatiert werden kann und die Translationsregulation
wiederum bestimmt, ob das von der mRNA codierte Protein tatsdchlich gebildet
wird.

2.3.1. Posttranskriptionelle Genregulation im Nukleus

Viele eukaryontische Gene sind aus Exons und Introns aufgebaut, wobei zum
Beispiel beim Menschen die durchschnittliche Grofle eines Exons 150 Nukleotide
und die eines Introns 3500 Nukleotide betragt (Deutsch und Long, 1999). In-
trons konnen allerdings bis zu 500000 Nukleotide gro3 sein (Rowen et al., 2002).
Durch einen als Splicing bezeichneten Prozefl werden mittels Spliceosomen die In-
trons aus dem Primértranskript entfernt und die Exons zu der sogenannten reifen
mRNA verbunden. Spliceosomen sind grofle Komplexe aus RNAs und Proteinen
(Reed, 2000; Stevens et al., 2002), welche die Spleifistellen, die sich an den Gren-
zen zwischen Exons und Introns befinden, erkennen und anschliefend in einem
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mehrstufigen Prozefl die reife mRNA bilden (Staley und Guthrie, 1998). Durch
alternatives Splicing ist es moglich, aus einem Primértranskript viele verschiedene
mRNAs zu bilden, die dann fiir viele unterschiedliche Proteine codieren (Maniatis
und Bosiljka, 2002). Alternatives Splicing kann durch Einfiigen oder Entfernen
von Exons, aber auch durch Verldngern oder Kiirzen von Exons erreicht werden
(Cartegni et al., 2002). Kontrolliert wird dies durch die Bindung regulatorischer
Proteine an die Spleifistellen oder aber an spezielle Regionen (sogenannte “splicing
enhancers” oder “splicing silencers”) innerhalb der Exons oder Introns (Cartegni
et al., 2002; Graveley, 2000; Hastings und Krainer, 2001). Das alternative Splicing
gilt als Hauptgrund fiir die Vergroflerung des Proteoms in Metazoen.

Ein weiterer Prozef}, bei dem nachtréglich die genetische Information des Primér-
transkriptes gedndert wird, ist das sogenannte RNA-Editing. Man unterscheidet
beim RNA-Editing zwischen der Insertion beziehungsweise Deletion und der An-
derung von Nukleotiden, wobei letzteres bei hoheren Eukaryonten am haufigsten
auftritt(Keegan et al., 2002). Ein gut untersuchtes Beispiel bei Sdugetieren ist das
Apolipoprotein B, das in einer langen und einer kiirzeren Form vorkommt. Der
Unterschied der beiden Formen wird durch die Umwandlung eines Cytosins in
ein Uracil erreicht, wodurch in der mRNA ein Stop-Codon erzeugt wird, das fiir
die verkiirzte Form des Apolipoproteins B verantwortlich ist (Powell et al., 1987).
Katalysiert werden die Nukleotidmodifikationen durch Deaminasen, die entweder
Cytosin in Uracil oder Adenin in Inosin umwandeln (Keegan et al., 2002). Der
Prozef des RNA-Editing tritt zeitlich meistens vor dem RNA-Splicing auf und
kann somit auch Auswirkungen auf dieses haben, indem zum Beispiel durch das
RNA-Editing eine neue Spleifistelle entsteht (Rueter et al., 1999). RNA-Editing
ist nicht auf den codierenden Bereich einer mRNA beschrankt, sondern kann auch
die UTRs betreffen (Morse und Bass, 1999), was zum Beispiel Auswirkungen auf
die mRNA Stabilitdat haben konnte.

Nachdem die reife mRNA fertiggestellt worden ist, muf} sie aus dem Kern in das
Cytoplasma transportiert werden, um dort translatiert werden zu kénnen. Der
Kernexport der mRNA stellt den letzten posttranskriptionellen Genregulations-
schritt innerhalb des Nukleus dar. Dabei mufl die Exportmaschinerie zwischen
noch nicht vollstandig prozessierten und reifen mRNAs unterscheiden. Die grofe
Mehrheit der mRNAs wird durch einen allgemeinen mRNA-Exportmechanismus
aus dem Kern in das Cytoplasma transportiert (Lei und Silver, 2002). Es kann
jedoch auch zum spezifischen mRNA-Export kommen, zum Beispiel als Reaktion
auf einen Hitzeschock (Saavedra et al., 1997). Dariiber hinaus gibt es Beispiele,
bei denen der Kernexport an den Prozefl des RNA-Splicing gekoppelt ist (Reed
und Hurt, 2002), was ein gutes Beispiel dafiir ist, wie die verschiedenen Genre-
gulationsmechanismen miteinander zusammenhéngen kénnen.
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2.3.2. Posttranskriptionelle Genregulation im Cytoplasma

Nachdem die vollstandig prozessierten mRNAs aus dem Kern in das Cytoplasma
transportiert worden sind, kann es dort zu weiteren Regulationsschritten bei der
Umsetzung der in den mRNAs enthaltenen genetischen Informationen kommen.

Die Stabilisierung oder Destabilisierung einer mRNA stellt einen wichtigen Kon-
trollpunkt der Genexpression dar. Sie entscheidet dariiber, welche Menge der
jeweiligen mRNA fiir die Translation zur Verfiigung steht. Dabei wird die Sta-
bilitdt einer mRNA durch spezifische Interaktionen zwischen cis-regulatorischen
Elementen der mRNA und trans-regulatorischen Faktoren reguliert, wobei sowohl
Proteine als auch RNA als trans-regulatorische Faktoren wirken konnen (Guha-
niyogi und Brewer, 2001). Wenn ein Gen stark exprimiert werden muf}, kann das
zum einen durch eine hohe Transkriptionsrate, aber auch durch eine besondere
Stabilitéit der mRNA erreicht werden, wie zum Beispiel beim (-Globin (Russel
et al., 1997). Im Gegensatz dazu sind mRNAs von Genen, die Proteine codieren,
welche nur in einem kurzen Zeitraum gebildet werden sollen, oft instabil (Sta-
ton et al., 2000). Es gibt verschiedene Abbauwege fiir eukaryotische mRNAs, die
unterschiedlichen Kontrollmechanismen unterliegen. Der Abbau der meisten po-
lyadenylierten mRNAs erfolgt exonukleolytisch und wird durch eine Verkiirzung
des poly(A)-Stranges eingeleitet (Korner et al., 1998). Es gibt jedoch auch Bei-
spiele, bei denen der Abbau unabhéingig von einer Deadenylierung erfolgt und
durch endonukleolytische Schnitte, meist in der 3’'UTR, eingeleitet wird (Beel-
man und Parker, 1995). Abweichungen bei der Kontrolle der mRNA-Stabilitét
werden mit der Entstehung schwerer Krankheiten, wie zum Beispiel bestimmter
Tumorerkrankungen oder Alzheimer, in Verbindung gebracht (Guhaniyogi und
Brewer, 2001).

Die Lokalisation von mRNAs an bestimmten Orten in der Zelle ist ein weite-
rer wichtiger Genregulationsschritt im Cytoplasma. Sie fithrt dazu, dal das von
der lokalisierten mRNA codierte Protein nur an einer ganz bestimmten Position
in der Zelle gebildet wird. Das kann zum Beispiel fiir die richtige Entwicklung
eines Organismus entscheidend sein (Driever und Niisslein-Volhard, 1988). Es
gibt verschiedene Mechanismen der mRNA-Lokalisation, die durch die Bindung
trans-regulatorischer Faktoren an cis-regulatorische Elemente, die meistens in der
3’'UTR der mRNA liegen, kontrolliert werden (Kloc et al., 2002). Zu diesen Mecha-
nismen gehort der aktive, gerichtete Transport durch Elemente des Cytoskeletts,
die ungerichtete cytoplasmatische Diffusion kombiniert mit der Verankerung der
mRNA an bestimmten Stellen, der vektorielle Transport aus dem Kern zu einem
bestimmten Ziel und die lokale Stabilisierung der zu lokalisierenden mRNA (Kloc
et al., 2002; Lipshitz und Smibert, 2000). Die biologischen Funktionen der mRNA
Lokalisation sind vielfiltig. So ist es zum Beispiel energetisch effizienter, ein Pro-
tein, das an einer bestimmten Stelle in der Zelle in grofler Anzahl benétigt wird,
direkt an diesem Ort zu bilden, als es jedesmal dorthin zu transportieren (Jansen,
2001). Die Lokalisation von mRNAs, die fiir Proteine codieren, welche nur an ganz
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bestimmten Stellen im Cytoplasma auftreten diirfen, stellt eine Art Sicherheits-
mechanismus dar. Dabei wird verhindert, dafl diese Proteine zu schwerwiegenden
Schéiden fiithren (Gavis und Lehmann, 1992).

Die Regulation der Translation ist der dritte wichtige posttranskriptionelle Kon-
trollmechanismus im Cytoplasma. Die Translationsregulation kann mRNA un-
spezifisch erfolgen, indem zum Beispiel die Menge an Translationsinitiationsfak-
toren begrenzt wird (Gingras et al., 1999). Fiir die spezifische Genregulation ist
jedoch die Translationskontrolle bestimmter mRNAs entscheidend. Wie schon
die mRNA-Stabilitdt und Lokalisation, wird auch die Translation durch die In-
teraktion von trans-regulatorischen Faktoren und cis-regulatorischen Elementen
reguliert. So spielt zum Beispiel die cytoplasmatische Polyadenylierung, die durch
die Bindung bestimmter Proteine an ein regulatorisches Element in der 3’'UTR
ausgelost wird, eine wichtige Rolle fiir die Aktivierung der Translation verschiede-
ner mRNAs (Wickens et al., 2000). Die Regulation der Translation kann dariiber
hinaus zum Beispiel an die Lokalisation einer mRNA gekoppelt sein (Kloc et al.,
2002). Das macht deutlich, da die verschiedenen Mechanismen der posttran-
skriptionellen Genregulation eng miteinander verbunden sein kénnen.

2.4. Untranslatierte Regionen und
posttranskriptionelle Genregulation

Eukaryotische mRNAs haben eine dreigeteilte Struktur. Die codierende Regi-
on wird von zwei untranslatierten Regionen flankiert. Vor dem Startcodon liegt
die 5’'UTR, die mit der sogenannten 5-Kappe beginnt. Hinter dem Stopcodon
liegt die 3'UTR, die bei den meisten mRNAs am Ende polyadenyliert ist. Dieser
PolyA-Strang enthélt in der Regel zwischen 100 und 250 Adenin Reste und wird
nach dem Splicing an das letzte Exon angefiigt. Die durchschnittliche Lange der
5'UTR ist bei den meisten Organismen dhnlich und liegt zwischen 100 und 200
Nukleotiden (Pesole et al., 2001). Die durchschnittliche Lénge der 3'UTR ist in
verschiedenen Organismen sehr unterschiedlich und reicht von 200 bei Planzen
und Pilzen bis zu 800 bei Menschen und anderen Vertebraten, wobei die Lénge
sowohl der 5’'UTR als auch der 3’'UTR innerhalb eines Organismus stark variie-
ren kann (Pesole et al., 2001). Es konnte zum Beispiel gezeigt werden, dafl ein
einziges Nukleotid als 5’'UTR in einem in vitro System zur Translationsinitiation
ausreichen kann (Hughes und Andrews, 1997). Neben der Lénge unterscheiden
sich 5’UTRs und 3’UTRs auch in ihrer Basenzusammensetzung. Dabei ist der
G+C-Gehalt in der 5’UTR hoher als in der 3’'UTR (Pesole et al., 1997).

Die UTRs spielen eine wichtige Rolle bei der cytoplasmatischen posttranskrip-
tionellen Genregulation. Sowohl die 5’UTR als auch die 3'UTR koénnen regulato-
rische Motive enthalten, die Auswirkungen auf die mRNA-Lokalisation, mRNA-
Stabilitdt und Translationseffizienz haben kénnen. Abbildung 2.1 zeigt einige Bei-
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Abbildung 2.1.: Eukaryotische mRNA. Die dargestellten regulatorischen Elemen-
te konnen die Lokalisation, Stabilitat und Translation der mRNA
regulieren. uORF: upstream open reading frame; IRES: internal
ribosome entry site; CPE: cytoplasmic polyadenylation element.

spiele von verschiedenen regulatorischen Motiven, die in UTRs vorhanden sein
konnen. Im Gegensatz zu regulatorischen Motiven in der DNA, welche reine Se-
quenzmotive sind, sind die regulatorischen Motive in UTRs héufig eine Kombi-
nation aus Sequenz und Struktur (Dandekar und Hentze, 1995).

Die Stabilitdt einer mRNA wird in der Regel durch cis-regulatorische Elemen-
te innerhalb der 3’UTR reguliert. Bei diesen Elementen kann es sich sowohl
um Sequenzmotive als auch um Strukturmotive handeln. Ein weit verbreitetes
Beispiel fiir Sequenzmotive sind die sogenannten AU-reichen Elemente (ARE)
(Guhaniyogi und Brewer, 2001). Als Sequenzmotiv kommen hier AUUUA Pent-
amere vor, die sich in den 3’'UTRs von mRNAs befinden, deren Abbau durch Bin-
dung spezifischer Proteine an die AREs beschleunigt wird (Brewer, 2000; Carballo
et al., 2000). Die 3’'UTR der Transferrinrezeptor-mRNA enthélt dagegen Stem-
loop Strukturen, welche die Stabilitéit dieser mRNA abhéngig vom Eisengehalt in
der Zelle regulieren. Diese sogenannten Iron Responsive Elements (IRE) werden
in Abschnitt 2.4.2 detailliert beschrieben.

So wie die mRNA-Stabilitat, wird auch die Lokalisation einer mRNA in erster
Linie durch cis-regulatorische Elemente, die sich innerhalb der 3’'UTR der lo-
kalisierten mRNA befinden, reguliert. Auch hier lassen sich Sequenzmotive von
komplexen RNA-Sekundérstrukturmotiven unterscheiden (siche Abbildung 2.2).
Die Lokalisation der Vgl mRNA von Xenopus laevis wird beispielsweise durch
die Proteinbindung an kurze, sich wiederholende Sequenzmotive innerhalb der
3'UTR reguliert (Mowry und Melton, 1992). Die bicoid mRNA wird in den Ei-
zellen von Drosophila melanogaster lokalisiert, wobei zwischen einer frithen und
einer spiten Lokalisation unterschieden wird. Die fiir diese Lokalisationsereignis-
se verantwortlichen Strukturmotive sind sequentiell innerhalb der bicoid 3'UTR
angeordnet (Abbildung 2.2) (Jansen, 2001; Macdonald et al., 1993).

Die Translation wird durch regulatorische Motive sowohl in der 5’UTR als auch
in der 3’'UTR gesteuert. Eine Regulierung der Translation erfolgt vor allem bei
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Abbildung 2.2.: cis-regulatorische Elemente zur mRNA-Lokalisation. a) Fiir die
Lokalisation der Vgl mRNA bei Xenopus sind wiederholte Se-
quenzmotive in der 3'UTR verantwortlich. b) Die bicoid 3’'UTR
von Drosophila enthélt ein komplexes Strukturmotiv, dessen ver-
schiedene Elemente fiir unterschiedliche Phasen der Lokalisation
von Bedeutung sind (aus (Jansen, 2001)).
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mRNAs, die fiir Entwicklungsprozesse eine Bedeutung haben, wie zum Beispiel
Wachstumsfaktoren und Proto-Onkogene (Mignone et al., 2002). Diese mRNAs
haben meistens deutlich lingere 5’"UTRs als der Durchschnitt (Kozak, 1987). Die
Translation beginnt in der Regel am ersten Startcodon in der mRNA. Durch das
Vorkommen von kurzen offenen Leserastern in der 5’'UTR kann die Produkti-
on des eigentlichen Proteins jedoch verhindert oder verringert werden (Migno-
ne et al., 2002). Innerhalb der 5’UTRs konnen sehr stabile Sekundérstrukturen
(Svitkin et al., 2001) oder Proteine, die spezifisch an Strukturmotive binden, die
Translation blockieren. Beispiele hierfiir findet man im FEisenmetabolismus der
Zelle, in Form der bereits erwdhnten Iron Responsive Elements (Klausner et al.,
1993). Bei verschiedenen Entwicklungsgenen von Caenorhabditis elegans konnte
eine Translationsinhibierung nachgewiesen werden. Diese wurde durch die Bin-
dung kleiner RNA Molekiile an Stellen innerhalb der 3’UTRs der zu regulierenden
mRNAs verursacht. Diese Art der posttranskriptionellen Genregulation durch so-
genannte micro-RNAs (miRNAs) wird in Abschnitt 2.4.1 beschrieben.

Wie oben bereits erwdhnt worden ist, kann die cytoplasmatische Polyadenylie-
rung einer mRNA zur Aktivierung der Translation fithren. Um diese Adenylierung
zu starten, miissen spezifische Proteine an ein Sequenzmotiv in der 3’'UTR, das
sogenannte cytoplasmatische Polyadenylierungselement (CPE), binden (Wickens
et al., 2000). Einen alternativen Weg zur Translationsinitiation bieten die soge-
nannten Internal Ribosome Entry Sites (IRES), die als erstes bei Picornaviren
entdeckt wurden (Pelletier et al., 1988). Die IRES haben eine komplexe Sekun-
dérstruktur und befinden sich innerhalb der 5’UTR in der Nihe des Startcodons.
Sie dienen dazu, mRNAs auch dann translatieren zu kénnen, wenn die normale
Translationsmaschinerie der Zelle ausgeschaltet ist.

2.4.1. Posttranskriptionelle Genregulation durch micro-RNAs

Die Genregulation durch kleine, ca. 22 Nukleotid grofle antisense RNAs, die so-
genannten micro-RNAs (miRNA), konnte zunéchst in der Larvenentwicklung des
Nematoden Caenorhabditis elegans nachgewiesen werden. In heterochronen Mu-
tanten kommt es dabei zu Storungen beim Ubergang der Larvenstadien. Die
miRNA lin-4 kontrolliert den Ubergang vom Larvenstadium 1 in das Larvensta-
dium 2. Dabei bindet sie an spezifische Bindestellen in den 3’'UTRs ihrer Ziel-
mRNAs lin-14 und 1in-28, wodurch die Translation dieser mRNAs verhindert wird
(Lee et al., 1993). Dabei scheint die Ausbildung grofierer und kleinerer Bulges bei
der Duplexbildung charakteristisch fiir die Bindung von miRNAs an ihre Ziel-
mRNAs zu sein. Der genaue Mechanismus der Translationsregulation durch lin-4
konnte bisher nicht aufgeklart werden. Es wird jedoch vermutet, daff die Du-
plexe der miRNA mit der 3’UTR durch spezifische Proteine stabilisiert werden,
und das diese Proteine fiir die Translationsregulation mitverantwortlich sind (Hu
et al., 1996). Mit der miRNA let-7 wurde eine zweite antisense RNA gefunden,
die fiir die Entwicklung von C. elegans entscheidend ist. Dabei kontrolliert let-7
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den Ubergang vom Larvenstadium 4 ins Erwachsenenstadium (Reinhart et al.,
2000). Im Gegensatz zu lin-4 konnten let-7 Homologe bei allen untersuchten bila-
teral symmetrischen Tieren nachgewiesen werden (Pasquinelli et al., 2000). Das
macht eine Rolle der miRNAs fiir die posttranskriptionelle Genregulation bei
vielen Organismen wahrscheinlich. Ein weiterer Hinweis auf die genregulatorische
Bedeutung solch kleiner RNA Molekiile war die Entdeckung zahlreicher neuer po-
tentieller miRNAs (Lagos-Quintana et al., 2001; Lau et al., 2001; Lee und Ambros,
2001; Lagos-Quintana et al., 2002). Die Funktion dieser neu entdeckten miRNAs
ist jedoch weitestgehend unbekannt, da es bis jetzt keine zuverlédssige Methode
zur Vorhersage potentieller Ziel-mRNAs gibt. Ursache hierfiir ist das Ausbilden
von Bulges bei der Duplexbildung von miRNAs mit ihren Ziel-mRNAs, was einen
bioinformatischen Ansatz zur Vorhersage der Ziel-mRNAs erschwert. Eine Aus-
nahme spielen dabei die miRNAs in Pflanzen, die anscheinend nahezu perfekt
komplementéir an ihre Ziel-mRNAs binden. So lieflen sich in Arapidopsis thalia-
na durch einen Bioinformatikansatz fiir 14 miRNAs 49 potentielle Ziel-mRNAs
vorhersagen (Rhoades et al., 2002). Dabei wurde nach signifikanten Bindestellen
mit maximal 3 Fehlern in mRNAs gesucht. In Tieren war dieser Ansatz jedoch
nicht erfolgreich, so daf die Vorhersage potentieller Ziel-mRNAs in Tieren eine
grofle Herausforderung in der miRNA Forschung ist.

2.4.2. Iron Responsive Elements (IREs)

Ein besonders gut untersuchtes Beispiel fiir die Bedeutung der untranslatierten
Regionen einer mRNA fiir die posttranskriptionelle Genregulation findet sich im
Eisenmetabolismus vieler eukaryotischer Organismen. Die Zellen benotigen Eisen
fiir die verschiedensten Aufgaben, zum Beispiel als Co-Faktor fiir Enzyme. Bei
Séugetieren dienen Transferrinrezeptoren zur Eisenaufnahme in die Zelle (Harford
et al., 1990) und Ferritin fungiert als Eisenspeichermolekiil. Der Eisenmetabolis-
mus der Zelle basiert auf einer koordinierten posttranskriptionellen Genregulation
dieser beiden Molekiile (Harford und Klausner, 1990). Diese Genregulation erfolgt
durch die spezifische Bindung regulatorischer Proteine (Iron Regulatory Prote-
ins) an spezielle regulatorische Motive, die sogenannten Iron Responsive Elements
in den UTRs dieser mRNAs. In der 5’'UTR der mRNAs fiir die groie und klei-
ne Ferritin-Untereinheit befindet sich jeweils ein IRE in der Ndhe des 5’-Endes
der mRNA. Diese mRNAs werden auf der Translationsebene reguliert, da es bei
Eisenmangel zu einer Bindung des regulatorischen Proteins an das IRE kommt,
wodurch die Translation der mRNA verhindert wird (Hentze et al., 1987; Klausner
et al., 1993). Eisenmangel fiihrt ebenfalls zu der Proteinbindung an die IREs in
der Transferrinrezeptor mRNA | wobei sich fiinf IREs in der 3’'UTR dieser mRNA
befinden (Casey et al., 1988). Hier wird die mRNA durch diese Protein-RNA In-
teraktion jedoch stabilisiert, so dal bei Eisenmangel in der Zelle vermehrt Eisen
aufgenommen werden kann (Casey et al., 1989). Diese gegensitzliche Regulation
der Ferritin und Transferrinrezeptor mRNAs bei Eisenmangel ist in Abbildung
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Abbildung 2.3.: Posttranskriptionelle Regulation der Ferritin (links) und Trans-
ferrinrezeptor (rechts) mRNAs. Die Bindung der regulatorischen
Proteine IRP1 oder IRP2 an das IRE verhindert bei Eisenman-
gel die Bindung des Translationsinitiationskomplexes und damit
die Translation der Ferritin mRNA. Die Bindung der regulatori-
schen Proteine an die 5 IREs in der Transferrinrezeptor 3’'UTR
blockiert endonukleolytische Schnittstellen und erhoht dadurch
die mRNA-Stabilitat (aus (Thomson et al., 1999)).

2.3 noch einmal ausfiihrlich dargestellt.

Iron Responsive Elements haben einen charakteristischen Aufbau. Sie bestehen
aus einem Hairpin-loop, der bei den meisten IREs eine konservierte Sequenz be-
sitzt (CAGUGH). Die obere Helix besteht in der Regel aus fiinf Basenpaaren,
kann jedoch in der Linge variieren. Der aus einem Cytosin bestehende Bulge-
loop kann zu einem Internalloop erweitert sein (z.B. beim IRE in der Ferritin
5'UTR des Menschen). Die Lénge der unteren Helix ist variabel. Mutationen in
den sequenzkonservierten Bereichen des IREs konnen zu schweren Erkrankungen
fithren (Kato et al., 2001). Aus bekannten IREs verschiedener Organismen 148t
sich ein IRE-Konsensus ableiten (s. Abbildung 2.4)(Klausner et al., 1993). Die
in diesem Konsensus erkennbare Kombination aus Sequenz- und Struktureigen-
schaften kommt bei regulatorischen Motiven in UTRs relativ héufig vor. Dies
fithrt zu speziellen Anforderungen fiir die Untersuchung solcher regulatorischer
Signale.
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Abbildung 2.4.: Iron Responsive Element: eukaryotische Konsensusstruktur (H:
A,C,U). Der Cytosin-Bulge kann zu einem Internalloop erweitert
sein (z.B. Ferritin 5’UTR des Menschen).

2.5. RNA-Sekundarstrukturvorhersage

RNA Molekiile bilden charakteristische Sekundéarstrukturen aus. Fiir die Nu-
kleotide in einer RNA-Sekundérstruktur gibt es zwei Zustinde. Entweder sie
sind Teil einer Basenpaarung, oder sie sind ungepaart. Basenpaarungen in RNA-
Sekundérstrukturen werden meistens durch die kanonischen Paare A-T und G-C
sowie das nichtkanonische G-U Paar gebildet. Es gibt jedoch weitere Moglich-
keiten, Basenpaarungen zu bilden. Beispiele hierfiir findet man in dem SECIS
Element. Dieses kommt in den 3’"UTRs verschiedener mRNAs vor, die fiir Pro-
teine kodieren, welche die Aminosiure Selenocystein enthalten (Walczak et al.,
1998). Da die Sekundérstruktur fiir die Funktion vieler RNA Molekiile entschei-
dend ist, haben RNAs hiufiger eine konservierte Sekundérstruktur als eine kon-
servierte Sequenz (Gutell, 1994; Chen et al., 2000). Fiir die Vorhersage von RNA-
Sekundérstrukturen gibt es verschiedene Verfahren.

2.5.1. RNA-Sekundarstrukturvorhersage durch vergleichende
Sequenzanalyse

Die vergleichende Sequenzanalyse ist eine der verlafilichsten Methoden zur RNA
Sekundérstrukturvorhersage (Pace et al., 1999). Sie erfordert jedoch das Vorhan-
densein eines Alignments von einer groffen Anzahl an Sequenzen mit derselben
Funktion. Der Ansatz basiert darauf, dal Mutationen in basengepaarten Berei-
chen, die funktionell wichtig sind, durch kompensatorische Mutationen ausgegli-
chen werden (Parsch et al., 2000). Ein Beispiel fiir eine solche kompensatorische
Mutation wére der Wechsel von einem G-C zu einem A-U Basenpaar innerhalb
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2. Einleitung

einer basengepaarten Region in einer Sekundérstruktur. Der Ansatz eignet sich
besonders fiir die Strukturvorhersage von evolutionér hoch konservierten RNAs
wie Transfer-RNAs (Dirheimer et al., 1995) oder ribosomalen RNAs (Woese und
Pace, 1993).

2.5.2. Thermodynamische RNA-Sekundarstrukturvorhersage

Im Gegensatz zur RNA-Sekundérstrukturvorhersage durch vergleichende Sequenz-
analyse ist die thermodynamische Strukturvorhersage méglich, wenn nur eine
einzige Sequenz vorhanden ist. Die Methode basiert darauf, dal jeder RNA Se-
kundérstruktur eine freie Energie AG zugeordnet werden kann. Diese setzt sich
wiederum aus den freien Energien einzelner Elemente einer Sekundirstruktur,
wie zum Beispiel einer basengepaarten Region oder einer Loop-Region, zusam-
men. Diese Energiebeitrége konnen positiv oder negativ sein. Fiir viele verschie-
dene Strukturelemente sind sequenzabhingige Energieparameter experimentell
bestimmt worden (Mathews et al., 1999). Wihrend fiir die Basenpaarstapelwech-
selwirkungen (das sogenannte "stacking”) sowohl ein Enthalpiebeitrag (AH) als
auch ein Entropiebeitrag (AS) berticksichtigt wird, zdhlt fiir Loopregionen nur
der Entropiebeitrag. Fiir die temperaturabhéingige Berechnung der freien Ener-
gie einer basengepaarten Region (AG},) oder einer Loop-Region (AG,,,) ergeben
sich folgende Formeln:

AGbp = AH377bp — TAS377bp
AC7Yloop - _TASZS?,loop

Der nach dem Prinzip der Dynamischen Programmierung (Bellman und Kaba-
la, 1960) entwickelte Algorithmus von Zuker und Stiegler minimiert diese freie
Energie, um so die energetisch giinstigste Sekundérstruktur zu berechnen (Zuker
und Stiegler, 1981). Eine Erweiterung dieses Algorithmus erlaubt die Berech-
nung suboptimaler Strukturen (Zuker, 1989). Diese Verbesserung ist wichtig, da
die energetisch giinstigste Struktur nicht die biologisch tatséchlich vorliegende
Struktur sein muf.

Die Programme mfold von Zuker (Zuker et al., 1999) oder RNAfold aus dem Vien-
na RNA-Paket (Hofacker et al., 1994) ermoglichen die RNA-Strukturvorhersage
durch Energieminimierung. Durch die Anwendung neuer Energieparameter konn-
te die durchschnittliche Anzahl korrekt vorhergesagter Basenpaarungen in der
energetisch giinstigsten Struktur von 64% auf 73% gesteigert werden (Mathews
et al., 1999).
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2.6. Computergestiitzte Analyse regulatorischer RNA-Motive

2.6. Computergestiitzte Analyse regulatorischer
RNA-Motive

Fiir die Analyse regulatorischer Motive in der DNA werden haufig Programme
eingesetzt, die Motive auf Sequenzebene vorhersagen. Diese Sequenzmotive beein-
flussen normalerweise als Bindestellen fiir regulatorische Proteine die Transkripti-
on. Das von Apostolico entwickelte und auf der Datenstruktur des Suffixbaumes
basierende Verfahren zur Suche iiberreprisentierter Worter (Apostolico et al.,
2000) ist ein Beispiel fiir ein solches Programm. Andere statistische Methoden
zur Suche nach DNA Sequenzmotiven wurden zum Beispiel erfolgreich zur Un-
tersuchung regulatorischer Bereiche von Hefe-Genen eingesetzt (van Helden et al.,
2000).

Die zunehmende Bedeutung der posttranskriptionellen Genregulation fiir das Ver-
stdndnis verschiedenster biologischer Vorgéange (z.B. Entwicklungsprozesse) und
die Entdeckung von regulatorischen Motiven in den untranslatierten Regionen
der regulierten mRNAs hat zu verschiedenen computergestiitzten Strategien zur
Vorhersage solcher RNA-Motive gefiihrt. So konnte mit der Untersuchung von
statistisch iiberreprasentierten Sequenzmotiven in einer Sammlung von menschli-
chen 3'UTRs zum Beispiel das in Abschnitt 2.4 beschriebene AU-reiche Destabi-
lisierungselement (ARE) gefunden werden (Pesole et al., 1994). In einem anderen
Ansatz wurden bestimmte Nukleotidmuster innerhalb von 3’'UTRs mit funktio-
nellen Proteinklassen in Zusammenhang gebracht (Conclin et al., 2002). Hier
wurde das bereits bekannte Auftreten von ARE-Elementen in den 3’UTRs von
Cytokinen bestétigt und einige weitere potentielle regulatorische Sequenzmotive
vorhergesagt.

Da die regulatorischen Motive in UTRs aber haufig durch eine bestimmte Sekun-
déarstruktur funktionell definiert sind, eignen sich die beschriebenen Methoden
zur Suche nach Sequenzmotiven nur sehr begrenzt fiir die Vorhersage regulato-
rischer Motive in UTRs. Methoden, die auch die Sekundérstruktur beriicksichti-
gen, sind hierfiir sehr viel besser geeignet. Das Programm FOLDALIGN optimiert
gleichzeitig das Sequenzalignment und die Struktur in einer Sammlung mehrerer
Sequenzen (Gorodkin et al., 1997). Dadurch ist es zum Beispiel moglich, ein ge-
meinsames Strukturmotiv in mehreren UTRs zu finden. Das Programm basiert
auf den Prinzipien des von Sankoff entwickelten Algorithmus zum optimalen Fal-
ten und Alignieren mehrerer RNA Sequenzen (Sankoff, 1985). Dieser Algorithmus
hat eine Zeitkomplexitit von O(L3Y) fiir N Sequenzen der Linge L und ist damit
fiir mehrere Sequenzen nicht praktikabel. Fiir FOLDALIGN wurde der Sankoff Algo-
rithmus daher vereinfacht, um eine bessere Zeitkomplexitét zu erhalten. Wahrend
der Sankoff Algorithmus gleichzeitig die Gesamtkosten des Alignments und die
Energie der Strukturen minimiert, maximiert FOLDALIGN einen Score, der auf ei-
ner Kombination aus Sequenzihnlichkeit und Struktur basiert. Dabei wird die
Energie der Struktur nicht minimiert, sondern die Anzahl der Basenpaare maxi-
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miert (Gorodkin et al., 1997). Da verzweigte Strukturen nicht betrachtet werden,
sinkt die Zeitkomplexitit auf O(L?) fiir zwei Sequenzen. Um in N Sequenzen nach
einem lokalen gemeinsamen Motiv zu suchen, wurde durch mehrere weitere Ver-
einfachungen eine Zeitkomplexitéit von O(L*N?) erreicht, was den Ansatz nur fiir
kurze Sequenzen (bis 300 Nukleotide) praktikabel macht. Durch die Kombination
mit dem Programm COVE (Eddy und Durbin, 1994) wurde der Ansatz erwei-
tert (Gorodkin et al., 2001) und praktikabler gestaltet. Die Funktionalitét des
Ansatzes wurde unter anderem an modifizierten Ferritin 5’UTRs, in denen stark
verdnderte Iron Responsive Elements gefunden werden konnten, dargestellt.

2.7. Ziel dieser Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollen computergestiitzte und experimentelle Metho-
den zur Untersuchung regulatorischer Motive in untranslatierten Regionen von
mRNAs entwickelt werden. Es sollen Strategien zur Vorhersage von RNA Struk-
turmotiven entwickelt und getestet werden. Die bioinformatische Validierung vor-
hergesagter Strukturmotive erfolgt durch Musterdefinitionen und Datenbanksu-
chen. Bei konkreten mRNAs sollen neue potentiell regulatorische Strukturmotive
vorhergesagt werden. Die Rabl1A 3’'UTR wird im Rahmen dieser Arbeit experi-
mentell auf einen moglichen posttranskriptionellen Regulationsmechanismus un-
tersucht.
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3.1. Material

3.1.1. Mausstamme

Fiir die Préaparation von Proteinextrakten wurden verschiedene Gewebe des Maus-
stammes C57BL/6J verwendet. Dieser wurde urspriinglich am Jackson Labora-
tory, Bar Harbor, USA etabliert.

3.1.2. Zelllinien

Die in vivo Lokalisationsuntersuchungen mittels FRET wurden in der humanen
Myelomzelllinie K562 durchgefiihrt.

3.1.3. Verwendete Chemikalien

Die Bezugsquellen der verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 3.1 aufgefiihrt.
Soweit nicht anders angegeben, wurden Chemikalien mit dem Reinheitsgrad p.a.
verwendet.

3.1.4. Aligemeines zu Puffer und Lésungen

Samtliche Losungen und Puffer wurden mit destilliertem Wasser angesetzt und
sofern moglich fiir 20 Minuten bei 120 °C autoklaviert.

Haufig verwendete Puffer und Lésungen:

TBE-Puffer, 10 x 890 mM Tris
890 mM Borsédure
25 mM EDTA

TE-Puffer, 10 x 100 mM Tris-HCI, pH 8,0
10 mM EDTA
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Chemikalie

Bezugsquelle

Acrylamid

Anti-Digoxigenin AP

APS (Ammoniumperoxodisulfat)
Borsaure

Bromphenolblau

CDP-Star ready to use

DIG Wash and Block Buffer Set
DTT

Dynabeads M-280 Streptavidin
EDTA

Essigsaure

Glutaraldehyd

Glycerin

Glycin

Isopropanol

Mark 12 Proteinstandard
Methanol

Natriumchlorid

Rontgenfilm Entwickler
Rontgenfilm-Fixierer

Roti-Blue

Rotifect

RPNi 1640

Salzséure

SDS

Streptavidin AP

TEMED

Tris

Xylencyanol

Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim
Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Sigma, Steinheim
Dynal, Hamburg

Sigma, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Sigma, Steinheim

Fluka, Seelze

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
TETENAL, Norderstedt
TETENAL, Norderstedt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
BioWhittaker FEurope, Belgien
J.'T. Baker, Holland
Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim
Serva, Heidelberg
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim

Tabelle 3.1.: Bezugsquellen der Chemikalien




3.2. Gelelektrophoretische Methoden

3.1.5. DNA/RNA Oligonukleotide

Die DNA-Oligonukleotide wurden von der Firma MWG Biotech, Ebersberg und
die RNA-Oligonukleotide von der Firma Thermo Hybaid, Ulm bezogen. Die
DNA-Oligonukleotide wurden im Synthesemafistab 0,01 Mol und die RNA-
Oligonukleotide im Synthesemafstab 0,02 uMol bestellt. Die im Rahmen dieser
Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 3.2 aufgefiihrt.

