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DNA deoxyribonucleic acid SgRNA small guide ribonucleic acid

DPBS Dulbecco's phosphate-buffered saline SiRNA small interfering ribonucleic acid

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure Tab. Tabelle

FBS fetal bovine serum TAE Tris-Acetat-EDTA

FISH Fluoreszenz in situ Hybridisierung TBS Tris-buffered saline

g Gramm/ Erdbeschleunigung TEMED  Tetramethylethylendiamin

GDP Guanosindiphosphat U unit

GFP green fluorescent protein u.a. unter anderem

GTP Guanosintriphosphat UTP Uridintriphosphat

h Stunde UTR untranslated region

HBSS Hank's Balanced Salt Solution uv Ultraviolett

HEBS HEPES-buffered saline \% Volt

HRP horseradish peroxidase wt Wildtyp

IF Immunfluoreszenz z.B. zum Beispiel
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Zusammenfassung

Entzlindungsreaktionen sind durch rasche, starke und transiente VVeranderungen der zelluléren
Genexpression gekennzeichnet, welche u.a. durch proinflammatorische Zytokine wie
Interleukin-1 (IL-1) vermittelt werden. IL-1 beeinflusst dabei sowohl die Syntheserate, als
auch den Abbau der messenger (m)RNA Molekiile. Die molekularen Mechanismen, welche
die zeitlich koordinierte und dynamische Expression von hunderten von unterschiedlichen
IL-1 Zielgenen auf diesen beiden Ebenen des mRNA-Stoffwechels orchestrieren, sind dabei
noch unvollstandig verstanden. Beim mRNA-Abbau stellt das Decapping einen zentralen, die
MRNA Degradation einleitenden Prozess dar. Zundachst erfolgt hierbei die Hydrolyse der
5'-m’-Guanosin-Cap-Struktur durch die katalytische Untereinheit des Decapping-Komplexes
DCP2, wonach die mRNA in 5’-3’-Richtung durch die Exoribonuklease XRN1 abgebaut wird.
DCP2 und XRN1 koénnen dabei u.a. zusammen mit der regulatorischen Untereinheit des
Decapping-Komplexes DCPla und dem scaffold Protein EDC4 in membranlosen,
zytoplasmatischen processing bodies (P-Bodies) kolokalisieren. Aufgrund dieser starken,
lokalen Konzentration von Faktoren des mRNA-Abbaus besteht die Annahme, dass diese
makromolekularen Strukturen praferentielle Kompartimente des mRNA-Abbaus darstellen.
Eine alternative Hypothese impliziert P-Bodies als Orte der transienten Lagerung von
mRNAs, die dem Translationsprozess voriibergehend entzogen worden sind. Ein
ubergeordnetes Ziel dieser Dissertation war es, die Relevanz von Decapping-Faktoren im
proinflammatorischen signaling zu untersuchen. Dazu wurden im ersten Teil dieser Arbeit
posttranslationale Modifikationen von Decapping-Faktoren sowie die dabei beteiligten
Enzyme untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass in Abhangigkeit von der
IL-1-induzierten, reversiblen Phosphorylierung und K63-abhangigen Ubiquitinylierung von
DCP1la durch JNK bzw. TRAF6 die Decapping-Aktivitat, die Interaktion von einzelnen
Decapping-Faktoren und die Assemblierung von P-Bodies reguliert werden kann. Im zweiten
Teil dieser Arbeit wurden zur weiteren Untersuchung der Rolle von Decapping-Faktoren und
der dualen Funktion von P-Bodies DCP1a, EDC4 oder XRN1-defiziente Zelllinien mittels des
CRISPR/Cas9 Systems etabliert. In diesen Modellsystemen zeigte sich nach der Depletion
von EDC4 eine verringerte Phosphorylierung von DCP1a, sodass hier EDC4 eine neue Rolle
bei der Rekrutierung der zustandigen DCP1a Kinase JNK spielt. Der knockdown von DCP1la
zeigte dagegen eine weitreichende Reduzierung der IL-1-abhdngigen Aktivierung von JNK
und p38 MAPK, sowie eine Verringerung der NFxB p65 Translokalisation in den Zellkern,

wodurch DCP1la als neue regulative Komponente im gesamten IL-1 signaling betrachtet
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werden kann. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Assemblierung von P-Bodies
unmittelbar von der Proteinkonzentration der einzelnen Faktoren abhédngig ist. Wahrend die
Depletion von DCP1a zu einer Erhohung der zellularen P-Body-Anzahlen fuhrte, hemmte der
knockdown von EDC4 die P-Body-Assemblierung komplett. Die Depletion von XRN1
hingegen bewirkte eine Erhohung der P-Body-Grolie. Mikroskopische Kolokalisationsstudien
unter Verwendung von proximity ligation assays zeigten, dass die Depletion von DCP1a,
EDC4 oder XRN1 zu einer Reduktion der zytoplasmatischen Protein:Protein-Interaktionen
dieser Faktoren auBerhalb der P-Bodies flhrt. Diese Verénderungen der P-Body-
Assemblierung nach der Depletion von DCP1a, EDC4 oder XRNL1 korrelierten nicht mit einer
Veranderung der mRNA-Spiegel der proinflammatorischen Transkripte IL8, IL6, CXCL3 und
NFKBIA, so dass der Abbau dieser mRNAs offenbar tberwiegend auf3erhalb von P-Bodies
stattfindet. Alle drei knockdowns fiihrten jedoch zu einer transkriptspezifischen Stabilisierung
der untersuchten mRNAs. Dieser Effekt war fir die NFKBIA mRNA nach der Depletion von
XRN1 am starksten ausgeprégt. Eine systematische Analyse der subzelluléren Verteilung der
IL8-, NFKBIA- und IL6- Transkripte mittels single molecule RNA-FISH zeigte eine massive
Akkumulation der NFKBIA-mRNA, aber nicht der IL8-mRNA, in den P-Bodies der XRN1
knockdown Zellen. Zur Untersuchung der Fragestellung, ob diese Akkumulation der
NFKBIA-Transkipte in den P-Bodies Auswirkungen auf den Proteinspiegel des zentralen
NF«B-Regulators  IkBa  aufweist, wurden  pharmakologische  Inhibitoren  der
IL-1-Signaltransduktion, der Transkription und der Translation eingesetzt, um so mRNA-und
Proteinmengen zu modulieren. Hierdurch konnte keine Auflésung der Akkumulation des
NFKBIA-Transkriptes in den P-Bodies der XRN1 knockdown Zellen herbeigefuhrt werden
und es fand sich keine Korrelation zwischen mRNA-Abbaurate, mRNA-Lokalisation und
IxBa-Proteinspiegel. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen damit, dass Decapping-Faktoren im
IL-1 Signalweg einerseits posttranslational reguliert werden, andereseits aber auch selbst
einen Einfluss auf die IL-1 Signalkaskaden austiben. Wahrend DCP1la, EDC4 und XRN1
beim Abbau von IL-1-induzierten Transkripten beteiligt sind, ist die Assemblierung von
P-Bodies dagegen fur diesen Effekt nicht erforderlich. Unter Konditionen mit gehemmtem
MRNA-Abbau erméglicht die dynamische Umverteilung der mRNAs in P-Bodies die
Konstanthaltung der zellul&ren Proteinmenge, indem die kumulierenden Transkripte nicht fiir
die Translation im Zytoplasma zur Verfugung stehen. Somit zeigen diese Daten, dass
P-Bodies im proinflammatorischen signaling vor allem als Speicherorte fir mRNAs und
MRNA-Abbaufaktoren fungieren und so direkt Einfluss auf die Genexpression bei einer

Entzundungsreaktion nehmen kénnen.
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Abstract

Inflammatory reactions are characterized by rapid and strong changes in the cellular
expression of genes, a process that is mediated by proinflammatory cytokines such as
interleukin-1 (IL-1). Thereby, IL-1 regulates both the rate of synthesis and decay of
messenger (M)RNA molecules. The molecular mechanisms that orchestrate the timely and
dynamic expression of hundreds of different IL-1 target genes at these two levels of the
MRNA metabolism are incompletely understood. Decapping is a central process initiating
mRNA degradation. After hydrolysis of the 5’-m’-guanosin-cap-structure by the catalytic
subunit of the decapping complex, DCP2, the mRNA is degraded in 5°-3” direction by the
exoribonuclease XRN1. DCP2 and XRN1 colocalize together with the regulatory subunit of
the decapping complex DCP1la and the scaffolding protein EDC4 within membrane-less
cytoplasmic processing bodies (P-bodies). This strong local concentration of mRNA
decapping factors has led to the hypothesis that these macromolecular structures are
preferential sites of MRNA decay. An alternative hypothesis implicates P-bodies as transient
sites of storage for mMRNAs which have been withdrawn from translation. An overarching aim
of this thesis was to explore the relevance of decapping factors for proinflammatory signaling.
In the first part of this work posttranslational modifications of decapping factors and the
enzymes involved were investigated. It was shown that reversible IL-1-induced
phosphorylation by JNK and K63-linked ubiquitination by TRAF6 regulate decapping
activity, interaction of decapping factors and P-body assembly. In the second part of the work,
DCPla, EDC4 and XRN1-deficient cell lines were established by the CRISPR/Cas9 system
and used to investigate the roles of decapping factors and the dual function of P-bodies. In
these models, the depletion of EDC4 resulted in reduced phosphorylation of DCPla
suggesting that EDC4 plays a new role recruiting the DCP1a kinase JNK. The knockdown of
DCP1a resulted in suppression of IL-1-mediated activation of JNK and p38 MAPK and in
reduced nuclear translocation of NFkB p65. Thus, DCP1a can be viewed as a new regulatory
component of the IL-1 signaling pathway. Moreover, it was shown that the assembly of
P-bodies is directly dependent on the concentration of the individual factors. Whereas
depletion of DCP1la increases P-body numbers, knockdown of ECD4 completely impairs
P-body assembly. In contrast, depletion of XRN1 increases P-body size. Microscopic
colocalization studies using proximity ligation assays revealed that the depletion of DCP1a,
EDC4, or XRNL1 led to the reduction of protein:protein interactions of these factors outside of