Typ | Name Sequenz (5’-37) Modifikation

DNA | RAB-Labell-Flu | GTTCTACGTTCG 5" Fluorescein

DNA | RAB-Label2-Tex | GCCATCGTCATG 3" Texas Red

RNA | Rab_RNA UACUGUAUGUAGCUGC-
ACUACAACAGAUUCUU

RNA | Rab_RNA_DIG | UACUGUAUGUAGCUGC-
ACUACAACAGAUUCUU 5 Digoxigenin

RNA | RablA_long UUGCCUGAAUUGUACUGUAUG-
UAGCUGCACUACAACAGAUUC | 5’ Biotin

Tabelle 3.2.: Verwendete Oligonukleotide

3.2. Gelelektrophoretische Methoden

3.2.1. nicht-denaturierende PAA-Gelelektrophorese

Die nicht-denaturierende PA A-Gelelektrophorese wurde fiir die Gelverzégerungs-
analyse eingesetzt. Wahlweise wurden kleine Gele (8 cm x 10 cm) oder grofie
Gele (14 cm x 17 c¢m) verwendet. Die Gele wurden zwischen zwei Glasplatten
gegossen und mindestens 1 h auspolymerisiert. Die Proben wurden mit 6-fach
Auftragspuffer versetzt und aufgetragen.

Verwendete Losungen:

Gellosung: 10 % Polyacrylamid (30:0,8)
0,5x TBE
0,1 Vol% TEMED
0,5 Vol% APS (10 %)

Laufpuffer: 0,5x TBE
6x Auftragspuffer: 0,25 % Bromphenolblau

0,25 % Xylencyanol
30 % Glycerin
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3. Material und Methoden

3.2.2. Proteingelelektrophorese nach Laemmli

Fiir die Auftrennung von Proteinen wurde die denaturierende, diskontinuierliche
SDS-Gelelektrophorese nach Laemmli (Laemmli, 1970) durchgefiihrt.

Verwendete Losungen:

Trenngel: 10 % Polyacrylamid (30:0,8)
0,375 M Tris/HCL ph 8,8
0,1 Vol% TEMED
0,5 Vol% APS (10 %)

Sammelgel: 4 % Polyacrylamid (30:0,8)
0,125 M Tris/HCI pH 6,8
0,1 Vol% TEMED
0,5 Vol% APS (10 %)

10 x Laemmli-Laufpuffer: 30,26 g Tris
144 g Glycin
ad 11 HQO

1 x Laemmli-Laufpuffer: 10 Vol% 10 x Laemmli-Laufpuffer
1 Vol% SDS (10 %)

2 x Laemmli-Auftragspuffer: 62,5 mM Tris-CI pH 6,8
20 mM DTT
10 % (v/v) Glycerin
3 % (w/v) SDS
0,01 % (w/v) Bromphenolblau

Das Trenngel wurde zwischen zwei Glasplatten (8 cm x 10 c¢cm) gegossen, mit
Isopropanol iiberschichtet und fiir mindestens 1 h auspolymerisiert. Anschlieend
wurde das Isopropanol abgezogen, mit HoO nachgewaschen und das Sammelgel
gegossen, das fiir mindestens 1 h auspolymerisiert wurde. Die Proteinproben wur-
den mit Auftragspuffer versetzt, 15 min bei 95 °C denaturiert, kurz abzentrifugiert
und anschliefSend auf das Gel aufgetragen. Die Gelelektrophorese wurde zunéchst
15 min bei 80 V und anschlieBend 50 min bei 120 V durchgefiihrt. Danach wurde
das Gel Coomassie geférbt.

3.2.3. Coomassie-Farbung von Proteingelen

Das Polyacrylamidgel wurde nach der Elektrophorese fiir 1 h in Coomassie-Blue
Losung inkubiert. Danach wurde das Gel fiir mindestens 12 h in Entfarber-Losung
unter leichtem Schiitteln entfirbt. AnschlieBend wurde das Gel zur Dokumenta-
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3.3. Molekularbiologische und biochemische Methoden

tion eingescannt und zur Lagerung in Polyethylenfolie eingeschweif3t.

Verwendete Losungen:

Coomassie-Blue 60 ml H,O
20 ml Methanol
20 ml Roti-Blue

Entfarber: 12,5 % Isopropanol
10 % Essigsaure

3.3. Molekularbiologische und biochemische
Methoden

3.3.1. Herstellung von Proteinextrakten

Sowohl fiir die Gelverzogerungsexperimente als auch fiir die Proteinaufreinigung
der RNA-Bindeproteine wurden Proteinextrakte aus verschiedenen Gewebetypen
der Maus hergestellt. Hierzu wurde das Gewebe mit einer entsprechenden Menge
(1 pl pro mg Gewebe) Tris/HCI (ph 7,5) und gereinigtem Seesand versetzt und
anschliefend im Morser zerkleinert. Der Ansatz wurde in ein Eppendorfgefifl
tiberfiihrt und fiir 10 min bei 10000 rpm in einer Eppendorfzentrifuge (Heraeus)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und erneut fiir 10 min bei 10000
rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde als Proteinextrakt direkt in den Expe-
rimenten eingesetzt. Nach Zugabe von 10 % (v/v) Glycerin wurden die Extrakte
bei -20 °C gelagert.

3.3.2. Verzogerungsgelelektrophorese

Die Gelverzogerung dient dem Nachweis spezifischer DNA-Protein oder RNA-
Protein Wechselwirkungen. Dabei macht man sich zunutze, da} ein Nuklein-
sduremolekiil, an das ein oder mehrere Proteine binden, langsamer durch eine
Gelmatrix wahrend der Elektrophorese ldauft. Das Prinzip dieser Methode ist
in Abbildung 3.1 dargestellt. Das mit Digoxigenin oder Biotin markierte RNA-
Oligonukleotid wird mit einem UberschuB unspezifischer Hefe-RNA und Pro-
teinextrakt inkubiert. Unspezifische RNA-Bindeproteine binden hauptséchlich
an die Hefe-RNA, wihrend spezifische Bindeproteine an das markierte RNA-
Oligonukleotid binden, das dadurch in der Gelelektrophorese verlangsamt wird.
Dadurch verschwindet die Bande auf Hohe der unverzégerten Oligonukleotide und
eine verzogerte Bande tritt auf. Die Spezifitdt der Bindung wird durch die Zugabe
von unmarkierten RNA-Oligonukleotiden tiberpriift. Durch Zugabe zunehmender
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Mengen dieser unmarkierten Oligos binden vermehrt spezifische Proteine an die-
se unmarkierten Oligos, so dafl die markierten Oligos wieder ungestort durch die
Gelmatrix wandern kénnen. Die Bande der unverzogerten Oligonukleotide wird
dadurch wieder sichtbar. Das umgekehrte Verhalten tritt bei der verzogerten Ban-
de auf (s. Abbildung 3.1).

Durchfiihrung:

5 pl Proteinextrakt wurden zunichst fiir 10 min mit einem UberschuB (100-
1000fach) Hefe-RNA und gegebenenfalls unmarkierten RNA-Oligonukleotiden bei
Raumtemperatur inkubiert.

Danach wurden mit Digoxigenin oder Biotin markierte RNA-Oligonukleotide da-
zugegeben und fiir weitere 10 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach Zugabe des Auftragspuffers wurden die Proben auf ein 10 %iges PAA-Gel
geladen und die Verzégerungsgelelektrophorese fiir ca. 1 h bei 70 V durchgefiihrt.

Anschlielend wurden die RNA-Oligonukleotide mittels Northern-Transfer auf ei-
ne Membran iiberfiihrt, um sie mit Chemolumineszenz nachzuweisen.

3.3.3. Northern-Transfer

Der Northern-Transfer dient der Ubertragung von RNAs, die gelelektrophoretisch
aufgetrennt worden sind, auf eine Nitrocellulose- oder Nylonmembran (Sambrook
et al., 1989).

Nach der Verzogerungsgelelektrophorese wurde die RNA mittels eines Northern-
Transfers auf eine positiv geladene Nylonmembran (Roche, Mannheim) iiber-
tragen. Hierfiir wurde eine Semi-dry Blottingapparatur aus zwei Graphitplatten
verwendet. Das Gel wurde mit der Membran zwischen jeweils 5 Lagen Whatmann-
Papier (in 0,5 x TBE getriankt) gelegt und fiir eine Stunde bei 30 Volt geblottet,
wobei 0,5 x TBE als Transferpuffer benutzt wurde. Nach dem Transfer wurde die
RNA durch 2 stiindiges Backen bei 80 °C auf der Membran fixiert.

3.3.4. Chemolumineszenz-Nachweis Digoxigenin- oder Biotin-
markierter Oligonukleotide

Durch eine Chemolumineszenzreaktion kénnen mit Digoxigenin oder Biotin mar-

kierte Oligonukleotide auf einer Membran durch Autoradiographie nachgewie-

sen werden. Das Verfahren beruht darauf, dafl an spezifische Molekiile, die Di-
goxigenin (Antikorper) oder Biotin (Streptavidin) erkennen, das Enzym alkali-
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Digoxigenin oder Biotin markierte RNA-Oligonukleotide spezifische RNA-Bindeproteine
— ®
unspezifische Hefe—-RNA unspezifische RNA-Bindeproteine

+ -

1: markierte RNA—-Oligonukleotide
2: markierte RNA-Oligonukleotide + Protein

3-5: markierte RNA-Oligonukleotide + RNA-Oligonukleotide (unmarkiert und steigende Konzentrationen) + Protein

Abbildung 3.1.: Prinzip der Gelverzégerung.
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sche Phosphatase gebunden ist. Durch Zugabe des Chemolumineszenz-Substrates
CDP-Star kommt es zu einer enzymatischen Reaktion mit der alkalischen Phos-
phatase, welche zu einer Lichtemission fiihrt.

Samtliche Reagenzien und Losungen fiir diesen Nachweis wurden von der Fir-
ma Roche Molecular Biochemicals, Mannheim bezogen.

Verwendete Losungen:

Washing Buffer: 10 x Washing Buffer 1:10 verdiinnen

Blocking Solution: 10 x Blocking Solution 1:10
mit Maleic Acid Buffer verdiinnen

Maleic Acid Buffer: 10 x Maleic Acid Buffer 1:10 verdiinnen

Antibody Solution: Anti-Digoxigenin-AP (oder Streptavidin-AP) 1:10000
(bzw. 1:5000) in Blocking Solution verdiinnen

Detection Buffer: 10 x Detection Buffer 1:10 verdiinnen

CDP-Star ready to use

Durchfiihrung:

Alle Inkubationsschritte wurden bei Raumtemperatur auf einem Schiittler durch-
gefiihrt.

Membran zwei Minuten in 100 ml Washing Buffer inkubieren.

Washing Buffer abgieflen und 100 ml Blocking Solution zugeben; 30 min inkubie-
ren.

Blocking Solution abgieflen und 100 ml Antibody Solution zugeben; 30 min in-
kubieren.

Antibody Solution abgieflen und 2 mal 15 min in Washing Buffer waschen.
Membran 2-5 min in Detection Buffer dquilibrieren.

Membran auf eine Polyethylenfolie legen und einige Tropfen CDP-Star zugeben:
Membran direkt mit Folie bedecken, so dafl sich das CDP-Star gleichmiBig ver-
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teilt und 5 min inkubieren.
Uberschiissige Fliissigkeit entfernen und Folie verschweifien.

Membran fiir 1-20 min mit Rontgenfilm exponieren.

3.3.5. Autoradiographie

Mit Hilfe der Autoradiographie lassen sich Chemolumineszenz-Signale sichtbar
machen. Dazu wurden die Membranen in einer Expositionskassette entsprechen-
der Grofle durch Auflegen eines Rontgenfilms (Kodak, XAR) exponiert. Die Ex-
positionsdauer betrug je nach Signalstérke zwischen 1 und 20 Minuten.

3.3.6. mRNA Detektion durch FRET

Mit Hilfe des Fluoreszenz Resonanz Energie Transfers (FRET), auch Forster
Transfer genannt, soll die rdumliche Verteilung einer mRNA in der lebenden Zel-
le sichtbar gemacht werden. Das Prinzip dieser Methode beruht darauf, daf zwei
DNA-Oligonukleotide als Hybridisierungsproben benutzt werden, wobei diese Oli-
gos mit jeweils einer fluoreszierenden Gruppe modifiziert sind. Eine dieser Grup-
pen wirkt als Donor-Fluorophor und das andere als Akzeptor-Fluorophor. Diese
beiden Fluorophore werden durch Hybridisierung an die Ziel-mRNA in direkte
Nachbarschaft gebracht. Wenn dann das Donor-Fluorophor angeregt wird, gibt es
seine Energie nicht als Fluoreszenz ab, sondern regt das Akzeptor-Fluorophor an.
Dies bezeichnet man als Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer. Dazu mufl das
Emissionsspektrum des Donors mit dem Anregungsspektrum des Akzeptors iiber-
lappen. Das Akzeptor-Fluorophor gibt diese Energie anschliefend als Fluoreszenz
wieder ab. Diese Fluoreszenz lafit sich selektiv detektieren, da der Fluoreszenz-
Wellenldngenbereich des Akzeptors ein anderer ist als der Bereich, in dem die
Fluoreszenz des Donor-Fluorophors liegen wiirde. Das Prinzip dieser Methode ist
in Abbildung 3.2 dargestellt. Der groie Vorteil liegt darin, daf§ die Ziel-mRNA
spezifisch detektiert werden kann, da es nur dann zum FRET kommt, wenn die
beiden Fluorophore durch korrekte Hybridisierung der Oligonukleotide richtig
positioniert sind.
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Anregung Emission
Donor - : .\Akzeptor
’ ’ 35
5- -3
Ziel mRNA

Abbildung 3.2.: Prinzip des Fluoreszenz Resonanz Energie Transfers. Das Do-
norfluorophor gibt seine Anregungsenergie an das Akzeptorfluo-
rophor ab, dessen Fluoreszenz detektiert werden kann.

in vivo Hybridisierung

Die Methode des spezifischen mRNA Nachweises mittels FRET wird in der lau-
fenden Doktorarbeit von Ralf Palmisano weiterentwickelt und optimiert. Die mo-
difizierten DNA-Oligonukleotide wurden durch Transfektion mit Liposomen in
die Zellen gebracht.

Verwendete Losungen:

Transfektionsmittel: Rotifect

Waschlosung;: PBS
Medium: RPNi 1640
Fixierlosung: Glutaraldehyd
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Durchfiihrung:

3 Ansitze:
Kontrolle 1: nur Donor-Fluorophor (Fluorescein)

Kontrolle 2: nur Akzeptor-Fluorophor (Texas-Red)
FRET-Ansatz: beide Oligonukleotide

je 2 Eppendorfgefafle:
Losung A: DNA-Oligo (1 pg) und 60 pl Medium
Losung B: 10 pl Transfektionsmedium mit Liposomen

Losungen A und B zusammenpipettieren und 15 min bei Raumtemperatur stehen
lassen.

Zellen priparieren: Volumen so wihlen, dafl 5x10° Zellen je Ansatz vorhanden
sind. Zellen abzentrifugieren und 2 mal mit 5 ml PBS waschen. Zellen in 2,7 ml
Medium resuspendieren und 900 ul je Ansatz in eine Multiwellschale geben.

Die drei Ansétze (Kontrolle 1 und 2 und FRET-Ansatz) werden zu den vor-
bereiteten Zellen gegeben und 1 h bei 37 °C inkubiert.

Nach der Inkubation 3 mal mit PBS waschen; anschlieffend mit PBS und 20
pl Glutaraldehyd waschen, 30 sec abzentrifugieren, 10 ul des Uberstandes ver-
werfen und den Rest auf einen Objekttrager geben.

Nachweis des FRET im konfokalen Laser Scanning Mikroskop.

konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Mit Hilfe eines Laser-Scanning-Mikroskops ist eine dreidimensionale Analyse der
fluoreszierenden Oligonukleotide innerhalb der Zelle moglich. Die FRET Experi-
mente lassen sich durchfiihren, indem zunéchst mit einem Laser gezielt das Donor-
Fluorophor angeregt wird und dann die Emission des Akzeptor-Fluorophors mit
einer CCD-Kamera gemessen wird. Als Kontrolle wird auch die Emission des Do-
nors, nach Anregung des Donors und die Emission des Akzeptors, nach Anregung
des Akzeptors ermittelt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Laser-Scanning-
Mikroskop vom Typ TCS SP2 der Firma Lyca benutzt. Die entsprechenden Wel-
lenléngen, mit denen die Fluorophore angeregt und bei denen ihre Emission ge-
messen wurde, werden bei der Darstellung der Ergebnisse angegeben.
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3. Material und Methoden

Protein—Isolation mit Dynabeads

Dynabead
\ Streptavidin
Protein
Dynabead /

\ Streptavidin

/ + Protein
‘—Qﬁ:\ ) - ‘_Q_/—f_—CD

RNA-Stem
Biotin

\L + 1M NaCl

o D

Abbildung 3.3.: Prinzip der Proteinisolierung mit Dynabeads. Proteine aus einem
Zellextrakt binden an das RNA-Oligonukleotid, das mit den Dy-
nabeads iiber Streptavidin Molekiile verbunden ist. Unter Hoch-
salzbedingungen konnen die Proteine wieder von dem Oligonu-
kleotid getrennt werden, nachdem sie durch einen Magneten vom
Rest des Extraktes isoliert worden sind.

3.3.7. Proteinaufreinigung

Um spezifische RNA-Bindeproteine zu isolieren, wurde im Rahmen dieser Arbeit
eine moderne Aufreinigungsmethode, bei der sogenannte Dynabeads eingesetzt
werden, verwendet. Das Prinzip der Methode ist in Abbildung 3.3 dargestellt.
Bei den Dynabeads handelt es sich um magnetische, sphérische Partikel (Durch-
messer < 100 ym), an deren Oberflache Streptavidin Molekiile gebunden sind. An
diese Streptavidin Molekiile konnen mit Biotin markierte RNA-Oligonukleotide
gebunden werden. Nach Zugabe von Proteinextrakt binden Proteine an die RNA-
Oligonukleotide. Mit einem Magneten werden anschliefend die Dynabeads mit
den RNA-Bindeproteinen isoliert. Durch Hochsalzbedingungen kénnen die Pro-
teine dann von dem RNA-Oligo geltst und anschlieend in einem Proteingel auf-
getrennt werden.
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3.3. Molekularbiologische und biochemische Methoden

RNA-Oligonukleotidbindung an Dynabeads

Fiir die Proteinisolation wurden RNA-Oligonukleotide verwendet, die an ihrem
5" Ende mit Biotin modifiziert waren. Diese konnten an die Dynabeads gebun-
den werden. Dabei kann ein mg Dynabeads bis zu 200 pmol biotinylierte RNA-
Oligonukleotide binden.

Verwendete Losungen:

Dynabeads M-280 Streptavidin (10 mg/ml)

2 x B+W Binding-Buffer: 10 mM Tris/HCI pH 7,5
1 mM EDTA
2 M NaCl

1 x B+W Binding-Buffer: 1:1 Verdiinnung des

2 x B+W Binding-Buffers

Buffer C: 20 mM Tris/HCI pH 7,5
1 mM EDTA
50 mM NaCl
1M NaCl
Durchfiihrung:

Ein entsprechendes Volumen Dynabeads (meistens 200 pl) in ein Eppendorfgefafl
geben und anschlieflend 2 min in Magnetstédnder (Dynal MPC-Q) stellen.

Uberstand vorsichtig abnehmen und Dynabeads 2 mal in gleichem Volumen 2x
B+W Binding-Buffer waschen. Uberstand abnehmen, nachdem Eppendorfgefifl
mindestens 1 min im Magnetstander gestanden hat.

Dynabeads in gleichem Volumen 1 x B+W Binding-Buffer resuspendieren und
die Hilfte als unmarkierte Dynabeads (Kontrolle) abnehmen.

Zugabe von entsprechender Menge RNA-Oligonukleotiden (200 pmol pro mg Be-
ads) zu den Dynabeads und 15 min bei Raumtemperatur unter vorsichtigem
Schiitteln inkubieren. Anschliefend fiir 2 min in Magnetstédnder stellen.

Uberstand abnehmen und 2-3 mal in 2 x B+W Binding-Buffer und anschlieBend

2 mal in Buffer C waschen. Dynabeads in Buffer C resuspendieren (Endkonzen-
tration: 10 pg/pul).
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3. Material und Methoden

Mit den unmarkierten Dynabeads (Kontrolle) wird auf die gleiche Art verfah-
ren.

Proteinaufreinigung mit Dynabeads

Die mit RNA-Oligonukleotiden markierten Dynabeads wurden eingesetzt, um
Proteine aus einem Zellextrakt zu isolieren, die an das RNA-Motiv binden kon-
nen. Um unspezifische Bindungen so weit wie moglich zu verhindern, wurde den
Ansétzen Hefe-Gesamt-RNA als Kompetitor zugegeben. Neben den mit RNA-
Oligos markierten Dynabeads wurden auch unmarkierte Dynabeads als Nega-
tivkontrolle eingesetzt, um unspezifische Proteinbindungen an die Beads nach-
zuweisen. Nachfolgend wird das Standard-Protokoll zur Proteinaufreinigung mit
Dynabeads angegeben.

Durchfiithrung:

250-500 pg Dynabeads (das entspricht ca. 0,5-1 pug RNA-Oligonukleotiden bei
den markierten Beads) wurden je nach Experiment mit 10-30 pl Proteinextrakt
und einem 50-100fachen UberschuB an Hefe RNA fiir 15 Minuten bei Raumtem-
peratur unter vorsichtigem Schiitteln inkubiert.

Anschlielend wurden die Eppendorfgefifie fiir mindestens 1 Minute in den Ma-
gnetsténder gestellt und der Uberstand vorsichtig abgenommen.

Danach wurden die Beads 3 mal fiir 5 min in 300 pl Buffer C gewaschen, an-
schliefend noch einmal in 50 pl Buffer C.

Nach dem letzten Waschen wurden die Beads in 10-15 pl 1 M NaCl Lésung
inkubiert, um die Proteine von den RNA-Oligonukleotiden zu losen.

Je nach Experiment wurden die Proteine mit den Beads oder ohne die Beads
in einem eindimensionalen SDS-Gel aufgetrennt.

3.3.8. Proteinidentifikation

Nach der Aufreinigung der RNA-bindenden Proteine mit Hilfe der Dynabead-
Technologie konnen die isolierten Proteine durch massenspektrometrische Me-
thoden identifiziert werden. Dazu werden die Proteinbanden aus dem jeweiligen
Gel ausgeschnitten und einem proteolytischen Verdau (in der Regel mit dem En-
zym Trypsin) unterzogen. Die Massen der so erhaltenen Peptide kénnen dann
mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie (s.u.) ermittelt werden. Durch den
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Vergleich der so erhaltenen Peptidmassen mit simulierten Proteinverdaus be-
reits bekannter Proteine kann das Protein identifiziert werden. Voraussetzung
ist jedoch, dal das Protein bereits in einer Datenbank enthalten ist. Der Da-
tenbankvergleich kann mit dem Mascot Search Programm durchgefiihrt werden.
URL: http://www.matrixscience.com

MALDI-TOF Spektrometrie

MALDI steht fiir Matrix-assisted-laser-desorption-ionisation Spektrometrie und
TOF fiir time-of-flight, was sich auf den Massenanalysator bezieht. Die zu ana-
lysierende Probe wird mit einem Uberschuf eines geeigneten Matrixmaterials
gemischt. Durch einen intensiven Impuls eines Lasers wird sowohl das Matrixma-
terial als auch Probenmolekiile ionisiert. Die Ionen werden in einem elektrischen
Feld beschleunigt und durchlaufen anschliefend eine feldfreie Strecke. Hier wer-
den sie nach ihrem Masse/Ladungsverhéltnis aufgetrennt, so da§ die Masse der
Probenmolekiile aus der in einer bestimmten Zeit zuriickgelegten Strecke berech-
net werden kann.

Die MALDI-Analysen im Rahmen dieser Arbeit wurden von der Arbeitsgrup-
pe von Dr. Carsten Niehaus am Lehrstuhl fiir Genetik der Universitit Bielefeld
oder alternativ von der Firma Seqlab (Gottingen) durchgefiihrt.

3.4. Informatikmethoden

3.4.1. Datenbanken

Im Zeitalter der grolen Genom- und Sequenzierprojekte spielen Datenbanken ei-
ne entscheidende Rolle. Die Menge an vorhandenen Daten (in der Regel Nukleo-
tidsequenzen) ist uniiberschaubar grofl geworden. So ist zum Beispiel die Grofie
der EMBL-Datenbank (s.u.) von 13,8 Gigabasen im Jahr 2001 auf tiber 23 Gi-
gabasen im Jahr 2002 angewachsen. Dariiber hinaus gibt es eine Vielzahl von
Datenbanken, die nur ganz spezielle Eintrége enthalten, wie zum Beispiel Tran-
skriptionsfaktorbindestellen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden im wesentlichen
zwei Datenbanken verwendet, die EMBL Nukleotid Datenbank und die UTRdb,
die ausschlieBllich UTR Sequenzen enthélt.

EMBL

Die EMBL Nukleotid Datenbank enthélt praktisch alle 6ffentlich zugénglichen
Sequenzen (Stoesser et al., 2003). Sie wird am European Bioinformatics Institu-
te (EBI) in Hinxton verwaltet. Durch eine internationale Zusammenarbeit mit

31
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GenBank aus den USA und DDBJ aus Japan sind stéindig weltweit aktuelle Se-
quenzinformationen vorhanden. Wie bereits erwiahnt, nimmt die Datenmenge ex-
ponentiell zu, so dafl im September 2002 bereits 18,3 Millionen Eintrage mit iiber
23 Gigabasen in der EMBL-Datenbank enthalten waren. Diese Datenbank wur-
de im Rahmen meiner Arbeit vor allem dann eingesetzt, wenn andere als UTR
Sequenzen bendtigt wurden, oder bestimmte UTR Sequenzen nicht in der UTR
Datenbank (s.u.) enthalten waren.

Auf Sequenzen der EMBL Nukleotid Datenbank kann {iber den SRS Server des
EBI zugegriffen werden.

http://srs.ebi.ac.uk/

UTRdb und UTRsite

UTRdb ist eine spezielle, nicht redundante Datenbank fiir 5 und 3’ untransla-
tierte Regionen von mRNAs (Pesole et al., 2002). Die Datenbank ist in mehre-
re Kollektionen untergliedert. UTRdb 15.0 enthélt Kollektionen fiir die 5’'UTRs
von Mensch (Human), Nagern (Rodent), anderen Séugetieren (Other_mammal),
anderen Vertebraten(Other_vertebrate), Invertebraten, Pflanzen (Plant), Pilzen
(Fungi) und Viren (Virus). Diese Kollektionen haben insgesamt eine Groe von
16,8 Megabasen. Desweiteren gibt es Kollektionen fiir die 3’'UTRs von Mensch,
Nagern, anderen Séaugetieren, anderen Vertebraten, Invertebraten, Pflanzen, Pil-
zen und Viren, die insgesamt eine Grofle von 47,2 Megabasen haben, wobei die
Kollektion der 3’UTRs vom Menschen mit 18,9 Megabasen mit Abstand am grof-
ten ist. Die UTRdb 12.0 aus dem Jahr 2000 enthielt dagegen nur 6,5 Megabasen
fiir die 5’'UTRs und 23,5 Megabasen fiir die 3’'UTRs. Die Sequenzinformationen
iiber UTRs haben sich somit in zwei Jahren verdoppelt. Die einzelnen Eintrége
enthalten neben den reinen Sequenzen auch Informationen iiber die Vollsténdig-
keit einer UTR Sequenz und iiber das Vorhandensein bereits bekannter regulato-
rischer Motive, wie zum Beispiel das Iron Responsive Element. Solche bereits be-
kannten regulatorischen Motive sind in einer weiteren Datenbank, die als UTRsite
bezeichnet wird, zusammengefafit. In der aktuellen Version aus dem Jahr 2002
enthélt diese Datenbank 18 verschiedene regulatorische Motive (im Vergleich zu
13 aus dem Jahr 2000).

Sowohl UTRdb als auch UTRsite sind unter http://bighost.area.ba.cnr.it/
BIG/UTRHome/ zugénglich.
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3.4.2. Sequenzalignment

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Programme DIALIGN2 und ClustalW zur
Berechnung von Sequenzalignments verwendet.

DIALIGN2

Das Programm DIALIGN2 wurde von Burkhard Morgenstern entwickelt (Morgen-
stern, 1999).

DIALIGN2 eignet sich sowohl zum paarweisen als auch multiplen Alignment von
Nukleotid- oder Proteinsequenzen. Im Vergleich zu vielen anderen Sequenzali-
gnmentprogrammen (s. zum Beispiel ClustalW) werden bei DTALIGN2 nicht ein-
zelne Basen (oder Aminosduren), sondern groflere Segmente der Sequenzen ver-
glichen, wobei diese Segmente keine Liicken (gaps) aufweisen. Obwohl DIALIGN2
multiple globale Alignments berechnet, liegt der grofie Vorteil fiir die vorliegen-
de Arbeit darin, daB8 unter bestimmten Bedingungen auch lokale Ahnlichkeiten
in einem multiplen globalen Alignment gefunden werden kénnen. Dabei miissen
diese lokal @hnlichen Bereiche nicht in allen Sequenzen, die zur Berechnung des
Alignments verwendet wurden, vorhanden sein.

Das Programm ist auf dem Bielefelder Bioinformatik Server (BiBiServ) unter
http://bibiserv.TechFak.Uni-Bielefeld.DE/dialign/ verfiigbar.

ClustalW

Zur Berechnung globaler Sequenzalignments wurde das Programm ClustalW ver-
wendet (Thompson et al., 1994). Multiple Alignments werden hierbei progressiv
berechnet. Das heifit, es werden zunéchst die besten paarweisen Alignments be-
rechnet, um anschlieBend immer groflere Gruppen von Sequenzen zu alignieren.

Das Programm kann iiber das EBI unter http://www.ebi.ac.uk/clustalw/
benutzt werden.

3.4.3. RNA-Sekundarstrukturvorhersage

Die Vorhersage von RNA-Sekundérstrukturen wurde im Rahmen dieser Arbeit
mit den Programmen mfold und RNAfold durchgefiihrt. Beide Programme arbei-
ten mit Energie-Minimierungs-Algorithmen.

mfold

Das Programm mfold wurde von Michael Zuker entwickelt (Zuker, 1989). In dieser
Arbeit wurde die Version mfold 3.1 benutzt, die die neuesten Energieparameter
verwendet (Mathews et al., 1999). Neben der energetisch giinstigsten Struktur

33



3. Material und Methoden

kénnen auch energetisch suboptimale Strukturen ausgegeben werden. Dabei ist
der Energiebereich, in dem suboptimale Strukturen ausgegeben werden sollen,
frei withlbar. Desweiteren wird ein Dotplot angezeigt, der einen Uberblick iiber
einzelne Basenpaarwahrscheinlichkeiten liefert. Die Temperatur ist auf 37 °C ein-
gestellt und 1&Bt sich in der benutzten Version nicht variieren.

mfold 3.1 ist auf Michael Zukers Homepage unter http://www.bioinfo.rpi.
edu/"~zukerm/ verfiighar.

RNAfold

Das Programm RNAfold ist Teil des Vienna RNA-Pakets (Hofacker et al., 1994).
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die lokal vorhandene Version RNAfold 1.1.0.42
verwendet. Dieses Programm berechnet (genau wie mfold) von einer RNA Se-
quenz die sogenannte mfe-Struktur (minimal free energy) und die Basenpaar-
wahrscheinlichkeiten als Dotplot. Energetisch suboptimale Strukturen kénnen mit
dem Programm RNAsubopt berechnet werden (s.u.). RNAfold rechnet standard-
mifig mit einem Temperaturwert von 37 °C, die Temperatur kann jedoch als
Parameter angegeben werden. Desweiteren konnen verschiedene andere Parame-
ter angegeben werden, wie zum Beispiel das Erlauben von standardméaflig nicht
vorkommenden Basenpaaren (z.B. AG Paare). Wenn solche von der Standard-
einstellung abweichende Parameter benutzt wurden, wird im Ergebnisteil an den
entsprechenden Stellen darauf hingewiesen.

Das Vienna RNA-Paket kann unter http://www.tbi.univie.ac.at/~ivo/RNA/
benutzt werden.

RNAsubopt

RNAsubopt ist ebenfalls Teil des Vienna RNA-Pakets und wurde von Stefan Wuch-
ty und Kollegen entwickelt (Wuchty et al., 1999). Es berechnet sdmtliche subopti-
male RNA-Sekundérstrukturen innerhalb eines Energiebereichs, der vom Benut-
zer gewahlt werden kann. Damit unterscheidet es sich von dem Programm mfold,
das nur eine Auswahl von suboptimalen Strukturen ausgibt. Wie bei RNAfold
lassen sich auch hier verschiedene Parameter, wie zum Beispiel die Faltungstem-
peratur, frei wihlen.

3.4.4. RNA-Strukturalignment

Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals das Programm RNAforester einge-
setzt, das zeitgleich zu meiner Arbeit in der Doktorarbeit von Matthias Hochs-
mann entwickelt worden ist. RNAforester ermoglicht die effiziente Berechnung
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Abbildung 3.4.: Sekundérstruktur der F.coli tRNA fiir Alanin.
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Abbildung 3.5.: Baum-Reprasentation der tRNA aus Abbildung 3.4. Basenpaa-
rungen entsprechen internen Knoten und ungepaarte Basen ent-
sprechen den Blédttern des Baums.

von RNA-Sekundarstrukturalignments, sowie eine anwendungsorientierte Visua-
lisierung dieser Alignments. Dabei erlaubt das Programm sowohl die Berech-
nung von lokalen paarweisen Strukturalignments als auch von globalen multiplen
Strukturalignments.

Das Programm beruht darauf, dal RNA-Sekundérstrukturen als spezielle Daten-
strukturen, sogenannte Baume, reprisentiert werden und mit diesen ein Baumali-
gnment berechnet wird. Abbildung 3.4 zeigt die Sekundérstruktur einer Transfer
RNA als sogenannten "Squiggle-Plot” und Abbildung 3.5 zeigt die Repréisentati-
on dieser Sekundarstruktur als Baum. Dabei gibt die 5-3" Richtung der RNA-
Sekundérstruktur die Reihenfolge der Knoten und Blatter im Baum vor. Durch
die Anwendung bestimmter Editoperationen, wie zum Beispiel Basenpaarerset-
zungen oder Basenpaareinfiigungen bzw. Loschungen, kann fiir mehrere Baume
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ein Alignment berechnet werden. Da man nur an bestimmten Alignments, die
ein gewisses Optimalitatskriterium erfiillen, interessiert ist, werden die einzel-
nen Editoperationen mit einem sogenannten Score gewertet. Im Rahmen meiner
Arbeit wurden Ahnlichkeiten (und keine Distanzen, was jedoch als Parameter ein-
gestellt werden kann) betrachtet, so dal der Gesamt-Score maximiert wird. Das
Programm erlaubt die Definition eigener Score-Werte, welche dem Programm als
Parameter iibergeben werden kénnen.

Das Programm bekommt als Eingabe zwei (bei paarweisen globalen oder lokalen
Alignments) oder mehrere (bei multiplen globalen Alignments) RNA Sekundér-
strukturen. Diese werden in der sogenannten Punkt-Klammer Notation einge-
geben. In dieser Notation werden ungepaarte Basen als Punkt und die Basen,
welche eine Basenpaarung bilden, als Klammerpaar angegeben. Das Programm
erlaubt die Auswahl verschiedener Parameter. Im Rahmen meiner Arbeit wurden
vor allem folgende Parameter verwendet:

-1s berechnet ein lokales Alignment
-multi berechnet ein multiples Alignment
-bp_rep_score=num setzt den Score fiir eine Basenpaarersetzung
auf num
-bp_del_score=num setzt den Score fiir eine Basenpaarloschung/einfiigung
auf num
-b_match_score=num setzt den Score fiir einen Basentreffer auf num
-b_rep_score=num setzt den Score fiir eine Basenersetzung auf num
-b_del_score=num setzt den Score fiir eine Baseneinfiigung/16schung
auf num
-sq generiert das Alignment als Squiggle-Plot
in einer Postscriptdatei
-sq_hidebasenum gibt keine Basennummerierung im Squiggle-Plot an
-sq_basenuminterval=n gibt die Nummer jeder n-ten Base an
-sq_gray benutzt nur Graustufen im Squiggle-Plot

Die zur Berechnung der jeweiligen Strukturalignments gewéhlten Score-Werte
werden im Ergebnisteil an den entsprechenden Stellen angegeben.

Das Programm kann auf dem BiBiServ benutzt werden.
http://bibiserv.TechFak.Uni-Bielefeld.DE/RNAforester.
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3.4.5. Musterdefinition durch Signifikanzberechnungen

Zur Definition eines Datenbank-Suchmusters fiir potentielle regulatorische RNA-
Motive wurde ein, von Carsten Meyer und Robert Giegerich entwickelter, Ansatz
verwendet (Meyer und Giegerich, 2002). Das auf dem Prinzip der Algebraischen
Dynamischen Programmierung (ADP) (Giegerich und Meyer, 2002) beruhende
Verfahren kann dazu eingesetzt werden, die zu erwartende Trefferanzahl eines
bestimmten Suchmusters in einer Zufallssequenz bestimmter Linge und Basen-
zusammensetzung nach oben abzuschétzen. Somit kann man einem erzeugten
Suchmuster einen Signifikanzwert zuordnen. Dadurch 1a8t sich das Muster (im
biologisch sinnvollen Rahmen) so lange variieren, bis es eine Signifikanz erreicht,
mit der man verldflliche Datenbanksuchen durchfiithren kann.