P-bodies. These changes in P-body assembly after depletion of DCP1a, EDC4 or XRN1 did
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not correlate with changes in mMRNA levels of the proinflammatory transcripts IL8, IL6,
CXCL3 and NFKBIA. Therefore, the decay of these mRNAs occurs mainly outside of
P-bodies. However, all three knockdowns results in transcript-selective stabilization of the
examined mRNAs. This effect was most prominent for the NFKBIA mRNA in cells lacking
XRN1. A systematic analysis of the subcellular distribution of 1L8, NFKBIA and IL6
transcripts by single molecule RNA-FISH revealed a massive accumulation of NFKBIA
MRNA but not IL8 mMRNA in P-bodies of XRN1 knockdown cells. This raised the question if
the accumulation of NFKBIA transcripts within P-bodies affects the protein levels of the
central regulator of NFxB, IkBo. Towards this end, pharmacological inhibitors of IL-1
signaling, transcription and translation were used to modulate mRNA and protein levels. In no
instance a resolution of NFKBIA accumulation within P-bodies was observed and there was
no correlation between mRNA decay rate, mMRNA localization and IxBo protein level.
Collectively, the results of this thesis show that within the IL-1 pathway decapping factors are
regulated by posttranslational modifications but themselves also directly affect IL-1-signaling
cascades. Whereas DCP1a, EDC4 and XRNL1 participate in decay of IL-1-induced transcripts,
the assembly of P-bodies is not needed for this effect. Under conditions of suppressed mRNA
decay the dynamic redistribution of mMRNASs into P-bodies facilitates maintenance of cellular
protein levels by excluding cumulated transcripts from cytoplasmic translation. These data
show that for proinflammatory signaling P-bodies function primarily as storage sites for
mRNAs and mRNA decay factors thereby directly influencing gene expression during

inflammation.
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1. Einleitung
1.1. Die menschliche Immunantwort

Eine Vielzahl endogener und exogener Noxen kdnnen die Aktivierung des menschlichen
Immunsystems herbeifiihren. Dabei stellen DAMPs (Damage-associated molecular patterns)
endogene Faktoren dar, welche im normalen Zustand keine Reaktion des Immunsystems
hervorrufen, jedoch nach einem zelluldren Schaden mit darauf folgender Nekrose in das
extrazellulare Milieu entlassen werden und anschlieBend zur Aktivierung des Immunsystems
fihren. Zu diesen Faktoren gehdren vor allem das Chromatin-assoziierte Protein HMGB1
(High-mobility group box 1), Hitzeschockproteine und Bestandteile des Purinmetabolismus
wie z.B. Adenosintriphosphat oder auch das Zytokin IL-l1oa (Interleukin 1-alpha). Die
Aktivierung des Immunsystems durch diese endogenen Faktoren fuhrt anschlieBend zur
Ausbildung einer sterilen Entziindungsreaktion, wobei die zellularen Mechanismen mit der
Aktivierung des Immunsystems durch exogene Organismen hohe Ahnlichkeiten aufweisen
(Chen & Nunez, 2010; Dinarello et al, 2012). Zu den exogenen Organismen z&hlen
mehrzellige Lebewesen wie Wirmer (z.B. Echinococcen oder Schistosomen), einzellige
Protozoen (z.B. Trypanosomen oder Plasmodien), Pilze, Bakterien oder Viren, welche
vielféltige Infektionskrankheiten auslosen konnen. Zur Abwehr dieser Krankheitserreger
stellen die Haut, die Schleimh&ute und Epithelien im Inneren des menschlichen Kdrpers mit
ihren physikalischen und chemischen Eigenschaften die erste Barriere flr die Pathogene dar
und verhindern einen ungehinderten Eintritt der Erreger in den Kdrper. Dartiber hinaus sorgt
das angeborene wie auch das adaptive Immunsystem flr die Abwehr der Krankheitserreger

durch das gezielte Abtéten und die regulierte Phagozytose der Pathogene (Roitt et al, 2011).

Das angeborene Immunsystem wird nach der Erkennung von DAMPs und der Uberwindung
der epithelialen Barrieren der Haut, des Gastrointestinaltraktes und des Atemtraktes durch
Krankheitserreger aktiviert, indem die Erkennung der endogenen Faktoren und Pathogene im
Gewebe durch Makrophagen mit spezifischen Rezeptoren stattfindet. Makrophagen kénnen
neben der direkten Phagozytose auch durch eine Sezernierung von reaktiven
Sauerstoffspezies, lysosomalen Enzymen, Interferonen, Zytokinen und Chemokinen ein
Abtoten der Erreger bewirken. Zusétzlich fihren die sezernierten Stoffe zu einer Rekrutierung
von anderen Leukozyten, wie neutrophilen Zellen oder Monozyten und lymphatischen Zellen,
wie den naturlichen Killerzellen. Diese Anh&ufung von verschiedenen Zelltypen am Ort der
Infektion flihrt anschlieRend zur Ausbildung einer lokalen Entziindung, wodurch die Erreger
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maoglichst effektiv abgetotet werden. Kommt es trotz dieser ersten Immunabwehr des Korpers
zu einem Eindringen der Krankheitserreger in den Blutkreislauf, so wird das
Komplementsystem als weitere Komponente des angeborenen Immunsystems aktiviert.
Dieses aus Plasmaproteinen bestehende System bindet gezielt an die Oberflachen der
Pathogene und kann zu proteolytischen Reaktionen fiihren, Phagozytose ermdglichen und
durch die Ausschittung von Signalmolekiilen eine Entziindungsreaktion bewirken (Abbas et
al, 2007; Janeway et al, 2002).

Nach der ersten Abwehr der potentiellen Krankheitserreger durch das angeborene
Immunsystem kommt es zur Aktivierung des adaptiven Immunsystems, wobei die
Signalvermittlung vor allem durch die produzierten Zytokine und Chemokine stattfindet.
Dazu nehmen zunachst dendritische Zellen Erreger durch Phagozytose auf und wandern
anschlieBend in Lymphknoten, wo ihre Differenzierung zu antigenprésentierenden Zellen
erfolgt. Diese aktivieren anschliefend B- und T-Lymphozyten, welche fir die spezifische und
wiederkehrende Erkennung von Antigenen bestimmter Pathogene zustandig sind.
B-Lymphozyten sorgen durch die Synthese und Sekretion von spezifischen Antikorpern fir
die Neutralisierung der Erreger, indem diese mit den spezifischen Antikorpern umhillt
werden. Des Weiteren sorgt die Bindung der Antikorper an die Erreger fur eine Erkennung
dieser durch neutrophile Granulozyten, Makrophagen und das Komplementsystem und
anschlieBend fiir die Phagozytose und Abtétung der Erreger. Zytotoxische T-Lymphozyten
sorgen nach der Erkennung der spezifischen Antigene der Pathogene durch die Ausschittung
von Perforinen, Granzymen oder Fas-Ligand fir die gezielte Apoptose der betroffenen Zellen
und die Rekrutierung von Makrophagen und neutrophilen Zellen, sodass eine Abtdtung der

Pathogene gewahrleistet wird (Janeway et al, 2002; Roitt et al, 2011).

1.2. Zytokine als Bestandteil des Immunsystems

Bei diesen Prozessen der Aktivierung des angeborenen wie auch des adaptiven
Immunsystems zur Bekdmpfung mdoglicher Krankheitserreger nehmen Zytokine als
extrazelluldre Signalmolekile eine zentrale Rolle ein. Dabei haben Zytokine nicht nur
spezifische Wirkungen auf die jeweiligen Zellen des Immunsystems, sondern kénnen auch in
nahezu allen Organen und Geweben des Korpers tber die jeweiligen zelluldren Rezeptoren
spezifische Antworten ausldsen. Zytokine kdnnen Prozesse wie Zellteilung, Entziindung,
Zytotoxizitat, Differenzierung, Migration und Reparatur beeinflussen und werden nicht nur
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von den beschriebenen spezifischen Zelltypen des Immunsystems sezerniert, sondern kénnen
auch von einer Vielzahl anderer Zelltypen des Endothels oder Epithels von Geweben
produziert werden, um als Signalmolekile zwischen den einzelnen Zellen zu dienen.
Anschlieend konnen autokrine, parakrine oder endokrine Signalkaskaden durch die
sezernierten Zytokine vermittelt werden, wobei auch eine erneute Produktion von Zytokinen
durch die betroffene Zelle im Sinne eines feed forward loops stattfinden kann, wodurch es zur
Verstarkung der lokalen zellularen Antwort kommt. Dabei werden verschiedene
Signalkaskaden nicht nur von einzelnen Zytokinen ausgeltst, sondern die Zelle ist einer
Vielzahl von verschiedenen Zytokinen ausgesetzt, welche synergistische oder antagonistische
Funktionen austiben kodnnen. Die Einteilung der Zytokine erfolgt in die Gruppen der
Interleukine, Chemokine, Interferone, Tumornekrose-Faktoren und koloniestimulierenden
Faktoren (Janeway et al, 2002; Kindt et al, 2007; Roitt et al, 2011; Schmitz et al, 2011).

1.3. IL-1-vermittelter, proinflammatorischer Signalweg

1.3.1. IL-1-abhéangige Signaltransduktion

Die Interleukine-1o/f (IL-1 o/B) gehodren neben IL-18, IL-33, IL-36a und IL-36y zur
Interleukin-1-Familie und stellen zwei der wichtigsten Zytokine dar, da sie beim lokalen und
systemischen, proinflammatorischen signaling beteiligt sind, indem sie in sehr geringen
Mengen die Expression von Entziindungsmediatoren, Chemokinen und anderen Zytokinen
effektiv induzieren kénnen. Die Expression von IL-1 erfolgt in Form der zwei Varianten (IL-
lo und IL-1B) von zwei unabhangigen Genen, wobei Sequenzanalysen der Genstruktur von
IL1A und IL1B darauf hinweisen, dass die beiden Varianten durch eine Genduplikation vor
350 Millionen Jahren hervorgegangen sein kdnnten (Dinarello, 1996; Garlanda et al, 2013).
Obwohl nur eine Sequenzhomologie von ca. 30% zwischen diesen Varianten besteht, binden
IL-1a. und IL-1p hochaffin und hochspezifisch aufgrund struktureller Ahnlichkeiten an
denselben Rezeptor auf der Oberflache von Zellen. Die Expression beider Proteine erfolgt
zunachst als 33 kDa Polypeptidvorlaufer, wobei beide Formen proteolytisch prozessiert
werden, um die reifen Proteine mit einer Molekulargrélie von 17 kDa zu produzieren. IL-1p
weist dabei erst nach proteolytischer Spaltung Aktivitdt auf, wahrend IL-1a bereits als
Polypeptidvorldufer aktiv ist (Abbas et al, 2007; Dinarello et al, 2012). Wéhrend die
Expression von IL-1o durch Keratinocyten der Haut, Epithelzellen von Schleimh&uten sowie

Zellen der Lunge, Leber und Nieren konstitutiv stattfinden kann, erfolgt die Expression von
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IL-1B  erst nach ecinem proinflammatorischen  Stimulus. Bei nahezu allen
Entzindungsreaktionen findet sich eine erhéhte Expression von IL-1a und IL-1p, wodurch
diese Zytokine auch bei einer Vielzahl von autoinflammatorischen Krankheitsbildern
induziert vorliegen und durch ihre UbermalRige Menge entscheidend zur Pathogenese
beitragen. Diese Krankheitsbilder kdnnen sich dabei in vielfaltigen Symptomen manifestieren,
welche wu.a. Fieberschibe, allgemeine Ermidung, Muskel- und Gelenkschmerzen,
Appetitlosigkeit sowie Schlaflosigkeit umfassen konnen. Histologisch werden diese
Krankheitsbildern oft durch destruktive und fibrotische Prozesse begleitet (Dinarello et al,
2012).