Bei dem Verfahren wird das Muster zunéchst mit einer Grammatik beschrie-
ben. Auf diese Grammatik wird in einer zweiten Phase eine Auswertungsalgebra
angewendet. Im Rahmen meiner Arbeit wurde ausschliellich eine Algebra zur
Signifikanzberechnung verwendet. Mit dem Verfahren lassen sich durch Anwen-
dung anderer Algebren jedoch auch andere Fragestellungen, wie zum Beispiel
die Bestimmung der minimalen freien Energie eines RNA-Motivs, beantworten.
Die Beschreibung von RNA-Motiven durch eine Grammatik wird im Ergebnisteil
dargestellt.

3.4.6. Motiv-Beschreibung und Suche

Fiir die Beschreibung und Datenbanksuche von RNA-Motiven, die sowohl aus
Sequenz- als auch aus Strukturanteilen bestehen, wurden spezielle Programme
eingesetzt. Zum einen wurde das von Thomas Macke und Kollegen entwickelte
Programm RNAMotif (Macke et al., 2001) und zum anderen das in der laufenden
Doktorarbeit von Dirk Strothmann entwickelte Programm HyPa verwendet.

RNAMotif

Das Programm zeichnet sich durch eine flexible Sprache zur Strukturmusterbe-
schreibung sowie der Mdoglichkeit, eine benutzerdefinierte Score-Funktion zu ver-
wenden, aus.

Die Musterbeschreibung erfolgt in der sogenannten Descriptor-Datei, die aus
verschiedenen Teilen besteht. In dem "parameter” Abschnitt wird definiert, wel-
che Basenpaarungen zugelassen werden, wobei in meiner Arbeit immer mit den
Watson-Crick Basenpaaren und dem zusétzlichen GU-Basenpaar gearbeitet wur-
de. In dem folgenden “descriptor” Abschnitt erfolgt die eigentliche Beschreibung
des RNA-Motivs als Suchmuster. Der Aufbau einer solchen Beschreibung wird im
Ergebnisteil ausfiihrlich beschrieben. Der "score” Abschnitt erlaubt es dem Be-
nutzer, fiir bestimmte Teile des Suchmusters bestimmte Score Werte anzugeben
(z.B. das Vorkommen eines Cytosin in einem Bulge hoher zu bewerten, als das
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Vorkommen eines Adenin). Dadurch wird eine nach Gesamtscore-Werten geord-
nete Ausgabe erreicht. Es ist genauso moglich, die thermodynamische Stabilitéit
einer Gesamtstruktur oder einzelner Strukturabschnitte zu bewerten. Dazu ver-
fiigt das Programm {iber eine spezielle Funktion, die in dem "score” Abschnitt
eingesetzt werden kann, um die Energie der Struktur zu bestimmen. Dazu wer-
den die gleichen Energiewerte (Mathews et al., 1999) verwendet, die auch von
den oben beschriebenen Strukturvorhersageprogrammen benutzt werden.

Das Programm muf lokal installiert werden und wird von der Kommandozeile aus
aufgerufen. Als Parameter wird die Descriptor-Datei und die zu durchsuchende
Sequenz im FASTA Format iibergeben. Die Ausgabe erfolgt in einem bestimmten
Format, das im Ergebnisteil dargestellt wird.

HyPa

HyPa ist die Abkiirzung fiir "hybrid patterns”. Es konnen (wie bei RNAMotif)
Muster beschrieben werden, die aus Sequenz- und Strukturanteilen bestehen. Im
Gegensatz zu RNAMotif ist es bei HyPa moglich, fiir Helixbereiche eine bestimm-
te Anzahl von Insertionen und Deletionen zu definieren. Dariiber hinaus dhneln
sich beide Programme in ihrer Funktionalitéit. Bei HyPa ist es ebenfalls moglich,
bestimmten Musterabschnitten Score-Werte zuzuordnen und so die Ausgabe zu
ordnen. Die Art der Musterbeschreibung wird im Ergebnisteil beschrieben. Im
Ergebnis- und Diskussionsteil werden beide Programme hinsichtlich ihrer Funk-
tionalitat und Effizienz verglichen.

Das Programm lauft ebenfalls lokal. Im Gegensatz zu RNAMotif werden die zu
durchsuchenden Sequenzen nicht im FASTA Format iibergeben. Bei HyPa wird
zunéchst ein Index der zu durchsuchenden Sequenz generiert. Dies ist erforderlich,
da die Motivsuche bei HyPa auf einer speziellen Datenstruktur, einem sogenannten
Affix-Array, erfolgt.
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In diesem Kapitel wird zunéchst die Entwicklung computergestiitzter Methoden
und Strategien zur Vorhersage potentiell regulatorischer RNA-Strukturmotive be-
schrieben. Hierfiir wurden Testsysteme ausgewihlt, die unterschiedliche Anforde-
rungen an die Vorhersagestrategien stellen. AnschlieBend werden Methoden dar-
gestellt, die zur Definition und Beschreibung eines Musters fiir Datenbanksuchen
eingesetzt wurden. Dies dient der Validierung des vorhergesagten regulatorischen
Motivs. Danach erfolgt die Anwendung der Strategien auf verschiedene UTRs,
um neue potentiell regulatorische Motive zu untersuchen. Im abschlieBenden Teil
wird die experimentelle Uberpriifung eines dieser neu vorhergesagten regulatori-
schen Motive beschrieben.

4.1. Strategieentwicklung

4.1.1. Testsysteme

Fiir die Entwicklung von Methoden zur Vorhersage regulatorischer RNA Struk-
turmotive ist die Auswahl geeigneter Testsysteme entscheidend. Ein solches Test-
system mufl die Kombination von Sequenz- und Strukturelementen innerhalb
regulatorischer Motive in UTRs beriicksichtigen. Im folgenden werden mehrere
Testsysteme beschrieben.

Die UTR Sequenzen fiir die Testsysteme wurden aus der UTR-Datenbank (Peso-
le et al., 2002) entnommen. Die Zugangsnummern (Accessionnumber) sowie die
Sequenzen sind im Anhang A aufgelistet.

Testsystem 1: Iron Responsive Element

Das in der Einleitung beschriebene Iron Responsive Element (IRE) wurde aus
verschiedenen Griinden als ein Testsystem ausgewéhlt. Zum einen ist fiir das
IRE eine Konsensusstruktur bekannt (s. Abbildung 4.1). Bei Eukaryonten be-
steht das IRE aus einem Sechserloop mit der Konsensussequenz 5-CAGUGH-3’,
einem Helixbereich mit fiinf Basenpaaren variabler Sequenz, an den sich auf der
5’-Seite ein Cytosin-Bulge anschlieit, der jedoch zu einem Internalloop erweitert
sein kann. Unterhalb des Bulgeloops folgt ein weiterer basengepaarter Bereich,
dessen Lange und Sequenz variabel ist. Damit weist das IRE die fiir ein Testsy-
stem notwendige Kombination aus spezifischen Sequenz- und Strukturmerkmalen
auf. Ein weiterer Vorteil ist, dafl es viele verschiedene UTRs gibt, in denen IREs
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Abbildung 4.1.: Iron Responsive Element: eukaryotische Konsensusstruktur.

vorkommen, wobei diese UTRs deutliche GroBenunterschiede aufweisen (von 150
bis 2500 Nukleotiden). Somit kénnen die Vorhersagestrategien auch auf ihre Ef-
fizienz getestet werden.

Testsystem 2: modifizierte IREs und UTRs

Das in Abschnitt 2.6 beschriebene Programm FOLDALIGN wurde unter anderem
mit modifizierten IREs getestet (Gorodkin et al., 2001). Hierzu wurden 14 UTR
Sequenzen ausgewéhlt, aus denen das IRE zunéchst entfernt wurde. Danach wur-
de jede UTR randomisiert, wobei die Dinukleotidverteilung erhalten blieb. Die
IREs wurden in ihrer Sequenz geéndert, wobei die Struktur beibehalten wurde.
Der 6er-Loop des IRE wurde in einigen Féllen zu einem Ter-Loop erweitert und
die IREs wurden anschlieBend an vollig verschiedenen Positionen in die verén-
derten UTRs eingefiigt. Durch viermaliges Wiederholen dieser Prozedur wurden
insgesamt 56 Sequenzen als Testsystem erhalten. Fiir das IRE ergibt sich danach
folgende Konsensusstruktur:

NNNNNCNNNNNCAXGWGHNNNNNNNNNN
CCCCC et )))))))))

mit W=A,U und H=A,C,U und X=A,C,G,U (wobei X auch fehlen darf)

Dieses Testsystem wird im Rahmen meiner Arbeit ebenfalls eingesetzt, um die
Vergleichbarkeit mit dem FOLDALIGN Ansatz zu gewéhrleisten.
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H U
H H

G)G)-‘<-<-<C
OO0 >

5- CCAAA ACCCA-3

Abbildung 4.2.: Konsensusstruktur des Histon Stemloops, H=A ,C,U; Y=C,U;
R=A,G.

Testsystem 3: Histon Stemloop

Das IRE zeigt vor allem in der Loop Region eine starke Sequenzkonservierung.
Der Stemloop, der in der 3’'UTR der Histon mRNAs von Metazoen anstelle des
PolyA Stranges zu finden ist (s. Abbildung 4.2), weist dagegen vor allem in der ba-
sengepaarten Region sowie in den einzelstrangigen Bereichen vor und hinter dem
Stemloop eine starke Sequenzkonservierung auf (Williams und Marzluff, 1995).
Die Loopregion ist dagegen auf Sequenzebene deutlich variabler als beim IRE.
Besonders die Sequenzkonservierung im basengepaarten Bereich ist ungewdhn-
lich fiir regulatorische Motive in UTRs und daher wurden 3’'UTRs von Histon
mRNAs als ein weiteres Testsystem ausgewahlt, das die IRE Testsysteme ergén-
zen soll.

4.2. Strategien zur Vorhersage von
RNA-Strukturmotiven

4.2.1. Strategie 1: Sequenzalignment mit nachfolgender
Strukturvorhersage

Sequenzalignment

Die Grundidee dieser Strategie basiert darauf, dafl ein potentielles regulatorisches
Motiv ein gewisses Mafl an Sequenzkonservierung aufweisen kann. Durch ein Se-
quenzalignment mehrerer UTRs, in denen ein regulatorisches Motiv vermutet
wird, soll dieses aufgrund der Sequenzédhnlichkeit innerhalb des Motives entdeckt
werden. Fiir das Sequenzalignment wurde das in Abschnitt 3.4.2 beschriebene
Programm DIALIGN2 verwendet. Es eignet sich fiir die Berechnung multipler Ali-
gnments und das Auffinden lokaler Ahnlichkeiten innerhalb der global alignierten
Sequenzen. Ein grofler Vorteil von DTALIGN2 besteht darin, dafl lokal &hnliche Be-
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reiche in einem multiplen Alignment selbst dann gefunden werden, wenn sie nur
in zwei der alignierten Sequenzen auftreten. Das ist eine wichtige Eigenschaft, da
man nicht sicher sein kann, dafl jede der im Alignment eingesetzten Sequenzen
das regulatorische Motiv enthélt.

Die Strategie wird zunéchst am Beispiel der Histon 3’"UTRs dargestellt. Nachfol-
gend ist das Alignment fiir die UTR Sequenzen von Histon mRNAs von Mensch,
Maus und Ratte abgebildet. Der Histon Stemloop ist in blau dargestellt.

Histon 3’UTRs: Alignment (DIALIGN format):

Maus H2A 1  ggccactGCT CGCGT CGGC CCGCGTCTCt
Maus H3 1 attagggta-
Ratte H2B 1 g
Mensch H2A 1 g-——- GCT GACGTccggc ccaagtgggc ccagccCGGC CCGCGTCTCg
sk kokokokok Hokokok ok kokok ok ok ok
Maus H2A 30 GTGAtataaC CCCCGCGAGC TCCCAA---- --- AAAGGCT CTTTTCAGAG
Maus H3 10  GTGA------ --—- GTGAAt ttggac---- CCCAAAGGCT CTTTTCAGAG
Ratte H2B 2 e CCCACAGAGC TCACAAcaga CCCAAAGGCT CTTTTCAGAG
Mensch H2A 45  aagggg---C ACCTGTGAAC TC---A---- --—- AAAGGCT CTTTTCAGAG
Hokok ok *okoksokokokokokkok kokokok ok sorokoktokokokok ok kokokkokok okok ok
orokokokokok ok otk okok ok
sokokokokokok  skokokskok ok kok ook
Maus H2A 73  CCACCCACtg aaTCAGAT-A AAGAGTTGTG TCACGGT--- ----------
Maus H3 46  CCACCCACAT TTTCt-ATAA AAG-GCTGTA TATCGATaag cttttataaa
Ratte H2B 42  CCAC
Mensch H2A 82  CCACCCACGT TTTCAAATAA AAGAGTTGTt aatgctg--- ---—-------
skokokokoskokskokok kskokokskokokskokok skskokokskokokokokok kokokokskk ok
ook ok okok ok
Hokokok
Maus H2A 109
Maus H3 94  ccccactcag caactcc
Ratte H2B 46
Mensch H2A 119

Die Grofibuchstaben innerhalb des Alignments geben an, welche Sequenzabschnit-
te fiir die Berechnung des Alignments beriicksichtigt wurden. Die Anzahl der Ster-
ne (*) unterhalb der Zeilen des Alignments ist ein MaB fiir die Ahnlichkeit der
Sequenzen. Der Bereich, der mit je 3 Sternreihen markiert ist, ist eine Region, die
ein potentielles regulatorisches Motiv enthalten kénnte. In diesem Beispiel sind
die Sequenzen innerhalb dieses Bereiches absolut identisch.
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Abbildung 4.3.: Strukturvorhersage (RNAfold) fiir den durch DIALIGN2 identifi-
zierten sequenzihnlichen Bereich der Histon 3’'UTRs (hier ge-
zeigt: Histon 3 der Maus).

Strukturvorhersage

Der zweite Schritt dieser Strategie ist die Berechnung einer Strukturvorhersage
fiir diese sequenzéhnlichen Bereiche, um zu iiberpriifen, ob diese Bereiche &hnliche
Strukturen ausbilden. Fiir die Strukturvorhersage wurden die in Abschnitt 3.4.3
beschriebenen Programme mfold oder RNAfold eingesetzt. Da die Sequenzen in
dem interessanten Bereich identisch sind, wurde nur fiir eine Sequenz eine Struk-
turvorhersage berechnet. Die in der Abbildung 4.3 gezeigte Strukturvorhersage
(berechnet mit RNAfold) entspricht der Konsensusstruktur des Histon Stemloops,
der somit durch diese Strategie identifiziert werden konnte.

Anwendung der 1. Vorhersagestrategie auf IREs

Aufgrund der sehr hohen Sequenzéhnlichkeit der Histon 3’'UTRs im Bereich des
regulatorischen Stemloops konnte dieser durch Anwendung der ersten Vorhersa-
gestrategie leicht identifiziert werden. Die Testsysteme mit den Iron Responsive
Elements (vor allem die modifizierten IREs) zeigen deutlich stirkere Sequenzva-
riationen innerhalb des vorherzusagenden regulatorischen Elementes. Im folgen-
den wird die Anwendung der ersten Vorhersagestrategie auf 5’'UTRs von Ferritin
mRNAs aus verschiedenen Organismen beschrieben. Zunéchst wurde das Sequen-
zalignment mit DIALIGN2 berechnet. Die Positionen des IRE ab dem Cytosin-
Bulge sind in blau dargestellt.
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Ferritin 5°UTRs: Alignment (DIALIGN format):

Mensch

Maus
Schmetterling
Stier

Schwein
Mosquito

Mensch

Maus
Schmetterling
Stier

Schwein
Mosquito

Mensch

Maus
Schmetterling
Stier

Schwein
Mosquito

Mensch

Maus
Schmetterling
Stier

Schwein
Mosquito

Mensch

Maus
Schmetterling
Stier

Schwein
Mosquito

Mensch

Maus
Schmetterling
Stier

Schwein
Mosquito

44

N e e

46
44
41

28
16

93
94
45
33
75
25

113
116
95
52
89
60

163
138
98
99
89
7

194
168
130
139

97
126

c-—--CAGAC

gagaugguuu

=GUUCUuCGC
-GUUCU-CGC
uGUUAU-CGC

CGAGAGUCGU
CCAGAGUCGC
GCUGCGUAGu

CGGGGUUUCC
CGCGGUUUCC
uuauuuaauu

UGCUUCAACA
UGCUUCAACA

C

ggcacgag--—
cauuuCAGAC
Fokk KK

GUGCUUGGAC
GUGCUUGAAC

-GCGGUUUCC

UGCUUCAACA

uagua
Hokokkok  Kokok

GGAACCCGGC
GGAACCCGGU

>k 3k ok 3k ok >k %k >k >k k

GCUCGUU---
GCUCGACCCC

K3k sk ok ok ok sk ok ok ok
sk ok ok ok ok sk ok k ok
ok ok ok ok ok k

CCCCACCCCG
UCCGACCCCC

K3k sk ok ok ok sk ok ok ok
Kok ok ok ok ok ok ok %k ok
Kook ok ok ok ok ok ok k

GCCGGCCGCC
GCCGGCCGCU

GUGCUUGGAC

U
GGAACCCGGC

GCUucguccce
GCUCGUC---

CCCUACCCCG
ACCCGCCCCG

>k 3k >k >k %k >k %k >k %k k
3k 5k %k 5k %k 5k %k >k k >k
>k 3k 3k >k %k >k %k >k %k k

CAUAGCC--A
UCGAGCCUGA
UAAAAUCUGA
CAGAGCC--A
CAGAGCC--A
GAUAGaggug

>k 3k ok 3k ok 3k ok >k k k
>k 3k ok 3k ok ok >k *
% %k %k 5k %k >k k

CUCUUCACCG
UUCGUCguu-

>k 3k 3k >k %k >k %k >k %k k
3k 3k %k 5k %k 5k %k >k %k k
>k 3k >k >k %k >k %k >k k

GCCCU

3k 3k 3k >k %k >k %k >k %k k
%k %k 5k %k >k k

3k 3k 3k 3k %k >k %k >k k k
3k 3k %k 5k %k 5k %k >k %k k
%k %k k k

GCCCU
GCCAUcguug
GCCCU

cgaguaaccc

ugUUUUAGUU

GCCCU

CGCU
GCCGGCCACU
GCCGGCCGCU
-CCGGACACC

>k 3k 3k 5k %k >k %k >k %k k
3k 3k %k 5k %k 5k %k >k k >k
>k 3k 3k >k %k >k %k >k %k k

—---CCGUCAC
—---UUGCAAC
UcgUUGCAAg
—---C-GUCAC

gaagcaauac

%k ok k ok
%k ok k ok

CACCCUCGGA

CUGCCCCAAG

--UGUGAGUU

>k 3k ok 3k ok ok k k

GCCCccgCCG

CCG

* kK Kk k ok ok
*

CCGCUCCAGC
CCGCUCCAGC

aua
CACUUGACAG

CGCCCUCCGA

CCGGCCCAAG

GUCC---CCG

CCGCUCCAGU

UUCccuauua

>k 3k ok 3k ok 3k ok 3k >k k

GCCGC-----
GUCGCCACCG
________ G_
GCCGCucgG-

>k 3k ok 3k ok 3k ok 3k k k

CGCCUCgccc
————— CCUU-

>k 3k ok 3k ok 3k ok 3k >k k

-GCAGCCACC
CGCCGCCACC
CUGCGCCAGU
CGCCGCCACC

kk ok k ok ok

GCCGCCGCCG

—----UCCAUC

>k 3k ok 3k ok 3k ok >k >k k

CCGCC---UC

GUGUGUAAAG
ACCACCACCA

GCAGCCAUCG

Kok ok ok ok ok sk ok k ok

UCCUUAGUCG

AGUCACCUU-

ok ok ok ok ok ok ok k

CUGUGCCAGU

Kok ok ok ok ok ok ok k

ACCA
GUGUAUAAAG

Kok ok ok ok ok k ok k ok

Gcuagac---
CCGCC---CG

GuugacaaCG

%k okk K *%

CCGcc

-UUGAAGUCG
UUUUCAGCCG
UCCUCAGCCU
UUUGAAaacu

Kook ok ok ok ok ok ok k ok

UCGuacggga
CCCACC-—--
CCCGCC----
agugaaagcu

ok ok ok %k ok

UCauauaaua

gcuaggaaau

ucuaguuCUG

*okx

UCuagu----

*%
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Abbildung 4.4.: Strukturvorhersage fiir den durch DIALIGN2 identifizierten se-
quenzihnlichen Bereich der Ferritin 5’'UTRs (a: Mensch, b:

Schwein).
Mensch 209
Maus 168
Schmetterling 162  aauaaaAUAU UUUuuucucg ucaaaguauc ugugauuuaa uuguagaaaa
Stier 155
Schwein 113
Mosquito 172 == AUAU UUUgaaagag cauucggaaa ccaguguaac aagaa——-—-—-—

*kokk  kkk

In diesem Alignment konnte das IRE in der Ferritin 5’"UTR von Mensch, Maus
und Schwein als ein Bereich mit einer besonders hohen Sequenzahnlichkeit (mar-
kiert durch 3 Sternreihen) gefunden werden. Obwohl das IRE in der 5’'UTR von
Schmetterling und Mosquito korrekt aligniert wurde, ist die Bewertung dieses
Bereiches (nur eine Sternreihe) zu schwach, um als eindeutig definiertes Element
erkannt zu werden. In der Ferritin 5’'UTR des Stiers ist zwar die Loopsequenz des
IRE vorhanden, die angrenzenden Basen konnen allerdings die Helix nicht korrekt
ausbilden (moglicherweise Fehler in der Datenbanksequenz, da das IRE eigent-
lich vorhanden sein miifite). Die Loopsequenz alleine reicht nicht aus, um mit der
Loopsequenz des IREs einer anderen UTR aligniert zu werden. Ausgehend von
dem Alignment wiirde man die IREs in den Ferritin 5’"UTRs der beiden Insek-
ten zunéchst iibersehen. Durch die in Abschnitt 4.3.2 beschriebene Mustersuche
konnen sie aber dennoch gefunden werden.

Die Abbildung 4.4 zeigt eine Strukturvorhersage fiir den sequenzidhnlichen Be-
reich der Ferritin 5’UTRs von Mensch und Schwein. Somit findet man neben der
Sequenz auch die korrekte Struktur des TREs.
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Abbildung 4.5.: Strukturvorhersage fiir die Ferritin 5’UTR des Schweins. Energe-
tisch optimale Struktur mit dG=-38.8 kcal/mol.

Um zu iiberpriifen, ob ein auf diese Weise vorhergesagtes Motiv iiberhaupt in
einer UTR vorkommen kann, mufl getestet werden, wie ein solches Motiv die
Energie der Struktur der gesamten UTR dndert. Dazu wird zunéchst die Struk-
tur der UTR vorhergesagt. Wenn das vorhergesagte Motiv nicht in der energetisch
giinstigsten Struktur vorkommt, wird es bei einer erneuten Strukturvorhersage er-
zwungen und der so berechnete Energiewert mit dem der energetisch giinstigsten
Struktur verglichen.

In der Abbildung 4.5 ist die mit mfold berechnete energetisch giinstigste Struktur
(-38.8 kecal/mol) der Ferritin 5’'UTR des Schweins dargestellt, wobei das IRE in
dieser Struktur nicht als Motiv vorkommt. Zwingt man das IRE bei der Struk-
turvorhersage in die Struktur, ergibt sich die in Abbildung 4.6 gezeigte Struktur
(-32.9 kcal/mol). Somit fithrt das IRE zu einer Struktur, deren Energiewert ca.
15 % schlechter ist als der Energiewert der energetisch giinstigsten Struktur.

Dies ist ein gutes Beispiel dafiir, dafl die energetisch giinstigste Struktur nicht die
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Abbildung 4.6.: Strukturvorhersage fiir die Ferritin 5’UTR des Schweins, mit IRE
(dG=-32.9 kcal/mol). Der IRE Stemloop bildet den linken Teil
der Struktur.

biologisch relevante Struktur sein mufl. Dieses Phinomen wird vor allem bei der
zweiten Vorhersagestrategie eine entscheidende Rolle spielen.

Die Grenzen der ersten Vorhersagestrategie werden bei der Anwendung des Test-

systems mit den modifizierten IREs deutlich. Bei diesen Sequenzen ist nur noch

eine sehr geringe Sequenzéhnlichkeit innerhalb des IRE vorhanden. Nachfolgend
ist das DTALIGN2 Alignment fiir einige dieser Sequenzen gezeigt, wobei die Posi-
tionen des IRE wieder blau hervorgehoben sind.

modifizierte 5’UTRs: Alignment

seq_AF068224
seq_AF161708
seq_D15071.1
seq_D86626.1
seq_M12120.1

seq_AF068224
seq_AF161708
seq_D15071.1
seq_D86626.1
seq_M12120.1

seq_AF068224
seq_AF161708
seq_D15071.1
seq_D86626.1
seq_M12120.1

N

13

28
51

30
18
78
63

(DIALIGN format):

guuauccggu

gecc

aau
acccccucuu

AUAAAAAAGU
CCAAAccuug

Kook ok ok ok ok ok ok k

cgacucuuga

UAGCgc----
UAGUAUCGUC
CCGCGACGCC
UAGCuccgaa

UCCU
cgagcgUCUU

kk ok k

AAUGCCGAAA
AUUACUCAAC

>k 3k ok 3k ok >k %k >k >k k

CUUACACAUU
AACAGACAUU

>k 3k ok 3k ok 3k %k >k >k k

A

A
ccgecugegu

ucuuaaggaa

CcCccCuaacaua

uc

Kook ok ok ok ok ok ok %k ok

AGCGAGAUGU

UCGUUAGAUC

UUUAUGUUCG

auuucuccug

cuuucuaauc

CCCGA

ACCAAGAUGU

AUGAGACAUG

CG
AGGAUAUUCG

>k 3k >k 3k ok >k %k >k >k k

>k 3k >k 3k ok >k %k >k %k k

>k 3k >k 3k >k >k %k >k %k k
*%
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seq_AF068224
seq_AF161708
seq_D15071.1
seq_D86626.1
seq_M12120.1

seq_AF068224
seq_AF161708
seq_D15071.1
seq_D86626.1
seq_M12120.1

seq_AF068224
seq_AF161708
seq_D15071.1
seq_D86626.1
seq_M12120.1

seq_AF068224
seq_AF161708
seq_D15071.1
seq_D86626.1
seq_M12120.1

seq_AF068224
seq_AF161708
seq_D15071.1
seq_D86626.1
seq_M12120.1

seq_AF068224
seq_AF161708
seq_D15071.1
seq_D86626.1
seq_M12120.1

60
25
128
63

14
110
36
132
63

14
160
36
166
63

52
209
63
166
92

95
210
94
172
92

126
210
118
172
119

GCUCCaagag
GCUCCcuccc

cgaguugaua

ACA AAg
uuuaguguug aauuagaACA AAuguuaaug

g

Gacg

>k %k %k %k k

kokk  kk

aaagaauuaa

UUUUGAGGUC

AAAACUGCGA AUUAAUUUUA UCUUuccgcc

UGUUCAGUGA

AACACUUCGG AGAAUUUUAA ACAU------

guUACUUGUU

>k 3k >k 3k ok 3k %k >k >k k

-CGCUGCUCU
UCGCUCAUUG

skokokokokokkokoksk kokskokkkkkkk kokkxk

CUCAUGCAGA A-UUGAACUC UGAAAGCUAG
CUAACGUUUU A-UCGUAUGC UGUAAGCUCG
---GCAGUGC GgUCCUGGCC AGUGAGCUGG

—--UACCCCUU

ok koK koK koK
3k >k %k ok %k k ok k

u---CUCAAG

UUGCUGAUUG
ko ok kok okok o

>k 3k >k 5k %k >k %k >k %k k
3k >k %k %k 5k k >k k k

Auaaug----

CAAGCAGUGC G

skokokokokokokokksk sk kokskokskkskk skokokokokkskkkk
skokokokokokokokokk sk skokskokkokkk kokokokokokokokkk
k% k k

UUCGCUCGGU Caggagagcu gacggacuug

a
gccgCUCAGG

AgcccccAAC

UUCGCUCGCU C

AAC

UUa

ok k ok kK

gacacccucc

* koK k

uuuuccccgce

kokokokokkokkkk >k
skokokoskokokkkkk >k

guUCCGCagc g

--UCCGCCCA GUCGCGGCAC AGGCCc——--

---CGGCGCA UGCACGUGAC AUGCCugcgc

skokskokkokkok  kokkokkokkokkk kokkkk

uacuaaaauu

uacuuccuuu

gaauuuuga

Hier ist nur noch ein sehr kleiner Bereich durch 3 Sternreihen als besonders dhnlich
markiert. Dieser Bereich entspricht jedoch nicht dem IRE, das in der Sequenz
AF068224 um Position 75, in der Sequenz AF161708 um Position 60, in der
Sequenz D15071.1 um Position 50, in der Sequenz D86626.1 um Position 135 und
in der Sequenz M12120.1 um Position 100 zu finden ist.
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Strategiebewertung

Die Anwendung der Testsysteme hat gezeigt, dal diese Strategie zur Vorhersage
potentiell regulatorischer Strukturmotive dann funktioniert, wenn das regulatori-
sche Motiv auf Sequenzebene konserviert ist. So liefen sich die hoch konservier-
ten Stemloop Strukturen in den Histon 3’'UTRs finden, wéhrend bei den Ferritin
5’UTRs nur noch drei von fiinf durch das Sequenzalignment mit DTALIGN2 vor-
hergesagt werden konnten. Die Ursache hierfiir liegt darin, dafl das IRE in den
Ferritin 5’UTRs der beiden Insekten sehr viel ndher Richtung 3’-Ende lokalisiert
ist. Unter diesen Bedingungen lassen sich diese IREs mit DTALIGN2 jedoch nicht
detektieren.

Der Vorteil dieser Vorhersagestrategie liegt darin, dafl sie einfach und effizient
ist, da auch grofie Sequenzen verarbeitet werden kénnen, wobei ein potentielles
regulatorisches Motiv jedoch an &hnlichen Positionen innerhalb der UTR lokali-
siert sein mufl. Wie die Anwendung des Testsystems mit den modifizierten IREs
zeigt, lassen sich Motive mit sehr geringer Sequenzkonservierung mit dieser Stra-
tegie nicht mehr finden. Dieser Mangel wird bei der néchsten Vorhersagestrategie
umgangen.

4.2.2. Strategie 2: Strukturvorhersage mit nachfolgendem
Strukturalignment

Die Anwendung dieser Strategie soll es ermoglichen, potentielle regulatorische
Motive in UTRs vollkommen unabhéngig von der Sequenz zu finden. Das Prinzip
dieser Strategie basiert auf der Berechnung eines paarweisen lokalen Strukturali-
gnments oder eines multiplen globalen Strukturalignments von vorher bestimmten
UTR Strukturen. Fiir die Berechnung und Visualisierung der Strukturalignments
wurde das in Abschnitt 3.4.4 beschriebene Programm RNAforester verwendet.

Paarweise lokale Strukturalignments mit RNAforester

Zunichst wird die Visualisierung von paarweisen RNA Strukturalignments mit
RNAforester anhand eines Beispieles dargestellt.

Fiir ein Alignment A zweier Strukturen S; und Sy wird eine RNA Sekundérstruk-
tur Sy an S; gezeichnet, die die Unterschiede als Abweichungen der Struktur Sy
von S; hervorhebt. Umgekehrt kann auch S; an Sy gezeichnet werden, wobei bei-
des alternative Visualisierungen desselben Alignments A sind. Dabei konnen in
den Zeichnungen sdmtliche Informationen des berechneten Alignments, wie zum
Beispiel alternative Basenpaarungen, dargestellt werden.

Die Visualisierung von Strukturalignments mit RNAforester wird im folgenden
anhand zweier Transfer-RNAs (tRNAs) aus E. coli demonstriert. In Abbildung 4.7
sind die Sekundérstrukturen fiir die Alanin-tRNA (a) und die Leucin-tRNA (b)
dargestellt. Die Abbildung 4.8 zeigt das Alignment der beiden tRNA Strukturen
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4. Ergebnisse

Abbildung 4.7.: Sekundérstrukturen der E.coli tRNAs fiir Alanin (a) und Leucin
(b) (Strukturen wurden aus der Genomischen tRNA-Datenbank
entnommen (Lowe und Eddy, 1997)).

als sogenannten Squiggle-plot in der Form Sy, an Si.,. Die schwarz gezeichne-
ten Bereiche markieren hierbei Strukturelemente, die in beiden Strukturen mit
derselben Sequenz vorkommen, wobei rot gezeichnete Bereiche solche Elemente
darstellen, bei denen die Sequenz in beiden Strukturen unterschiedlich ist. Das
durch die gestrichelte blaue Linie gezeigte Basenpaar kommt nur in der Alanin
tRNA vor, wihrend der griin gezeichnete Stemloop nur in der Leucin tRNA zu
finden ist.

Mit dieser Vorhersagestrategie soll zunéchst das IRE als gemeinsames regulato-
risches Element in der Ferritin 5’UTR des Menschen und der Succinatdehydro-
genase 5’UTR von Drosophila melanogaster nachgewiesen werden. Das folgen-
de DIALIGN2 Sequenzalignment zeigt, dafl nur die Loopsequenz des IRE korrekt
aligniert worden ist, wihrend die angrenzenden Bereiche, die die Helix ausbil-
den, aufgrund starker Sequenzunterschiede nicht aligniert wurden (IRE wieder in

blau).

Ferritin 5°UTR (Mensch), Succinatdehydrogenase 5’UTR (Drosophila)
Alignment (DIALIGN format):

Mensch 1 ccagacguuc uucgccgaga gucgucgggG UUUCCUGCuu caa-------
Drosophila 1 ca G UUUCGUGCaa cuuuuuguac
*kokokskokokokok
* ok kokokokokok
*kokokokokokkok
Mensch 44
Drosophila 24 gcaaauaaga aaaacauuaa auuugcucuc agcaaaucga uaauugcaaa
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Abbildung 4.8.:
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4.2. Strategien zur Vorhersage von RNA-Strukturmotiven

Strukturalignment der Alanin und Leucin tRNAs. Farbkennung:

schwarz: Strukturelement in beiden Strukturen mit derselben
Sequenz; rot: Strukturelement in beiden Strukturen mit unter-
schiedlicher Sequenz; blau: Strukturelement nur in S4,; griin:
Strukturelement nur in Sp.,,.

44
74

92
101

142
113

192
113

—--CAGUGCuu
cgCAGUGCcg

%k ok k ok k

ccauagccag

ggacggaacc
uuucaauugc

cccuccguca

cggegeucgu
agcacaa-—-

ccucuucACC

ggcccecgec

gccgeuccag

ACC

*kx

cgccgcegeag

uccccacccc ggecggecge

GCAcccucgg acugccccaa
GCAacgaaa- -—---------

*kk

ccaccgeccge cgecgecgec

ucuccuuagu

cgccgcece

Fiir die zweite Strategie muften zundchst die Strukturen der beiden UTRs mit
mfold berechnet werden. In Abbildung 4.9 ist eine Struktur der Ferritin 5’'UTR
des Menschen und in Abbildung 4.10 eine Struktur der Succinatdehydrogenase
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4. Ergebnisse

Abbildung 4.9.: Strukturvorhersage fiir die Ferritin 5’'UTR des Menschen. Ener-
getisch optimale Struktur mit dG=-59,9 kcal /mol.

5'UTR von Drosophila gezeigt, wobei es sich bei beiden Strukturen um die ener-
getisch giinstigsten handelt. Da jedoch, wie bereits erwihnt, die energetisch giin-
stigste Struktur nicht zwangsldufig die biologisch relevante ist, die das regula-
torische Motiv enthélt, wurden bei dieser Strategie immer mehrere suboptimale
Strukturen aligniert.
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4.2. Strategien zur Vorhersage von RNA-Strukturmotiven

Abbildung 4.10.: Strukturvorhersage fiir die Succinatdehydrogenase 5’UTR von
Drosophila melanogaster. Energetisch optimale Struktur mit
dG=-21,1 kcal/mol.

Fiir die Berechnung paarweiser Strukturalignments wurden im Rahmen dieser
Arbeit folgende Score-Werte als Parameter verwendet:

Basenpaarerhaltung oder Ersetzung Score = 4
Basenpaarloschung oder Einfiigung  Score = -3

Basentreffer Score = 0
Basenersetzung Score = 0
Basenloschung oder Einfiigung Score = -5

Durch die Wahl dieser Parameter wurden ausschliefSlich Strukturmerkmale fiir
die Berechnung des Score beriicksichtigt. Da fiir die beiden Parameter Basentref-
fer und Basenersetzung der Wert 0 angegeben wurde, spielt die Primérsequenz
bei der Berechnung des Alignments keine Rolle. Sowohl das Einfiigen bzw. Lo-
schen eines Basenpaares oder einzelner Basen wurde stark negativ gewichtet.

Zunéchst wurde ein globales Strukturalignment mit RNAforester berechnet, das
in Abbildung 4.11 in der Form Sirensch a0 Sprosophila dargestellt ist. Das IRE
konnte in diesem globalen Alignment nicht als gemeinsames Strukturmotiv be-
stimmt werden, da es in der Ferritin 5’'UTR an einer anderen Position lokalisiert
ist als in der Succinatdehydrogenase 5'UTR, und die Kosten fiir die Loschung
sdmtlicher Basen vor dem IRE viel zu hoch wéren, um ein optimales globales
Alignment zu ergeben.