IL-1o. und IL-1B binden beide an den Typ | IL-1-Rezeptor (IL-1R), welcher drei
extrazellulare, Immunoglobin-ahnliche Domanen aufweist und von einer Vielzahl von Zellen
exprimiert wird (Vigers et al, 1997). Diese Rezeptorkette kann aulRerdem vom IL-1-Rezeptor-
Antagonisten (IL-1Ra) gebunden werden, wodurch der Rezeptor geblockt wird und folglich
keine Bindung von IL-1 mehr mdglich ist und es so zu einer Inhibierung des Signalweges
kommen kann (Schreuder et al, 1997). Des Weiteren ist das IL-1-Rezeptor akzessorische
Protein (IL-1R-AcP) flr die Signalentstehung notwendig. Dieses Protein stellt ebenfalls ein
Transmembranprotein dar und bildet zusammen mit dem IL-1R und den IL-1-Agonisten einen
trimeren Komplex. Zur Signalentstehung binden die IL-1-Agonisten in einer dualen
Organisation gleichzeitig den IL-1R und IL-1R-AcP, wodurch es zur Signalentstehung kommt
(Cullinan et al, 1998; Dinarello, 2003).

Nach der Bindung der IL-1-Liganden an den Rezeptor und der darauf folgenden Rekrutierung
vom IL-1R-AcP kommt es zur Konformationsanderung des Rezeptors und der Interaktion der
intrazellularen Toll-IL-1-Rezeptor (TIR)-Domanen des IL-1-Rezeptors und des IL-1R-AcP.
(Dinarello, 2003; Wang et al, 2010). Dies fihrt zur Rekrutierung von IRAK4 (IL-1 receptor
associated kinase 4) und MyD88 (myoloid differentiation primary response gene 88) und
somit zur Ausbildung eines ersten aktiven IL-1-abh&ngigen Proteinkomplexes. IRAK4 wird
anschlieBend durch eine Autophosphorylierung posttranslational modifiziert und
phosphoryliert wiederum selbst IRAK1 (IL-1 receptor associated kinase 1) und IRAK2 (IL-1
receptor associated kinase 2). Darauf kommt es zur Rekrutierung von TRAF6 (TNF receptor
associated factor 6) und der Dissoziation des Proteinkomplexes aus IRAK1/IRAK2/TRAF6
vom IL-1-Rezeptor (Brikos et al, 2007). TRAF6 stellt eine Ubiquitin E3-Ligase dar und
katalysiert zusammen mit dem Ubiquitin E2-Ligase-Komplex aus UBC13 (Ubiquitin-
conjugating enzyme E2 13) und UEV1A (Ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 1) die
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regulatorische, Lysin 63 (K63)-abhangige Ubiquitinylierung von verschiedenen Proteinen wie
IRAK1, TAB2 (TGF-beta-activated kinase 1 and MAP3K7-binding protein 2), TAB3 (TGF-
beta-activated kinase 1 and MAP3K7-binding protein 3) und TAK1 (TGF-beta-activated
kinase 1) (Kanayama et al, 2004; Liu & Chen, 2011). TAK1 induziert anschlie3end in einer
Kaskade mit MEKK3 (Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 3) und dem

IKK-Komplex (Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase; bestehend aus IKKa, IKK und

IKKY) die Phosphorylierung von IxkBa (NF-kappa-B inhibitor alpha) (Yamazaki et al, 2009).
AnschlieRend kommt es zur Lysin 48 (K48)-abhangigen Ubiquitinylierung von IxkBa und der

proteasomalen Degradation des Proteins. Dadurch werden die weiteren Untereinheiten des
NFxB (Nuclear factor kappa-B)-Komplexes (p50, p52, p65, c-Rel (Proto-oncogene c-Rel),
RelB (Transcription factor RelB)) freigesetzt und konnen anschlieBend in den Zellkern
translozieren, um dort als Transkriptionsfaktoren an entsprechende DNA-Sequenzen zu
binden und die Expression von Zielgenen zu induzieren (Natoli et al, 2005; Zandi & Karin,
1999). Dabei weist der Komplex aus NFkB p50 und NF«xB p65 die starkste transkriptionelle
Aktivitat auf (Schmitz et al, 2004). Der Komplex aus TAK1 und MEKK3 kann daneben
zusétzliche MAP Kinase-Kinasen aktivieren, welche in einer Phosphorylierungskaskade
zunachst JNK (c-Jun N-terminal kinase) und p38 (MAP kinase p38) phosphorylieren, was
wiederum zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren der AP-1-Familie (z.B. c-Jun (Proto-
oncogene c-Jun) und ATF2 (cAMP-dependent transcription factor)) flihrt. Diese binden dann
ebenfalls an entsprechende DNA-Sequenzen und induzieren so die gerichtete Expression der
Zielgene. Dabei kommt es zur Expression von hunderten unterschiedlicher messenger RNAs
(mRNAS), welche bei verschiedenen zelluldren Prozessen beteiligt sind und unter anderem als
Mediatoren des Immunsystems (z.B. IL8, IL6, CXCL3) oder als Komponenten des
proinflammatorischen signalings (z.B. NFKBIA) agieren kdnnen (Bandman et al, 2002;
Weber et al, 2010). Diese gerichtete und koordinierte Expression einer Vielzahl von
unterschiedlichen Genprodukten ermdglicht die notwendige Eliminierung der Noxe, bei
welcher eine rasche Amplifikation der Signale, die Migration von Immunzellen sowie die
Induktion einer lokalen Entziindung und Fieber stattfinden. Gleichzeitig aber ermdglichen die
exprimierten Faktoren eine Beendigung des proinflammatorischen Signalwegs, indem
negative feedback-Mechanismen induziert werden, sodass die Immunantwort transient
stattfindet (Abb.1.1).
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Abb.1.1: Schematische Darstellung des IL-1-Signalwegs. Nach der Bindung von IL-1 erfolgt die
Konformationsédnderung des IL-1-Rezeptors (IL-1R) und die Assoziation mit IL-1R-AcP, wodurch der
Proteinkomplex aus MyD88, IRAK 1/2/4 und TRAF6 an die intrazellulére Toll-IL-1-Rezeptor-Doméne (TIR)
rekrutiert wird. AnschlieRend erfolgt die Aktivierung des Komplexes aus TAK1 und TAB1-3 durch
Phosphorylierung und K63-abhangige Ubiquitinylierung, wonach die Phosphorylierung von MEKKS3 stattfindet.
MEKKS3 kann darauf den IKK-Komplex aktivieren, worauf IkBa zunichst phosphoryliert und dann K48-
abhéngig ubiquitinyliert wird und anschlieBend durch das Proteasom abgebaut wird. Infolgedessen kénnen die
Untereinheiten des NFxB-Komplexes (p50 und p65) in den Zellkern translozieren. Parallel dazu kann der
Komplex aus TAK1 und TAB1-3 die Aktivierung von weiteren MAPKS induzieren, wodurch es zur
Phosphorylierung von p38 und JNK kommt, welche wiederum selbst die Aktivierung von Komponenten der AP-
1-Transkriptionsfaktorfamilie (c-Jun und ATF-2) induzieren kénnen. Nach der Translokation in den Zellkern
wirken c-Jun und ATF-2 zusammen mit NFkB p50 und NFkB p65 als Transkriptionsfaktoren und kénnen so die
zeitlich koordinierte Expression von proinflammatorisch relevanten mRNAs (z.B. IL8, IL6, CXCL3, NFKBIA)
induzieren.
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1.3.2. IL-8 und IL-6 als IL-1-induzierte proinflammatorische Mediatoren

Interleukin-8 (IL-8) stellt ein IL-1-induzierbares Chemokin da, welches vor allem die lokale
Rekrutierung von Leukozyten bewirkt und von einer Vielzahl von unterschiedlichen
Zelltypen wie z.B. Endothel- und Epithelzellen, Fibroblasten und Keratinozyten sezerniert
werden kann. Dabei erfolgt die Expression von IL-8 vom CXC-Gencluster auf Chromosom 4
als Protein mit einer GroRe von 99 Aminosduren, wobei die Sekretion nach der
proteolytischen Abspaltung einer leader Sequenz mit einer GréRe von 20 Aminosauren
erfolgt. 1L-8 kann anschlieRend auf neutrophile Granulozyten wirken, wobei es u.a. die
Chemotaxis, die Veranderung der Morphologie, die Erhéhung der intrazellularen Ca*'-
Konzentration, die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies und die Induktion von
Adhésions-Proteinen beeinflussen kann (Baggiolini, 1998; Baggiolini et al, 1994). Abgesehen
von seiner Funktion im Immunsystem kann IL-8 ebenfalls bei der Entstehung von Tumoren
involviert sein, wobei die Angiogenese, das Wachstum der Tumorzellen, die lokale Invasion

und die Metastasierung von IL-8 abhangig sein kénnen (Zhu et al, 2012).