Statt eines globalen Alignments wurde daher ein lokales Strukturalignment mit
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4. Ergebnisse

Abbildung 4.11.: Globales Strukturalignment fiir die Ferritin 5’'UTR, des Men-
schen und die Succinatdehydrogenase 5'UTR von Drosophila
melanogaster.
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4.2. Strategien zur Vorhersage von RNA-Strukturmotiven

Abbildung 4.12.: Lokales Strukturalignment fiir die Ferritin 5’UTR des Menschen
und die Succinatdehydrogenase 5’"UTR von Drosophila melano-
gaster.

RNAforester berechnet. Die Score-Parameter wurden dabei nicht geéndert. In der
Abbildung 4.12 ist das lokale Strukturalignment fiir die beiden UTR-Strukturen
gezeigt. Dieses liefert das Iron Responsive Element als dhnlichstes Strukturele-
ment in den beiden Strukturen. Wihrend das Motiv mit der ersten Vorhersa-
gestrategie aufgrund der geringen Sequenzkonservierung (nur der Loop und der
Cytosin-Bulge sind konserviert) nicht entdeckt wurde, konnte es mit der zweiten
Strategie, die unabhéngig von der Sequenz funktioniert, vorhergesagt werden.
Um die Flexibilitat dieser Strategie auszutesten, wurde ein Strukturalignment der
Ferritin 5’UTR und Transferrinrezeptor 3’'UTR, des Menschen berechnet. Wah-
rend die Ferritin 5’UTR nur 208 Nukleotide lang ist, ist die Transferrinrezeptor
3’'UTR mit 2464 Nukleotiden sehr viel ldnger. Diese UTR enthélt insgesamt 5
Iron Responsive Elements. In Abbildung 4.13 ist eine Strukturvorhersage fiir die
Transferrinrezeptor 3’'UTR gezeigt. Da Vorhersagen fiir die Gesamtstruktur solch
grofler Sequenzen nicht mehr verlafilich sind, kann es bei diesem Alignment nur
darum gehen, kleinere Strukturelemente zu betrachten. Daher wurde auch nur
ein lokales Alignment fiir die beiden Strukturen berechnet. In Abbildung 4.14 ist
das Ergebnis dieses lokalen Strukturalignments gezeigt. Obwohl das IRE auch hier
nur sehr wenig Sequenzkonservierung aufweist und daher mit der ersten Strategie
nicht entdeckt werden konnte, lief} es sich mit der zweiten Strategie als dhnlichstes
Strukturelement in den beiden UTRs vorhersagen.
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Abbildung 4.13.: Strukturvorhersage fiir die Transferrinrezeptor 3’'UTR des Men-

schen.
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4.2. Strategien zur Vorhersage von RNA-Strukturmotiven

Abbildung 4.14.: Lokales Strukturalignment der Ferritin 5’'UTR (208 Nukleoti-
de) und der Transferrinrezeptor 3'UTR (2464 Nukleotide) des
Menschen.

Im folgenden wird die Anwendung der Strategie auf das Testsystem der modi-
fizierten IREs exemplarisch an zwei Sequenzen dargestellt, die unterschiedliche
Langen in der Loopsequenz haben. In der Abbildung 4.15 sind die beiden Struk-
turen gezeigt, die fiir die Berechnung des Strukturalignments verwendet wurden.
Das in der Abbildung 4.16 gezeigte lokale Alignment lieferte das IRE, wobei
die unterschiedliche Looplange durch das zusétzliche, blau gezeichnete Nukleotid
dargestellt wird. Fiir dieses Ergebnis mufiten mehrere suboptimale Strukturen
aligniert werden.

Die Strategie der Strukturmotivvorhersage durch die Berechnung paarweiser Struk-
turalignments mit RNAforester wurde in (Hochsmann et al., 2003) verotfentlicht.
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4. Ergebnisse

Abbildung 4.15.: Sekundérstrukturen der modifizierten UTR  Sequenzen
AF068224.1 (a) und D15071.1 (b).

Abbildung 4.16.: Lokales Strukturalignment der modifizierten UTR Sequenzen
AF068224.1 und D15071.1. Das IRE wurde trotz der unter-
schiedlichen Looplénge (blau: zusétzliches Nukleotid) gefunden.
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4.2. Strategien zur Vorhersage von RNA-Strukturmotiven

Multiple globale Strukturalignments mit RNAforester

In diesem Abschnitt wird die Motivvorhersage durch die Berechnung multipler
globaler Strukturalignments beschrieben. Der Vorteil im Vergleich zur Verwen-
dung paarweiser lokaler Strukturalignments liegt darin, dafl man zum einen Struk-
turen vieler verschiedener UTRs (oder der gleichen UTR aus verschiedenen Or-
ganismen), und gleichzeitig viele suboptimale Strukturen vergleichen kann. Fiir
die Darstellung der Ergebnisse eines multiplen RNA-Sekundarstrukturalignments
wurde eine spezielle Visualisierung entwickelt. Diese ermoglicht, wie bei den paar-
weisen Strukturalignments, eine komfortable Auswertung der Ergebnisse.

Die Visualisierung wird anhand eines Strukturalignments der 20 tRNAs aus E.coli
demonstriert. Dabei gibt es verschiedene Moglichkeiten der Darstellung. In Ab-
bildung 4.17 zeigen rot dargestellte Basen bzw. Bindungen ein Vorkommen der
betreffenden Elemente (Basen bzw. Bindungen) in allen alignierten Strukturen
an. Elemente, die nicht in allen Strukturen zu finden sind, werden in Grau dar-
gestellt, wobei die Abstufungen von dunkel nach hell ein Ma$ fiir die Anzahl der
Strukturen sind, in denen das jeweilige Element vorkommt. Bei den angegebenen
Basen handelt es sich jeweils um die, die am héufigsten an der jeweiligen Position
vorkommt. Bei der in Abbildung 4.18 gezeigten Darstellung wird an jeder Positi-
on die Héufigkeit des Vorkommens jeder einzelnen Base durch den Durchmesser
eines Kreises symbolisiert. Die einzelnen Basen sind durch Kreise unterschied-
licher Farbe gekennzeichnet und bilden jeweils die vier Ecken eines Quadrates.
Schwarze Kreise innerhalb dieser Quadrate symbolisieren Liicken (gaps). Diese
Art der Darstellung erlaubt es, fiir jede einzelne Position die vorkommenden Ba-
sen zu erkennen. Dies ist in der ersten Darstellungsart nicht méglich, da hier nur
die haufigste Base an jeder Position angegeben wird.

Die Strategie zur Motivvorhersage mit einem multiplen Strukturalignment wur-
de ebenfalls mit Hilfe des Iron Responsive Elements entwickelt. In der Abbildung
4.19 ist das multiple Strukturalignment der Ferritin 5’'UTRs und der SLC11A3
Eisentransporter 5’'UTRs von Mensch und Maus dargestellt. Hierbei wurden die
mit mfold berechneten optimalen Strukturen der vier UTRs aligniert. Die vielen
hellgrauen Bereiche zeigen, daf3 die alignierten Strukturen global recht unter-
schiedlich sind. Die einzige Ausnahme ist das IRE, das in allen Strukturen vor-
kommt und deshalb als rotes Strukturelement in dem Alignment erkennbar ist.
Somit stellt das multiple Strukturalignment eine gute Alternative zu dem paar-
weisen lokalen Strukturalignment dar, da mit dem multiplen globalen Alignment
ebenfalls lokale Strukturmotive gefunden werden konnen.
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4. Ergebnisse

Abbildung 4.17.: Multiples Strukturalignment der 20 tRNAs aus F.coli. Rot dar-
gestellte Basen und Bindungen kommen in allen alignierten
Strukturen vor.
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Abbildung 4.18.: Alternative Darstellung des multiplen Strukturalignments der
20 tRNAs aus FE.coli. Die Haufigkeit des Vorkommens jeder ein-
zelnen Base wird an jeder Position durch die verschiedenfar-
bigen Kreise symbolisiert: Adenin: rot, Cytosin: griin, Guanin:
blau und Uracil: magenta.
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4.2. Strategien zur Vorhersage von RNA-Strukturmotiven

Abbildung 4.19.: Multiples globales Strukturalignment der Ferritin
(bHSA015337, 5MMU002159) und SLC11A3 Eisentrans-
porter (bHSA023193, 5MMU011005) 5'UTRs von Mensch und
Maus. Das IRE ist in rot dargestellt, da es in allen alignierten
Strukturen vorkommt.

61



4. Ergebnisse

Strategiebewertung

Durch die Anwendung verschiedener Testsysteme konnte die Flexibilitdt dieser
Strategien zur Motivvorhersage in UTRs nachgewiesen werden. Die Beschrén-
kung auf Strukturelemente erméglicht es, Motive vorherzusagen, die nur sehr
gering oder gar nicht auf Sequenzebene konserviert sind. Dennoch lassen sich
durch die Art der Visualisierung der Strukturalignments auch kompensatorische
Basenaustausche erkennen, die wichtige Hinweise auf das tatséchliche Vorhan-
densein solcher Motive liefern. Der Erfolg der Strategie héngt stark von den im
ersten Schritt durchzufithrenden Strukturvorhersagen ab. Wie in Abschnitt 5.1.2
ausfiihrlich diskutiert wird, kann der Erfolg der Strategie durch die Betrachtung
suboptimaler Strukturen gesteigert werden.

Durch das Strukturalignment der Ferritin 5’UTR mit der Transferrinrezeptor
3’UTR konnte gezeigt werden, dafl mit dieser Strategie auch in sehr grofien Struk-
turen lokale Strukturmotive gefunden werden koénnen. Damit ist diese Strategie
simtlichen anderen Strategien zur Vorhersage potentieller regulatorischer Motive
in diesem Punkt klar iiberlegen (s. Diskussion).
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4.3. Validierung durch Musterdefinition

Die Vorhersage von Strukturmotiven in UTRs ist der erste Schritt zur Entdeckung
neuer regulatorischer Motive fiir die posttranskriptionelle Genregulation. Durch
die in den néchsten Abschnitten beschriebenen Methoden zur Musterdefinition,
Musterbeschreibung und Datenbanksuche erfolgt eine Validierung der Vorhersa-
gen. Dabei sollen ausreichende Informationen gesammelt werden, um in einer
anschlieBenden Laborphase die tatsidchliche biologische Bedeutung eines neu ent-
deckten Strukturmotives zu bestimmen.

Die Beschreibung eines Musters erfolgt, um Datenbanken zu durchsuchen. Damit
soll iiberpriift werden, ob ein vorhergesagtes oder bereits bekanntes Motiv auf
bestimmte Gene beschrénkt ist und somit eine exklusive Regulationsfunktion fiir
dieses Gen iibernehmen kann. Eine Datenbanksuche kann jedoch auch Hinweise
auf die tatsdchliche Funktion eines Motivs liefern, fiir den Fall, daf§ das Motiv in
anderen Genen gefunden wird, fiir die bereits ein posttranskriptioneller Regulati-
onsmechanismus bekannt ist. Wird ein bereits bekanntes Motiv in mRNAs gefun-
den, fiir die bis dahin keine durch das Motiv vermittelte Regulation bekannt war,
kann experimentell iiberpriift werden, ob diese neu gefundenen mRNAs durch
das Motiv reguliert werden. Die Datenbanksuche nach kombinierten Sequenz-
und Strukturmotiven stellt somit eine vielfiltige und méchtige Methode zur Un-
tersuchung der posttranskriptionellen Genregulation dar.

Musterdefinition und Datenbanksuche werden in den folgenden Abschnitten am
Beispiel des Iron Responsive Elements beschrieben.

4.3.1. Musterdefinition durch Signifikanzberechnungen

In der vorliegenden Arbeit werden die Muster, ausgehend von den vorhergesag-
ten Motiven, mit Hilfe von Signifikanzberechnungen definiert (Abschnitt 3.4.5).
Dazu mufl das Muster zunéchst durch eine Grammatik beschrieben werden. Im
folgenden ist eine, im Vergleich zu der in (Meyer und Giegerich, 2002) veroffent-
lichten, vereinfachte Grammatik zur Beschreibung der in Abbildung 4.1 gezeigten
Konsensusstruktur des Iron Responsive Element angegeben.

IRE_cons inp = axiom lcomps where

lcomps = sadd <<< base -"" lcomps [1] rcomps ... h
rcomps = adds <<< rcomps ~"- base [1] p stackl ... h
stackscheme r = (sr <<< base -7 r "7- base) ‘with‘ basepairing
stackl = tabulated (rep 3 stackscheme cbulge)

cbulge = bulge <<< iupac "c" -7 p stack2

stack2 = tabulated (rep 4 stackscheme hairpin)

hairpin = hl <<< base -~ iupac "cagugh" ~7- base)

‘with‘ basepairing
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Die verwendete ADP-Notation wird ausfithrlich in (Meyer und Giegerich, 2002)
erklart. Die einzelnen Elemente der Konsensusstruktur sind hier in den soge-
nannten Parsern "stackl”, "cbulge”, "stack2” und "hairpin” definiert. "stack1” und
"stack2” sind die basengepaarten Bereiche, wobei die untere Helix drei und die
obere fiinf Basenpaare enthélt. In der Grammatik wird das durch die wiederholte
Anwendung des Konstruktes "stackscheme” beschrieben. Die Anzahl der Wieder-
holungen, und damit die Lange der Helix wird durch Anwendung des Konstrukts
"rep” festgelegt. Das letzte Basenpaar der oberen Helix ist dabei in dem Parser
"hairpin” enthalten, weshalb im Parser "stack2” das Konstrukt "stackscheme” nur
viermal wiederholt wird.

Der Vorteil der Algebraischen Dynamischen Programmierung liegt darin, daf
durch die Anwendung verschiedener Auswertungsalgebren auf die das Muster be-
schreibende Grammatik verschiedene Fragestellungen beantwortet werden kon-
nen. Die in (Meyer und Giegerich, 2002) beschriebene "counting algebra” und
"expectation algebra” sind zwei Beispiele fiir solche Auswertungsalgebren. Durch
die Anwendung der "counting algebra” kann das Vorkommen des Musters in ei-
ner Sequenz geziahlt werden. Aus Effizienzgriinden werden in meiner Arbeit die
Programme RNAMotif und HyPa fiir diese Aufgabe verwendet. Die "expectati-
on algebra” ermoglicht die Abschéitzung des Erwartungswertes eines Musters in
einer Zufallssequenz. Die Basenzusammensetzung und die Sequenzlédnge sind die
einzigen anzugebenen Parameter fiir die Abschitzung. Diese Auswertungsalgebra
wurde im Rahmen meiner Arbeit eingesetzt, um signifikante Suchmuster fiir die
Datenbanksuche zu definieren.

Fiir diese Datenbanksuche wurden in meiner Arbeit entweder die 5’'UTR Kol-
lektionen, oder die 3'UTR Kollektionen der UTR Datenbank Version 15.0 (s.
Abschnitt 3.4.1) eingesetzt. Die Grofie und Basenzusammensetzung dieser Kol-
lektionen ist in Tabelle 4.1 angegeben.

UTR | Grofle Basenzusammensetzung
5'UTR | 16,8 Millionen Basen | Adenin: 0.2572
Cytosin 0.2522
Guanin 0.2495
Thymin 0.2411
3’UTR | 47,2 Millionen Basen | Adenin: 0.2858
Cytosin: 0.2094
Guanin: 0.2109
Thymin: 0.2939

Tabelle 4.1.: Grole und Basenzusammensetzung der UTRdb 15.0.

Mit Hilfe der "expectation algebra” lassen sich fiir beliebige Muster Erwartungs-
werte fiir das Auftreten des Musters in einer Zufallssequenz, deren Lange und
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4.3. Validierung durch Musterdefinition

Basenzusammensetzung den UTRdb Kollektionen entspricht, nach oben abschét-
zen. Fiir die 5’UTR Kollektionen ergibt sich fiir das, durch die oben angegebe-
ne Grammatik beschriebene, IRE-Muster ein Erwartungswert von 1,09 Treffern.
Durch eine durchgefiihrte Datenbanksuche mit diesem Muster kann man dann
entscheiden, ob die tatséchlich gefundene Trefferanzahl signifikant ist. Im folgen-
den Abschnitt wird die Beschreibung und Datenbanksuche des IRE-Musters aus
Abbildung 4.1 mit den Programmen RNAMotif und HyPa présentiert.

4.3.2. Musterbeschreibung und Datenbanksuche

Mit der im vorherigen Abschnitt beschriebenen Methode lassen sich signifikante
Suchmuster fiir ein vorhergesagtes RNA-Motiv definieren. In diesem Abschnitt
wird die Beschreibung solcher Muster mit den Programmen RNAMotif und HyPa
dargestellt. Diese Programme wurden zur effizienten Suche in Datenbanken ein-
gesetzt. Am Beispiel des Iron Responsive Elements wird die Funktionalitdt der
Programme erléutert.

Musterbeschreibung und Datenbanksuche mit RNAMotif

Das Programm RNAMotif wurde in Abschnitt 3.4.6 vorgestellt. Wie dort beschrie-
ben worden ist, wird das Suchmuster in der sogenannten "descriptor’-Datei defi-
niert. Diese Datei sieht fiir das Iron Responsive Element aus Abbildung 4.1 wie
folgt aus:

parms
we += gu;
descr
h5( tag=’steml’, len=3 )
ss( len=1, seg="c" )
h5( tag=’stem2’, len=5)
ss( len=6, seq="cagugh" )
h3(tag=’stem2’)
h3(tag="steml’)
score

Diese "descriptor”-Datei gliedert sich in die Abschnitte "parms”, "descr” und "sco-
re”. In dem ersten Abschnitt werden zunéchst die Basenpaarregeln als Parameter
festgelegt. In diesem Fall wurden Watson-Crick und GU Basenpaare zugelas-
sen. Der "descr” Abschnitt beschreibt das eigentliche Motiv. Helices werden mit
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"h5/h3” und einzelstriangige Bereiche mit "ss” definiert. Beiden Elementen las-
sen sich vorgegebene Léngen (durch ”len”) und Sequenzen (durch "seq”) zuord-
nen. Die Léngenangaben konnen durch die Verwendung der Konstrukte "minlen”
und "maxlen” auch variabel gehalten werden. Die Angabe eines "tag” fiir ein be-
stimmtes Strukturelement erhéht die Ubersichtlichkeit der Beschreibung und ist
notwendig, falls das Element in dem abschlieBenden "score” Abschnitt besonders
bewertet werden soll. Im Rahmen meiner Arbeit waren fiir die Musterdefinitionen
jedoch keine Score-Werte erforderlich. Die Verwendung des "score” Abschnittes
ist in der Veroffentlichung von T. Macke und Kollegen (Macke et al., 2001) aus-
fithrlich beschrieben worden.

Mit dem Muster fiir das IRE wurden die 5’'UTR Kollektionen der UTRdb durch-
sucht. Das Programm RNAMotif bekommt die "descriptor’-Datei sowie die zu
durchsuchende Sequenz im FASTA Format als Eingabe. Es wurden insgesamt 31
Treffer in den 5"UTR Kollektionen gefunden. Die Tabelle 4.2 gibt einen Uberblick
iiber die Verteilung der Treffer auf die jeweilige Kollektion. Ein Treffer wird von
RNAMotif dabei wie folgt dargestellt:

#RM descr hb(tag=’steml’) ss hb5(tag=’stem2’) ss h3(tag=’stem2’)
h3(tag=’steml’)

>5HSA003828 5’UTR in Human ferritin heavy chain mRNA,
complete cds. 208 bp

5HSA003828 0.000 O 34 23 ctg c ttcaa cagtgc ttgga cgg

In der obersten Zeile werden die einzelnen Elemente des Musters, wie es in der
"descriptor”-Datei beschrieben wurde, angegeben. Von dem jeweiligen Treffer wird
zunichst der sogenannte "Header” des FASTA Eintrages angegeben. In der néch-
sten Zeile wird die Sequenz des Treffers, aufgeteilt in die einzelnen Musterelemen-
te, angegeben. Die Zahl "23” gibt die Lange des gefundenen Musters und die Zahl
”34” die Startposition des Musters in der gefundenen Sequenz an. Die Zahl ”0”
gibt an, dafl das Muster auf dem sogenannten (+)Strang gefunden wurde. Eine
"1” wiirde einen Treffer auf dem Gegenstrang anzeigen. Bei Datenbanksuchen in
der UTRdb wurden nur Treffer auf dem (4)Strang beriicksichtigt.

Die fiir das IRE gefundene Trefferanzahl von 31 liegt deutlich {iber dem Erwar-
tungswert von 1,09. Bei der Suche wurde das IRE in vielen Ferritin 5’UTRs
gefunden. Dort ist eine biologische Funktion fiir das IRE beschrieben, so dafl
diese Treffer als sogenannte "True positivs” gewertet werden konnen. Daneben
wurde mit dem verwendeten Suchmuster aber zum Beispiel auch ein Treffer in
der 5’UTR der "cell adhesion regulator” mRNA (CAR1) der Ratte gefunden. Fiir
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4.3. Validierung durch Musterdefinition

Kollektion Anzahl der Treffer
5"UTR Mensch 5

5'UTR Nager 4

5'UTR andere Sauger 2

5'UTR andere Vertebraten | 9

5'UTR Invertebraten 11

5 UTR Viren 0

5 UTR Pflanzen 0

5'UTR Pilze 0

gesamt 31

Tabelle 4.2.: Ergebnis der Datenbanksuche fiir das IRE Muster mit RNAMotif und
HyPa.

diese mRNA konnte in der Literatur kein Hinweis auf eine mogliche posttran-
skriptionelle Genregulation durch Eisen gefunden werden, so daf eine biologische
Funktion experimentell nachgewiesen werden miifite.

Dieses Ergebnis verdeutlicht die Stérke der Datenbanksuchen. Da man die bio-
logische Funktion von IREs in 5’UTRs, zum Beispiel der Ferritin 5’UTR, bereits
kennt, kann man nun gezielt Experimente durchfiihren, um solch eine Funktion
auch fiir die CARI-mRNA nachzuweisen.

Musterbeschreibung und Datenbanksuche mit HyPa

Das Programm HyPa wurde zeitgleich zu meiner Arbeit in der Doktorarbeit von
Dirk Strothmann entwickelt. Es bietet eine d&hnliche Funktionalitdt wie RNAMotif
und wurde in meiner Arbeit vergleichend zu diesem Programm eingesetzt. Die
Notation von kombinierten Sequenz- und Strukturmustern, wie zum Beispiel dem
IRE aus Abbildung 4.1 sieht in HyPa wie folgt aus:

IRE_Muster = (steml:=.{3}) C (stem2:=.{5}) (loop:=CAGUGH)
“(stem2) ~(steml);

Die einzelnen Strukturelemente werden in separaten Klammern nacheinander auf-
gelistet. Dabei ist zum Beispiel die Léange der einzelnen Helices in geschweiften
Klammern mit einem vorangestellten Punkt definiert. Wie bei RNAMotif bestehen
die Muster auch hier aus gepaarten und ungepaarten Elementen, wobei der Cy-
tosin Bulge einfach als "C” repréasentiert wird. Die 5-Seiten von gepaarten Berei-
chen werden hier als "stem1”, "stem2”, u.s.w. durchnumeriert, wobei die 3’-Seiten
mit einem vorangestellten ””” beginnen. GU-Basenpaare werden automatisch be-
riicksichtigt. Die Definition anderer Basenpaare, wie zum Beispiel AG-Paaren,
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4. Ergebnisse

ist ebenfalls moglich. HyPa durchsucht standardméfBig nur den (+)Strang der zu
durchsuchenden Sequenz (Suche auf dem Gegenstrang als Parameter einstellbar).
Bei der Suche in der UTR Datenbank ist das ein Vorteil gegeniiber RNAMotif, da
man hier nur an den Treffern im (+)Strang interessiert ist. Bei RNAMotif miissen
alle Treffer darauthin iiberpriift werden, auf welchem Strang sie liegen.

Das oben angegebene Muster wurde benutzt, um die 5’'UTR Kollektionen der
UTR Datenbank mit HyPa zu durchsuchen. Dazu mufte zunéchst ein sogenann-
ter Index der Datenbank erstellt werden, da HyPa die Suche basierend auf diesem
Index durchfiihrt. Das Resultat der Suche stimmte mit dem von RNAMotif iiber-
ein (s. Tabelle 4.2). Um die Sucheffizienz von RNAMotif und HyPa zu vergleichen,
wurden die Zeiten ermittelt, die fiir die Suche nach dem IRE-Muster in der je-
weiligen 5’'UTR Kollektion der UTRdb bendétigt wurden. Die Index-Erstellung
dauert dabei sehr viel langer als die eigentliche Suche. Da sie jedoch fiir eine ge-
gebene Datenbank nur ein einziges mal durchgefiihrt werden muf3; wurde sie fiir
die Bestimmung der eigentlichen Suchzeiten fiir dieses und die folgenden Muster
nicht beriicksichtigt. Die Suche wurde auf einem Rechner vom Typ "Sun Ultra-
Sparc 111”7 (900 MHz) durchgefiihrt. In der Tabelle 4.3 sind die ermittelten Zeiten
aufgelistet. Die ermittelten Zeiten sind fiir HyPa zu klein, um noch gemessen

Kollektion Datenbankgrofie | RNAMotif | HyPa
in Millionen Basen | Zeit in sec Zeit in sec
5'UTR Mensch 4,52 0,7 < 0,1
5'UTR Nager 2,52 0,4 < 0,1
5'UTR andere Sauger 0,85 0,1 < 0,1
5'UTR andere Vertebraten | 0,79 0,1 < 0,1
5'UTR Invertebraten 2,99 0,4 < 0,1
5'UTR Viren 3,40 0,4 < 0,1
5'UTR Pflanzen 1,49 0,1 < 0,1
5'UTR Pilze 0,26 < 0,1 < 0,1

Tabelle 4.3.: Vergleich von RNAMotif und HyPa fiir die Mustersuche nach dem
IRE Muster aus Abbildung 4.1

werden zu konnen. Fiir RNAMotif liegen die Suchzeiten bei allen Kollektionen
unter einer Sekunde. Der Unterschied wird jedoch deutlicher, wenn man groéflere
Datenmengen durchsucht, wie zum Beispiel die 3’'UTR Kollektion des Menschen.
Diese hat eine Grofle von 18,9 Millionen Basen. Fiir die Suche nach dem IRE-
Muster ergibt sich fiir RNAMotif eine Zeit von 3,6 Sekunden, wéhrend fiir HyPa
die Zeit auch hier zu klein ist, um gemessen zu werden.

In Abschnitt 4.4.2 wird ein groBeres Muster mit mehr Variabilitdt in den Lén-
gen einzelner Strukturelemente definiert. Anhand dieses Musters wird erneut ein
Vergleich der Programme RNAMotif und HyPa in Bezug auf die benétigte Zeit zur
Durchsuchung der UTR Datenbank durchgefiihrt.

68



4.4. Strategieanwendung

4.4. Strategieanwendung

In den folgenden Abschnitten werden die entwickelten Strategien zur Vorhersage
und Validierung potentieller regulatorischer RNA-Strukturmotive auf verschiede-
ne mRNAs angewendet. Dadurch sollen neue, bisher nicht bekannte Motive und
posttranskriptionelle Regulationsmechanismen untersucht werden.

4.4.1. Die RablA 3'UTR

Das RablA Gen kodiert fiir ein Protein aus der Gruppe der Rab Proteine. Bei
den Rab Proteinen handelt es sich um GTPasen der p21 Ras Superfamilie, deren
Funktion im zelluldren Vesikeltransport liegt (Martinez und Goud, 1998). Die
Abbildung 4.20 gibt einen Uberblick iiber die Wirkungsorte der verschiedenen
Rab Proteine.

RablA ist ein ubiquitér exprimiertes Protein, das eine wichtige Rolle beim Vesi-
keltransport vom Endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat spielt (Mar-
tinez und Goud, 1998). Dariiber hinaus hat es eine Funktion im frithen Transport
der Golgivesikel innerhalb des Golgi-Apparates (Nuoffer et al., 1994). In einer Ar-
beit von Wedemeyer et al. wurde eine extreme Sequenzkonservierung der RablA
3'UTR bei verschiedenen Vertebraten beschrieben (Wedemeyer et al., 2000). Die
durchschnittliche Sequenzkonservierung des untersuchten Abschnittes der Rab1A
3'UTR betragt 92%. Die Abbildung 4.21 zeigt ein mit ClustalW berechnetes Ali-
gnment der in der Arbeit von Wedemeyer untersuchten RablA 3’UTRs. Es han-
delt sich bei den Sequenzen nicht um die kompletten 3’'UTRs, sondern um einen
bestimmten Abschnitt, der sich durch PCR amplifizieren lieff (Wedemeyer et al.,
2000).

Im folgenden wird beschrieben, wie die Rab1A 3’UTR mit den entwickelten Stra-
tegien auf ein potentielles regulatorisches Element untersucht wird. In Abschnitt
4.5 werden die Ergebnisse von experimentellen Analysen des so vorhergesagten
Motivs présentiert.
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4. Ergebnisse

Basolateral membrane

Abbildung 4.20.: Lokalisation und Funktion der Rab Proteine. RER: rauhes En-
doplasmatisches Retikulum; TGN: Trans-Golgi-Netzwerk; SV:
synaptische Vesikel; EE: frithe Endosomen; LE: spédte Endoso-
men; L: Lysosomen (aus (Martinez und Goud, 1998)).
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4. Ergebnisse

Strukturmotiv-Vorhersage

Die hohe Sequenzéhnlichkeit der in Abbildung 4.21 dargestellten Rab1A 3’'UTRs
fithrte dazu, daBl mit den in dieser Arbeit entwickelten Vorhersagestrategien zu-
néchst kein spezielles Motiv entdeckt werden konnte. Das DIALIGN2 Alignment
der Rab1A 3’UTRs von Mensch und Maus verdeutlicht das fiir die erste Strategie,
da hier kein Bereich hervorgehoben wird.

RablA 3’UTRs (Mensch, Maus):

Alignment (DIALIGN format):

Mensch
Maus

Mensch
Maus

Mensch
Maus

Mensch
Maus

Mensch
Maus

1
1

51
50

100
100

150
150

200
200

TCTGCCTCCA
TCTGCCTCCG

3k >k 5k %k 5k %k 5k %k k k
3k >k 5k %k 5k %k 5k k >k k
3k 3k 5k >k 3k 5k k kK k

GTGAAAAA-C
GTGAAAAAaAC

kokokokkkkk ok
kokokokkkkk ok
kokokokkkkk ok

AGATTCTTAC
AGATTCTTAC

>k >k >k %k %k %k %k %k >k >k
>k >k >k >k >k >k %k >k >k >k
>k >k >k >k >k >k >k >k >k >k

CTTTTTTTTT
CTTTTTTTTT

3k >k 5k %k 5k %k 5k k >k k
3k >k 5k %k 5k %k 5k k >k k
3k 3k >k >k 3k 5k k kK k

gTGTTTTAAA
-TGTTTTAAA

>k >k %k %k %k %k %k >k >k
>k >k %k %k %k %k %k >k >k
>k >k %k %k %k %k >k k >k

TCCTTTTCTC
TCCTTTTCTC

3k 5k %k >k kK 5k Kk %k
3k 5k %k >k %k >k %k Kk %k
>k 3k 3k >k >k 3k 5k >k k k

AAAATTGCCT
AAAATTGCCT

>k >k >k >k %k >k %k % % %
>k >k >k %k >k %k %k % % %
>k >k >k >k >k >k %k %k % %

CGTCTCCACA
CGTTTCCACA

>k 3k 3k >k >k 3k >k %k %k k
3k 5k %k >k %k >k %k % %k %k
3k 5k %k Kk %k 5k Xk %k %k

TATTCCCTTG
TATTCCCTTG

3k 5k %k >k %k %k %k %k %k
3k 5k %k >k %k >k 5k %k %k
>k 3k 3k >k >k 3k 5k %k >k k

CCTTTGTGTG
CCTTTGTGTG

>k >k >k %k %k %k %k % % %
>k >k >k >k %k %k %k % % %
>k >k >k >k %k %k %k % % %

ACAGCAATGA
ACAGCAATGA

3k 5k %k >k %k >k 5k %k %k
3k 5k %k >k kK 5k %k k %k
>k 3k 3k %k >k 3k 5k %k %k k

GAATTGTACT
GAATTGTACT

>k >k >k >k %k >k %k %k % %
>k >k >k >k %k >k %k % % %
>k >k >k >k %k >k %k %k % %

AGGTCAGAGA
AGGTCAGAGA

>k 3k 3k >k >k 3k 5k %k %k k
3k 5k %k >k %k %k 5k % 5k %k
3k 5k %k >k %k %k 5k Xk 5k %

ACTCAAGACC
ACTCAAGACC

3k 5k %k >k %k %k 5k % %k %k
3k 5k %k >k %k >k 5k %k %k
>k 3k 3k %k >k 5k 5k %k

CTGGTTTATA
CTGGTTTATA

>k >k >k >k >k %k %k % % %
>k >k >k >k %k %k %k % % %
>k >k >k >k %k >k %k %k % %

ATTttGCAAT
ATTc-GCAAT

k% k %k kK%

Fokok kokkokok
sokok kokkokok
GTATGTAGCT

GTATGTAGCT

>k %k %k %k %k %k %k %k k >k
>k %k %k %k %k %k %k k >k k
>k %k %k %k %k %k %k k k >k

TTGTAAATGG
TTGTAAATGG

>k %k %k %k %k %k %k k k >k
3k >k >k >k >k >k >k >k >k k
>k >k >k >k >k >k >k >k >k k

GCTAACTTCA
GCTAACTTCA

3k >k 5k %k 5k %k >k k k %k
3k >k 5k %k 5k %k 5k k >k k

AAtaat-
AAataat

* %k
* %k
* %

CTGAACCCAA
CTGAACCCAA

3k >k 5k %k 5k %k >k k k%
3k >k 5k %k 5k %k 5k k ok k
3k 3k >k >k 3k ok K k kok

GCACTACAAC
GCACTACAAC

>k %k %k %k %k %k %k %k k >k
>k %k %k %k %k %k %k k >k k
>k >k %k %k %k %k %k k >k k

TCAATACTGA
TCAATACTGA

>k >k %k %k %k %k %k %k k >k
>k >k >k >k >k >k >k >k >k >k
3k 3k >k >k >k >k ok >k >k k

ATTTCAGAAC
TTTTCAGAAC

3k >k 5k %k 5k %k 5k k >k k
3k >k 5k %k 5k %k 5k k >k k

Aufgrund des DTALIGN2 Ergebnisses miiffite man die gesamte alignierte Region als
potentielles regulatorisches Element ansehen. Auch die Anwendung der zweiten
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4.4. Strategieanwendung

Strategie zur Strukturmotivvorhersage wiirde zu diesem Resultat fithren, da man
aufgrund der geringen Sequenzunterschiede annehmen mufl, dafi die Strukturen
der UTRs insgesamt sehr &hnlich sind. Daher liefert auch ein lokales Struktura-
lignment kein spezielles Strukturmotiv, das weiter untersucht werden konnte.
Um die RablA 3'UTR auf ein kleineres Strukturmotiv zu untersuchen, miif3-
ten weniger stark konservierte RablA Sequenzen analysiert werden. Um solche
Sequenzen zu finden, wurden Datenbanksuchen durchgefiihrt. Dabei wurde die
Sequenz der RablA 3'UTR des Zitterrochen gefunden, die eine deutlich geringere
Sequenzkonservierung aufweist als die in der Arbeit von Wedemeyer beschriebe-
nen Sequenzen. Das mit DIALIGN2 berechnete Alignment der RablA 3’UTRs von
Mensch und Zitterrochen zeigt einen begrenzten Bereich hoher Sequenzéhnlich-
keit.

RablA 3’UTRs (Mensch, Zitterrochen):
Alignment (DIALIGN format):

Zitterrochen 1 gaatt----- --- TTCACTC TCCGCATTTG ATTTaaaagg cccaa---AA
Mensch 1 tctgcctcca tccTTTTCTC ACAGCAATGA ATTTtgcaat ctgaacccAA
sokskokokokok kokokokskskokokokok kokokok *ok
Zitterrochen 40  GTAAGAAAtg ---TTGCCTG AATTGTACTG TAAGTAGCCA CACTACTGCA
Mensch 51  GTGAAAAAca aaaTTGCCTG AATTGTACTG TATGTAGCTG CACTACAACA
kokskskok ok ook sokskokokokok skokokokskskokokokok okskskskokokokokok skskskskokok ko k ok
sokskokokokok skokokokskskokokokok okskskskokokokokok skskskoskok ok ko k ok
kokskokskoksk skokokskokskokskoksk kokskokdkokdkkdkk kkokkokkkkkk
Zitterrochen 87  GActttcccc t-—————=-== —======-== ————————-— ——————————
Mensch 101  GAttcttacc gtctccacaa ggtcagagat tgtaaatggt caatactgac
*ok
*ok
*ok
Zitterrochen 98 -———----——- -TTCCCTgcc ccc——————— —————————— TTTCAGAcac
Mensch 1561  tttttttttt aTTCCCTtga ctcaagaccg ctaacttcaa TTTCAGAacg
*okkskokok ok skokskok ok
Zitterrochenl20 aatcaggcac tgagaagcca ggattgGCTG Ggatt————-- ——-
Mensch 201  tgttttaaac ctttgtgt-—- -————- GCTG Gtttataaat aat
*okkck ok
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4. Ergebnisse

Abbildung 4.22.: Strukturvorhersagen fiir den durch das Alignment hervorgeho-
benen Bereich: a) Mensch, b) Zitterrochen.

Fiir diesen Bereich wurde die Struktur mit dem Programm RNAfold berechnet
(s. Abbildung 4.22). Dieser bereits auf Sequenzebene hoch konservierte Bereich
bildet sowohl bei Mensch als auch beim Zitterrochen einen Stemloop.

Dieser vorhergesagte Stemloop unterscheidet sich in der Lange der basengepaar-
ten Bereiche zwischen Mensch und Zitterrochen. Wéhrend beim Menschen die
obere Helix fiinf Basenpaare und die untere vier Basenpaare lang ist, ist es beim
Zitterrochen genau umgekehrt. Wenn man beim Zitterrochen den Bulgeloop um
eine Position verschiebt, erhélt man jedoch das gleiche Strukturmotiv wie beim
Menschen.

Der durch die erste Strategie vorhergesagte Stemloop konnte durch Anwendung
der zweiten Vorhersagestrategie bestétigt werden. Die Abbildung 4.23 zeigt eine
Strukturvorhersage fiir einen Abschnitt der RablA 3’'UTR des Menschen und
Abbildung 4.24 eine Strukturvorhersage fiir die RablA 3’UTR des Zitterrochen.
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Abbildung 4.23.: Strukturvorhersage fiir die RablA 3'UTR des Menschen.
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Abbildung 4.24.: Strukturvorhersage fiir die Rab1A 3'UTR des Zitterrochen.
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Abbildung 4.25.: Lokales Strukturalignment der Rab1A 3’UTR von Mensch und
Zitterrochen.

Das lokale Strukturalignment (s. Abbildung 4.25) der beiden UTR Strukturen lie-
fert den Stemloop, der auch durch die erste Strategie vorhergesagt wurde, als dhn-
lichstes Strukturelement in den beiden UTRs. Im Vergleich zur ersten Strategie
fehlen hier die einzelstrangigen Bereiche vor dem Stemloop. Die hohe Sequenz-
konservierung innerhalb des Stemloops ist in dem Strukturalignment deutlich
erkennbar. Besonders interessant sind jedoch die Sequenzunterschiede innerhalb
des basengepaarten Bereichs. Diese kompensatorischen Basenaustausche in der
Struktur der RablA 3'UTR des Zitterrochen im Vergleich zu der des Menschen
liefern entscheidende Hinweise darauf, dafl dieses Strukturmotiv in den UTRs
tatsédchlich existiert.

Einen weiteren Nachweis fiir das Vorkommen dieses Stemloops in den nativen
Strukturen ergeben die Wahrscheinlichkeitsverteilungen fiir Basenpaare in den
beiden Strukturen. Diese Wahrscheinlichkeiten werden als Dotplots dargestellt
(Abbildungen 4.26 und 4.27), wobei die Flache der Rauten ein Ma8 fiir die Wahr-
scheinlichkeit des durch die Raute représentierten Basenpaares ist.

In beiden Strukturen ist die Wahrscheinlichkeit fiir die Bildung dieses Stemloops
sehr hoch. Das la8it sich ebenfalls in den Dotplots der RablA 3'UTRs anderer
Organismen beobachten (Daten hier nicht gezeigt).
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4. Ergebnisse

Abbildung 4.26.: Dotplot: Basenpaarwahrscheinlichkeiten (oben rechts) der
RablA 3'UTR des Menschen (unten links: energetisch giinstig-
ste Struktur). Der rote Kreis markiert den Bereich des Stem-
loops.
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GAAUDUUCACUCUCCECAVUYGAUUYAAAAGSCCCAARAGUAAGAAAUGUUGCCUGAAYUGUACYGUAAGYAGECACACUACUGEAGACYUYECECUVUCECUGECCCCUVUCAGACACAAUCAGGCACYGAGAAGECAGEAUUGGEUGGEAUY

S T e e e [ T [ S T [ e
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JGUAAAGAAUGAAAACCCGGAAAAUUUAGY

2NNN2999NNN5YOYI9NOYNOYOYOI0OYNOVYNSNDYNONNYYONDI0ANONY VYO YYNOYYYYID090YYYYNNNYOANAYI9DININIYINNNNY Y

CCCCCEUECEUNUCCECUVUCAGACSUCAUCACACCSAUGAAUSUCAUSUUAAGUCCSY

[EEEEELLEE

CACABACUU

finvo99n299n1v99v229¥vovVoNov¥299¥aNYYOYOIVOYINN

UUAGEEUEEEUVABGACCEARGAGUCACGEACUA

'GAAUUUUCACUCUCCGCAUUUGAUVUAAAAGGCCCARAAGUAAGAAAUGUUGCCUGAAUUGUACUGUAAGUAGECACACUACUGEAGACUUUCCECUUUCCCUGECCCCUUUCAGACACAAUCAGGCACUGAGAAGECAGGAUUGGCUGEGAUD

Abbildung 4.27.: Dotplot: Basenpaarwahrscheinlichkeiten (oben rechts) der
RablA 3'UTR des Zitterrochen (unten links: energetisch giin-
stigste Struktur). Der rote Kreis markiert den Bereich des Stem-
loops.
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Motiv-Validierung

Im folgenden wird die computergestiitzte Validierung des vorhergesagten Stem-
loops in der Rab1A 3’UTR durch Musterdefinition und Datenbanksuche beschrie-
ben.

Musterdefinition

Mit Hilfe der in Abschnitt 4.3.1 beschriebenen Technik wurden durch Signifi-
kanzberechnungen Muster des vorhergesagten Stemloops in der RablA 3’UTR
definiert. Das in der Abbildung 4.28 gezeigte Muster wurde durch die nachfolgen-
de Grammatik beschrieben.

RAB1_stem inp = axiom lcomps where

lcomps = sadd <<< base -"" lcomps [1] rcomps ... h
rcomps = adds <<< rcomps ~"- base [1] p stackl ... h
stackscheme r = (sr <<< base -~ r "7- base) ‘with‘ basepairing
stackl = tabulated (rep 4 stackscheme abulge)

abulge = bulge <<< iupac "a" -7 p stack2

stack2 = tabulated (rep 3 stackscheme hairpin)

hairpin = hl <<< base -~ iupac "gcyrcac" ~~- base)

‘with‘ basepairing

In dem Muster ist die Sequenz innerhalb des basengepaarten Bereichs variabel
gehalten. In der Loopsequenz kann an der zweiten Position ein Cytosin oder
Uracil (symbolisiert durch Y) und an der dritten Position ein Adenin oder Guanin
(symbolisiert durch R) stehen. Da spezielle Loopsequenzen einen entscheidenden
Einflul auf die Proteinbindung an ein solches RNA-Strukturmotiv haben koénnen,
wurde die Loopsequenz so definiert, wie sie in den bekannten RablA 3’UTRs zu
finden ist. Das gleiche gilt fiir den Bulgeloop, der ein Adenin sein muf3. Bulgeloops
fiihren zu einem Knick in der Stemloop Struktur, der die Zugénglichkeit des
Stemloops fiir spezifische Bindeproteine erhéht. Daher ist der Bulgeloop fiir das
Suchmuster ein entscheidendes Element.

Fiir das Muster ergab sich durch die Signifikanzberechnungen eine erwartete Tref-
feranzahl von 0,81, wenn man eine Datenbank mit 47 Millionen Basen und der
Basenzusammensetzung: A: 0.2858, C: 0.2094, G: 0.2109 und T: 0.2939 durch-
suchen wiirde (diese Werte entsprechen den 3’'UTR Kollektionen der UTRdb).

C A

Y NN N
L]
NNN

R
C

NNNN-5
|11

O—o
Z—2Z2
Z—2Z2

A NNNN-3

Abbildung 4.28.: Muster des RablA Stemloops (definiert durch Signifikanzbe-
rechnung).
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4.4. Strategieanwendung

Die Ergebnisse der tatsdchlichen Suche in den 3’UTR Kollektionen der UTRdb
werden im folgenden beschrieben.

Datenbanksuche

Fiir die Durchsuchung der 3’'UTR Kollektionen der UTR Datenbank (s. Abschnitt
3.4.1) mit dem durch die Signifikanzberechnung definierten Muster wurden die
Programme RNAMotif und HyPa verwendet.

Das oben definierte Muster (s. Abbildung 4.28) 148t sich mit RNAMotif wie folgt
beschreiben:

parms
wC += gu;

descr

h5( tag=’steml’, len=4 )
ss( len=1, seg="a" )
h5( tag=’stem2’, len=5, seq="g$")
ss( len=5, seg="cyrca" )
h3(tag=’stem2’, seq=""c")
h3(tag=’steml’)

Auf die 5’-Seite der ersten Helix ("stem1”), die die Lange 4 haben mu8, folgt der
Adenin-Bulge. Danach wird die 5’-Seite der oberen Helix ("stem2”) beschrieben,
die die Lénge 5 hat und mit einem Guanin endet (beschrieben durch seq="g$").
Der folgende 5er Loop hat zwei variable Positionen, wobei an der zweiten Positi-
on im Loop ein Uracil oder Cytosin und an der dritten Position ein Adenin oder
Guanin auftreten kann. Die 3’-Seite der oberen Helix mufl mit einem Cytosin
beginnen (beschrieben durch seq=""c").

Die Ergebnisse der Datenbanksuche sind in Tabelle 4.4 fiir die jeweilige Kol-
lektion aufgelistet.

Die Datenbanksuche lieferte insgesamt 17 Treffer. Das Muster wurde in zehn
RablA 3’UTRs verschiedener Organismen gefunden (bei der Maus gab es Tref-
fer in zwei verschiedenen Datenbankeintriagen fiir Rabl), wobei diese Treffer auf
Vertebraten beschrankt waren. Das in Abbildung 4.21 dargestellte ClustalW Ali-
gnment enthélt 26 Sequenzen, von denen 25 den durch das Muster beschriebenen
Stemloop enthalten (einzige Ausnahme ist die RablA 3’'UTR des Tasmanischen
Teufels, wo der Loop in der fiinften Position ein Guanin statt eines Adenins
hat und daher mit diesem Suchmuster nicht gefunden werden konnte). Von den
zehn in der Datenbanksuche gefundenen Rab1A 3’UTRs finden sich neun in dem
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4. Ergebnisse

Kollektion Acc.Nr Organismus | Gen
UTRdb (EMBL)

Mensch 3HSA026464 Mensch Sirtuin 1 mRNA
(AF083106)
3HSA033544 Mensch Rabl mRNA
(BC000905)
3HSA038486 Mensch DKFZ Klon
(AL136741)
3HSA039949 Mensch Sir2alpha mRNA
(AF235040)

Nager 3MMUO010564 Maus Sir2alpha mRNA
(AF214646)
3MMUO010608 Maus RablA mRNA
(AF226873)
3MMU013536 Maus Rabl mRNA
(BC002077)
3MMUO014957 Maus Klon, &hnlich zu
(BC006584) Sir2alpha

andere Sauger 3MAGO000002 Kéanguruh RablA mRNA
(AF170931)
3TVU000043 Opossum RablA mRNA
(AF227733)
3FCA000156 Katze RablA mRNA
(AF227734)
3BTA001889 Stier RablA mRNA
(AF227735)
3DBY000002 Beutelmarder | RablA mRNA
(AF233389)

andere Vertebraten | 3AMI000013 Alligator RablA mRNA
(AF170926)
3GGA001772 Huhn RablA mRNA
(AF170930)
3DOMO000021 Zitterrochen | Rabl mRNA
(M38393)

Invertebraten — — —

Virus — —_—

Pflanzen 3PPY000040 Birne O-Methyltransferase
(AB014456) mRNA

Pilze — — —_—

Tabelle 4.4.: Ergebnis der Datenbanksuche fiir das Rabl Muster mit RNAMotif
und HyPa.

82



4.4. Strategieanwendung

ClustalW Alignment (der zehnte Treffer ist die Rabl1A 3’'UTR des Zitterrochen).
Die fehlenden 16 RablA 3’UTRs sind nicht in der UTR Datenbank enthalten
und konnten somit durch diese Datenbanksuche nicht gefunden werden. Neben
den RablA 3’UTRs wurde das Muster in der 3’UTR der Methyltransferase ei-
ner Pflanze gefunden. Auflerdem findet man diesen Stemloop in den 3’UTRs der
Sirtuin Proteine von Mensch und Maus.

Aufgrund der Signifikanzberechnungen hétte man mit diesem Muster in einer
Zufallssequenz hochstens 0.81 Treffer erwartet. Man findet mit 17 Treffern daher
mehr, als in einer Zufallssequenz zu erwarten gewesen wéren. Somit scheint dieser
Stemloop sehr spezifisch fiir Rab1A 3’UTRs zu sein, was eine biologische Funktion
des Motivs wahrscheinlich macht (die Rolle der zusétzlichen Treffer in der Methyl-
transferase und den Sirtuinen wird spéter diskutiert). Zur weiteren Uberpriifung
dieser starken Beschrinkung auf nur sehr wenige verschiedene 3’UTRs wurden
samtliche 5’'UTR Datenséitze der UTR-Datenbank mit dem Muster durchsucht.
Hier konnte kein einziger Treffer gefunden werden.

Wie bei dem IRE Muster in Abschnitt 4.3.2, wurde auch fiir das Rabl Muster
ein Vergleich der Mustersuche zwischen HyPa und RNAMotif durchgefiihrt. Das
Rabl Muster l&8t sich in HyPa wie folgt beschreiben:

Rabl_Muster = (steml:=.{4}) A (stem2:=.{4}) G (loop:=CYRCA) C
“(stem2) ~“(steml);

Die Ergebnisse der Suche mit HyPa stimmten mit den Ergebnissen der RNAMotif
Suche iiberein (Tabelle 4.4). Auch hier wurden die Suchzeiten der beiden Pro-
gramme miteinander verglichen. Die Ergebnisse dieses Vergleiches sind in Tabelle
4.5 aufgefiithrt. Genau wie bei dem IRE-Muster, das vom Aufbau her dem Rab-
Muster sehr dhnlich ist, waren die Suchzeiten fiir HyPa zu klein, um gemessen
werden zu konnen. RNAMotif benétigt dagegen fiir die Mustersuche in der 3’'UTR
Kollektion des Menschen 2,8 Sekunden. In Abschnitt 4.4.2 wird die Suche nach
einem grofleren und variableren Muster beschrieben. Dort wird der Unterschied
der Suchzeiten zwischen HyPa und RNAMotif noch deutlicher.
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4. Ergebnisse

Kollektion Datenbankgrofie | RNAMotif | HyPa
in Millionen Basen | Zeit in sec Zeit in sec
3’'UTR Mensch 18,91 2,8 < 0,1
3’'UTR Nager 9,11 1,4 < 0,1
3’UTR andere Sauger 2,55 0,3 < 0,1
3’'UTR andere Vertebraten | 3,35 0,5 < 0,1
3’'UTR Invertebraten 5,15 0,7 < 0,1
3’UTR Viren 3,36 0,5 < 0,1
3’'UTR Pflanzen 4,33 0,6 < 0,1
3’'UTR Pilze 0,47 < 0,1 < 0,1

Tabelle 4.5.: Vergleich von RNAMotif und HyPa fiir die Mustersuche nach dem
Rabl Muster aus Abbildung 4.28.

4.4.2. Die BMP7 3’UTR

Die "Bone morphogenetic proteins” (BMPs) sind Signalmolekiile und gehéren zu
der TGF-( (transforming-growth-factor) Superfamilie von Peptid Wachstumsfak-
toren. Diese Signalmolekiile binden an spezifische Membranrezeptoren, wodurch
letztendlich Proteine der sogenannten SMAD Familie phosphoryliert werden, die
dann in den Kern wandern und dort als Transkriptionsfaktoren wirken (Massague,
2000). Dadurch werden veschiedenste Prozesse, zum Beispiel in der Embryonal-
entwicklung, gesteuert. Das BMP7 Protein induziert unter anderem die Bildung
der Epidermis in dem Krallenfrosch Xenopus laevis.

In der laufenden Doktorarbeit von Alexander Sczyrba wurden ESTs (expressed
sequence tags) von Xenopus geclustert und assembliert. Dabei sind zwei Varian-
ten der BMP7 mRNA aufgefallen, bei denen es sich moglicherweise um alternative
Spleilvarianten handelt. Die Variationen liegen dabei innerhalb der 3'UTR der
BMP7 mRNA. Diese beiden Varianten der Xenopus BMP7 3’UTR werden in den
folgenden Abschnitten untersucht.

Strukturmotivvorhersage

Zunéchst wurde ein paarweises Alignment berechnet, um die Unterschiede der
beiden Varianten der BMP7 3’'UTR hervorzuheben.
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BMP7 3°UTRs (Xenopus, Variante 1 und 2):
Alignment (DIALIGN format):

Variantel
Variante2

Variantel
Variante?2

Variantel
Variante2

Variantel
Variante2

Variantel
Variante2

Variantel
Variante2

Variantel
Variante2

51
51

101
90

148
140

189
190

239
240

289
290

CAATAGCAGT
CAATAGCAGT

Kook ok ok ok ok ok ok k
Kook ok ok ok ok ok ok k ok

TGTTTATTTT
TGTTTATTTT

>k 3k ok 3k ok >k %k >k %k k
3k 5k %k 5k %k 5k %k >k k k

AAAAATGCAT
AAAAATGCAT

>k 5k %k 5k %k 5k %k >k k k-
>k 3k ok 3k ok >k %k >k %k k

tttttttgcA

*
*

TTCTGTAATG
TTCTGTAATG

3k 5k 3k 5k %k 5k %k >k k k
>k 3k >k 3k ok >k %k >k %k k

GCAATCAAAA
GCAATCAAAA

3k 3k %k 3k %k 5k %k 5k %k k
>k 3k 3k 3k >k >k %k >k %k k

ATAATTAAAC
ATAATTAAAC

>k 3k >k 3k ok >k %k >k %k k
3k 3k ok 5k %k 5k %k 5k %k k

TATTCTGTTT
TATTCTGTTT

Kok ok ok ok ok ok ok k ok
Kok ok ok ok ok ok ok k

AAagttttta

TGTACACCTT
TGTACACCTT

3k 5k %k 5k %k 5k %k >k k k
>k 3k ok 3k ok >k %k >k >k k

TGATTTTCAT
TGATTTTCAT

>k 3k 3k 3k ok >k %k >k %k k
3k 5k %k 5k %k 5k %k 5k %k k

TATTGGCATG
TATTGGCATG

3k 5k %k 5k %k 5k %k >k %k k
>k 3k >k 3k ok >k %k >k >k k

TATGGCTCTT
TATGGCTCTT

3k 5k %k 3k %k 5k %k >k %k k
>k 3k >k 3k %k >k %k >k %k k

AATTTT
AATTTT

>k %k %k %k k k
%k %k 5k %k k

TTAACAGTCA
TTAACAGTCA

Kok ok ok ok ok ok ok k ok
Kok ok ok ok ok ok ok k

aacAGTAGAG
—-—-AGTAGAG

>k 3k >k 3k %k >k >k
%k %k 5k %k 5k k

AACGGATGAA
AACGGATGAA

3k 5k %k 5k %k 5k %k >k k k
>k 3k ok 3k ok >k %k >k >k k

GCAGTTAGGA
GCAGTTAGGA

>k 3k ok 3k ok 5k %k >k >k k
3k 5k %k 5k %k 5k %k 5k k k

TTATTGTATC
TTATTGTATC

3k 5k %k 5k %k >k %k >k k >k
>k 3k >k 3k %k >k %k >k %k k

CAACAGAAAA
CAACAGAAAA

3k 3k %k 5k %k 5k %k >k %k k
>k 3k 3k >k %k >k %k >k %k k

TTTTAATGGT
TTTTAATGGT

Kok ok ok ok ok ok ok k ok
Kok ok ok ok ok ok ok k ok

ATACTTGACC
ATACTTGACC

>k 3k ok 3k ok >k %k >k %k k
3k 5k %k 5k %k 5k %k >k k k

AAGATTTTGT
AAGATTTTGT

3k 5k %k 5k %k 5k %k >k %k k
>k 3k ok >k ok >k %k >k %k k

AAATGTTATA
AAATGTTATA

>k 3k >k >k ok >k %k >k >k k
3k 5k %k 5k %k 5k %k >k k k

CAAGAAGAAC
CAAGAAGAAC

3k 5k %k 5k %k 5k %k 5k %k k
>k 3k >k 3k >k >k %k >k >k k

TGTACAACTG
TGTACAACTG

3k 3k %k 5k %k 5k %k 5k %k k
>k 3k 3k 3k %k >k %k >k %k k

4.4. Strategieanwendung

ATTGTCCTTA
ATTGTCCTTA

Kok ok ok ok ok ok ok %k ok
Kook ok ok ok ok ok ok k ok

ATCACACTTA
ATCACACTTA

>k 3k ok 3k ok >k %k >k >k k
3k 5k %k 5k %k 5k %k >k k k

TTTTGCt---
TTTTGCatga

%k %k k kk
>k 3k %k >k k k

TGTTCATTAT
TGTTCATTAT

>k 3k ok 3k ok >k %k >k >k k
3k 3k %k 5k %k 5k %k 5k %k k

AATGACTGAT
AATGACTGAT

3k 3k %k 5k %k 5k %k >k %k k
>k 3k >k 3k k >k %k >k %k k

CAATGGGCAA
CAATGGGCAA

3k 3k %k 5k %k 5k %k >k %k k
>k 3k 3k 3k >k >k %k >k %k k

In der ersten Variante ist ab Position 63 ein 11 Nukleotide langes Stiick eingefiigt
und ab der Position 148 ein 12 Nukleotide langes Stiick geldscht worden. Um
zu iiberpriifen, ob eine der beiden Varianten bereits als Sequenz verdffentlicht
worden ist, wurde in der UTR Datenbank nach der BMP7 3'UTR von Xenopus
laevis gesucht. Die gefundene Sequenz (Acc.Nr. 3XLA000193) ist 347 Nukleotide
lang und damit etwas ldnger als die in der Arbeit von Alexander Sczyrba durch
EST-Clusterung gefundenen Varianten eins (304 Nkl.) und zwei (305 Nkl.). Fiir
diese drei Sequenzen wurde ebenfalls ein Alignment berechnet.
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4. Ergebnisse

BMP7 3°UTRs (Xenopus, UTRdb Eintrag,Variante 1 und 2):
Alignment (DIALIGN format):

3XLA000193
XL_BMP7_v1
XL_BMP7_v2

3XLA000193
XL_BMP7_v1
XL_BMP7_v2

3XLA000193
XL_BMP7_v1
XL_BMP7_v2

3XLA000193
XL_BMP7_v1
XL_BMP7_v2

3XLA000193
XL_BMP7_v1
XL_BMP7_v2

3XLA000193
XL_BMP7_v1
XL_BMP7_v2

3XLA000193
XL_BMP7_v1
XL_BMP7_v2

3XLA000193
XL_BMP7_v1
XL_BMP7_v2

Die in der UTR Datenbank gefundene BMP7 3’'UTR zeigt am Anfang und Ende
des Alignments Unterschiede zu den Varianten 1 und 2. Bei den in den Varianten
1 und 2 beobachteten Einfiigungen bzw. Loschungen entspricht die 3’'UTR aus
der Datenbank der Variante 1, wobei die beobachtete Einfiigung an Position 83
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51
29
29

97
79
68

144
129
118

182
165
166

232
215
216

282
265
266

332
305
306

caactcgagt
CAATAGCAGT
CAATAGCAGT

Kok ok ok ok ok ok ok k

CATTT--ATG
CATTTTAATG
CATTTTAATG

Kok ok ok ok ok ok ok k ok
*okx

AGATACT-GA
AGATACTTGA
AGATACTTGA

Kook ok ok ok ok ok ok k

AAAAGATTTT
AAAAGATTTT
AAAAGATTTT

3k 3k %k 5k %k 5k %k ok k k
>k 3k 3k >k %k >k %k >k %k k

AGGAAAATGT
AGGAAAATGT
AGGAAAATGT

3k 5k %k 5k %k 5k %k >k %k k
>k 3k >k >k %k >k %k >k %k k

TATCCAAGAA
TATCCAAGAA
TATCCAAGAA
seokokskok ok ok ok Kok
kKoK ok ok kKoK

AAAATGTACA
AAAATGTACA
AAAATGTACA

>k 3k 3k >k %k >k %k >k k k
>k 3k ok ok ok 3k ok >k %k k

aaaaaaaaaa

tgtgtcaget
TATTCTGTTT
TATTCTGTTT

Kok ok ok ok ok ok ok k

GTATTGTCCT
GTATTGTCCT
GTATTGTCCT

Kook ok ok ok ok ok ok %k ok
Kook ok ok ok ok ok ok k

CCATCACACT
CCATCACACT
CCATCACACT

Kook ok ok ok ok ok ok k ok

GctTTTTTGC
G--TTTTTGC
G--TTTTTGC

k  kskokskokkok
k  kskokskokkok

TATATGTTCA
TATATGTTCA
TATATGTTCA

3k 3k %k 5k %k 5k %k 5k %k k
>k 3k 3k >k %k >k %k >k %k k

GAACAATGAC
GAACAATGAC
GAACAATGAC
seokokskok ok ok ok ok ok
kKoK ok ok kKoK

ACTGCAATGG
ACTGCAATGG
ACTGCAATGG

>k 5k 3k >k %k >k %k >k k k
>k 3k ok 3k ok 3k ok 3k k k

aactca

gtgtgcatge

aatgcagtat

TATGTTTATT
TATGTTTATT
TATGTTTATT

Kok ok ok ok ok ok ok k ok
Kook ok ok ok ok ok ok %k ok

——-AAAAATGC
TAAAAAATGC
TAAAAAATGC

Kook ok ok ok ok ok ok k ok
3k sk ok ok ok sk ok k

atgatttttt

*

TTATTTATGT
TTATTTCTGT
TTATTTCTGT

3k 3k %k 5k %k 5k %k 5k k >k
>k 3k >k >k %k >k %k >k %k k

TGATGCAATC
TGATGCAATC
TGATGCAATC
seokokskok ok ok ok ok ok
kKoK ok ok kKoK

GCAAATAATT
GCAAATAATT
GCAAATAATT

3k 3k %k >k %k >k %k >k k k
>k 3k ok 3k ok 3k ok >k %k k

TTAAAGTTTT
TTAAAGTTTT

Kook ok ok ok ok ok ok k ok
*kokx

ATTGTACACC
ATTGTACACC
ATTGTACACC

3k 5k %k 5k %k 5k %k 5k k k
>k 3k >k 3k ok >k %k >k %k k

-—-ATGATTT
-——-ATGATTT
tgcATGATTT

%k %k 5k %k >k k
>k 3k %k 5k %k >k >k

AATGTATTGG
AATGTATTGG
AATGTATTGG

3k 5k %k 5k %k 5k %k >k k >k
>k 3k 3k >k %k >k %k >k %k k

AAAATATGGC
AAAATATGGC
AAAATATGGC
seokokskok ok ok ok ok ok
kKoK ok ok ok kKoK

AAACAATTTT
AAACAATTTT
AAACAATTTT

3k 3k 3k >k %k >k %k >k %k k
>k 3k ok 3k ok >k ok >k k k

cgTTTACAGT
--TTAACAGT
--TTAACAGT

ok ok ok %k k ok k

-—-AACAGTAG
taAACAGTAG

ok ok ok ok k ok k

TTAACGGATG
TTAACGGATG
TTAACGGATG

3k 5k %k 5k %k 5k %k >k %k k
>k 3k >k 3k >k >k %k >k %k k

TCATGCAGTT
TCATGCAGTT
TCATGCAGTT

3k 5k %k 5k %k 5k %k 5k k >k
3k 3k 3k >k %k >k %k >k k k

CATGTTATTG
CATGTTATTG
CATGTTATTG

3k 5k %k 5k %k 5k %k >k %k k
>k 3k 3k >k %k >k %k >k %k k

TCTTCAACAG
TCTTCAACAG
TCTTCAACAG
seokokskok ok ok ok ok ok
kKoK ok ok ok KoK

aagacacaaa



4.4. Strategieanwendung

(entspricht der Einfiigung an Position 63 in der Variante 1) zwei Nukleotide kiir-
zer ist als in der Variante 1. Die Loschung ab Position 165 (entspricht Position
148 in Variante 1) stimmt exakt mit der Variante 1 iiberein.

Da die zusétzlichen Elemente in der Variante 1 und der Variante 2 zu klein sind,
um ein potentiell regulatorisches Strukturmotiv zu bilden, wurde untersucht, wie
sich diese Unterschiede auf die Gesamtstruktur der jeweiligen Variante auswir-
ken.

Dazu wurden multiple Strukturalignments von 8 suboptimalen Strukturen der
jeweiligen Variante berechnet. Zunéchst wurden die Strukturen mit mfold be-
rechnet. Die freie Energie der mfe-Struktur lag bei der ersten Variante bei -57.6
kecal/mol und bei der zweiten Variante bei -63.6 kcal/mol. Die zweite Variante
kann somit etwas stabilere Sekundérstrukturen ausbilden. Abbildung 4.29 zeigt
das Strukturalignment fiir die erste Variante und Abbildung 4.30 fiir die zweite
Variante. Im Strukturalignment der zweiten Variante fillt eine verzweigte Stem-
loopstruktur auf, die komplett in rot dargestellt ist und somit in allen alignierten

Strukturen vorkommt. Dieses Strukturmotiv ist im Alignment der ersten Vari-
ante nicht zu erkennen. Diese verzweigte Stemloop Struktur kann nur durch die
Einfiigung der 12 Nukleotide an Position 137 in Variante 2 gebildet werden. Diese
eingefiigten Nukleotide bilden die 3’-Seite des unteren Teils der zweiten Helix des
Motivs (s. Abbildung 4.35).

Zur weiteren Uberpriifung dieses Ergebnisses wurden die Basenpaarwahrschein-
lichkeiten fiir die beiden Varianten 1 und 2 und die Sequenz aus der UTR Da-
tenbank mit RNAfold berechnet und als Dotplot dargestellt. Die Analyse der
Basenpaarwahrscheinlichkeiten bestétigt die Ergebnisse der Strukturalignments.
Fiir die Variante 2 zeigt der Dotplot in Abbildung 4.32 in der Mitte der Diago-
nalen die verzweigte Stemloopstruktur. Die Abbildungen der Dotplots der ersten
Variante (4.31) und der UTRdb Variante (4.33) verdeutlichen, daf dieses Struk-
turmotiv in diesen Varianten nicht gebildet werden kann. Das in Abbildung 4.34
gezeigte paarweise Strukturalignment der beiden Varianten 1 und 2 hebt diesen
Unterschied noch einmal hervor. Der griin dargestellte Stemloop ist nur in der
zweiten Variante moglich.

Geht man davon aus, dafl es sich bei der zweiten Variante, die auf EST Daten
basiert, tatsichlich um eine alternativ gespleiite BMP7 mRNA handelt, so wiir-
de der Unterschied nur in der 3’'UTR liegen und hauptséchlich die verzweigte
Stemloopstruktur betreffen. Somit konnte gerade das Auftreten des zusétzlichen
Stemloops (s. Abbildung 4.34) die Bildung eines potentiell regulatorischen Motivs
verursachen. Um zu iiberpriifen, ob dieses verzweigte Strukturmotiv in weiteren
BMP7 3'UTRs oder in den UTRs anderer mRNAs vorkommt, wird im néch-
sten Abschnitt die Musterbeschreibung und Datenbanksuche fiir dieses Motiv
beschrieben.
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4. Ergebnisse

Abbildung 4.29.: Multiples globales Strukturalignment von 8 suboptimalen
Strukturen der Variante 1 der BMP7 3'UTR.
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4.4. Strategieanwendung

CHTHOIT e Ty

Abbildung 4.30.: Multiples globales Strukturalignment von 8 suboptimalen
Strukturen der Variante 2 der BMP7 3’'UTR. Die komplett in
rot dargestellte verzweigte Stemloopstruktur kommt nur in die-
ser Variante vor.
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4. Ergebnisse

Abbildung 4.31.: Dotplot: Basenpaarwahrscheinlichkeiten (oben rechts) der Va-
riante 1 der BMP7 3'UTR (unten links: energetisch giinstigste
Struktur). Der rote Kreis markiert den Bereich, in dem die ver-
zweigte Stemloopstruktur liegen miifite.
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Abbildung 4.32.: Dotplot: Basenpaarwahrscheinlichkeiten (oben rechts) der Va-
riante 2 der BMP7 3’'UTR (unten links: energetisch giinstigste
Struktur). Der rote Kreis markiert den Bereich, in dem die ver-
zweigte Stemloopstruktur liegt.
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Abbildung 4.33.: Dotplot: Basenpaarwahrscheinlichkeiten (oben rechts) der
BMP7 3'UTR aus der UTRdb (unten links: energetisch giin-
stigste Struktur). Der rote Kreis markiert den Bereich, in dem
die verzweigte Stemloopstruktur liegen miifite.
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4.4. Strategieanwendung

Abbildung 4.34.: Globales paarweises Strukturalignment der beiden BMP7
3’'UTR Varianten. Der zusétzliche Stemloop in der Variante 2
ist in griin dargestellt.
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Abbildung 4.35.: Muster des verzweigten BMP7 Stemloops.

Musterbeschreibung und Datenbanksuche

Abweichend zum Vorgehen bei den Testsystemen und bei der RablA 3'UTR,
wurde fiir die Beschreibung der verzweigten Stemloopstruktur der moglichen al-
ternativen Spleifivariante der BMP7 3’'UTR auf die Musterdefinition durch Si-
gnifikanzberechnungen verzichtet. Da das potentielle Strukturmotiv nur durch
die Analyse einer einzigen Sequenz entdeckt wurde, wurde stattdessen direkt ein
moglichst allgemeines Muster beschrieben. Dieses ist in der Abbildung 4.35 darge-
stellt. Die einzigen Sequenzvorgaben fiir das Muster waren die beiden ungepaarten
Uracile in der zweiten Helix. Die Léange der ersten Helix wurde mit mindestens
4 festgelegt. Danach folgt ein 3-5 Nukleotide langer einzelstrangiger Bereich, an
den sich der untere Teil der zweiten Helix mit einer variablen Linge von 7-9
anschlieft. Auf die beidseitig ungepaarten Uracile folgt der obere Teil der zwei-
ten Helix mit exakter Linge 3 und ein Loop der Linge 4. Die dritte Helix, die
dem zusétzlichen Stemloop der zweiten Variante entspricht, hat eine vorgegebene
Lange von 5, und der Loop hat eine Léange von ebenfalls 5. Die einzelstrangige
Verbindung zwischen der ersten und dritten Helix kann zwischen 0 und 2 Basen
lang sein. Die Beschreibung dieses Musters mit RNAMotif sieht wie folgt aus:
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parms
wec += gu;

descr
h5( tag=’steml’, len=4 )
ss( minlen=3, maxlen=5 )
h5( tag=’stem2’, minlen=7, maxlen=9)
ss( len=1, seq="u")
h5(tag=’stem3’, len=3)
ss( len=4 )
h3(tag="stem3’)
ss( len=1, seg="u")
h3( tag=’stem2’)
h5( tag=’stem4’, len=5)
ss( len=5)
h3(tag="stem4’)
ss(minlen=0, maxlen=2)
h3(tag=’steml’)

Mit diesem Muster wurden die 3’'UTR Kollektionen der UTR Datenbank durch-
sucht. Die Ergebnisse dieser Datenbanksuche sind in Tabelle 4.6 zusammengefaf3t.
Bei der Datenbanksuche wurden insgesamt 5 Treffer gefunden. Unter diesen Tref-
fern war kein weiteres BMP Gen. Auch die BMP7 mRNA von Xenopus konnte
nicht gefunden werden, da das Motiv in der Variante, wie sie in der UTRdb zu
finden ist, nicht vorkommt. Zur Kontrolle, ob das Motiv auf 3'UTRs beschréankt
ist, wurden auch die 5’'UTR Kollektionen durchsucht. Hier konnten keine Treffer
gefunden werden. Die Ergebnisse dieser Datenbanksuche und eine mogliche Be-
deutung des vorhergesagten Strukturmotivs werden in Abschnitt 5.3 ausfiihrlich
diskutiert.