Interleukin-6 (IL-6) stellt ein pro-, wie auch anti-inflammatorisches Zytokin dar, welches in
unterschiedlichen Zelltypen Faktoren zur Differenzierung, Apoptose und Proliferation
induzieren kann. Des Weiteren ist 1L-6 auch mal3geblich bei der Regulation der Hamatopoese,
der B-Zell-Differenzierung und der Akute-Phase-Reaktion in der Leber und somit der
Immunantwort  beteiligt. 1L-6 aktiviert dazu unterschiedliche Signalwege, wobei
Tyrosinkinasen der Janus-Kinase-Familie (JAK), welche wiederum zur Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren der STAT-Proteinfamilie (Signal transducer and activator of
transcription) beitragen konnen, oder auch MAP-Kinasen involviert sein koénnen. Die
Expression von IL-6 erfolgt wie im Fall von IL-8 in Form eines Vorlauferpeptids mit einer
Grolie von 212 Aminosduren, wobei nach proteolytischer Spaltung das reife Protein mit einer
Grolke von 184 Aminosdauren entsteht. Im basalen Zustand besteht dabei nahezu keine
Expression IL-6, wobei diese durch eine Stimulation mit IL-1 stark induziert werden kann
(Heinrich et al, 2003; Hirano et al, 1990; Hirano et al, 1986; Jones, 2005).

1.3.3. Termination des IL-1 signalings

Bei der Termination des IL-1-induzierten, proinflammatorischen Signalwegs spielen unter
anderem verschiedene negative feedback-Mechanismen eine Rolle. So fuhrt die p38-

vermittelte Phosphorylierung von TAB1 (TGF-beta-activated kinase 1 and MAP3K7-binding
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protein 1) nach der Aktivierung des IL-1-Signalwegs zur Inaktivierung von TAK1. Ebenso ist
eine Termination durch die IL-1-induzierte Expression von MKP1 (MAP kinase
phosphatasel) und der darauf folgenden Dephosphorylierung der MAP Kinasen moglich. Die
bereits erwédhnte Induktion der Expression von IkBa fiihrt zur erneuten Ausbildung des
NF«xB-Komplexes und somit zur Inaktivierung von NFxB p65 als Transkriptionsfaktor, indem
dieser im zytoplasmatischen Komplex gebunden wird und nicht mehr in den Zellkern
translozieren kann. Des Weiteren konnen als zusatzliche Mechanismen der Termination
trunkierte Isoformen von MyD88 oder IRAKL1 als endogene, dominant-negative Inhibitoren
des IL-1-Signalwegs agieren. Diese Mechanismen auf Proteinebene werden durch
Verdnderungen des RNA-Metabolismus auf verschiedene Arten unterstltzt, sodass eine
rasche Abschaltung des signalings durch die Regulation auf mehreren Ebenen erreicht werden
kann (Burns et al, 2003; Sun et al, 1993; Toh et al, 2004; Weber et al, 2010).

Diese Auswirkungen auf den RNA-Metabolismus lassen sich gut am Beispiel des Chemokins
IL-8 (Interleukin-8) verdeutlichen. Im basalen, unstimulierten Zustand besteht eine sehr
geringe oder eine komplett aufgehobene Expression von IL-8. Nach einem
proinflammatorischen Stimulus erfolgt eine rasche und starke Induktion der mRNA-
Expression des Chemokins, welche in vielen Zelltypen das Maximum bei einer bis zu drei
Stunden erreicht und nach diesem ebenfalls rasch sinkt und das Ausgangshiveau erreicht
(Kasahara et al, 1991; Mukaida et al, 1994). Diese Dynamik der Induktion wird durch eine
starke NFxB p65 und AP-1-vermittelte Transkription erreicht. Zusétzlich dazu erfolgt eine
IL-1-induzierte und p38 MAPK-vermittelte Stabilisierung der IL8-mRNA, wobei
adeninreiche (ARE) Regionen der mRNA regulativ wirken kdnnen (Holtmann et al, 2001;
Holtmann et al, 1999).

1.4. Mdglichkeiten des mRNA-Abbaus

Auf RNA-Ebene konnen die erwadhnten Adenin-reichen Regionen (ARES) in den 3'-
untranslatierten Regionen (UTRs) von vielen inflammatorisch relevanten mRNAs eine
regulatorische Rolle beim Abbau und der Stabilisierung dieser RNAs spielen. Diese
Sequenzabschnitte bestehen oft aus mehrfachen Wiederholungen der konservierten Sequenz
5-UUAUUUAU-3' (ber eine Lange von 50-150 Nukleotiden und finden sich bei einer
Vielzahl verschiedener mRNAs. Durch die Bindung von RNA-bindenden Proteinen an diese
Sequenzen und der anschliefenden Ausbildung von Komplexen aus mRNA und Proteinen
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(mRNPs) ist eine Regulation des RNA-Abbaus mdéglich. Neben BRF-1 (Butyrate response
factor 1) und KSRP (KH type-splicing regulatory protein) stellt TTP (Tristetraprolin) in
diesem Zusammenhang ein vielfach beschriebenes Protein dar (Chen et al, 2001; Chou et al,
2006; Mukherjee et al, 2002; Stoecklin et al, 2006). Durch die Bindung an eine Reihe von
Zytokin-mRNAs, wie z.B. I1L8 oder IL6, ist TTP in der Lage die Degradation der mRNAs
einzuleiten und so eine Feinregulation der Genexpression nach der proinflammatorischen
Induktion zu erreichen. Die Bindung von TTP oder auch von anderen ARE-bindenden
Proteinen kann anschliefend zur Rekrutierung von Proteinkomponenten des RNA-Abbaus
fihren und so den Abbau der mMRNAs einleiten (Brooks & Blackshear, 2013; Chou et al,
2006; Lykke-Andersen & Wagner, 2005; Stumpo et al, 2010; Tiedje et al, 2016).

Generell werden beim Abbau von RNA die zwei Mdglichkeiten des 3'-5'- und des 5'-3'-
Abbaus unterschieden, wobei zellulare Mechanismen und Prozesse wie Deadenylierung,
Decapping, das Exosom, endonukleolytische Spaltung und RNA-Interferenz beteiligt sind
und teilweise im Zusammenspiel den Abbau der RNA einleiten kdnnen. Daneben kann der
RNA-Abbau durch Nonsense-mediated decay, Non-stop decay und No-go decay stattfinden,
auf welche im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter eingegangen wird (Abb.1.2). Die am besten
untersuchten Mechanismen stellen dabei das deadenylierungsabhé&ngige Decapping sowie der
exosomale Abbau von RNA dar (Garneau et al, 2007; Houseley & Tollervey, 2009;
Schoenberg & Maquat, 2012). Dabei ist zu beachten, dass das Decapping als initialer Schritt
zum RNA-Abbau auch deadenylierungsunabhéngig stattfinden kann (Badis et al, 2004; Wang
et al, 2002).

Die Deadenylierung von mRNA stellt einen zentralen Mechanismus zur Induktion des
MRNA-Abbaus durch das Decapping oder auch das Exosom dar. Dabei konnen PAN2-PAN3
(PAB-dependent poly(A)-specific ribonuclease subunit PAN2-3), der CCR4-NOT-Komplex
(bestehend aus 9 verschiedenen Proteinen) und PARN (Poly(A)-specific ribonuclease PARN)
zusammen die Verkiirzung des protektiven 3'-Poly(A)-Uberhangs der mRNA herbeifiihren.
Die Verkiirzung des 3’-Poly(A)-Uberhangs erfolgt in einem biphasischen Prozess, bei
welchem zunéchst PAN2-PAN3 den 3'-Poly(A)-Uberhang von ca. 200 Nukleotiden auf ca. 80
verkiirzt und anschlieRend der CCR4-NOT-Komplex den verbleibenden Uberhang abbaut
(Yamashita et al, 2005). Die Deadenylase PARN kann ebenfalls die Verkiirzung des 3'-
Poly(A)-Uberhangs katalysieren, wobei die Interaktion mit der 5'-Cap-Struktur und der daran

gebundenen Proteine die Aktivitdt von PARN bestimmen kdnnen.
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Deadenylierungs-abhéngiger RNA-Abbau Deadenylierungs-unabhingiger RNA-Abbau
mRNA mMRNA
MG NN NAAA MG NN NAAAA
iDeadenylierung lDecapping
MG, NN N NanA
Decappingll l’
ANANAN 5'-3'-Abbau
b l: durch XRN1
5'-3'-Abbau 3'-5'-Abbau
durch XRN1 durch das Exosom
Endonuklease-vermittelter RNA-Abbau Nonsense-mediated decay
MRNA
Non-
MG NN NAAAA on-stop decay
i Endonuklease No-go decay
MTGppp T TNAAAA siRNA-und miRNA-abhingiger RNA-Abbau
3'-5’-Abbau 5’-3'-Abbau
durch das Exosom durch XRN1

Abb.1.2: Schematische Darstellung mdéglicher RNA-Abbaumechanismen. Das deadenylierungsabhangige
Decapping mit anschliefendem exoribonukleolytischen Abbau der RNA durch XRN1 und der exosomale Abbau
der RNA nach der Deadenylierung stellen die am besten untersuchten Mdglichkeiten zum RNA-Abbau dar.
Daneben kénnen sowohl XRN1, als auch das Exosom beim endonukleolytischen RNA-Abbau beteiligt sein. Des

Weiteren kann das Decapping als einleitender Schritt zum RNA-Abbau auch unabhdngig von der

Deadenylierung stattfinden. Zusatzlich konnen die Faktoren des 5’-3’- und 3’-5’-RNA-Abbaus beim Non-stop
decay, No-go decay und beim siRNA-und miRNA-abhangigen RNA-Abbau involviert sein.

So kann die Deadenylierung durch das Entfernen der 5'-Cap-Struktur, die Blockade der 5'-
Cap-Struktur sowie durch die Bindung des Translationsinitiationsfaktors elFAE (Eukaryotic
translation initiation factor 4E) an der 5'-Cap-Struktur inhibiert werden (Gao et al, 2000).
Nach der erfolgten Deadenylierung der mRNA ist ein fortschreitender 3'-5'-Abbau durch das

Exosom moglich. Gleichzeitig aber kann auch ein 5'-3'-Abbau der mRNA erfolgen.

Der Abbau der mRNA in 5'-3'-Orientierung ist jedoch aufgrund der protektiven 5'-Cap-
Struktur nicht ohne weitere enzymatische Reaktion moglich. Die 5'-Cap-Struktur besteht aus
einem terminalen N7-Methyl-Guanosin, welches ber eine 5’-5'-Triphosphat-Gruppe mit dem
vorletzten Nukleotid der mRNA verbunden ist (Shatkin, 1976). Die Synthese dieser 5'-Cap-
Struktur erfolgt kotranskriptionell im Zellkern, sobald die naszente RNA eine Lange von 22-
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25 Nukleotiden erreicht hat. Dazu wird zundchst die 5-y-Phosphatgruppe der pr&-mRNA
durch eine RNA-Triphosphatase entfernt und anschlieBend ein Guanosin-Monophosphat-
Nukleotid durch eine Guanylyltransferase an das freie 5'-Diphosphat-Ende der mRNA
hinzugefiigt. In einem dritten Schritt erfolgt dann die Methylierung der 5'-Cap-Struktur durch

eine  RNA-Methyltransferase. Die 5’-Cap-Struktur wird direkt im Anschluss an diese

Reaktion durch den NCB-Komplex (CBP80/20 (Nuclear cap-binding protein subunit 1/2))
gebunden, welcher fir die Regulation des nukledren Exports sowie des splicings der pra-
MRNA verantwortlich ist. Im Zytoplasma kann die 5’-Cap-Struktur anschliefend durch den
Translationsinitiationsfaktor elF4E gebunden werden, wodurch ribosomale Untereinheiten
sowie andere, vor allem regulatorische Kofaktoren rekrutiert werden und letztendlich die
Translation der mRNA eingeleitet wird (Ramanathan et al, 2016; Shuman, 1995; Topisirovic
et al, 2011). Der Translationsinitiationsfaktor elF4E steht dabei zusétzlich in Interaktion mit
dem PABP (Polyadenylate-binding protein 1), sodass eine indirekte Interaktion der 5-Cap-
Struktur mit dem 3'-Poly(A)-Uberhang der mRNA ermdglicht wird und die native mRNA
zirkular vorliegt (Franks & Lykke-Andersen, 2008). Der erwéhnte NCB-Komplex und elF4E
verhindern die Bindung der 5’-Cap-Struktur durch den Decapping-Komplex, welcher durch
seine Aktivitét in der Lage ist, den Abbau der mMRNA in 5'-3’-Orientierung einzuleiten. Somit
stehen vor allem die Translation und das Decapping in direkter Konkurrenz zueinander,
sodass die Decapping-Reaktion als initiales Ereignis fur den RNA-Abbau nur stattfinden
kann, wenn der Translationsinitiationsfaktor elF4E nicht an die 5’-Cap-Struktur gebunden ist
(Franks & Lykke-Andersen, 2008; Schwartz & Parker, 2000).

1.5. Der Decapping-Komplex und der 5’-3'-Abbau von mRNA

Bei der Decapping-Reaktion kommt es zur Spaltung der 5’-Cap-Struktur, wonach ein
m’-GDP sowie die 5'-Monophosphat-mRNA als Spaltungsprodukte entstehen. Die Katalyse
dieser Reaktion erfolgt durch den Decapping-Komplex und speziell durch die katalytische
Untereinheit DCP2 (mRNA-decapping enzyme subunit 2). Die entstehende 5’-Monophosphat-
Gruppe der mRNA kann anschlieend durch die 5-3’-Exoribonuklease XRN1 erkannt und
gebunden werden, wodurch der Abbau der mRNA in dieser Orientierung eingeleitet wird
(Steiger et al, 2003; van Dijk et al, 2002).
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1.5.1. Die katalytische Untereinheit des Decapping-Komplexes: DCP2

DCP2 stellt eine hoch konservierte Hydrolase der NUDIX-Familie (Nucleoside diphosphate
linked to X) dar, welche sich durch das konservierte Motiv GXsEX;REUXEEXGU
auszeichnen. DCP2 kann durch die Erkennung der 5'-Cap-Struktur und der gleichzeitigen
Bindung an die mRNA die Decapping-Reaktion durchfiihren, wobei eine minimale Lange der
MRNA von 25-60 Nukleotiden gegeben sein muss. Die Bindung der RNA erfolgt dabei in der
5’-untranslatierten Region der mRNA. Fur die Hydrolyse der 5'-Cap-Struktur sind innerhalb
des NUDIX-Motivs drei Glutamat-Aminosaurereste essentiell, welche die Bindung von
zweiwertigen Metallionen (Mn?* oder Mg**) koordinieren (Li & Kiledjian, 2010; Li et al,
2008; Piccirillo et al, 2003; Wang et al, 2002). Die Hydrolyse der 5’-Cap-Struktur erfolgt
dabei durch nukleophile Substitution an der Phosphatgruppe der 5’-Cap-Struktur (Aglietti et
al, 2013; Mildvan et al, 2005). Zwei weitere distinkte Motive von DCP2 ermdglichen die
Bindung der RNA (Box B-Motiv) und die Interaktion mit der regulatorischen Untereinheit
(Box A-Motiv) des Decapping-Komplexes DCPla (mRNA-decapping enzyme 1A). Diese
Motive flankieren das NUDIX-Motiv und befinden sich in der evolutionar hoch konservierten
N-terminalen Region von DCP2 (Abb.1.4). Der C-Terminus von DCP2 hingegen ist variabel
und im Menschen im Vergleich zu Hefen stark verkirzt (Arribas-Layton et al, 2013; Li &
Kiledjian, 2010; Valkov et al, 2017).

1.5.2. Die regulatorische Untereinheit des Decapping-Komplexes: DCPla

DCP1a stellt eine der beiden homologen Varianten von DCP1 dar. Neben DCP1a existiert
eine weitere Form DCP1b, wobei beide Proteine von zwei unterschiedlichen Genen
exprimiert werden. Die Homologie beider Formen von DCP1 betragt 31%, wobei die N-
terminalen Bereiche eine starkere Homologie von 68% aufweisen. Dieser N-Terminus ist
ebenfalls in Hefen stark konserviert, wobei hohere Eukaryoten einen zusatzlichen
prolinreichen C-Terminus aufweisen. Unterschiede in den Funktionen der beiden Proteine
DCPla und DCP1b konnten bisher nicht beobachtet werden, wobei sich die
Forschungsinhalte zum grofiten Teil auf DCPla beschréanken (Aizer et al, 2008; Lykke-
Andersen, 2002). Dieses bildet durch seine direkte Interaktion mit DCP2 den minimalen
Decapping-Komplex und ist fir die Decapping-Aktivitdt von DCP2 in Hefen und im
Menschen erforderlich (She et al, 2004). Dabei steht die konservierte EVH1-Doméne im

Mittelpunkt der Regulation der Decapping-Aktivitat. Diese N-terminale Domaéne ist durch die
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Exposition von drei aromatischen Aminosduren auf der Oberfliche des Proteins
charakterisiert, welche eine besonders gute Interaktion mit prolinreichen Proteinsequenzen
ermoglichen (Abb.1.4). Uber diese Domine ist eine Interaktion von DCPla mit den Hefe-
Proteinen Edclp und Edc2p moglich, wobei diese Interaktion die Aktivitat des Decapping-
Komplexes direkt reguliert (Borja et al, 2011). Darlber hinaus wird die Interaktion mit der
Exoribonuklease XRN1 (lber die EVH1-Domane ermdglicht (Braun et al, 2012), welche
zusétzlich mit PNRC2 (Proline-rich nuclear receptor coactivator 2) interagieren kann. Dieses
agiert neben der Adapterfunktion im nonsense mediated decay ebenfalls als Kofaktor fur das
Decapping (Lai et al, 2012). Bei der Interaktion von DCP1a mit DCP2 erfolgt die Bindung
der zwei Proteine jedoch nicht Gber diese EVH1-Doméne. Stattdessen ist diese Doméne
weiterhin exponiert, sodass die Mdglichkeit weiterer Proteinbindungen gegeben ist (She et al,
2008). In diesem Zusammenhang stellt EDC4 (Enhancer of mRNA-decapping protein 4)
einen weiteren Faktor dar, welcher durch seine Interaktionen mit DCP1la und DCP2 fiir die
Decapping-Reaktion notwendig ist. Es wurden jedoch bislang keine homologen Formen von
EDC4 in Hefen identifiziert, was auf eine exklusive Rolle von EDC4 in hoheren Eukaryoten
hindeutet (Chang et al, 2014; Fenger-Gron et al, 2005). Eine weitere Besonderheit der
Struktur von DCP1la stellt das variable C-terminale Ende dar, welches sich durch eine
spezifische Anordnung von drei antiparallelen a-Helices (TD) auszeichnet und in Hefen nicht
vorhanden ist. Uber diese Domine ist eine Trimerisierung von DCPla und somit die
Ausbildung von asymmetrischen DCPla-Komplexen moglich. Die Trimerisierung von
DCP1la wiederum ist eine Voraussetzung fiir die Aktivitat des Decapping-Komplexes, da nur
in Abhéngigkeit der Trimerisierung von DCP1a eine Ausbildung von Proteinkomplexen von
DCPla mit DCP2 oder auch anderen Faktoren wie EDC4 moglich ist. Im Gegenteil dazu
kdnnen andere Proteine wie EDC3 oder DDX6 (DEAD-box helicase 6) unabhéngig von der
DCP1a-Trimerisierung mit DCP1a interagieren. Daneben zeigt der allgemein variable C-
Terminus von DCPla eine hoch konservierte Proteinsequenz mit einer Lange von 14
Aminosauren (MI-Motiv), welche sich ebenfalls nur bei hoheren Eukaryoten findet (Tritschler
et al, 2009). Der variable C-Terminus von DCP1a ist somit in hoheren Eukaryoten fur die
Regulation der Decapping-Aktivitat essentiell, indem die Mdoglichkeit der Ausbildung von
Proteinkomplexen gewahrleistet wird. Hingegen ist in Hefen aufgrund des stark verkdrzten C-
Terminus von DCPla davon auszugehen, dass die Regulation der Decapping-Aktivitat
(Beelman et al, 1996) durch DCPla mechanistisch weniger komplex ist, wobei die

konservierte EVH1-Domane dazu ausreichend ist (Abb.1.4).
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Neben den Funktionen bei der Regulation der Decapping-Reaktion konnte fir DCPla gezeigt
werden, dass es als Aktivator des TGF-f (Transforming growth factor beta) -Signalweges
agieren kann. Dabei bildet DCP1a zusammen mit SMAD4 (Mothers against decapentaplegic
homolog 4) einen Proteinkomplex, welcher als Einheit in Abh&ngigkeit von TGF- vom
Zytosol in den Nukleus transloziert. Mittels Reportergenassays konnte zusétzlich gezeigt
werden, dass DCP1la transkriptionelle Aktivitaten induzieren kann. Diese Aktivierung wird
durch die Ausbildung eines Proteinkomplexes aus SMAD4, CBP (CREB-binding
protein)/p300 und DCP1la vermittelt, wobei DCP1la als stimulierender Faktor agiert. Ein
distinkter  Bereich von DCPla (Aminosduren 124-390) konnte dabei als
Transaktivierungsdoméne identifiziert werden, wobei diese flr die transkriptionelle Aktivitét
von SMAD4 essentiell ist (Bai et al, 2002; Callebaut, 2002). Eine zusatzliche nukleére
Funktion von DCPla konnte beim kotranskriptionellen Decapping gezeigt werden. Dabei
kann DCPla u.a. im Komplex mit TTF2 (Transcription termination factor 2) und der
nukledren Exoribonuklease XRN2 auftreten, wobei eine spezifische Bindung von DCPla im
Bereich des Transkriptionsstarts (+ 500 Basenpaaren) detektiert werden kann. So kann DCP1a
nach dem Pausieren der Pol Il im Promotor-proximalen Bereich und der Aktivierung des
Decappings die naszente RNA fir XRN2 exponieren, wodurch es zum Abbau der RNA und
damit zur Termination der aberranten Transkription kommen kann. Somit kann durch diese
vorzeitige Termination der Transkription eine weitere Ebene der Genregulation geschaffen
werden, wodurch DCPla neben den zytoplasmatischen Funktionen ebenfalls als

transkriptioneller Regulator agieren kann (Brannan et al, 2012).