Da es sich bei diesem Muster um ein komplexeres als das IRE- bzw. Rab-Muster
handelt, wurde auch hier ein Vergleich zwischen RNAMotif und HyPa fiir die be-
notigten Zeiten zur Mustersuche angestellt. In HyPa 148t sich das Muster aus
Abbildung 4.35 wie folgt beschreiben:

bmp7_Muster = (steml:=.{4}) .{3,5} (leftsidestem_a:=.{7,9}) U
(leftsidestem_b:=.{3}) (leftsidestemloop:=.{4}) ~(leftsidestem_b) U
“(leftsidestem_a) (rightsidestem:= .{5}) .{5} “(rightsidestem)
.{0,2} ~(steml);

In Tabelle 4.7 sind die ermittelten Zeiten fiir die Mustersuche in den einzelnen
3'UTR Kollektionen der UTRdb angegeben. Der Vergleich der Suchzeiten fiir
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Kollektion Acc.Nr Organismus | Gen
UTRdb (EMBL)

Mensch — — —

Nager 3MMUO007732 Maus KQT2 mRNA
(AB000499)

andere Sduger — — —

andere Vertebraten | 3XLA001652 Xenopus Xepsin mRNA
(AB018694)

Invertebraten 3DME000470 Drosophila Broad complex mRNA
(X54663)

Virus — — —

Pflanzen 3TER000002 Ringelblume | CoA-Reduktase mRNA
(AF034761)
3ZMA000245 Mais MFS18 mRNA
(X67324)

Pilze — — —

Tabelle 4.6.: Ergebnis der Datenbanksuche fiir das BMP7 Muster

Kollektion Datenbankgrofie | RNAMotif | HyPa
in Millionen Basen | Zeit in sec Zeit in sec

3’'UTR Mensch 18,91 88,4 11,2
3’UTR Nager 9,11 41,5 6,1
3’UTR andere Sauger 2,55 10,9 2,7
3’'UTR andere Vertebraten | 3,35 14,4 3,4
3’'UTR Invertebraten 5,15 21,9 4.5
3’UTR Viren 3,36 15,1 3,1
3’UTR Pflanzen 4,33 16,8 4.5
3’'UTR Pilze 0,47 1,7 1,0

Tabelle 4.7.: Vergleich von RNAMotif und HyPa fiir die Mustersuche nach dem
BMP7 Muster aus Abbildung 4.35
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4.4. Strategieanwendung

das BMPT7-Muster zeigt klare Vorteile bei HyPa. Wahrend RNAMotif fiir die Su-
che nach dem Muster in der gréten UTRdb 3’'UTR Kollektion (Mensch: 18,9
Millionen Basen) 88,4 Sekunden benétigt, ist HyPa mit 11,2 Sekunden um fast
den Faktor 8 schneller. Bei kleineren Kollektionen ist der Faktor noch ungefiahr
5. Somit ist HyPa bei der Suche nach komplexeren Mustern gegeniiber RNAMotif

im Vorteil.
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4.5. Experimente

In den folgenden Abschnitten werden Experimente beschrieben, mit denen eine
biologische Funktion des vorhergesagten Stemloops in der RablA 3’'UTR nachge-
wiesen werden sollte. Mit Hilfe von Verzogerungsgelen wurde zunéchst iiberpriift,
ob es eine spezifische Proteinbindung an den Stemloop gibt. Sollte das Struktur-
motiv zum Beispiel eine Funktion fiir eine mogliche posttranskriptionelle Gen-
regulation der RablA mRNA haben, ist solch eine spezifische Proteinbindung
sehr wahrscheinlich. AnschlieBend wurde versucht, spezifische Bindeproteine zu
isolieren und zu identifizieren. Fiir die Identifizierung wurden massenspektrome-
trische Verfahren eingesetzt. Durch in wvivo Lokalisationsexperimente sollte die
Verteilung der RablA mRNA in der Zelle untersucht werden.

4.5.1. Gelverzogerung

Durch Gelverzogerungsexperimente sollte eine spezifische Proteinbindung an den
Stemloop in der RablA 3’UTR nachgewiesen werden. Das Prinzip dieser Me-
thode ist in Abschnitt 3.3.2 beschrieben worden. Fiir die Untersuchungen wur-
den verschiedene RNA-Oligonukleotide verwendet. In Abbildung 4.36 sind zwei
RNA-Oligonukleotide gezeigt, die die Sequenz des Menschen (und damit auch der
Maus) haben und sich in der Lénge der einzelstriangigen Bereiche vor und nach
dem Stemloop unterscheiden. Das zweite Oligonukleotid wurde verwendet, um die
Bedeutung des auf Sequenzebene hoch konservierten einzelstréangigen Bereiches
auf der 5'-Seite zu untersuchen.

In dem ersten Gelverzogerungsexperiment wurde das RNA-Oligonukleotid mit
dem kurzen einzelstrangigen 5-Bereich eingesetzt. Die mit Digoxigenin markier-
ten RNA-Oligonukleotide wurden durch Chemolumineszenz mit Hilfe eines Ront-
genfilms sichtbar gemacht. Die Abbildung 4.37 zeigt die Autoradiographie dieses
ersten Verzogerungsexperimentes. In Spur 1 wurde nur das mit Digoxigenin mar-
kierte RNA-Oligonukleotid aufgetragen. Durch die Zugabe von Proteinextrakt
aus der Niere (Maus) in Spur 2 wurde eine starke Verzogerung erreicht, da die
unverzogerte Bande fast vollstdndig verschwindet. Zusétzlich werden am obe-
ren Rand zwei Banden sichtbar. Bei der oberen der beiden Banden, die in allen
folgenden Spuren gleich stark ist, handelt es sich um Proteine, die mit dem Di-
goxigenin Antikorper kreuzreagieren. Das wird durch einen Vergleich mit Spur 6
deutlich, in der nur Proteinextrakt als Negativkontrolle aufgetragen wurde. Bei
der darunter liegenden Bande konnte es sich um eine durch verzogerte RNA-
Oligonukleotide verursachte Bande handeln. Der groite Teil der DIG-markierten
Oligonukleotide ist jedoch nicht sichtbar, wie ein Vergleich mit der Stérke der
Bande aus Spur 1 zeigt. Mogliche Griinde hierfiir werden in Abschnitt 5.4.2 dis-
kutiert. In den Spuren 3-5 wurde in ansteigenden Konzentrationen unmarkiertes
RNA-Oligonukleotid zugegeben, wodurch die unverzégerte Bande des markierten
Oligonukleotides wieder auftaucht. Dadurch konnte die Spezifitdt der Proteinbin-
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Abbildung 4.36.: RNA-Oligonukleotide, die fiir die Gelverzdgerungsexperimente
eingesetzt wurden. Das zweite Oligo (b) entspricht auf der 5’
Seite der Vorhersage aus Abbildung 4.22.

dung an den Stemloop nachgewiesen werden. Unspezifische RNA-Bindeproteine
wurden durch einen hohen Uberschufi an Hefe Gesamt-RNA in den Spuren 2 bis
5 gebunden.

Diese Ergebnisse konnten auch fiir das zweite Oligonukleotid, das sich von dem er-
sten durch einen ldngeren einzelstréingigen Bereich auf der 5’-Seite unterscheidet,
bestétigt werden. Dieses Oligonukleotid entspricht bezogen auf den 5’ einzelstrin-
gigen Bereich dem, welches durch die erste Vorhersagestrategie als potentielles
regulatorisches Motiv gefunden werden konnte. Abbildung 4.38 zeigt die Auto-
radiographie der Gelverzogerung mit dem Biotin-markierten Oligonukleotid. Der
Proteinextrakt wurde fiir dieses Experiment aus Herz hergestellt. Im Gegensatz
zu den DIG-markierten Oligonukleotiden sieht man hier keine Kreuzreaktion mit
dem Proteinextrakt (Spur 7). Bei diesem Experiment 148t sich die spezifische
Proteinbindung nur indirekt zeigen, da keine verzogerten Banden sichtbar sind
(s. Diskussion). Wie bei dem Experiment aus Abbildung 4.37 sieht man eine
Zunahme der unverzogerten Bande nach Zugabe von nicht-markierten Oligonu-
kleotiden (Spuren 3-6). Dies ist ein Hinweis auf eine spezifische RNA Bindung an
das RNA-Oligonukleotid.

Nachdem eine spezifische Proteinbindung an den Stemloop in der RablA 3’UTR
nachgewiesen werden konnte, wurde versucht, das Bindeprotein (oder mehrere)
zu isolieren.
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Abbildung 4.37.: Autoradiographie: Gelverzogerung. Spur 1: RNA-Oligo (DIG),
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Spur 2: RNA-Oligo(DIG)+Proteinextrakt (Niere), Spur 3:
RNA-Oligo (DIG:unmarkiert=1:50)+Proteinext., Spur 4: RNA-
Oligo (DIG:unmarkiert=1:150)+Proteinext., Spur 5: RNA-
Oligo (DIG:unmarkiert=1:300)+Proteinextrakt, Spur 6: nur
Proteinextrakt als Negativkontrolle fiir den DIG-Nachweis; in
den Spuren 2-5 ist Hefe-RNA als unspezifischer Kompetitor im
Uberschuf vorhanden.
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1 2 3 456 7

Abbildung 4.38.: Autoradiographie: Gelverzogerung. Spur 1: RNA-Oligo (Bio-
tin), Spur 2: RNA-Oligo(Biotin)+Proteinextrakt (Herz), Spur
3: RNA-Oligo (Biotin:unmarkiert=1:50)+Proteinext., Spur 4:
RNA-Oligo (Biotin:unmarkiert=1:100)+Proteinext., Spur b5:
RNA-Oligo (Biotin:unmarkiert=1:200)+Proteinextrakt, Spur
6: RNA-Oligo (Biotin:unmarkiert=1:300)+Proteinextrakt,
Spur 7: nur Proteinextrakt als Negativkontrolle fiir den Biotin-
Nachweis; in den Spuren 2-6 ist Hefe-RNA als unspezifischer
Kompetitor im UberschuB vorhanden.
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4.5.2. Proteinisolation und ldentifizierung

Zur Aufreinigung und Isolierung der spezifischen RNA-Bindeproteine wurde das
in Abschnitt 3.3.7 beschriebene Verfahren mit magnetischen Beads eingesetzt.

Fiir die erfolgreiche Durchfiihrung dieses Ansatzes war zunéchst eine aufwendige
Optimierungsphase notwendig. Dabei wurde das Verhéltnis von markierten Dy-
nabeads zu Proteinextrakt und unspezifischer RNA (Hefe-RNA) so eingestellt,
dafl moglichst keine oder nur wenige unspezifische Bindeproteine mit aufgereinigt
wurden. In der Abbildung 4.39 ist ein Proteingel gezeigt, in dem die Proteinban-
den mittels Coomassiefarbung sichtbar gemacht worden sind. Im ersten Ansatz

1 2 3

Bande 1

Bande 2

Bande 3

Abbildung 4.39.: 10% SDS-Proteingel mit Coomassiefirbung. Spur 1: Proteine
nach Aufreinigung mit markierten Beads. Spur 2: Proteine nach
Aufreinigung mit unmarkierten Beads. Spur 3: Proteingréfien-
standard. Die Banden 1 bis 3 wurden mittels MALDI-TOF ana-
lysiert.

(Spur 1) wurden 500 pug Beads (das entspricht ca. 1 ug RNA-Oligo, bei optimaler
Markierung), die mit dem RNA-Oligo aus Abbildung 4.36 (b) markiert waren,
20 pl Proteinextrakt (Herz) und 250 pg Hefe-RNA als unspezifischer Kompetitor
eingesetzt. Der zweite Ansatz (Spur 2) unterschied sich nur durch den Einsatz
unmarkierter statt markierter Beads und wurde als Negativkontrolle eingesetzt,
um eine direkte Proteinbindung an die Beads nachzuweisen. In Spur 3 wurde
ein Proteingréflenstandard aufgetragen. Im Vergleich zu den unmarkierten Beads
konnte eine sehr viel starkere Proteinbindung an die markierten Beads beobachtet
werden. Somit kann davon ausgegangen werden, dafl die meisten Proteine an die
RNA-Oligonukleotide und nicht direkt an die Beads binden. Die Mehrheit dieser
Proteine sollte spezifisch an das RNA-Oligonukleotid binden, da ein UberschuB an
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Hefe-RNA eingesetzt wurde, um unspezifische Proteinbindungen abzufangen. So-
mit wére es moglich, dafl mehrere Proteine an den RNA-Stemloop binden kénnen.
Es wire ebenfalls moglich, dafl ein gréflerer Komplex an den Stemloop bindet, der
erst durch die denaturierende Gelelektrophorese in seine einzelnen Komponenten
gespalten wurde.

Nach der Proteinaufreinigung wurde versucht, spezifische Bindeproteine zu iden-
tifizieren. Dazu wurden die markierten Proteinbanden (s. Abbildung 4.39) aus-
geschnitten und anschliefend mittels MALDI-TOF analysiert. Das Prinzip der
Proteinidentifizierung mittels MALDI-TOF Spektrometrie wurde in Abschnitt
3.3.8 erlautert. In den Abbildungen 4.40 bis 4.42 sind die Massenspektren fiir die
aus dem Gel (Abbildung 4.39) ausgeschnittenen Proteinbanden 1, 2 und 3 abge-
bildet. Fiir das Protein der Bande 1 ergibt sich aus der Gelelektrophorese eine
Grofle von ungefdhr 53 kDa, fiir das der Bande 2 von ca. 50 kDa und fiir das der
Bande 3 eine Grofle von ungefdhr 37 kDa. Die durch die MALDI-TOF Spektro-
metrie bestimmten Fragmentmassen (s. Spektren) ergeben fiir alle analysierten
Banden deutlich gréflere Proteine, so dafi davon ausgegangen werden muf;, dafl
die Banden Mischungen mehrerer Proteine sind. Die eigentliche Identifizierung
der Proteine erfolgt durch einen Vergleich der ermittelten Spektren mit Spektren
in einer Datenbank. Fiir die Auswertung der Massenspektren wurde eine Daten-
bank mit simulierten Proteinverdaus der Maus verwendet, da die Proteine aus
Mausgeweben aufgereinigt wurden. Da es sich um Proteingemische handelt, ist
es schwierig, eindeutig signifikante Treffer zu bekommen (s. Diskussion). Bei allen
drei Spektren lieferte die Auswertung eine Vielzahl moglicher Treffer, wobei die
jeweils wahrscheinlichsten Treffer als einzige in dem zu erwartenden Grofienbe-
reich lagen.

Die Analyse der Bande 1 lieferte den sogenannte "Rab GDP dissociation inhibi-
tor alpha” (GDI-1) als moglichen Treffer. In der Datenbank wird fiir das Protein
eine Grofle von 50,5 kDa angegeben, wahrend es in der Literatur mit einer Grofie
von 55 kDa beschrieben wird (Luan et al., 2000). Fiir die Bande 2 ergibt sich
das Keratin 7 Protein mit einer Grofle von 50,7 kDa als wahrscheinlichster Tref-
fer. Grundsatzlich miissen Keratine als Ergebnis von MALDI Analysen kritisch
betrachtet werden, da es sich um Kontaminationen handeln kénnte (z.B. Haut-
schuppen). Daf} es sich hier jedoch um einen biologisch relevanten Treffer handeln
konnte, wird in Abschnitt 5.4.2 diskutiert.

Fiir die Bande 3 wurde eine cDNA (RIKEN ¢cDNA 4930547K05) als wahrschein-
lichster Treffer gefunden. Das von dieser cDNA kodierte Protein hat eine Grofie
von 41,3 kDa und einen berechneten isoelektrischen Punkt von 9,65. Das Protein
enthélt zwei RNA Erkennungsmotive und wird deswegen als RNA-Bindeprotein
klassifiziert. Dieses Protein konnte somit direkt an den RNA-Stemloop der Rab1A
3'UTR binden. Es ist nicht bekannt, welche Funktion dieses Protein haben kénnte
und in welchen Geweben es iiberhaupt gebildet wird, da man nur die entsprechen-
de cDNA kennt. Aufgrund seiner potentiellen RNA Bindeeigenschaften ist es den-
noch ein guter Kandidat fiir eine mogliche posttranskriptionelle Regulation der
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RablA mRNA. Die Schwierigkeit der Reproduzierbarkeit der MALDI-Analysen
zeigte sich bei einer weiteren Analyse der Bande 3, die aus einem anderen Protein-
bindungsexperiment stammte (Gel nicht gezeigt). Dieses Spektrum (s. Abbildung
4.43) zeigte nur wenige Fragmente. Fiir die Auswertung dieses Spektrums mufite
die NCBInr Datenbank verwendet werden, da in der Mausdatenbank kein Treffer
gefunden werden konnte. Als einziger Treffer im zu erwartenden Groflenbereich
wurde das humane Protein Sirtuin 6 (36 kDa) identifiziert. Die unterschiedlichen
MALDI Ergebnisse fiir diese Bande, sowie die moégliche biologische Bedeutung
des Sirtuin 6 werden in den Abschnitten 5.4.2 und 5.4.3 ausfiihrlich diskutiert.
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Abbildung 4.40.: Massenspektrum der Proteinbande 1 aus dem SDS-Gel (Abbil-
dung 4.39).
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Abbildung 4.41.: Massenspektrum der Proteinbande 2 aus dem SDS-Gel (Abbil-
dung 4.39).
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Abbildung 4.42.: Massenspektrum der Proteinbande 3 aus dem SDS-Gel (Abbil-
dung 4.39).
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Abbildung 4.43.: Massenspektrum der Proteinbande 3 aus dem SDS-Gel eines
weiteren Proteinbindungsexperimentes (Gel nicht gezeigt). Das
Spektrum unterscheidet sich deutlich von dem in Abbildung
4.42 gezeigten Spektrum.
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4.5.3. in vivo Lokalisationsuntersuchungen

In Abschnitt 2.4 der Einleitung wurde beschrieben, dafl spezielle Motive in den
3" untranslatierten Regionen einen Einflufl auf die Lokalisation einer mRNA ha-
ben kénnen. Da das Rabl Protein hauptséichlich in der Umgebung des Golgi-
Apparates zu finden ist, wéire es denkbar, dafl auch die RablA mRNA dort lo-
kalisiert und translatiert wird. Um eine mogliche Lokalisation der RablA mRNA
in der Zelle nachzuweisen, wurden in vivo Hybridisierungsexperimente durchge-
fiithrt. Hierfiir wurde die in Abschnitt 3.3.6 beschriebene Technik des Fluoreszenz
Resonanz Energietransfers (FRET) verwendet. Im folgenden werden die Ergeb-
nisse einer solchen Untersuchung beschrieben.

Die verwendeten humanen Myelomzellen wurden mit den Fluorescein markierten
DNA-Oligonukleotiden und den Texas Red markierten DNA-Oligonukleotiden
transfiziert. Die DNA-Oligonukleotide (s. Tabelle 3.2) hybridisieren im codieren-
den Bereich der RablA mRNA, wobei der Abstand so gewéhlt wurde, daf} ein
FRET moglich war. Die Abbildungen 4.44 bis 4.46 zeigen dieselbe Zelle bei un-
terschiedlicher Anregungs- bzw. Emissionswellenlénge. Bei der in der Abbildung
4.44 gezeigten Zelle wurde spezifisch das Fluorescein mit einer Wellenlédnge von
488 nm angeregt und die Fluoreszenz des Fluoresceins in einem Bereich von 500-
600 nm detektiert. In der Abbildung 4.45 wird dieselbe Zelle gezeigt, wobei hier

Abbildung 4.44.: Transfizierte Myelomzelle nach Anregung bei 488 nm und De-
tektion zwischen 500-600 nm. Die Fluoreszenz wird von Fluo-
rescein markierten Oligonukleotiden verursacht. Der Pfeil mar-
kiert eine Stelle, an der nur Fluorescein und kein Texas Red zu
finden ist (Erklarung s. Text).
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gezielt das Texas Red mit einer Wellenldnge von 543 nm angeregt und die Fluo-
reszenz des Texas Red in einem Bereich von 600-700 nm detektiert wurde. Der in

Abbildung 4.45.: Transfizierte Myelomzelle nach Anregung bei 543 nm und De-
tektion zwischen 600-700 nm. Die Fluoreszenz wird von Texas
Red markierten Oligonukleotiden verursacht.

Abbildung 4.44 durch einen Pfeil markierte fluoreszierende Bereich ist dadurch
gekennzeichnet, dafl sich dort nur Fluorescein und kein Texas Red befindet, da
dieser Bereich in der Abbildung 4.45 nicht fluoresziert. Die Abbildung 4.46 zeigt
den eigentlichen FRET. Hier wurde die Zelle mit einer Wellenldnge von 488 nm
angeregt. Dadurch wird nur das Fluorescein, nicht aber das Texas Red angeregt.
Die Fluoreszenz wurde in einem Wellenldngenbereich von 605-625 nm detektiert.
In diesem Wellenldngenbereich kann fiir Fluorescein keine Fluoreszenz detektiert
werden, so dafl es sich bei der beobachteten Fluoreszenz um die von Texas Red
handeln muf}. Die angeregten Fluoresceinmolekiile haben somit ihre, durch die
Anregung erhaltene, Energie auf die Texas Red Molekiile iibertragen, wodurch
die so angeregten Texas Red Molekiile die Energie als Fluoreszenz wieder abgege-
ben haben. Da dies nur moglich ist, wenn die beiden Fluoreszenzfarbstoffe durch
korrekte Hybridisierung an die RablA mRNA in der richtigen Position sind, muf3
es sich bei den fluoreszierenden Bereichen um solche handeln, in denen RablA
mRNA Molekiile lokalisiert sind.
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Abbildung 4.46.: Transfizierte Myelomzelle nach Anregung bei 488 nm und De-
tektion zwischen 605-625 nm. Die angeregten Fluorescein Mo-
lekiile haben die Energie durch Resonanzenergietransfer an die
Texas Red Molekiile abgegeben, deren Fluoreszenz beobachtet
wird (s. Pfeil).

4.5.4. Zusammenfassung der experimentellen Ergebnisse

Die Ergebnisse der Experimente bestétigen eine mogliche biologische Funktion
des vorhergesagten Stemloops in der RablA 3'UTR. Durch die Gelverzogerungs-
experimente konnte eine spezifische Proteinbindung an den RNA-Stemloop nach-
gewiesen werden. Fiir beide verwendeten Oligonukleotide konnte gezeigt werden,
dal die Zugabe von Proteinextrakt das Laufverhalten der Oligos im Gel stark
beeinfluflt, da ein Grofiteil der Oligos nicht mehr in die Gelmatrix einlaufen konn-
te. Dies konnte dadurch erklart werden, dafl ein grofler Proteinkomplex an das
RNA-Oligonukleotid bindet. Auch die Ergebnisse der anschlieend durchgefiihr-
ten Proteinisolierung mittels magnetischer Beads lassen solch eine Deutung zu.
Hier konnte eine Vielzahl von Proteinbanden nach der Isolierung nachgewiesen
werden. Bei diesen konnte es sich um die Teile eines groferen Proteinkomple-
xes handeln. Die MALDI-TOF Analysen haben ergeben, dafl es sich bei einer
dieser Banden um ein 41 kDa grofles RNA-Bindeprotein handeln kénnte. Die in
viwo Lokalisationsuntersuchungen ergaben erste Hinweise darauf, daf§ die RablA
mRNA im Cytoplasma der Zelle nur an bestimmten Orten vorkommt. Eine mog-
liche Funktion des vorhergesagten Stemloops fiir solch eine Lokalisation wird im
folgenden Kapitel diskutiert.
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5. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein umfassender bioinformatischer Ansatz zur
Vorhersage und Validierung regulatorischer RNA-Strukturmotive entwickelt. Ob-
wohl die Anwendung auf die Untersuchung untranslatierter Regionen von mRNAs
begrenzt wurde, lassen sich die entwickelten Strategien auch auf jede andere
funktionale RNA anwenden. Durch den Einsatz verschiedener experimenteller
Methoden wurde die Qualitéit der bioinformatischen Ansétze bestatigt. Dariiber-
hinaus konnte eine mogliche biologische Bedeutung eines im Rahmen dieser Ar-
beit neu vorhergesagten regulatorischen RNA-Motives durch die experimentellen
Ansitze erhértet werden. Im folgenden werden zunéchst die entwickelten Strate-
gien zur Vorhersage potentiell regulatorischer RNA Strukturmotive miteinander
verglichen. Anschliefend erfolgt eine vergleichende Diskussion beziiglich der im
Rahmen dieser Arbeit entwickelten Strategien mit anderen publizierten Vorher-
sagestrategien. Desweiteren wird die Bedeutung der Musterdefinition und Daten-
banksuche fiir den Gesamtansatz bewertet. Die biologische Bedeutung der neu
vorhergesagten RNA-Motive in der BMP7 3’'UTR und der RablA 3’UTR wird
ausfithrlich diskutiert, letzteres vor allem im Hinblick auf die hier durchgefiihrten
Experimente.

5.1. Vorhersagestrategien im Vergleich

Die Erkenntnisse iiber die Bedeutung regulatorischer RNA-Strukturmotive in
UTRs fiir die posttranskriptionelle Genregulation haben in den letzten Jahren
stark zugenommen (Pesole et al., 2001). Dennoch ist die Anzahl bekannter regu-
latorischer Motive in UTRs relativ klein (Pesole et al., 2002), vor allem wenn man
diese Motive mit der Anzahl bekannter Transkriptionsfaktorbindestellen (Win-
gender et al., 2000) auf DNA Ebene vergleicht. Die Hauptursache hierfiir liegt
darin, daf} regulatorische Motive in UTRs in den seltensten Féllen reine Sequenz-
motive sind, die mit entsprechenden Programmen relativ einfach gefunden wer-
den konnen (Conclin et al., 2002). Die Tatsache, daf es sich bei regulatorischen
Motiven in UTRs héufig um kombinierte Sequenz- und Strukturmotive handelt,
macht die Vorhersage sehr viel anspruchsvoller. Im Rahmen meiner Arbeit wur-
den Strategien fiir solch eine Vorhersage entwickelt, die im folgenden verglichen
werden.

113



5. Diskussion

5.1.1. Kombination von Sequenzalignment und
Strukturvorhersage

In dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche Strategien zur Vorhersage regula-
torischer RNA-Motive entwickelt. Es konnte gezeigt werden, dafl die erste Stra-
tegie, die auf einem Sequenzalignment mit DIALIGN2 und anschlie8ender Struk-
turvorhersage beruht, unter bestimmten Voraussetzungen gute Ergebnisse liefert.
Wenn ein potentiell regulatorisches RNA-Motiv eine ausreichende Sequenzkon-
servierung aufweist, wie es bei dem Stemloop-Motiv in den Histon 3'UTRs der
Fall ist, kann dieses Motiv durch ein multiples Sequenzalignment gefunden wer-
den. Durch die nachfolgende Strukturvorhersage fiir einen durch das Sequenzali-
gnment definierten Bereich 148t sich zeigen, ob die sequenzkonservierten Bereiche
auch eine gemeinsame Struktur ausbilden konnen. So konnte mit dieser Strategie
der regulatorische Stemloop in den Histon 3’'UTRs, welcher zur Stabilisierung der
Histon mRNAs dient, vorhergesagt werden. Auch das im Rahmen dieser Arbeit
neu vorhergesagte potentiell regulatorische Motiv in der Rab1A 3’UTR lief3 sich
durch das Alignment der 3’'UTRs von Mensch und Zitterrochen identifizieren. Der
Einsatz des Programmes DIALIGN2 zur Berechnung des Sequenzalignments war
bei der Entwicklung dieser ersten Vorhersagestrategie der entscheidende Faktor.
Wihrend man fiir ein paarweises Alignment auch den Smith-Waterman Algorith-
mus (Smith und Waterman, 1981) zum Auffinden lokaler Ahnlichkeiten einsetzen
konnte, ermoglicht DIALIGN2 die Berechnung multipler globaler Alignments, in
denen sich aber auch lokal dhnliche Bereiche finden lassen, wenn sie an dhnlichen
Positionen in den Sequenzen liegen. Somit ist es einem Programm wie ClustalW,
das global verwandte Sequenzen korrekt alignieren kann, fiir den Einsatz zur Mo-
tivvorhersage klar {iberlegen.

Diese erste Vorhersagestrategie stofit an ihre Grenzen, wenn die untersuchten Se-
quenzen global zu dhnlich sind, das Motiv zu wenig Sequenzkonservierung enthélt,
oder das regulatorische Motiv in unterschiedlichen UTRs an vollig verschiedenen
Positionen lokalisiert ist. Der letzte Fall 148t sich durch den Einsatz eines lokalen
Sequenzalignmentprogramms, wie dem Smith-Waterman Algorithmus umgehen,
wobei hier nur paarweise Alignments durchgefithrt werden kénnen. Das Testsy-
stem mit den modifizierten IREs zeigte, dafl die erste Strategie bei regulatorischen
Motiven mit variabler Lénge und sehr wenig Sequenzkonservierung nicht mehr er-
folgreich eingesetzt werden kann. Das Sequenzalignment der RablA 3’UTRs von
Mensch und Maus verdeutlichte, daf§ bei zu dhnlichen Sequenzen ebenfalls kein
lokales Motiv gefunden werden kann. Durch das Alignment mit der Rab1A 3’'UTR
des Zitterrochen, die global sehr viel weniger Sequenzkonservierung mit den an-
deren RablA 3’UTRs aufweist, lief§ sich jedoch ein lokales Motiv vorhersagen.
Die erste Vorhersagestrategie 148t sich somit dann am erfolgreichsten einsetzen,
wenn ein potentiell regulatorisches RNA-Motiv ein hohes Mafl an Sequenzkonser-
vierung aufweist und sich damit deutlich vom Rest der UTR unterscheidet, der
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moglichst keine Sequenzkonservierung mehr haben sollte. Da bei regulatorischen
RNA-Motiven sowohl in UTRs als auch in anderen funktionalen RNA Molekiilen
héufig die Struktur der eigentliche funktionelle Faktor ist, 1488t sich die zweite in
dieser Arbeit entwickelte Vorhersagestrategie sehr viel universeller einsetzen. Wie
in den folgenden Abschnitten diskutiert wird, bietet diese auf dem Strukturali-
gnment basierende zweite Strategie auch im Vergleich mit anderen publizierten
Strukturmotivvorhersagestrategien entscheidende Vorteile.

5.1.2. RNA-Strukturalignment als universelle Methode zur
Strukturmotivvorhersage

Der Einsatz des RNA-Strukturalignmentprogramms RNAforester ermoglichte
die Entwicklung einer extrem flexiblen Strategie zur Strukturmotivvorhersage. So
konnten mit dieser Strategie regulatorische Motive gefunden werden, die an vollig
verschiedenen Positionen in UTRs lokalisiert sind. Hierfiir war die Berechnung ei-
nes paarweisen, lokalen Strukturalignments ausschlaggebend, wie das Beispiel der
Vorhersage des Iron Responsive Elements in der Ferritin 5’'UTR des Menschen
und der Succinatdehydrogenase 5’UTR von Drosophila in Abschnitt 4.2.2 zeigt.
Obwohl die Berechnung des Strukturalignments aufgrund der verwendeten Sco-
rewerte die Primérsequenz nicht beriicksichtigte, zeigte die Visualisierung dieses
lokalen Alignments viele kompensatorische Basenpaare in der Helixregion des IRE
(s. Abbildung 4.12). Dies ermoglicht die Bewertung der biologischen Relevanz des
gefundenen Motives, da kompensatorische Basenaustausche ein starker Hinweis
auf das tatsdchliche Vorhandensein einer Struktur sind. Dies wird dadurch be-
statigt, dal die verldsslichste Methode zur Sekundérstrukturvorhersage auf der
Analyse solcher kompensatorischer Basenaustausche beruht (s. Abschnitt 2.5.1).
Die Art der Visualisierung des Strukturalignments mit RNAforester ermdoglicht
somit neben der Vorhersage eines Strukturmotives gleichzeitig eine Beurteilung
seiner biologischen Relevanz, obwohl kompensatorische Basenaustausche bei der
Berechnung der Strukturalignments nicht beriicksichtigt wurden.

Der Einsatz des Testsystems mit den modifizierten IREs zur Strategieentwicklung
zeigte, dafl die Berechnung eines paarweisen lokalen Strukturalignments auch zur
Vorhersage von Motiven mit variabler Lange in einzelnen Strukturelementen ge-
eignet ist. In dem verwendeten Beispiel konnten IREs mit variabler Lénge im
Loop gefunden werden (Abbildung 4.16). Wie weiter unten diskutiert wird, galt
das bis dahin als einer der exklusiven Vorteile des FOLDALIGN Ansatzes von Gorod-
kin und Stormo. Eine weitere Stérke des lokalen Strukturalignments liegt in der
Unabhéngigkeit von der Grofle der als Eingabe verwendeten Strukturen. Wie die
Abbildung 4.14 zeigt, konnte das IRE auch als dhnlichstes lokales Strukturmotiv
in der Ferritin 5’"UTR (208 Nukleotide) und der sehr viel grofieren Transferrinre-
zeptor 3'UTR, (2464 Nukleotide) gefunden werden. Die Vorhersage regulatorischer
Strukturmotive in solch grofien Strukturen wurde durch die im Rahmen dieser
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Arbeit entwickelte Strategie des lokalen Strukturalignments zur Motivvorhersage
erstmalig moglich und stellt somit einen enormen Vorteil gegeniiber den bisher
publizierten Vorhersagestrategien dar (s.u.).

Neben dem paarweisen lokalen Strukturalignment wurde auch das multiple globa-
le Strukturalignment erfolgreich zur Motivvorhersage eingesetzt. Die Berechnung
multipler Strukturalignments ist deshalb von groflem Nutzen, da es sich bei den
eingesetzten Strukturen in der Regel um solche handelt, die mit Hilfe von Ener-
gieminimierung vorhergesagt worden sind. Dafl es sich bei der energetisch giin-
stigsten Struktur nicht um die biologisch korrekte handeln muf, ist schon lange
bekannt und konnte durch die Berechnung der Ferritin 5’UTR des Schweins im
Rahmen dieser Arbeit bestétigt werden (s. Abschnitt 4.2.1). In der energetisch
giinstigsten Struktur dieser UTR ist das IRE nicht enthalten. Somit ist es erfor-
derlich, neben der energetisch giinstigsten Struktur auch energetisch suboptima-
le Strukturen zu analysieren. Wéahrend das beim paarweisen Strukturalignment
nur nacheinander durchgefiihrt werden kann, ermdéglicht das multiple Alignment
die gleichzeitige Analyse vieler verschiedener suboptimaler Strukturen. Dadurch
wird die Wahrscheinlichkeit, ein regulatorisches Motiv tatsichlich zu finden, deut-
lich erhoht. Die thermodynamischen Parameter, die zur Berechnung von RNA-
Sekundérstrukturen verwendet werden, sind inzwischen soweit optimiert worden,
dafl im Durchschnitt 73% der tatsichlich vorhandenen Basenpaare in der ener-
getisch optimalen Struktur korrekt vorhergesagt werden (Mathews et al., 1999).
Obwohl die Wahrscheinlichkeit, daf3 ein kleines, stabiles Strukturmotiv bereits in
der energetisch giinstigsten Struktur enthalten ist, somit durchaus gut ist, erhcht
die Betrachtung energetisch suboptimaler Strukturen die Chancen zur korrekten
Vorhersage eines regulatorischen Motives. Daher sollten energetisch suboptimale
Strukturen immer beriicksichtigt werden, was durch den Einsatz des multiplen
Strukturalignments erheblich vereinfacht wird.

Eine besondere Einsatzmoglichkeit des paarweisen und multiplen globalen RNA-
Strukturalignments zeigte sich bei der Untersuchung der beiden Varianten der
BMP7 3’'UTR (s. Abschnitt 4.4.2). Die Berechnung multipler Strukturalignments
mehrerer energetisch suboptimaler Strukturen der jeweiligen Variante zeigte die
Ausbildung eines verzweigten Stemloops in der zweiten Variante, der in der er-
sten nicht auftrat. Das paarweise globale Alignment der energetisch giinstigsten
Strukturen der beiden Varianten (s. Abbildung 4.34) hebt diesen Unterschied
deutlich hervor. Somit 148t sich das Strukturalignment mit RNAforester auf-
grund der Visualisierungseigenschaften auch hervorragend dazu einsetzen, kleine
Unterschiede in Gesamtstrukturen zu detektieren. Wie bei der ausfiihrlichen Dis-
kussion der Ergebnisse fiir die Untersuchung der BMP7 3’UTR in Abschnitt 5.3
beschrieben wird, ist bei alternativen Spleiffvarianten gerade die Entdeckung sol-
cher Unterschiede entscheidend. Wéahrend Ansétze zur Motivvorhersage norma-
lerweise darauf ausgelegt sind, gemeinsame Motive in verschiedenen Strukturen
zu entdecken (s.u.), bietet die Strategie des Strukturalignments mit RNAforester
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auf einfache Weise die Moglichkeit, Unterschiede in ansonsten dhnlichen Struktu-
ren zu finden. Damit eignet sich diese Strategie ausgezeichnet zur Untersuchung
alternativ gespleifiter UTRs.

5.1.3. Vergleiche mit anderen Vorhersagemethoden

In den folgenden Abschnitten werden die im Rahmen dieser Arbeit entwickel-
ten Vorhersagestrategien zur Analyse regulatorischer RNA Strukturmotive mit
anderen publizierten Strategien verglichen.