1.5.3. Weitere Regulationsmaglichkeiten der Decapping-Reaktion

Die Regulation der Decapping-Aktivitat kann wie beschrieben in Abhéngigkeit von DCPla
erfolgen. Daneben kénnen aber auch andere Faktoren wie die enhancer of decapping die
Aktivitat direkt beeinflussen. In Hefen konnten Edclp, Edc2p und Edc3p als entsprechende
Faktoren identifiziert werden, welche durch ihre Bindung an die RNA das Decapping
stimulieren kdnnen (Decker et al, 2007; He & Jacobson, 2015; Schwartz et al, 2003). In
hoheren Eukaryoten konnten EDC3 (Enhancer of mRNA-decapping protein 3) und EDC4

(auch Hedls genannt) als regulatorische Faktoren des Decappings identifiziert werden.
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Abb.1.3: Aktive Proteinkonformation von Dcp2 in Hefen. Gezeigt ist eine schematische Darstellung einer
Kristallstruktur des Dcpla-Dep2-Komplexes in seiner geschlossenen, aktiven Konformation sowie die putative
Bindung einer mRNA. NTD: N-terminale Doméne von Dcp2, CTD: C-terminale Doméne von Dcp2. Die
Darstellung erfolgte veréndert nach She et al, 2008 (Lizenznummer: 4165920128228).

Dariiber hinaus koénnen Patl (Protein associated with topoisomerase 1), Dhhl (ATP-
dependent RNA helicase DHH1), PNRC2 und der Lsm1-7-Komplex, welcher praferenziell an
deadenylierte mMRNA bindet, durch ihre Interaktionen mit dem Decapping-Komplex und vor
allem DCP1la die Decapping-Aktivitat regulieren (Arribas-Layton et al, 2013; Coller &
Parker, 2005; Harigaya et al, 2010; Tharun & Parker, 2001). Diese Reihe unterschiedlicher
Kofaktoren bewirkt direkt oder indirekt durch deren Bindung an den Decapping-Komplex
eine Anderung der Proteinkonformation von DCP2 (Abb.1.3). Dabei kommt es zum
Umklappen der zwei Hélften von DCP2 und somit zur Aktivierung des Proteins in seiner
geschlossenen Konformation (She et al, 2008). Ohne die Bindung der jeweiligen Kofaktoren
wechselt die Konformation von DCP2 zwischen der geschlossenen und der offenen, wobei
erst durch die Bindung der jeweiligen Kofaktoren ein Verbleib der Konformation in der
aktiven Form erreicht werden kann (Floor et al, 2012; Mugridge et al, 2016; Valkov et al,
2016; Wurm et al, 2017). Die Evidenz fiir diese Beobachtungen stammen jedoch groitenteils
aus in vitro Decapping-Assays und Strukturanalysen von Hefeproteinen, sodass die natirliche

Funktion der einzelnen Faktoren in einer Zelle weitestgehend unbekannt sind.
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1.5.4. Die Plattform der Decapping-Faktoren: EDC4

EDC4 stellt das zentrale scaffold-Protein in héheren Eukaryoten dar, welches fiir die korrekte
Decapping-Aktivitat des Komplexes notig ist und Bindestellen fir DCP1a und DCP2 bietet.
Das Protein lasst sich insgesamt in verschiedene Bereiche unterteilen, wobei sich im N-
Terminus eine WD40-Domane und im C-Terminus die a-helikale Doméne befinden, welche
durch einen serinreichen linker miteinander verbunden sind (Abb.1.4). EDC4 unterstiitzt die
Interaktion der EVH1-Doméne von DCP1a mit der N-terminalen Region von DCP2. Diese
Interaktion besitzt nur eine geringe Affinitat, wird jedoch durch die Bindung von DCP1a und
DCP2 an dasselbe EDC4-Molekl stark erhéht. Dabei bindet DCP2 mit seiner FEB-Domane,
welche sich im C-terminalen Bereich von DCP2 befindet und eine Anhaufung von
Phenylalanin-Aminoséureresten aufweist, an die C-terminale, a-helikale Doméane von EDCA4.
Des Weiteren bindet XRN1 an die C-terminale a-helikale Doméne von EDCA4. Jedoch erfolgt
die Bindung von DCP2 und XRN1 nicht gleichzeitig und kompetitiv sondern in Koordination
miteinander. Zusatzlich ist eine Interaktion von DCP2 und XRN1 in der Abwesenheit von
EDC4 nicht méglich. Die Bindung von DCPla und EDC4 erfolgt unabhéngig von der
Bindung von DCP2 und XRN1 tber die WD40-Doméne von EDC4. Auf diese Weise bildet
EDC4 eine Plattform fur drei wichtige Proteine, welche am 5’-3'-Abbau der RNA beteiligt
sind (Braun et al, 2012; Chang et al, 2014; Fenger-Gron et al, 2005; Jinek et al, 2008; Yu et
al, 2005).

1.5.5. Der abschlieRende Faktor des 5’-3'-mRNA-Abbaus: XRN1

XRNL1 stellt den abschlieenden Faktor beim Abbau der RNA in der 5'-3'-Orientierung dar.
Dabei handelt es sich um eine Exoribonuklease, welche fur die Degradation der RNA nach
der Entfernung der 5'-Cap-Struktur durch den Decapping-Komplex verantwortlich ist. Die
Proteinsequenz von XRN1 ist evolutiondr hoch konserviert, wobei die Homologie im aktiven
Zentrum des Proteins am hdchsten ist. Dieses zeichnet sich durch eine kleine Offnung aus,
wodurch die Bindung von doppelstréngiger RNA vermieden und die Auflésung von
sekunddren RNA-Strukturen ermdglicht wird. Die Bindung der RNA im aktiven Zentrum
erfolgt durch basische Aminoséuren. Zusétzlich sorgt eine Gruppe von sauren Aminoséauren
fur die Koordinierung von zwei Mg**-lonen, welche fir die Katalyse des
exoribonukleolytischen Abbaus der RNA notwendig sind (Abb.1.4; (Nagarajan et al, 2013)).
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Abb.1.4: Schematische, maRstabsgetreue Darstellung von zentralen Proteinen des 5’-3'-RNA-Abbaus.
Gezeigt sind die Proteindoménen der katalytischen (DCP2) und der regulatorischen (DCP1a) Untereinheiten des
Decapping-Komplexes, des scaffold-Proteins EDC4 und der 5'-3'-Exoribonuklease XRN1 im humanen System
(A), sowie der speziestbergreifende Vergleich der EVH1-Proteindoméne von DCPla (B) und der
Proteindoménen von DCP2 (C) und XRN1 (D). Die Proteingréf3en sind in Aminoséuren (AS) angegeben. TD:
Trimerisierungsdomane, TAD: Transaktivatordomane, EDC4-BM: EDCA4-Bindemotiv, FEB: Phenylalanin-
reiche EDC4-Bindedoméne, NUDIX : Nucleoside diphosphate linked to X. Mm: Mus musculus, Hausmaus; Rn:
Rattus norvegicus, Wanderratte; Dm: Drosophila melanogaster, Schwarzb&uchige Taufliege; Sc: Saccharomyces
cerevisiae, Backhefe und Sp: Schizosaccharomyces pombe, Spalthefe. Die Zusammenstellung erfolgte nach Bai
et al, 2002; Braun et al, 2012; Chang et al, 2011; Chang et al, 2014; Li & Kiledijan, 2010; Miki & Grosshans,
2013; Piccirillo et al, 2003; Tritschler et al, 2009 und Xiang et al, 2009).

XRN1 ist dabei in der Lage durch kurze, prolinreiche Proteindoménen im C-Terminus mit der
EVH1-Domane von DCP1la zu interagieren. Daneben erfolgt die Interaktion mit EDC4 Uber
das C-terminale EDC4-Bindemotiv (EDC4-BM) von XRN1 (Abb.1.4; (Chang et al, 2014;
Chang et al, 2011; Miki & Grosshans, 2013; Xiang et al, 2009)).

17



Einleitung

1.6. Processing bodies (P-Bodies)

Viele der genannten Proteinkomponenten der Decapping-Reaktion und des 5-3'-mRNA-
Abbaus kolokalisieren in zelluldren, zytoplasmatischen Strukturen, welche als processing
bodies (P-Bodies) bezeichnet werden (Bashkirov et al, 1997; Eystathioy et al, 2002;
Ingelfinger et al, 2002; Parker & Song, 2004; Stoecklin et al, 2006; Yu et al, 2005). Des
Weiteren konnen Komponenten zur Deadenylierung von RNA (CCR4/NOT-Komplex),
Komponenten des miRNA-abhangigen RNA-Abbaus (z.B. Argonaut-Proteine des RISC-
Komplexes), Komponenten des nonsense mediated decay (UPF1, UPF2, UPF3, SMGS5,
SMG6, SMG7), sowie Komponenten der Translation wie der Translationsinitiationsfaktor
elFAE in den P-Bodies lokalisieren (Andrei et al, 2005; Durand et al, 2007; Jonas &
Izaurralde, 2015; Liu et al, 2005b; Nishihara et al, 2013; Parker & Sheth, 2007; Rehwinkel et
al, 2005; Sen & Blau, 2005; Sheth & Parker, 2006; Unterholzner & lzaurralde, 2004; Zheng et
al, 2008). Dabei wurde XRNL1 als erstes Protein identifiziert, welches in den P-Bodies
lokalisiert (Bashkirov et al, 1997). Spéater folgten dann die weiteren Proteine des Decappings
sowie des 5’-3'-Abbaus der mMRNA (Abb.1.5; (Cougot et al, 2004; Sheth & Parker, 2003)).