Assoziierung von Sequenzmotiven mit funktionellen Genklassen

In einer von Darrell Conklin und Kollegen veréffentlichten Arbeit (Conclin et al.,
2002) wurde in humanen 3’'UTRs nach {iberreprisentierten Sequenzmotiven ge-
sucht. Dabei wurden die 3’'UTRs zunéchst in funktionelle Gruppen eingeteilt, in
denen anschlieBend mit einer neu entwickelten, sogenannten "association rule mi-
ning” Methode, nach kurzen iiberreprésentierten Nukleotidmustern gesucht wur-
de. Diese Muster variierten in der Grofle von 5 bis 12 Nukleotiden. Fiir Pentame-
re und Hexamere konnten keine signifikanten Muster gefunden werden, wéhrend
fiir Heptamere und Oktamere bestimmte GC-reiche Muster in Genen gefunden
wurden, die fiir die Transkriptionskontrolle verantwortlich sind. Fiir die Oligo-
nukleotide von 9 bis 12 Nukleotiden Linge wurden Sequenzmuster gefunden, die
den AU-reichen Elementen entsprechen, welche eine Rolle bei der Destabilisierung
einer mRNA spielen (s. Abschnitt 2.4). Diese sogenannten "AREs” wurden mit
den 3’UTRs von Cytokinen assoziiert, wo ihre Bedeutung fiir die posttranskrip-
tionelle Genregulation bereits bekannt war (Chen und Shyu, 1995). Wéhrend die
Autoren das Auffinden der AU-reichen Elemente als Bestdtigung fiir ihre Me-
thode diskutierten, konnte iiber die GC-reichen Elemente, die stark mit UTRs
assoziiert waren deren mRNAs fiir Proteine kodieren, welche eine sogenannte
Homeodomaéne besitzen, nur spekuliert werden. Hier wurde eine dhnliche Funk-
tion wie bei den AU-reichen Elementen diskutiert, allerdings mit dem Hinweis,
dafl experimentelle Nachweise erforderlich wéren. Aufgrund der Beschréankung auf
Sequenzmotive kann dieser Ansatz fiir sich alleine genommen nur begrenzt zur
Analyse regulatorischer Motive in UTRs eingesetzt werden, da diese wie bereits
hiufig erwédhnt meist eine Kombination aus Sequenz- und Strukturanteilen sind.
Durch eine Kombination mit der von mir entwickelten Strategie des Einsatzes ei-
nes Strukturalignments liele sich der Ansatz jedoch funktionell erweitern. Hierzu
wére es zum Beispiel moglich, den Einflufl bestimmter kurzer, iiberreprésentier-
ter Sequenzabschnitte auf die Struktur der entsprechenden UTRs zu untersuchen,
dhnlich zu dem Vorgehen bei den Spleifivarianten der BMP7 3'UTRs (Abschnitt
4.4.2). Die Kernidee des Ansatzes von Conklin war die Assoziierung bestimmter
Nukleotidmuster mit funktionellen Genklassen. Die Untersuchung der Assoziie-
rung bestimmter Strukturmuster mit funktionellen Genklassen konnte eine sehr
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interessante Erweiterung des Ansatzes sein. Allerdings miifite die Signifikanziiber-
priifung von Sequenzmustern auf Strukturmuster iibertragen werden, wobei der
von mir verwendete Ansatz von Meyer und Giegerich (Abschnitt 4.3.1) ein mogli-
cher Ausgangspunkt fiir solch eine Signifikanzberechnung wire. Die Erweiterung
auf andere Organismen (nicht nur humane 3’'UTRs) wiirde einen zusétzlichen
Informationsgewinn bringen und den Ansatz variabler machen.

"Genetische Programmierung” zur RNA-Strukturvorhersage

Im Jahr 2002 wurde ein sogenannter "Genetischer Programmierungsansatz” zum
Auffinden lokaler Strukturmotive in coregulierten RNA Sequenzen publiziert (Hu,
2002). Der Ansatz wurde als GPRM (Genetic Programming for RNA Motifs)
bezeichnet und kann als Optimierungsverfahren beschrieben werden, in dem be-
stimmte "genetische Operatoren” iterativ angewendet werden, um die "Fitness”
vorldufiger Losungen zu optimieren. GPRM besteht aus drei Bestandteilen, ei-
ner Population moglicher Strukturmotive, einer Fitnessfunktion zur Qualitits-
messung jedes einzelnen Motivs und genetischen Operatoren zur Verdnderung
der Motive. Motive werden dabei als Segmente beschrieben, wobei ein Segment
entweder einzelstringig oder ein Watson-Crick Komplement sein kann. Die Seg-
mentanzahl sowie der Liangenbereich einzelner Segmente mufl vom Benutzer an-
gegeben werden. Die Fitnessfunktion bewertet die Qualitdt einzelner Individuen
(Motive) in der Population. Dabei werden solchen Motiven hohere Fitnesswerte
zugeordnet, die hidufig in den vom Benutzer vorgegebenen RNA Sequenzen und
selten in Zufallssequenzen vorkommen. Durch die genetischen Operatoren werden
zum Beispiel die Léngen von Helices und einzelstrangigen Bereichen geédndert.
Das GPRM Verfahren wiederholt kontinuierlich die drei Phasen Fitnessevaluati-
on, Individuumsauswahl und Populationsbildung, bis keine Verbesserung bei den
Fitnesswerten mehr erzielt werden kann, oder die maximale Anzahl von Genera-
tionen erreicht ist. Die Funktionalitit des Verfahrens wurde unter anderem mit
den modifizierten IRE Sequenzen iiberpriift, die urspriinglich fiir die Evaluati-
on des FOLDALIGN Ansatzes (s.u.) generiert wurden, und die auch fir die Ent-
wicklung der Vorhersagestrategien in dieser Arbeit verwendet wurden (Abschnitt
4.1.1). Fiir diese Sequenzen konnte das IRE als gemeinsames Strukturmotiv durch
den GPRM Ansatz gefunden werden. Dazu mufiten jedoch zuvor Angaben iiber
die maximale Anzahl moglicher Helices und einzelstrangiger Bereiche sowie deren
Groflenbereich gemacht werden. Solche vorab zu definierenden Bedingungen sind
bei den von mir entwickelten Strategien nicht erforderlich. Dem Autor zufolge
kann die Zeitkomplexitiit des Ansatzes unter giinstigen Bedingungen auf O(L*N)
reduziert werden, wobei L. die maximale Sequenzléinge und N die Anzahl der Se-
quenzen ist. Obwohl diese Zeitkomplexitit giinstiger ist als bei dem FOLDALIGN
Ansatz (s.u.), konnen dennoch nur kiirzere Sequenzen effektiv analysiert werden.
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Optimierung von Sequenz und Struktur: der FOLDALIGN Ansatz

Ein sehr erfolgversprechendes Verfahren zur Vorhersage regulatorischer Motive
in UTRs wurde 1997 von Jan Gorodkin und Kollegen veréffentlicht (Gorodkin
et al., 1997). In dem in Abschnitt 2.6 erwdhnten FOLDALIGN Ansatz wird gleich-
zeitig ein Sequenzalignment und die Struktur der Sequenzen optimiert. Wie be-
reits erwihnt wurde, stellt der Ansatz eine Vereinfachung des von Sankoff (San-
koff, 1985) vorgeschlagenen Algorithmus zum optimalen Falten und Alignieren
mehrerer RNA Sequenzen dar. Obwohl die Autoren ihr Verfahren als struktu-
relles Alignment bezeichnen, darf es nicht mit dem in dieser Arbeit verwende-
ten Programm RNAforester verwechselt werden. Bei FOLDALIGN wird von Se-
quenzen ausgegangen, die so aligniert werden, dafl gleichzeitig iiberpriift wird,
ob Basen an bestimmten Positionen in zwei Sequenzen auch Basenpaarungen
bilden kénnen. Hier werden also nicht wirklich Strukturen aligniert, im Gegen-
satz zu RNAforester, das Strukturen als Eingabe erhélt und ein tatséachliches,
auf verschiedenen Edit-Operationen aufgebautes Strukturalignment berechnet.
Ein Vorteil von FOLDALIGN gegeniiber der Strategie des Strukturalignments mit
RNAforester konnte darin liegen, dafl RNAforester auf die Qualitdt der erfor-
derlichen RNA-Sekundérstrukturvorhersagen angewiesen ist, wéahrend FOLDALIGN
seine Optimierungen ausgehend von den Primérsequenzen durchfiihrt. Die Ver-
einfachung des FOLDALIGN Ansatzes, nur die Anzahl von Basenpaarungen zu ma-
ximieren und die Energien eines damit erhaltenen Motives nicht zu beriticksichti-
gen, kann jedoch dazu fithren, dafi Motive vorhergesagt werden, die an sich nicht
stabil sind. Desweiteren beriicksichtigt FOLDALIGN die Energie der Gesamtstruk-
tur nicht, so dafl ein vorhergesagtes Motiv zwar fiir sich genommen stabil sein
kann, aber die Energie der Gesamtstruktur der RNA so stark beeinflufit, daf es
in der Natur nicht vorkommen kann. Das Strukturalignment mit RNAforester
beriicksichtigt diese Energie der Gesamtstruktur, sofern die alignierten Struktu-
ren zuvor durch Energieminimierung vorhergesagt wurden. Aufgrund der immer
besser werdenden Qualitédt dieser RNA-Sekundérstrukturvorhersagen bietet die
Strategie der Motivvorhersage mit RNAforester hier Vorteile. Auch die Betrach-
tung energetisch suboptimaler Sekundéarstrukturen kann diesen vermeintlichen
Nachteil gegeniiber FOLDALIGN ausgleichen. Die Zeitkomplexitit, die fiir die Ana-
lyse von N Sequenzen mit einer Maximallinge L bei FOLDALIGN O(L*N*) be-
tragt, fithrt dazu, dafl Sequenzen bis maximal 300 Nukleotiden Lénge von dem
FOLDALIGN-Server akzeptiert werden. Das Auffinden des IRE als dhnlichstes Mo-
tiv in der Ferritin 5’UTR und der Transferrinrezeptor 3’UTR ist mit diesem An-
satz somit nicht moglich, wiahrend das paarweise lokale Strukturalignment mit
einer Zeitkomplexitit von O(L?*k?) hierzu in der Lage war (Abschnitt 4.2.2), wo-
bei L die Sequenzléinge und k die maximale Loopgréfe der Struktur ist. Um die
angegebene Zeitkomplexitét zu erreichen, wurde bei FOLDALIGN eine Restriktion
auf einfache Stemloop-Strukturen eingefiithrt. Mit der Strategie des Strukturali-
gnments ist dagegen auch eine Vorhersage verzweigter Strukturmotive mdoglich.
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5.2. Datenbanksuche zur Analyse regulatorischer
RNA-Motive

Die Vorhersage potentiell regulatorischer RNA-Strukturmotive ist der erste Schritt
zur Analyse posttranskriptioneller Regulationsmechanismen. Um die Qualitét der
Vorhersagen zu iiberpriifen, mufl eine Validierung der Vorhersagen erfolgen. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden sowohl computergestiitzte als auch experimentelle
Methoden zur Validierung von Strukturmotivvorhersagen durchgefiihrt. Die bio-
informatische Validierung erfolgte durch die Motivsuche in Datenbanken. Hierzu
muflte zunéichst eine Strategie zur Definition eines Suchmusters entwickelt wer-
den. Die Anforderungen an ein geeignetes Suchmuster umfassen dabei zwei gegen-
sitzliche Eigenschaften des Musters. Zum einen muf es allgemein genug beschrie-
ben sein, um moglichst viele Vorkommen des Musters durch die Datenbanksuche
zu entdecken. Zum anderen mufl es aber auch spezifisch genug sein, um mog-
lichst wenige falsch positive Treffer zu liefern. Daher wurde zur Entwicklung des
Suchmusters das in Abschnitt 4.3.1 beschriebene Verfahren der Musterdefiniti-
on durch Signifikanzberechnungen angewendet. Mit Hilfe dieser Methode wurden
die Muster so beschrieben, dafl hochstens ein Treffer in einer Zufallssequenz zu
erwarten wére. Dies stellt einen guten Kompromifl zwischen Spezifitdt und Varia-
bilitdt des Suchmusters dar. Die tatsédchlichen Datenbanksuchen, sowohl fiir das
Iron Responsive Element als auch fiir den vorhergesagten Stemloop in der Rab1A
3’UTR, lieferten sehr viel mehr Treffer, als per Zufall zu erwarten gewesen wéren.
Wiéhrend die biologische Funktion fiir die meisten Treffer der IRE Suche bereits
bekannt war, wurde eine mogliche biologische Bedeutung des RablA Stemloops
im Rahmen dieser Arbeit experimentell iiberpriift. Beide Beispiele verdeutlichen
jedoch die Funktionalitéit der Signifikanzberechnung zur Musterdefinition, da die
Tatsache, dafl deutlich mehr Treffer gefunden wurden, als per Zufall zu erwarten
waren, ein wichtiger Hinweis auf eine tatséchliche biologische Funktion ist. Wie
weiter unten diskutiert wird, ermoglichten die Ergebnisse der Datenbanksuche
fiir den vorhergesagten Stemloop in der RablA 3’UTR eine umfassende Deu-
tung der experimentellen Ergebnisse bei der Proteinidentifizierung. Die Daten-
banksuche ist somit der entscheidende bioinformatische Ansatz zur Validierung
vorhergesagter Motive, und die Musterdefinition durch Signifikanzberechnungen
erleichtert die Bewertung der gefundenen Treffer, besonders in Kombination mit
experimentellen Ergebnissen.

5.2.1. RNAMotif und HyPa im Vergleich

Die Datenbanksuchen wurden in dieser Arbeit auch dazu genutzt, um das von
Thomas Macke und Kollegen entwickelte Motivsuchprogramm RNAMotif mit dem
Programm HyPa, das zeitgleich zu meiner Arbeit in der Doktorarbeit von Dirk
Strothmann entwickelt wurde, zu vergleichen.
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Waihrend die Suche nach reinen Sequenzmotiven bereits durch einfache UNIX Pro-
gramme wie AGREP zufriedenstellend, wenn auch nicht optimal durchgefiihrt wer-
den kann, stellt die Suche nach RNA-Motiven besondere Anforderungen an die
Programme. Obwohl bestimmte Programme das Problem der Suche nach spe-
ziellen funktionalen RNAs, wie zum Beispiel tRNAs, sehr gut 16sen (Lowe und
Eddy, 1997), sind fiir die Datenbanksuche nach neu vorhergesagten Strukturmo-
tiven Programme erforderlich, die eine einfache und schnelle Beschreibung auch
komplexerer Strukturmotive ermoglichen. Sowohl HyPa als auch RNAMotif ent-
sprechen diesen Anforderungen, unterscheiden sich allerdings teilweise durch ihre
Funktionalitit und, wie Experimente im Rahmen dieser Arbeit zeigen konnten,
vor allem durch die benotigte Zeit zur Mustersuche. Beiden Programmen ist eine
einfache Art der Musterbeschreibung gemeinsam, wie der Abschnitt 4.3.2 ver-
deutlicht. HyPa ist dabei in der Art der Beschreibung einzelner Elemente des
Musters variabler, da zum Beispiel eine bestimmte Anzahl von Insertionen und
Deletionen in einer Helixregion definiert werden koénnen. Dadurch ist es moglich,
Bulgeloops zu beschreiben, deren genaue Position in einer Helix man nicht mit
angeben mochte. Um mit RNAMotif Bulgeloops zu beschreiben, mufl die Helix, in
der der Bulge enthalten sein soll, in zwei Helices aufgespalten werden. Dadurch
wird die Position des Bulges zumindest teilweise festgelegt (variable Langen der
Helices lassen ein gewisses Maf an Variabilitdt zu). Im Rahmen dieser Arbeit war
die Definition solcher Bulgeloops jedoch nicht erforderlich, da sowohl im IRE Mu-
ster als auch im RablA Muster die Position und Sequenz des Bulgeloops genau
vorgegeben war. Die Analyse sogenannter Stemloop-Precursor von micro-RNAs
(Lee et al., 2002), deren Entdeckung durch verschiedene bioinformatische Ansétze
zurzeit ein sehr aktuelles Forschungsthema ist (Lim et al., 2003), zeigt jedoch, daf
sich diese Strukturen durch eine Vielzahl von Bulgeloops auszeichnen, deren Posi-
tion in den Precursorn verschiedener micro-RNAs sehr unterschiedlich sein kann.
Fiir die Beschreibung eines gemeinsamen Suchmusters fiir die Stemloop-Precursor
verschiedener micro-RNAs wére HyPa aufgrund der erwéhnten Insertions- und De-
letionsoptionen somit sehr viel besser geeignet als RNAMotif.

Die Vergleiche der zur Mustersuche benotigten Zeiten fiir das RablA Muster
und vor allem fiir das BMP7 Muster ergaben deutliche Vorteile fiir HyPa. Fiir das
RablA Muster waren die ermittelten Suchzeiten fiir HyPa zu klein, um gemessen
werden zu konnen, wiahrend RNAMotif fiir die Suche nach diesem einfachen Muster
in der grofiten 3'UTR Kollektion (Human) bereits 2,8 Sekunden benétigte. Das in
dieser Arbeit definierte BMP7 Muster stellt generell sehr viel hohere Anforderun-
gen an ein Suchprogramm als einfache Stemloop-Strukturen, wie das IRE oder
der RablA Stemloop. Das verzweigte BMP7 Muster (Abbildung 4.35) enthélt
fast keine Sequenzinformationen und 148t dariiberhinaus variable Helixl&ngen zu.
Wiéhrend RNAMotif fiir die Suche nach dem einfachen RablA Stemloop in der
3'UTR Kollektion des Menschen 2,8 Sekunden bendétigte, dauerte die Suche nach
dem BMP7 Muster in dem gleichen Datensatz 88,4 Sekunden. HyPa benétigte
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dagegen nur 11,2 Sekunden fiir die gleiche Suche (s. Tabelle 4.7). Dieser Vorteil
von HyPa resultiert aus der verwendeten Indexstruktur. HyPa fiihrt die Suche mit
Hilfe eines sogenannten Affix-Arrays durch. Die Verwendung dieser Indexstruk-
tur erméglicht es, dal die Suche nicht mit dem ersten Teilmotiv beginnen muf3,
sondern mit einem beliebigen Abschnitt des Musters beginnen kann. So wird bei
der Suche nach dem IRE zum Beispiel zunédchst nach der festgelegten Loopse-
quenz gesucht, um anschliefend zu iiberpriifen, ob die umgebenden Sequenzen
den geforderten Stemloop ausbilden kénnen. Dazu ist es somit auch nicht erfor-
derlich, dafl jede Position der zu durchsuchenden Sequenz betrachtet wird. Dies
fithrt zu einem enormen Zeitvorteil bei der Suche nach kombinierten Sequenz und
Strukturmotiven.

5.3. Alternativ gespleiBte UTRs: die BMP7 3'UTR

Die neuesten Bioinformatikanalysen haben ergeben, daf§ 40-60% aller mensch-
lichen Gene alternative Spleififormen haben (Modrek und Lee, 2002). Die Me-
thoden beruhen hauptséchlich darauf, dafl EST-Sequenzen an genomischen Se-
quenzen ausgerichtet werden, um dann Konsensussequenzen fiir die verschiede-
nen Spleifformen zu bilden (Kan et al., 2001). Um nicht auf das Vorhandensein
genomischer Daten angewiesen zu sein, entwickelt Alexander Sczyrba in seiner
laufenden Doktorarbeit ein Verfahren, dal es ermdoglicht, alternative Spleififor-
men ausschlieBlich durch EST-Clusterung zu finden. Dabei wurden die beiden
potentiellen Spleifvarianten der BMP7 3'UTR bei Xenopus laevis entdeckt, die
in dieser Arbeit ndher analysiert wurden (Abschnitt 4.4.2). Wéhrend in einer
fritheren Veroffentlichung davon ausgegangen wurde, dafl 80% aller alternativen
Spleiivorginge die 5’'UTRs der entsprechenden Gene betreffen (Mironov et al.,
1999), zeigen neuere Analysen, dafl 74% die codierende Region, 22% die 5’"UTRs
und nur 4% die 3’'UTRs betreffen (Modrek et al., 2001). Die Tatsache, dafl der
Anteil der 3’'UTRs so gering ist, wird unter anderem dadurch erklért, dafl alterna-
tiv gespleifite 3'UTRs destabilisierende Elemente enthalten konnten. Dies wiirde
dazu fithren, daf diese Spleififormen seltener beobachtet werden (Modrek et al.,
2001).

Es ist sehr wahrscheinlich, daf mRNAs, die alternativ gespleiite UTRs enthalten,
auf unterschiedliche Weise posttranskriptionell reguliert werden. Das Einfiigen
eines Destabilisierungselementes in eine 3’"UTR, durch alternatives Spleilen kann
beispielsweise gerade dazu fithren, dafl eine mRNA in einem bestimmten Zelltyp
oder in einem speziellen Entwicklungsstadium gezielt abgebaut wird. Genauso
ist es denkbar, dafl alternativ gespleifite 5’"UTRs unterschiedliche Strukturmoti-
ve enthalten, die Auswirkungen auf die Translationseffizienz der mRNA haben
konnten.

Die Analyse der beiden BMP7 3’UTR Varianten verdeutlicht, wie kleine Unter-
schiede in der Sequenz zu einem neuen, energetisch sehr stabilen Strukturmotiv
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fithren konnen. Durch die Berechnung von Strukturalignments mit RNAforester
wird die Untersuchung alternativer Spleifivarianten in UTRs verbessert. Das paar-
weise Alignment der beiden BMP7 3'UTR Varianten (Abbildung 4.34) zeigt so-
fort den neu eingefiigten Stemloop in der zweiten Variante. Auch die Berechnung
multipler Strukturalignments hat die verzweigte Stemloopstruktur in der zweiten
Variante hervorgehoben. Durch die anschlieBende Analyse der Basenpaarwahr-
scheinlichkeiten mit Hilfe der Dotplots konnte gezeigt werden, dafl dieses Struk-
turmotiv stabil und auf die zweite Variante beschrankt ist. Geht man davon aus,
daB die Untersuchung alternativ gespleiiter UTRs und ihre Rolle fiir die posttran-
skriptionelle Genregulation in Zukunft weiter an Bedeutung gewinnen wird, so
stellt die vergleichende Strukturuntersuchung mit RNAforester einen enormen
Vorteil fiir die Entdeckung regulatorischer Strukturmotive in unterschiedlichen
Spleiflvarianten dar.

Um die mégliche biologische Relevanz der zweiten Spleifivariante der BMP7 3'UTR
zu analysieren, wurde eine Datenbanksuche mit dem verzweigten Stemloop als
Suchmuster durchgefiihrt. Das Muster wurde dabei sehr allgemein beschrieben,
um moglichst viele Treffer zu finden. Durch die Datenbanksuche sollte iiberpriift
werden, ob das Strukturmotiv in anderen BMP 3’UTRs und dariiberhinaus in
weiteren mRNAs vorkommt. Die Ergebnisse der Datenbanksuche zeigten, dafl
das Motiv in keiner weiteren BMP UTR enthalten war. Wenn man spekuliert,
daB das gefundene Motiv einen Einflul auf die posttranskriptionelle Genregu-
lation der BMP7 mRNA hat und dafl die zweite Variante deshalb nur in ganz
bestimmten Zelltypen oder zu ganz bestimmten Zeitpunkten gebildet wird, wére
es ebenfalls moglich, dafl auch andere BMP mRNAs selten exprimierte Spleifi-
formen haben, die dieses Motiv enthalten konnten, und die nicht in der UTR
Datenbank enthalten sind. Dies zeigt sich auch fiir die BMP7 3’'UTR, deren in
der UTR-Datenbank vorhandene Variante das Motiv ebenfalls nicht enthélt.
BMPT spielt unter anderem eine Rolle bei der Induzierung der Epidermis bei dem
Krallenfrosch Xenopus laevis (Suzuki et al., 1997). Neben BMP7 sind auch BMP4
und BMP2 an dieser Induzierung beteiligt. Somit wére es interessant, auch bei
BMP2 und BMP4 nach alternativen Spleififormen zu suchen, die moglicherweise
ebenfalls das in der BMP7 3’'UTR gefundene Strukturmotiv enthalten. Dazu miif3-
ten jedoch gezielt Experimente durchgefiihrt werden, da die in den Datenbanken
vorhandenen BMP2 und BMP4 UTR Sequenzen das Motiv nicht enthalten.

Bei der Datenbanksuche wurde das Motiv in fiinf 3’'UTRs gefunden. Dariiber,
ob diese UTRs das Motiv auch tatséchlich ausbilden, kann derzeit nur spekuliert
werden. Auffillig war jedoch, daf in der groiten 3’'UTR Kollektion, der humanen,
keine Treffer gefunden wurden. Zufillige Treffer hdtte man am ehesten in dieser
groflen Kollektion erwartet. Auch in den gesamten 5’UTR Kollektionen konnte
kein Treffer gefunden werden, so dafl das Motiv auf 3’'UTRs beschrinkt zu sein
scheint. Das macht eine biologische Funktion zumindest moglich. Interessant ist
dabei der Treffer in der Xepsin 3’'UTR von Xenopus. Bei Xepsin handelt es sich
um eine Serinprotease, die spezifisch in der Epidermis von Xenopus exprimiert
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wird (Yamada et al., 1999). Ein direkter funktioneller Zusammenhang zwischen
Xepsin und BMP7 kann allerdings nicht abgeleitet werden.

Die Entdeckung der zweiten Variante der BMP7 3’UTR und des darin enthaltenen
verzweigten Stemloops bietet den Ausgangspunkt fiir eine Reihe experimenteller
Ansitze zur Uberpriifung einer moglicherweise vorliegenden biologischen Bedeu-
tung. So liefle sich zum Beispiel mit PCR-Experimenten iiberpriifen, in welchen
Zellen und in welchen Entwicklungsstadien von Xenopus die zweite Variante tat-
séchlich vorkommt. Der Einsatz von Reportergenkonstrukten konnte zeigen, ob
die beiden UTRs unterschiedliche Einfliisse auf die Stabilitit oder die Transla-
tionseffizienz der Reportergen-mRNA haben. Durch chemisches Mapping kénnte
dariiberhinaus in der Xepsin 3’UTR das tatsdchliche Vorkommen des verzweigten
Stemloops nachgewiesen werden.

Das Beispiel der BMP7 3’'UTR zeigt somit, wie bioinformatische Analysen der
Ausgangspunkt fiir vielfdltige biologische Experimente sein kénnen. Die in den
folgenden Abschnitten diskutierten bioinformatischen und experimentellen Ana-
lysen der Rab1A 3’UTR betonen dieses Zusammenspiel noch deutlicher.

5.4. Die RablA 3'UTR

Die entwickelten bioinformatischen Methoden wurden zur Analyse der RablA
3'UTR eingesetzt. Diese UTR eignete sich vor allem aus zwei Griinden. Zum
einen konnte in fritheren Arbeiten eine hohe Konservierung der RablA 3’UTR
in zahlreichen Vertebraten nachgewiesen werden (Wedemeyer et al., 2000). Dies
machte eine biologische Funktion dieser UTR bzw. eines Motives innerhalb der
UTR wahrscheinlich. Auflerdem handelt es sich bei RablA um ein ubiquitér-
es Protein, was die experimentellen Analysen, die in dieser Arbeit durchgefiihrt
wurden, erheblich vereinfachte.

5.4.1. Die Vorhersage eines potentiell regulatorischen
Stemloops

Entscheidend fiir die Vorhersage des potentiell regulatorischen Stemloops in der
RablA 3’UTR war der Einsatz der UTR Sequenz des Zitterrochen. Wie die Ab-
bildung 4.21 zeigt, waren die 3’'UTRs, die in der Arbeit von Wedemeyer et al.
untersucht wurden, zu dhnlich, um ein einzelnes Strukturmotiv vorherzusagen.
Die 3’'UTR des Zitterrochen war im Vergleich zu den iibrigen RablA 3’UTRs
sehr viel weniger konserviert. So konnte durch beide Vorhersagestrategien der
Stemloop (s. Abbildung 4.22) als gemeinsames Strukturmotiv der Rabl1A 3’UTR
des Zitterrochen und des Menschen vorhergesagt werden. Dieser Stemloop ist in
beiden Spezies iiber einen weiten Temperaturbereich (von 10°C' bis 37°C) stabil.
Da Fische in der Regel eine deutlich niedrigere Korpertemperatur als Menschen
haben, ist das ein wichtiger Hinweis auf die tatséchliche biologische Bedeutung
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des Stemloops. Auch die Analyse der Basenpaarwahrscheinlichkeiten zeigte, daf3
dieses Strukturmotiv mit grofer Wahrscheinlichkeit in der Natur existiert.

In der Abbildung 5.1 ist der Stemloop als Resultat des paarweisen lokalen Struk-
turalignments der RablA 3'UTRs von Mensch und Zitterrochen noch einmal
dargestellt. Die Sequenz innerhalb des Stemloops ist zwischen Mensch und Zit-

Abbildung 5.1.: Vorhergesagter Stemloop in der Rab1A 3’UTR. Die rot gezeich-
neten Basen zeigen Sequenzunterschiede zwischen Mensch und
Zitterrochen.

terrochen hoch konserviert. Der kompensatorische Basenaustausch nach dem Bul-
geloop sowie der Austausch des Adenins durch ein Guanin vor dem Bulgeloop sind
deutliche Hinweise darauf, daf§ die Struktur in diesem Bereich erhalten bleiben
muflte, was wiederum fiir eine biologische Funktion des Stemloops spricht. Inner-
halb des Loops ist an der zweiten Position ein Pyrimidin durch ein Pyrimidin (U
gegen C) und an der dritten Position ein Purin gegen ein Purin (G gegen A) aus-
getauscht worden. Diese Austausche wurden bei der Definition des Suchmusters
entsprechend beriicksichtigt.

Das RablA Stemloop-Suchmuster und die Datenbanksuche

Ausgehend von der Motivvorhersage wurde ein moglichst allgemeines Suchmu-
ster fiir den RablA Stemloop definiert. Die zu erwartende Trefferanzahl von 0,81
in einer entsprechenden Zufallssequenz wurde dabei als hinreichend signifikant
eingestuft. Obwohl der Stemloop in den Helixbereichen zwischen Mensch und
Zitterrochen hoch konserviert war, wurde die Sequenz mit Ausnahme des schlie-
Benden Basenpaares in diesen Bereichen variabel gehalten. Dies resultierte daraus,
daB bereits vor den experimentellen Untersuchungen anzunehmen war, daf3 es eine
spezifische Proteinbindung an den Stemloop geben miifite, falls er tatséichlich eine
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regulatorische Funktion haben sollte. Fiir solch eine spezifische Proteinbindung
sind neben dem eigentlichen Strukturmotiv einzelstréngige Sequenzen wichtig,
da sie normalerweise von Proteinen fiir eine spezifische Bindung genutzt werden.
Daher wurden bei der Musterdefinition die Basen im Loop vorgegeben, wobei auf
die Unterschiede an Position zwei und drei geachtet wurde. Der Bulgeloop wurde
sowohl als Sequenz- und auch als Strukturmerkmal definiert. Bulgeloops, die aus
einer Base bestehen, fithren zu einem Abknicken der Helix, wobei die grofie Fur-
che noch stéarker erweitert wird, so daf sie fiir Bindeproteine besser zuginglich ist
(Zacharias und Sklenar, 1999). Daher wurde der Adenin-Bulge als ein wichtiges
Element des Musters definiert.

Die durchgefiihrte Datenbanksuche zeigte, dafl das Vorkommen des vorherge-
sagten Stemloops auf sehr wenige verschiedene mRNA 3’UTRs beschrénkt ist.
Das und die Tatsache, dal das Muster in den 5’'UTR Kollektionen der UTRdb
nicht auftrat, ist ein starker Hinweis auf eine tatséchliche biologische Funktion.
Neben zahlreichen RablA 3’'UTRs wurde der Stemloop auch in der 3’UTR der
Sir2a mRNA der Maus sowie der dazu homologen Sirtuin 1 mRNA (diese wird
alternativ auch als Sir2a bezeichnet) des Menschen gefunden. Die Sequenz des
Stemloops in der Sirtuin 1 und Sir2a 3’UTR ist bei Mensch und Maus identisch,
unterscheidet sich aber von der Sequenz des Stemloops in der RablA 3’UTR. Die
Abbildung 5.2 zeigt den Stemloop, wie er in den Sirtuinen zu finden ist. Des-
weiteren zeigt die Abbildung das Strukturalignment des humanen Sirtuin 1 und
RablA Stemloops, um die Unterschiede auf der Sequenzebene zu verdeutlichen.
Die Rolle des Stemloops bei den Sirtuinen, vor allem im Hinblick auf das experi-
mentell gefundene Sirtuin 6 als "Bindeprotein” des Stemloops, wird weiter unten
diskutiert.

Zu dem Stemloop in der Methyltransferase 3’'UTR kann kein Zusammenhang

hergestellt werden, so daf es sich hierbei moglicherweise um einen falsch positiven
Treffer handelt.

5.4.2. Die biologische Bedeutung des Stemloops

Geht man davon aus, daf} der vorhergesagte Stemloop in der Rabl1A 3’'UTR einen
Einflu} auf die posttranskriptionelle Genregulation der RablA mRNA hat, so
konnte die Stabilitédt, die Translationseffizienz, oder aber auch die Lokalisati-
on der mRNA kontrolliert werden. Obwohl man grundsétzlich keinen der Me-
chanismen ausschliefen kann, ist eine Lokalisation der RablA mRNA doch am
wahrscheinlichsten. Es wire allerdings auch moglich, daf§ die Translation an eine
mogliche Lokalisation gekoppelt ist, wie es fiir verschiedene andere mRNAs be-
reits nachgewiesen werden konnte (Lipshitz und Smibert, 2000). Da das RablA
Protein ein ubiquitédres Protein ist, das in allen Zelltypen fiir den Vesikeltrans-
port vom Endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat verantwortlich ist,
ist es unwahrscheinlich, da§ die RablA mRNA in Abhéngigkeit von bestimmten
inneren oder dufleren Einfliissen destabilisiert wird. Eine Lokalisation der mRNA
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Abbildung 5.2.: Stemloop, wie er in der Sir2a 3’'UTR von Mensch und Maus zu
finden ist (a). Strukturalignment des Stemloops in der RablA
und Sir2a 3’'UTR des Menschen (b).

wire hingegen denkbar, da auch das RablA Protein im Bereich des cis-Golgi-
Netzwerkes lokalisiert ist (Saraste et al., 1995). Diese Lokalisation des Proteins
kénnte durch eine vorhergehende Lokalisation der mRNA verursacht werden.
Die Ergebnisse der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten in vivo Lokalisa-
tionsexperimente (Abschnitt 4.5.3) geben erste Hinweise darauf, daf§ die RablA
mRNA tatséichlich nur an bestimmten Orten in der Zelle in gréf8eren Mengen vor-
kommt. Dies muf§ jedoch durch weitere Experimente verifiziert werden (s. Aus-
blick). Die hier durchgefithrten FRET-Experimente zeigen zwar eine Lokalisation
der RablA mRNA, allerdings ist der genaue Ort der Lokalisation in der Zelle (z.B.
die Nidhe zum Golgi-Apparat) durch die Experimente nicht nachgewiesen worden.
Wie spéter beschrieben wird, sind hierzu aufwindigere Co-Lokalisationsstudien
erforderlich.

Ob der Stemloop als solcher einen Einflufl auf eine mogliche posttranskriptionelle
Regulation der RablA mRNA hat, sollte durch die Gelverzégerungsexperimente
sowie die Proteinisolierung nachgewiesen werden.

Diskussion der Gelverzogerungsexperimente

Der vorhergesagte Stemloop in der RablA 3’UTR ist vom Aufbau her mit dem
Iron Responsive Element vergleichbar. Es handelt sich um einen einfachen Stem-
loop mit einem Einzelnukleotid-Bulge. Wie oben bereits beschrieben wurde, ist
gerade das Auftreten eines solchen Bulges ein deutlicher Hinweis auf eine Pro-
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teininteraktion mit dem Stemloop, da er die Zugénglichkeit fiir Bindeproteine zur
groflen Furche des Doppelstrangbereiches erleichtert. Daher sollten die Gelverzo-
gerungsexperimente genutzt werden, um eine spezifische Proteinbindung an den
Stemloop nachzuweisen. Die in Abschnitt 4.5.1 dargestellten Ergebnisse zeigen,
dafl es zu solch einer spezifischen RNA-Protein-Interaktion kommt. Das Auffal-
lige bei den Gelverzogerungen war, dafl entweder keine (Abbildung 4.38) oder
nur eine sehr schwache (Abbildung 4.37) Verzogerungsbande im Gel beobachtet
werden konnte. Der grofite Anteil der markierten RNA-Oligonukleotide war nach
Proteinzugabe nicht mehr nachweisbar. Zum einen wére es theoretisch moglich,
dal die RNA-Oligonukleotide durch Zugabe des Proteinextraktes abgebaut wur-
den. Da die unverzogerte Bande nach Zugabe der unmarkierten Oligonukleotide
jedoch wieder auftrat, ist solch ein Abbau eigentlich auszuschlieen. Es ist sehr
viel wahrscheinlicher, dafi sehr grofle Proteinkomplexe mit dem Stemloop inter-
agierten, so dafl diese RNA-Protein-Komplexe nicht mehr ins Gel einwandern
konnten. Dies wird auch durch die Ergebnisse der Proteinisolierungsexperimente
bestétigt.

Diskussion der Proteinisolierungsexperimente

Die Proteinisolierung mit den Dynabeads zeigte eine unerwartet hohe Anzahl von
Proteinbanden. Obwohl davon ausgegangen werden muf}, daf§ einige der isolier-
ten Proteine durch unspezifische Bindung an das verwendete RNA-Oligonukleotid
mit aufgereinigt wurden, so handelt es sich bei der Mehrzahl der isolierten Pro-
teine wahrscheinlich um solche, die spezifisch direkt oder indirekt in Form von
groferen Proteinkomplexen mit dem Stemloop interagiert haben. Dafiir spricht,
daB auch bei der Proteinisolierung ein Uberschufl an Hefe-RNA eingesetzt wur-
de, um unspezifische Proteinbindungen soweit wie moglich zu verhindern. Aus
experimentellen Griinden ist dieser Uberschuf jedoch deutlich geringer als bei
den Verzogerungsgelexperimenten, so daf} ein geringer Anteil unspezifischer Bin-
dungen nicht ausgeschlossen werden kann. Desweiteren ist anzunehmen, dafl nur
ein geringer Teil der spezifisch aufgereinigten Proteine direkt mit dem Stemloop
interagiert. Ein Kandidat hierfiir wiare das durch die MALDI-Analysen gefunde-
ne RNA-Bindeprotein. Da die Ergebnisse der Gelverzégerungsexperimente nahe-
legen, daf ein grofler Proteinkomplex mit dem Stemloop interagiert, ist davon
auszugehen, dafl ein Grofiteil der Banden zu spezifischen Proteinen eines solchen
Komplexes gehort. Die durchgefithrten MALDI-Analysen liefern mogliche Hin-
weise auf das Vorhandensein eines solchen Komplexes.