P-Bodies weisen einen Durchmesser von 100-300 nm auf, besitzen aber nicht wie klassische
Organellen eine Lipid-Doppelmembran. Sie &hneln jedoch in ihrer Organisation zelluldaren
Organellen mit einer eigenen Dynamik des Aufbaus und des Abbaus. Dabei verteilen sich
P-Bodies auf die ganze Zelle, wobei eine Tendenz der N&he der Lokalisierung zu Ribosomen
oder Mitochondrien bestehen kann. Weiter ist die Organisation der Proteinkomponenten
strukturiert, sodass unterschiedliche Proteine eine Lokalisation im Zentrum oder in der
Peripherie des P-Body aufweisen kénnen (Cougot et al, 2012; Eulalio et al, 2007; Seto et al,
2015). Es besteht ein dynamisches Verhalten der einzelnen Proteinkomponenten, wobei diese
die P-Bodies verlassen kénnen oder umgekehrt in die P-Bodies rekrutiert werden (Andrei et
al, 2005). DCP1la gehort zu jenen Proteinen, welche einen raschen Austausch zwischen den
P-Bodies und dem (brigen Zytoplasma aufweisen. So konnte in Experimenten mit
Fluorescence Recovery after Photobleaching (FRAP) eine Wiederherstellung der
Fluoreszenzintensitat eines P-Bodies in Abhédngigkeit von GFP-DCPla zu 86% nach 6
Sekunden beobachtet werden. Im Gegenteil dazu konnte diese Beobachtung des
Proteinaustauschs zwischen P-Body und Zytoplasma nicht fur DCP2 gemacht werden. Dies
deutet darauf hin, dass unterschiedliche Proteinkomponenten der P-Bodies unterschiedliche

Dynamiken der Bewegung aufweisen konnen (Aizer et al, 2008).
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Abb.1.5: Schematische Darstellung des mRNA-Abbaus durch deadenylierungsabhéngiges Decapping. Die
zytoplasmatische RNA ist im Ausgangzustand mit dem 5’-Cap-bindenden Translationsinitiationsfaktor elF4E
und dem 3’-Poly(A)-bindenden Protein PABP assoziiert. AnschlieBend kommt es zur Initiation der
Deadenylierung durch PAN2-PAN3, den CCR4-NOT-Komplex oder PARN. Der verkirzte 3'-Poly(A)-
Uberhang wird dann durch akzessorische Faktoren wie dem LSM 1-7-Komplex gebunden. Dies fiihrt zur
Rekrutierung des Decapping-Komplexes aus DCP1a und DCP2 an die 5'-Cap-Struktur der mRNA, wodurch das
Decapping der mRNA katalysiert wird. Daraufhin kann XRN1 durch seine Exoribonuklease-Aktivitdt die
Degradierung der RNA in 5'-3'-Orientierung durchfilhren. Viele der genannten Faktoren kolokalisieren in

zytoplasmatischen Strukturen welche processing bodies (P-Bodies) genannt werden.

Die Bewegung der P-Bodies als Ganzes kann entlang des zytoplasmatischen Mikrotubuli-
Netzwerks erfolgen. So konnte gezeigt werden, dass P-Bodies teilweise fest an Mikrotubuli
verankert sind und sich entlang diesen innerhalb der Zelle bewegen kénnen. Die Interaktion
der P-Bodies mit den Mikrotubuli kann dabei durch Proteine der Nespin-Familie erfolgen,
welche ebenfalls in P-Bodies lokalisieren. Die Bewegungsgeschwindigkeit ist dabei mit
anderen zelluldren Strukturen und Organellen wie sekretorischen Vesikeln oder
Mitochondrien vergleichbar und liegt somit um ein Vielfaches (Faktor 100) niedriger als die

anderer zytoplasmatischer mMRNP-Strukturen (Aizer et al, 2008; Burke et al, 1997; Fusco et al,
19



Einleitung

2003; Rajgor et al, 2014; Salmeen et al, 1985). Gleichzeitig besteht eine Abhéngigkeit der P-
Body-Formation vom Mikrotubuli-Netzwerk. Manipulationen der Mikrotubuliassemblierung
mit Nocodazol, welches an Tubulinmonomere bindet und somit die Destabilisierung der
Mikrotubuli bewirkt, fihrt zur Erhéhung der P-Body-Anzahlen sowie zu einer Steigerung der
P-Body-GroRe (Rajgor et al, 2014). Des Weiteren konnte in Hefen gezeigt werden, dass unter
wachstumslimitierenden Versuchsbedingungen wéhrend der Mitose ein gerichteter Transfer
von P-Bodies von der Mutterzelle auf die Tochterzelle erfolgen kann (Garmendia-Torres et al,
2014).

1.7. P-Bodies als Orte des Abbaus oder der Speicherung von mRNA

Die Kolokalisation von vielen beim RNA-Abbau beteiligten Proteinen in den P-Bodies
impliziert, dass P-Bodies Kompartimente darstellen, welche Orte des RNA-Abbaus sind
(Abb.1.5). Alternativ ist es aber auch mdglich, dass P-Bodies Strukturen sein kénnten, welche
zur transienten Lagerung von RNA und besagten Proteinkomponenten dienen. Die Hypothese
der P-Bodies als Orte des RNA-Abbaus wird vor allem dadurch unterstiitzt, dass RNA einen
essentiellen Bestandteil von P-Bodies ausmacht (Eulalio et al, 2007; Lavut & Raveh, 2012).
Die Absenkung der zelluliren RNA-Menge durch eine langfristige Inhibierung der
Transkription fur 24 Stunden mit Actinomycin D oder die Behandlung von isolierten
P-Bodies mit der Ribonuklease A fiihrt zu einem Aufldsen der P-Body-Strukturen (Cougot et
al, 2004; Teixeira et al, 2005). Des Weiteren fiihrt die Manipulation des RNA-Abbaus zu
einem frihen Zeitpunkt durch eine Blockade der Deadenylierung zu einer Reduzierung der P-
Body-Formation, wahrend der Eingriff in den RNA-Abbau zu einem spaten Zeitpunkt durch
die Depletion von XRN1 und DCPla zu einer Steigerung der P-Body-Assemblierung und zu
einer Erhéhung der P-Body-GréRe fuhrt (Cougot et al, 2004; Sheth & Parker, 2003).
Zusétzlich fihrt die Depletion von XRN1 und die Veranderung von RNA-Sequenzen durch
die Insertion von Elementen, welche Sekundarstrukturen ausbilden, zu einer Akkumulation
von RNA mit einem intakten 3'-Poly(A)-Uberhang in den P-Bodies (Sheth & Parker, 2003).
Ein dhnlicher Befund konnte nach der Depletion von Komponenten des Exosoms beobachtet
werden, wonach es zur Akkumulation von adeninreichen mRNAs in den P-Bodies kommt
(Franks & Lykke-Andersen, 2007). Daneben kdnnen mRNAs, welche ein vorzeitiges Stop-
Codon enthalten in P-Bodies lokalisieren (Durand et al, 2007). Reporter-mRNAs sowie
miRNAs, welche spezifisch fir diese Reporter-mRNAs sind und deren translationale
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Repression bewirken, konnten ebenfalls in oder in unmittelbarer Nédhe zu P-Bodies detektiert
werden (Pillai et al, 2005). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Behandlung der
Zellen mit Cycloheximid, welches die Translation hemmt und den Verbleib der RNA an
Polysomen bewirkt, eine Auflésung der P-Body-Strukturen zur Folge hat, da die nétige RNA
nicht frei im Zytoplasma vorliegt und nicht von Komponenten der P-Bodies gebunden werden
kann. Auch die zellulare Mitose fuhrt zur Aufhebung der P-Body-Assemblierung. In diesen
beiden Situationen ist ein Status mit verringerten RNA-Mengen gegeben, sodass die P-Body-
Assemblierung mit der Menge vorhandener RNA zu korrelieren scheint (Andrei et al, 2005;
Cougot et al, 2004; Yang et al, 2004).

Neben der Funktion der P-Bodies als Orte des RNA-Abbaus besteht ebenfalls die Theorie,
dass P-Bodies Strukturen darstellen kdnnten, welche die vorlbergehende Lagerung und
Speicherung von mRNA und Proteinen erlauben. In Hefen konnte in einer physiologischen
Situation nach einem Glucosemangel beobachtet werden, dass es zur Kolokalisation von
spezifischen, induzierten mMRNAs in P-Bodies kommen kann. Wéhrend einige mMRNAS unter
diesen Bedingungen diffus im Zytoplasma lokalisieren und weiterhin translatiert werden
konnen, lokalisieren andere mRNAs, welche vor allem im Glucosemetabolismus involviert
sind, in den P-Bodies, wobei keine Translation dieser mRNAs erfolgt (Zid & O'Shea, 2014).
Weiterhin konnte in einer anderen Studie gezeigt werden, dass die Aufhebung von Polysomen
durch einen Glucoseentzug zu einer gesteigerten P-Body-Assemblierung sowie zur
Akkumulation einer Reporter-mRNA in den P-Bodies fiihrt. Die anschliefende Gabe von
Glucose fiihrt dann zur erneuten Ausbildung von Polysomen und dem Austritt der Reporter-
MRNA aus den P-Bodies. Auf diese Art kdnnen mRNA-Transkripte nach der Lokalisierung in
P-Bodies erneut in den Vorgang der Translation eingebunden werden (Brengues et al, 2005).
Die Lokalisation der mRNAs in den P-Bodies in Hefen kann dabei einen biphasischen Ablauf
aufweisen, sodass die Lokalisierung der mRNAs zeitlich koordiniert ist (Simpson et al, 2014).
Ferner konnte gezeigt werden, dass spezifische mRNAs in Abhéngigkeit von miRNA-
vermittelter RNA-Interferenz in P-Bodies lokalisieren, aber auch erneut dem Vorgang der
Translation zugeteilt werden konnen (Bhattacharyya et al, 2006). Zusatzlich enthalten
P-Bodies Proteinkomponenten wie Dhhl (DExD/H-box helicase 1) und Rap55, welche bei
der translationalen Suppression von mRNAs beteiligt sind (Coller & Parker, 2004). Des
Weiteren fuhrt die Depletion von Dcpla in Hefen zu einem Verlust der Suppression der
Translation, welche unter bestimmten zelluldren Stresssituationen wie Glucosemangel