Generelle Bewertung der MALDI-TOF Analysen

Die Ergebnisse der MALDI-Analysen verschiedener Proteinbanden miissen als
Ausgangspunkt fiir weitere Experimente angesehen werden. Insgesamt erwiesen
sich die MALDI-Ergebnisse als schwer auswertbar. Einer der Griinde hierfiir ist,
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daf einzelne Proteinbanden in den SDS-Gelen anscheinend Mischungen verschie-
dener Proteine enthielten. Dies macht eine Auswertung mit der MASCOT-Software
extrem schwierig, da die erhaltenen Treffer in der Regel schlechte Signifikanzwer-
te hatten, was auf das Vorhandensein von Proteingemischen zuriickzufiithren war.
Den eindeutigsten Hinweis, dafl ein isoliertes Protein durch die MALDI-Analyse
korrekt identifiziert wurde, lieferte die nach dem denaturierenden Gel zu erwar-
tende Grofle des Proteins.

Uberraschend war auch die Tatsache, da8 die Analyse der Proteinbande mit einer
Grofle von 37 kDa bei verschiedenen Experimenten unterschiedliche Massenspek-
tren und somit auch unterschiedliche Proteine lieferte (s. Abschnitt 4.5.2). Wie
weiter unten diskutiert wird, sind sowohl das potentielle RNA-Bindeprotein als
auch das Sirtuin 6 funktionell interessante Kandidaten. Man kann spekulieren,
daB beide Proteine direkt an den Stemloop binden kénnen (obwohl fiir das Sirtuin
6 keine RNA-Bindedoméne beschrieben ist, 148t zumindest der pI-Wert von 9,78
auf eine Nukleinsdurebindefahigkeit schliefien) und somit in Konkurrenz zueinan-
der stehen. Das konnte die verschiedenen Ergebnisse bei den MALDI-Analysen
erkldren. Es wire jedoch auch moglich, daf§ beide Proteine in einem grofieren
Komplex assoziiert sind und somit beide mit dem Stemloop interagieren. In die-
sem Zusammenhang ist vor allem das Vorkommen des Stemloops in den 3’"UTRs
der Sirtuin 1 und Sir2a mRNAs zu diskutieren.

Zunéchst werden jedoch die Ergebnisse der Proteinidentifizierungen im Hinblick
auf die mogliche posttranskriptionelle Genregulation der RablA mRNA disku-
tiert.

Funktionelle Bedeutung der identifizierten Proteine

Fiir die Bande 3 aus Abbildung 4.39 konnte zum einen ein 41 kDa grofies po-
tentielles RNA-Bindeprotein und (in einem weiteren Experiment) das Sirtuin 6
identifiziert werden. Obwohl das Bindeprotein mit 41 kDa etwas zu grof} ist,
da Proteine in der analysierten Bande eine Gréfle von ungefahr 37 kDa haben
miifiten, ist es dennoch ein guter Kandidat fiir eine spezifische Interaktion mit
dem Stemloop. Da von dem Protein nur die cDNA bekannt ist, konnte das Lauf-
verhalten durch posttranslationale Modifikationen so beeinfluflt werden, dafl das
Protein etwas schneller im Gel lduft. Uber eine mogliche Funktion des Proteins
kann allerdings nur spekuliert werden, da aufler der cDNA Sequenz nichts iiber
das Protein bekannt ist. Das Vorhandensein von potentiellen RN A-Bindedoménen
kann ein Hinweis darauf sein, dafl das Protein direkt an den Stemloop bindet und
somit die Verbindung zu weiteren Proteinen in einem grofleren Komplex darstellt.

Neben dem RNA-Bindeprotein und Sirtuin 6 zeigte auch das Ergebnis der Da-

tenanalyse fir die Bande 2 aus Abbildung 4.39 mit dem Keratin 7 eine gute
Ubereinstimmung beziiglich der zu erwartenden Groflie. Mit 50 kDa liegt das
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Keratin 7 genau in dem zu erwartenden Groflenbereich. Wie bereits im Ergeb-
nisteil beschrieben wurde, miissen Keratine als Ergebnis von MALDI-Analysen
mit grofler Vorsicht interpretiert werden, da es sich hierbei um Verunreinigun-
gen, zum Beispiel durch Hautschuppen, handeln kann. Diese Verunreinigungen
wiirden allerdings keine Bande im SDS-Gel ergeben, sondern miiffiten nachtriag-
lich bei der Behandlung der ausgeschnittenen Gelbande verursacht worden sein.
Wenn also tatséchlich Keratin in der Gelbande enthalten war, was aufgrund der
Proteingréfie moglich ist, wiirde es sich nicht um eine Verunreinigung, sondern
allenfalls um ein unspezifisch aufgereinigtes Protein handeln.

Keratine gehoren zu der Klasse der Intermediérfilamente, die zum Aufbau des Cy-
toskeletts in Epithelgeweben beitragen. Keratin 7 z&hlt dabei zu den sogenannten
"weichen” Keratinen und wird zum Beispiel in Epithelien der Lunge und Niere
(Ramaekers et al., 1987), aber auch in Epithelien von Venen exprimiert (Mietti-
nen und Fetsch, 2000). Eine neuere Studie zeigte, dafl Keratin 7 dariiberhinaus
in vielen weiteren Geweben nachweisbar ist und mit dem Keratin 8 co-exprimiert
wird (Smith et al., 2002). Das ist insofern interessant, als eine weitere Studie
zeigte, dafl Keratin 8 in bestimmten Zellen bei Kaninchen Bestandteil des Golgi-
assoziierten Filament-Netzwerkes ist (Ogawa et al., 2002). Das bedeutet natiirlich
nicht, daf§ das bei den Mausgeweben, aus denen die Proteine aufgereinigt wur-
den, auch der Fall ist und dafl Keratin 7 ebenfalls zu diesem Golgi-assoziierten
Filament-Netzwerk gehort. Obwohl es spekulativ ist, wire es dennoch moglich,
dafl das Keratin 7 als Bestandteil des Cytoskeletts in Blutgefifien (die Proteine
wurden aus Herzgewebe aufgereinigt) mit dem Stemloop aufgereinigt wurde, da
dieser moglicherweise mit dem Cytoskelett assoziiert ist.

Die Analyse des MALDI-Spektrums fiir die Bande 1 aus Abbildung 4.39 ergab
unter anderem das Rab GDI-Protein (GDP dissociation inhibitor) als wahrschein-
lichen Treffer. Dieses Protein ist ein regulatorisches Protein fiir alle Rab Proteine,
die beim Vesikeltransport in der Zelle eine Rolle spielen (Ishizaki et al., 2000; Ull-
rich et al., 1994). Dabei bindet GDI an Rab Proteine, die GDP gebunden haben.
Diese heterodimeren Komplexe dienen als cytosolisches Reservoir fiir Rab Prote-
ine, die durch Austausch des GDPs durch GTP wieder aktiviert werden kénnen
(Luan et al., 2000). Durch eine Interaktion mit der RablA 3’'UTR konnte dieses
regulatorische Protein somit direkt in die Ndhe des neu translatierten Rab Pro-
teins gebracht werden, um mit ihm zu interagieren. Dies wire ein sehr effizienter
Weg fiir eine mogliche Regulation des Rab Proteins.

Obwohl sich die erhaltenen MALDI-Spektren aufgrund der wahrscheinlich vor-
handenen Proteingemische in den einzelnen analysierten Banden nicht optimal
auswerten lassen, ist eine funktionelle Bedeutung fiir die Interaktion der oben be-
schriebenen Proteine mit der Rab1A 3’UTR biologisch durchaus vorstellbar. Das
gefundene RNA-Bindeprotein kénnte dabei direkt an den Stemloop binden, wih-
rend das GDI Protein wahrscheinlich in einem grofleren funktionellen Komplex
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mit der RablA 3’UTR in Verbindung steht. Das Keratin 7 kénnte mit aufge-
reinigt worden sein, da die RablA 3’'UTR moglicherweise mit dem Cytoskelett
der Zelle assoziiert ist. Das konnte auch eine Erklarung dafiir sein, dafl die Oli-
gonukleotide bei den Verzdgerungsgelen nicht richtig ins Gel einlaufen konnten,
da sie durch die Assoziierung mit dem Cytoskelett praktisch unloslich waren.
Nimmt man an, daf§ die Rab1A 3’UTR tatsdchlich im Cytoplasma an bestimm-
ten Positionen lokalisiert wird (wie es die FRET-Experimente vermuten lassen),
wire solch eine Interaktion mit dem Cytoskelett wahrscheinlich. Die Lokalisation
einer mRNA erfolgt in der Regel dadurch, dal spezielle Motive innerhalb der
3’'UTR von Proteinen erkannt werden, und die mRNA mit Hilfe von Motorpro-
teinen entlang den Bestandteilen des Cytoskeletts zu ihrem Zielort in der Zelle
transportiert und dort verankert wird (Kloc et al., 2002). Es konnte auflerdem
gezeigt werden, dafl lokalisierte mRNAs mit vielen weiteren Proteinen, wie zum
Beispiel Komponenten der Translationsmaschinerie, in grofien Komplexen lokali-
siert werden konnen (Jansen, 2001). Die durchgefiihrten Experimente im Rahmen
meiner Arbeit konnten eine Lokalisation der RablA mRNA zwar nicht endgiiltig
nachweisen, die Ergebnisse der FRET Untersuchungen sowie die Hinweise auf ei-
ne Assoziation der RablA mRNA mit dem Cytoskelett iiber den vorhergesagten
Stemloop sind aber ein guter Ausgangspunkt fiir weitere Experimente, um eine
Lokalisation letztendlich zu beweisen (s. Ausblick). Auch die folgende Diskussion
iiber die mogliche biologische Bedeutung des vorhergesagten RablA Stemloops
in den 3’UTRs der Sirtuin 1 und Sir2ae mRNAs gibt weitere Hinweise auf eine
Funktion des Stemloops fiir eine mRNA Lokalisation.

5.4.3. Der RablA Stemloop in der Sirtuin 3’'UTR

Sirtuine gehoren zu einer Proteinklasse, die sich sowohl in Prokaryoten als auch
Eukaryoten finden 148t und deren gemeinsames Merkmal die sogenannte Sirtuin-
Kern-Doméine ist, die konservierte Sequenzmotive enthélt (Frye, 2000). Sir2 wur-
de urspriinglich in Hefe entdeckt, wo es unter anderem beim sogenannten "trans-
criptional silencing” der "silent mating type” Loci beteiligt ist (Gartenberg, 2000)
und daher auch seinen Namen hat (silent information regulator). Sir2 fungiert
dabei als eine NAD-abhingige Histondeacetylase (Imai et al., 2000). Das huma-
ne Sirtuin 1, das auch als Sir2a bezeichnet wird, und das Sir2a der Maus sind
aufgrund von Sequenzdhnlichkeiten die engsten Homologen zum Sir2 der Hefe
(Frye, 1999). Zwei neuere Untersuchungen konnten zeigen, daf§ Sir2« bei Mensch
und Maus einen regulatorischen Einflufl auf p53 hat (Luo et al., 2001; Langley
et al., 2002), wobei p53 ein wichtiger Tumorsupressor ist (Levine, 1997). Das
Sir2a Protein ist sowohl beim Menschen als auch bei der Maus ausschliellich im
Kern lokalisiert (Luo et al., 2001). Hier zeigt sich eine spannende Parallele zum
RablA Protein, dafl zwar nicht im Kern, aber auch an einem klar definierten
Ort im Cytoplasma lokalisiert ist. Fiir mehrere Proteine, die im Kern lokalisiert
sind, konnte gezeigt werden, dafl zuvor die entsprechende mRNA im Bereich des
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sogenannten perinuklearen Cytoskeletts lokalisiert wird, so dafl die Proteine nach
ihrer Translation direkt in den Kern transportiert werden (Levadoux et al., 2000;

Hesketh et al., 1994). Es wére also durchaus denkbar, daf§ auch die Sir2ae mRNA
zunéchst in der Ndhe des Kerns lokalisiert wird, bevor das Protein gebildet wird.

Neben dem Sirtuin 1 (bzw. Sir2«) sind 6 weitere Sirtuine beim Menschen beschrie-
ben, namlich die Sirtuine SIRT2-SIRT7 (Frye, 2000). Uber die Funktion dieser
Sirtuine ist noch nicht viel bekannt, wobei eine aktuelle Arbeit eine mogliche
Funktion fiir SIRT2 beschreibt (s.u.). Im Zusammenhang mit den Sirtuinen ist
das Ergebnis eines der MALDI-Spektren besonders interessant. Wie in Abschnitt
4.5.2 beschrieben wurde, ergab eine MALDI-Analyse fiir die Proteinbande mit der
Grofe von 37 kDa ein Spektrum mit nur wenigen Fragmentmassen. Die Auswer-
tung dieses Spektrums lieferte fiir die Mausdatenbank keinen Treffer in dem zu
erwartenden Groflenbereich. Bei einer Auswertung des Spektrums mit Hilfe einer
anderen Datenbank ergab sich das humane SIRT6 als moglicher Kandidat fiir die
Proteinbande. Sirtuin 6 hat eine Gréfle von 36 kDa und pafit damit sehr gut in den
nach der SDS-Gelelektrophorese zu erwartenden Gréflenbereich. Dennoch mufl
dieses Ergebnis aufgrund der geringen Fragmentanzahl des MALDI-Spektrums
vorsichtig diskutiert werden. Da die beschriebenen humanen Sirtuine eine hohe
Sequenzhomologie zu den Sirtuinen der Maus haben, ist es durchaus denkbar, daf3
auch in der Maus das Sirtuin 6 mit dem RablA Stemloop aufgereinigt werden
kann. Wie Abbildung 5.2 zeigt, unterscheidet sich der Stemloop in der RablA
3’UTR von dem in der Sir2a 3’'UTR innerhalb des Loops nur durch eine Base.
Dabher ist es vorstellbar, daf§ die mit dem RablA Stemloop aufgereinigten Prote-
ine auch funktionell mit dem Stemloop in der Sir2a 3’'UTR interagieren kénnen.
Somit konnte ein Sirtuin (unter der Annahme, daf es sich bei dem aufgereinigten
Protein tatsdchlich um Sirtuin 6 handelt) bei der posttranskriptionellen Regulati-
on eines anderen Sirtuins, namlich Sir2q, eine Rolle spielen. Uber die biologische
Funktion des Sirtuin 6 ist noch nichts bekannt. Dagegen ist in einer aktuellen
Arbeit fiir das SIRT2 gezeigt worden, dafl es, anders als Sir2c, im Cytoplasma
der Zelle lokalisiert ist (North et al., 2003). AuBlerdem wurde nachgewiesen, daf
SIRT?2 zusammen mit anderen Proteinen in einem Multiproteinkomplex entlang
des Mikrotubuli-Netzwerkes der Zelle co-lokalisiert ist. Aufgrund der Ahnlichkeit
der Sirtuine untereinander wire es somit durchaus denkbar, daf§ auch SIRT6 Teil
eines solchen Multiproteinkomplexes ist und die Co-Lokalisation mit Mikrotubuli
konnte als ein weiterer Hinweis auf eine mogliche Lokalisation der Sir2ae mRNA
und auch der RablA mRNA angesehen werden.

Obwohl gerade im Hinblick auf die Sirtuin-Ergebnisse vieles Spekulation ist, ha-
ben sich aus den bioinformatischen Analysen und experimentellen Ergebnissen
der vorliegenden Arbeit viele spannende Hinweise auf mogliche posttranskriptio-
nelle Regulationsmechanismen der untersuchten mRNAs ergeben. Diese bilden
den Ausgangspunkt fiir weitere experimentelle Untersuchungen der beschriebenen
mRNAs. Dies wird im folgenden Abschnitt noch einmal abschlieend diskutiert.
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5.5. Ausblick

Die entwickelten Strategien zur Strukturmotivvorhersage und Validierung wur-
den in dieser Arbeit ausschliefllich zur Analyse von untranslatierten Regionen in
mRNAs eingesetzt. In den letzten Jahren sind jedoch eine Vielzahl sogenannter
"noncoding RNAs”, also nicht fiir Protein codierende RNAs entdeckt worden und
es wird angenommen, dafl die Zahl dieser RNAs weiter ansteigen wird (Storz,
2002). Viele dieser "noncoding RNAs” enthalten bestimmte Strukturmotive, die
zum einen fiir die Funktion wichtig sind und zum anderen die jeweilige "noncoding
RNA” Klasse charakterisieren. Ein typisches Beispiel hierfiir sind die sogenannten
H/ACA-Box snoRNAs (small nucleolar RNAs) (Kiss, 2002).

Die Durchfithrung multipler Strukturalignments solcher "noncoding RNAs” kénn-
te eingesetzt werden, um eine Konsensusstruktur oder zumindest bestimmte Struk-
turmotive, die einer Klasse von "noncoding RNAs” gemeinsam sind, zu bestim-
men. Diese konnten dann in ein Suchmuster umgesetzt werden, um durch den
Einsatz von HyPa neue Vorkommen der jeweiligen RNA zu entdecken. So lie-
Ben sich zum Beispiel auch durch die Berechnung multipler Strukturalignments
bereits bekannter Stemloop-Precursor von micro-RNAs Konsensusstrukturen sol-
cher Precursor ermitteln, die dann zur Vorhersage neuer miRNAs eingesetzt wer-
den konnten.

Durch die Kombination von bioinformatischen Strategien zur Entdeckung soge-
nannter “conserved noncoding sequences” (CNS), wie sie zum Beispiel in der Dok-
torarbeit von Jomuna Choudhuri entwickelt wurden (Choudhuri, 2003), mit den
in dieser Arbeit entwickelten Strategien zur Vorhersage gemeinsamer Struktur-
motive, konnten Regionen, die nicht fiir Proteine kodieren und dennoch zwischen
verschiedenen Spezies konserviert sind, daraufhin iiberpriift werden, ob sie funk-
tionale RNAs enthalten konnen.

Da funktionale RNAs haufig durch ihre Sekundéarstruktur bzw. bestimmte Sekun-
darstrukturmotive charakterisiert sind, konnen die in dieser Arbeit entwickelten
Strategien in Zukunft somit zur Analyse von "noncoding RNAs” eingesetzt wer-
den.

Die Ergebnisse der experimentellen Analysen fiir den vorhergesagten Stemloop
in der RablA 3’UTR haben gezeigt, dafl dieser mit einem groflen Proteinkom-
plex interagiert. Aufgrund der MALDI-Analysen ist es ziemlich wahrscheinlich,
dafl sowohl das regulatorische Rab GDI-Protein als auch ein potentielles RNA-
Bindeprotein in diesem Komplex enthalten sind. Auch eine Assoziierung der
RablA mRNA mit dem Cytoskelett der Zelle scheint méglich zu sein. Da jedoch
sowohl die Identifizierung des Keratin 7 als auch des Sirtuin 6 durch die MALDI-
Experimente mit einem gewissen Unsicherheitsfaktor bewertet werden mufl, bie-
ten sich zur Uberpriifung der Assoziation der RablA mRNA mit dem Cytoskelett
weitere Experimente an. Hierfiir wiirden sich Co-Lokalisationsexperimente eig-
nen. Dabei wiirde man versuchen, zunéchst die Lokalisation der RablA mRNA
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zu zeigen, wofiir man theoretisch wieder die FRET Experimente einsetzen konnte,
allerdings an Gewebeschnitten. In diesen Gewebeschnitten konnten dann durch
spezifische Antikorper Teile des Cytoskeletts sichtbar gemacht werden, um nach-
zuweisen, ob die RablA mRNA in demselben Bereich lokalisiert ist. Mit solchen
Co-Lokalisationsstudien liefle sich natiirlich auch direkt {iberpriifen, ob die identi-
fizierten Proteine tatsédchlich mit der RablA mRNA assoziiert sind. Hierzu miif-
ten spezielle Antikorper gegen die identifizierten Proteine verwendet werden, um
ihre Lokalisation in Gewebeschnitten nachzuweisen. Hier wére vor allem die In-
teraktion mit dem Rab GDI-Protein von Interesse, da das einen moéglichen neuen
Regulationsmechanismus fiir das Rab1A Protein darstellen konnte. Dabei wiirde
ein regulatorisches Protein direkt mit der mRNA des zu regulierenden Proteins
interagieren.

Ahnliche Fragestellungen wie fiir die RablA mRNA ergeben sich auch fiir die
Sir2a mRNA, deren 3'UTR ebenfalls den vorhergesagten Stemloop enthélt. Die
mogliche Interaktion mit dem Sirtuin 6 ist dabei besonders spannend. Fiir die
Sir2a mRNA koénnte man auch versuchen, eine Lokalisation, moglicherweise im
perinuklearen Raum, nachzuweisen. Aufgrund des nicht eindeutig auswertbaren
Spektrums miifite die Interaktion des Stemloops bzw. der Sir2a mRNA oder auch
der RablA mRNA mit Sirtuin 6 jedoch mit anderen experimentellen Methoden
(hierfiir konnten Co-Immunoprizipitationsexperimente eingesetzt werden) verifi-
ziert werden.

Obwohl sich mit den oben beschriebenen Experimenten nachweisen liele, daf3
die RablA mRNA tatséchlich mit dem Cytoskelett der Zelle assoziiert ist und
dadurch lokalisiert wird, konnte man zur Aufklarung der tatséichlichen Bedeu-
tung des vorhergesagten Stemloops fiir die posttranskriptionelle Genregulation
einer mRNA sogenannte Reportergen-Analysen durchfithren. Hierzu wiirde man
die 3’'UTR, einmal mit und einmal ohne den Stemloop, hinter die codierende
Sequenz eines Reportergens, zum Beispiel lacZ, klonieren. Da man sowohl die
mRNA (durch in situ Hybridisierung) als auch das lacZ Proteinprodukt in Ge-
webeschnitten nachweisen kann, konnte iiberpriift werden, ob die 3’'UTR, Einflufl
auf die Lokalisation oder auch die Translationseffizienz des Reportergens hat und
ob sich dieser Einflu durch den fehlenden Stemloop &ndert.
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A. Sequenzen

Histon 3’UTRs

>3MMU005868 3’UTR in M.domesticus (CD-1) mRNA for histone H2A
(partial) 108 bp
ggccacugcucgecgucggeccgegucucugugauauaacccccgegageucccaaaaagg
cucuuuucagagccacccacugaaucagauaaagaguugugucacggu

>3MMU000265 3’UTR in M.domesticus (CD-1) mRNA for histone H3
(partial) 110 bp
auuaggguagugagugaauuuggaccccaaaggcucuuuucagagecacccacauuuucu
auaaaaggcuguauaucgauaagcuuuuauaaaccccacucagcaacucc

>3RN0001862 3°UTR in Rat testis-specific histone UH2B mRNA,
complete cds.45 bp
gcccacagagcucacaacagacccaaaggcucuuuucagagecac

>3HSA014419 3’UTR in Homo sapiens histone H2A.2 mRNA,
complete cds. 118 bp
ggcugacguccggceccaagugggeccageccggeccgegucucgaaggggcaccugugaa
cucaaaaggcucuuuucagagccacccacguuuucaaauaaaagaguuguuaaugeug

Ferritin 5’UTRs

>5HSA015337 ’UTR in Human mRNA for ferritin heavy chain,
5’UTR (sequence from the 5’cap to the start codon)
ccagacguucuucgccgagagucgucgggguuuccugcuucaacagugeuuggacggaac
ccggegeucguuccccaccccggecggecgeccauagecageccuccgucaccucuucac
CgrCacccucggacugecccaaggeccccgecgecgruccagegecgegeagecaccgecg
ccgeegecgecucuccuuagucgecgec

>5MMU002159 5°UTR in Mouse ferritin heavy chain gene,
complete cds.
cagacguucucgcccagagucgccgegguuuccugcuucaacagugcuugaacggaacce
ggugcucgaccccuccgacccccgecggecgecuucgagecugageccuuugcaacuucgu
cguuccgccgcuccagegucgccaccgegecucgecccgecgecacce

147



A. Sequenzen

>5CET000003 5°UTR in Calpodes ethlius midgut secreted
ferritin S subunit precursor(FER) mRNA, complete cds.
gagaugguuuuguuaucgcgcugcguaguuuauuuaauuucgcuuaaaaucugagecauc
guugcgaguaacccuguuuuaguuucguugcaagauagccuucugegecaguguguguaa
aggcuagacuugaagucgucguacgggacugucauauaauaaauaaaauauuuuuuucuc
gucaaaguaucugugauuuaauuguagaaaa

>5BTA001019 5°UTR in Bos taurus mRNA for ferritin H

subunit, complete cds.
cugcucguccccceccuacceeggecggecacucagagecageccucgucaccacuugaca
gcgeeccuccgaccggeccaagguccccgecgeuccagugecgeucggecgucgecgecac
caccaccaccaccgeccguuuucagecgeccacce

>555C000641 5°UTR in Pig mRNA for ferritin heavy-chain,
complete cds
ggcacgaggcgguuuccugcuucaacagugcuuggacggaacccggegeucgucacccge
ccecggecggecgeucagageccagcccucaccaccgcuccucagecucccgec

>5AAE000067 5’UTR in Aedes aegypti ferritin heavy

chain-like protein (ferH) gene, complete cds
cauuucagacuaguaccggacaccgauagagguggaagcaauacgacugugaguuuaacu
ucccuauuauuccaucgcagccaucgagucaccuucugugcecaguguguauaaagguuga
caacguuugaaaacuagugaaagcugcuaggaaauucuaguucugucuaguauauuuuga
aagagcauucggaaaccaguguaacaagaa

modifizierte Ferritin 5’UTRs

> seq_AF068224.1
uuagcgcacaaagcgeugcucucucaugcagaauugaacucugaaagecuagucucaagau
aauguucgcucggucaggagagcugacggacuuggacacccuccuuuuccccgeguuccg

cagcg

> seq_AF161708.1
guuauccgguguaaaagguaguaucgucaagcgagauguucguuagaucuuuauguucgg
cuccaagagcgaguugauauuuaguguugaauuagaacaaauguuaaugaaagaauuaau
uuugaggucaaaacugcgaauuaauuuuaucuuuccgecguuacuuguuucgeucauuge
uaacguuuuaucguaugcuguaagcucga

> seq_D15071.1

gceceggeegegacgecacccgacggeucccucceggeagugegguccuggecagugageu
gggecgeucaggageccccaacuucgeucgeucuccgeccagucgeggeacaggecc
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> seq_D86626.1
aauuccuaaugccgaaacuuacacauuauaaaaaaguuageuccgaaccgecugeguucu
uaaggaacccuaacauaauuucuccugcuuucuaaucaccaagauguaugagacaugagg
auauucggacguguucagugaaacacuucggagaauuuuaaacauaacuua

> seq_M12120.1
acccccucuucgacucuugacgagcgucuuauuacucaacaacagacauuccaaaccuug
ucuaccccuuuugcugauugcaageagugegeggegeaugeacgugacaugecugegeua
Cuaaaauuuacuuccuuugaauuuuga

Rabl 3'UTRs

>gi AF170935 Homo sapiens GTP-binding protein (RAB1A) mRNA,
3’ untranslated region
ucugccuccauccuuuucucacagcaaugaauuuugcaaucugaacccaagugaaaaaca
aaauugccugaauuguacuguauguagcugcacuacaacagauucuuaccgucuccacaa
ggucagagauuguaaauggucaauacugacuuuuuuuuuuauucccuugacucaagaccg
cuaacuucaauuucagaacguguuuuaaaccuuugugugcugguuuauaaauaau

>gi Y00094 Mouse GTP-binding protein (RAB1A) mRNA,

3’ untranslated region
ucugccuccguccuuuucucacagcaaugaauucgcaaucugaacccaagugaaaaaaca
aaauugccugaauuguacuguauguagcugcacuacaacagauucuuaccguuuccacaa
ggucagagauuguaaauggucaauacugacuuuuuuuuuuauucccuugacucaagaccg
cuaacuucauuuucagaacuguuuuaaaccuuugugugcugguuuauaaaauaau

>3D0M000021 3°UTR in Discopyge ommata GTP-binding protein
(o-rabl) mRNA, complete cds. 154 bp
gaauuuucacucuccgcauuugauuuaaaaggcccaaaaguaagaaauguugccugaauu
guacuguaaguagccacacuacugcagacuuuccccuuucccugeccccuuucagacaca
aucaggcacugagaagccaggauuggcugggauu

BMP7 3'UTRs

>XL_BMP7_v1 BMP7 3’UTR Variante 1
caauagcaguuauucuguuuuuaacagucauuuuaaugguauuguccuuauguuuauuuu
aaaguuuuuaaacaguagagauacuugaccaucacacuuaaaaaaugcauuguacaccuu
aacggaugaaaagauuuuguuuuugcuaugauuuucaugcaguuaggaaaauguuauaug
uucauuauuucuguaauguauuggecauguuauuguauccaagaagaacaaugacugauge
aaucaaaauauggcucuucaacagaaaauguacaacugcaaugggcaaauaauuaaacaa
uuuu
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>XL_BMP7_v2 BMP7 3’UTR Variante 2

caauagcaguuauucuguuuuuaacagucauuuuaaugguauuguccuuauguuuauuuua
aaguagagauacuugaccaucacacuuaaaaaaugcauuguacaccuuaacggaugaaaag
auuuuguuuuugcaugauuuuuuugcaugauuuucaugeaguuaggaaaauguuauauguu
cauuauuucuguaauguauuggcauguuauuguauccaagaagaacaaugacugaugecaau
caaaauauggcucuucaacagaaaauguacaacugcaaugggcaaauaauuaaacaauuuu

>3XLA000193 3°UTR in Xenopus laevis bone morphogenetic
protein 7 (XBMP7) mRNA, complete cds. 347 bp
caacucgaguugugucagcugugugcaugcaaugcaguaucguuuacagucauuuauggu
auuguccuuauguuuauuuuaaaguuuuaacaguagagauacugaccaucacacuaaaaa
ugcauuguacaccuuaacggaugaaaagauuuugcuuuuuugcuaugauuuucaugecagu
uaggaaaauguuauauguucauuauuuauguaauguauuggcauguuauuguauccaaga
agaacaaugacugaugcaaucaaaauauggcucuucaacagaaaauguacaacugcaaug
ggcaaauaauuaaacaauuuuaagacacaaaaaaaaaaaaaaacuca

weitere UTRs

>bHSA023193 5’UTR in Homo sapiens SLC11A3 iron transporter
mRNA, complete cds
agcuggcucagggcguccgcuaggecucggacgaccugcugagecucccaaaccgeuucca
uaaggcuuugcuuuccaacuucagcuacaguguuagcuaaguuuggaaagaaggaaaaaa
gaaaaucccugggccccuuuucuuuuguucuuugccaaagucgucguuguagucuuuuug
cccaaggcuguuguguuuuuagaggugcuaucuccaguuccuugcacuccuguuaacaag
caccucagcgagagcagcagcagcgauagcagccgecagaagagecageggggucgecuag
uguc

>5MMU011005 5°UTR in Mus musculus SLC11A3 iron transporter
mRNA, complete cds.
ggggucucugcggecgguggaucuccaacccgeucccauaaggeuuuggeuuuccaacuu
cagcuacaguguuagcuaaguuuggaaagaagacaaaaagaagaccccgugacagcuuug
cuguuguuguuugccuuaguuguccuuuggggucuuucggecauaaggeuguugugecuuau
acuggugcuaucuucgguuccucucacuccugugaacaagcucccgggcaagagcagecua
aagcuaccagcaucagaacaaacaaggggagaacgccugguguc

>5DME003619 5’UTR in Drosophila melanogaster succinate
dehydrogenase iron-subunit (sdhB) gene, complete cds
caguuucgugcaacuuuuuguacgcaaauaagaaaaacaulaaauuugecucucagceaaau
cgauaauugcaaacgcagugccguuucaauugcagceacaaaccgcaacgaaa
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>3HSA008842 3°UTR in Human mRNA for transferrin receptor

2464 bp
augugauacccauagcuuccaugagaacagcaggguagucugguuucuagacuugugecuga
ucgugcuaaauuuucaguagggcuacaaaaccugauguuaaaauuccaucccaucaucuug
guacuacuagaugucuuuaggcagcagcuuuuaauacaggguagauaaccuguacuucaag
uuaaagugaauaaccacuuaaaaaauguccaugauggaauauuccccuaucucuagaauuu
uaagugcuuuguaaugggaacugccucuuuccuguuguuguuaaugaaaaugucagaaacc
aguuaugugaaugaucucucugaauccuaagggecuggucucugcugaagguuguaaguggu
ucgcuuacuuugagugauccuccaacuucauuugaugcuaaauaggagauaccagguugaa
agaccucuccaaaugagaucuaagccuuuccauaaggaauguagcagguuuccucauuccu
gaaagaaacaguuaacuuucagaagagaugggcuuguuuucuugccaaugaggucugaaau
ggagguccuucugcuggauaaaaugagguucaacuguugauugcaggaauaaggecuuaau
auguuaaccucagugucauuuaugaaaagaggggaccagaagccaaagacuuaguauauuu
ucuuuuccucugucccuucccccauaagcecuccauuuaguucuuuguuauuuuuguuucuu
ccaaagcacauugaaagagaaccaguuucagguguuuaguugcagacucaguuugucagac
uuuaaagaauaauaugcugccaaauuuuggccaaaguguuaaucuuaggggagageuuucu
guccuuuuggcacugagauauuuauuguuuauuuaucagugacagaguucacuauaaaugg
uguuuuuuuaauagaauauaauuaucggaagceagugeccuuccauaauuaugacaguuauac
ugucgguuuuuuuuaaauaaaagcagcaucugcuaauaaaacccaacagauacuggaaguu
uugcauuuauggucaacacuuaaggguuuuagaaaacagccgucagccaaauguaauugaa
uaaaguugaagcuaagauuuagagaugaauuaaauuuaauuagggguugcuaagaagegag
cacugaccagauaagaaugcugguuuuccuaaaugcagugaauugugaccaaguuauaaau
caaugucacuuaaaggcugugguaguacuccugcaaaauuuuauagecucaguuuauccaag
guguaacucuaauucccauuugcaaaauuuccaguaccuuugucacaauccuaacacauua
ucgggagcagugucuuccauaauguauaaagaacaagguaguuuuuaccuaccacaguguc
uguaucggagacagugaucuccauauguuacacuaaggguguaaguaauuaucgggaacag
uguuucccauaauuuucuucaugcaaugacaucuucaaagcecuugaagaucguuaguaucua
acauguaucccaacuccuauaauucccuaucuuuuaguuuuaguugcecagaaacauuuugug
gucauuaagcauuggguggguaaauucaaccacuguaaaaugaaauuacuacaaaauuuga
aauuuagcuuggguuuuuguuaccuuuaugguuucuccagguccucuacuuaaugagauag
cagcauacauuuauaauguuugcuauugacaagucauuuuaauuuaucacauuauuugeau
guuaccuccuauaaacuuagugcggacaaguuuuaauccagaauugaccuuuugacuuaaa
gcagagggacuuuguauagaagguuugggggeuguggggaaggagaguccccugaaggucu
gacacgucugccuacccauucguggugaucaauuaaauguagguaugaauaaguucgaagce
uccgugagugaaccaucauauaaacguguaguacagcuguuugucauagggcaguuggaaa
cggccuccuagggaaaaguucauagggucucuucagguucuuagugucacuuaccuagauu
uacagccucacuugaaugugucacuacucacagucucuuuaaucuucaguuuuaucuuuaa
ucuccucuuuuaucuuggacugacauuuagceguagcuaagugaaaaggucauageugagau
uccugguucggguguuacgcacacguacuuaaaugaaagcauguggeauguucaucguaua
acacaauaugaauacagggcaugcauuuugcagcagugagucucuucagaaaacccuuuuc
uacaguuaggguugaguuacuuccuaucaagccaguacgugcuaacaggcucaauauuccu
gaaugaaauaucagacuagugacaagcuccuggucuugagaugucuucucguuaaggagua
gggccuuuuggagguaaagguaua
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B. Abkiirzungsverzeichnis

APS
ARE
BMP
CPE
DIG
DNA
DTT
EDTA
EST
FRET
GPRM
h

IRE
IRES
kDa

1

M
MALDI
min
mRNA
miRNA
PAA
PBS
RAB
RNA
rpm
SDS
SIR
TBE
TOF
Tris
tRNA
UTR
v

v

A

Ammoniumperoxodisulfat

AU-reiches Element

Bone Morphogenetic Protein
cytoplasmatisches Polyadenylierungselement
Digoxigenin

Desoxyribonukleinsédure

Dithiothreitol
Ethylendiamintetraacetat

Expressed sequence tag

Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer
Genetic Programming for RNA Motifs
Stunde

Iron Responsive Element

Internal ribosome entry site
kilo-Dalton

Liter

molar

Matrix assisted laser desorption ionisation
Minute

messenger RNA

micro RNA

Polyacrylamid

Phosphate-buffered saline

Ras-like in rat brain

Ribonukleinséure

rounds per minute
Sodiumdodecylsulfat

silent information regulator
Tris-Borat-EDTA Puffer

time of flight
Trishydroxymethylaminomethan
transfer RNA

untranslatierte terminale Region

Volt

volume

weight
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