stattfindet (Holmes et al, 2004). Auf diese Weise kdnnten P-Bodies neben ihren Funktionen
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im RNA-Metabolismus auch bei der Proteinsynthese beteiligt sein, indem die dabei
beteiligten Faktoren in den P-Bodies gelagert werden und bei Bedarf diese verlassen, um ihre
eigentlichen Funktionen zu erflllen (Parker & Sheth, 2007). Zudem ist das Decapping als
einleitender Schritt zum RNA-Abbau reversibel. So konnte gezeigt werden, dass das Anfligen
der 5’-Cap-Struktur nicht nur kotranskriptionell im Zellkern erfolgt, sondern davon
unabhéngig auch im Zytoplasma stattfinden kann. Dieses Recapping kann anschlieend eine
erneute Bindung der 5'-Cap-Struktur durch den Translationsinitiationsfaktor elF4E
ermoglichen, womit es zur Induktion der Translation kommen kann. Somit ist es vorstellbar,
dass P-Bodies als Orte dienen kénnten, in denen eine vorrilbergehende Lagerung von RNA
ohne 5'-Cap-Struktur stattfindet (Ignatochkina et al, 2015; Otsuka et al, 2009; Schoenberg &
Maquat, 2009).

1.8. Interaktion von P-Bodies und anderen zellularen Granula

Einige der Proteinkomponenten von P-Bodies lokalisieren neben den distinkten Strukturen
ebenfalls diffus im Zytoplasma. Dartiber hinaus gibt es einige Faktoren, welche in einer
anderen Art von zytoplasmatischen Strukturen lokalisieren kdnnen. Diese Strukturen werden
Stressgranula genannt und stellen wie die P-Bodies abgrenzbare, zytoplasmatische Strukturen
dar. Die Assemblierung dieser Strukturen erfolgt als Antwort auf vielféltige Arten von Stress
wie UV-Bestrahlung, Hitze oder oxidativen Stress. Diese Situationen sind von einer
Inhibierung der Translation gekennzeichnet, worauf die Formation von Stressgranula erfolgt,
welche sich unter anderem dadurch auszeichnen, dass Faktoren der Translation wie
Initiationsfaktoren oder ribosomale Untereinheiten in diesen lokalisieren konnen. Dagegen
sind die Komponenten des Decapping-Komplexes und andere Komponenten von P-Bodies
nicht in der Stressgranula zu finden. Als dritte Proteingruppe der Stressgranula sind jene
Proteine zu nennen, welche sowohl Bestandteil von P-Bodies, wie auch Komponenten von
Stressgranula darstellen konnen. Zu diesen zéhlen beispielsweise XRN1 oder auch TTP
(Eulalio et al, 2007; Frydryskova et al, 2016; Kedersha et al, 2005; Kimball et al, 2003).
Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass unter bestimmten Situationen eine Verschmelzung
von Stressgranula und P-Bodies erfolgen kann (Buchan & Parker, 2009; Wilczynska et al,
2005). Des Weiteren ist zu erwéhnen, dass Proteinkomponenten von P-Bodies ebenfalls mit
anderen zelluldren Strukturen wie maternalen Granula, Keimzell-Granula oder neuronalen

Granula assoziiert sein kdnnen (Barbee et al, 2006; Kotaja et al, 2006; Nakamura et al, 2001).
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1.9. Implikationen von P-Bodies und P-Body-Faktoren bei Krankheitsbildern

Bei verschiedenen Autoimmunkrankheiten konnte eine Beteiligung von zentralen
Proteinkomponenten von P-Bodies gezeigt werden, wobei die genauen pathologischen
Mechanismen nicht geklart sind. Dennoch zeigt die Beteiligung unterschiedlicher P-Body-
Proteine eine Relevanz dieser bei verschiedenen Krankheitsbildern. So erfolgte in einer
frihen Studie die Charakterisierung von P-Bodies anhand eines Serums eines Patienten,
welcher an der Autoimmunkrankheit des Sjogren-Syndroms litt. Dieses Serum enthielt
nachweislich Autoantikérper gegen EDC4 (auch Hedls genannt) und fiihrte zur spezifischen
Detektion von zytoplasmatischen P-Bodies (Bloch et al, 1994). In weiteren Studien konnten
unter anderem Autoantikorper gegen die P-Body-Proteine GW182 (Trinucleotide repeat-
containing gene 6A protein) und erneut EDC4 in Seren aus Patienten mit unterschiedlich
ausgebildeten Neuropathien, welche Ataxie, motorische und sensorische Neuropathien sowie
das Sjogren-Syndrom umfassen konnen, detektiert werden (Bhanji et al, 2007). Beim
Krankheitsbild der systemischen Sklerose, welche eine seltene Autoimmunkrankheit darstellt,
konnte ebenfalls ein Einfluss von P-Body-Strukturen beobachtet werden. Dieses
Krankheitsbild zeichnet sich durch fibrotische Hautverdnderungen aus, wobei auch innere
Organe betroffen sein konnen. Des Weiteren lasst sich eine starke Produktion wvon
Autoantikorpern beobachten. Unter diesen Antikorpern befinden sich auch jene, welche eine
spezifische Detektion von UPF1 (Regulator of nonsense transcripts 1) und MOV10 (Moloney
leukemia virus 10 protein) ermdglichen, wobei beide Proteine in P-Bodies lokalisieren
koénnen (Johnson et al, 2016). Als weitere Autoimmunerkrankung konnte bei der primar,
bilidren Zirrhose ebenfalls eine Produktion von Autoantikdrpern beobachtet werden, welche
im Patientenserum die spezifische Detektion von P-Body-Strukturen ermdglichen (Bloch et al,
2005). Dartiber hinaus konnte beim Krankheitsbild der unspezifischen X-chromosomalen,
mentalen Retardierung eine Deletion des Gens VCX-A identifiziert werden. VCX-A (Variable
charge X-linked protein 3) stellt ein Protein dar, welches durch seine Bindung an die 5'-Cap-
Struktur in kompetitiver Form DCP2 in seiner Aktivitdt inhibieren kann. Zusétzlich
konkurriert VCX-A durch seine Bindung an die 5-Cap-Struktur mit dem
Translationsinitiationsfaktor elF4E. Auf diese Weise konnte VCX-A eine Regulation der
MRNA-Stabilitdt sowie des translationalen silencings erlauben, wobei eine fehlerhafte
Funktion von VCX-A zur Ausbildung des Krankheitshildes fuhren kdnnte (Fukami et al,
2000; Jiao et al, 2009; Jiao et al, 2006). Bei einer weiteren Krankheit, der Chorea Huntington,
konnte ebenfalls eine Verbindung zu P-Bodies verzeichnet werden. Diese autosomal-
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dominant vererbte Genkrankheit wird durch Veranderungen des Gens IT15 hervorgerufen.
Die Mutationen innerhalb des Gens flhren zur Expression von Huntingtin in einer
veranderten Form mit ausgedehnten Proteinabschnitten mit Glutamin-
Aminoséurewiederholungen. Diese Mutationen werden fir die Ausbildung des
pathologischen Krankheitsbildes verantwortlich gemacht. In diesem Zusammenhang konnte
gezeigt werden, dass Huntingtin ebenfalls in P-Bodies lokalisieren kann und die Formation
von P-Bodies von der Huntingtin-Menge abhé&ngig sein kann. Zusétzlich fihrt die
Veranderung von Huntingtin mit der Einfihrung von Proteinabschnitten mit Glutamin-
Aminosaurewiederholungen, wie sie bei der Ausbildung des Krankheitshilds vorkommen, zu
einer signifikanten Verringerung der P-Body-Assemblierung. Somit deuten diese Daten auf
eine Relevanz von P-Bodies bei der Ausbildung der Krankheit der Chorea Huntington hin
(Savas et al, 2008).

1.10. Regulation von P-Body-Faktoren durch proinflammatorisches signaling

Die beschriebenen Beobachtungen zur Relevanz von P-Bodies und der einzelnen
Proteinkomponenten der P-Bodies bei verschiedenen Krankheitsbildern deuten auf eine
Relevanz dieser Strukturen bei der Auspragung dieser unterschiedlichen Krankheitsbilder hin.

Zusatzlich ist eine signalabhangige Modifikation von P-Body-Proteinen mdglich. In diesem
Zusammenhang konnte in Hefen gezeigt werden, dass posttranslationale Modifikationen von
Dcp2 stattfinden konnen. So findet in Abhangigkeit von Glucosemangel, Hydrogenperoxid-
Exposition und Wachstum bei hohen Zelldichten eine Phosphorylierung von Dcp2 an Serin
137 durch die MAP4K Ste20 statt. Die Veranderung von Serin 137 zu Alanin, wie auch der
knockout von Ste20 fuhren dazu, dass Dcp2 nicht mehr in die P-Bodies rekrutiert werden
kann, sodass die Phosphorylierung von Dcp2 einen Mechanismus zur Regulation der P-Body-
Zusammensetzung darstellen kann. Daneben fiihrt die Phosphorylierung von Dcp2 zur
Stabilisierung von distinkten Gruppen von mRNAs, zu welchen vor allem mRNAs von
ribosomalen Proteinen gehdren (Staleva et al, 2004; Yoon et al, 2010). Zusétzlich kann der
Verlust von Dcp2 unmittelbare Folgen fir die Transkriptmengen von mRNAs mit einer
Relevanz im Immunsystem haben. So konnte gezeigt werden, dass Mause mit verringerten
Proteinmengen von Dcp2 erhohte Mengen von Transkripten aufweisen, welche bei der

zelluléren Antwort auf einen Interferon-Stimulus beteiligt sind (Li et al, 2012).
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In héheren Eukaryoten konnte nach einer Stimulation der Zellen mit IL-1 eine Induktion der
Phosphorylierung von DCPla sowie eine Zunahme der P-Body-Assemblierung um bis zu
75% beobachtet werden. Im Detail fiihrt dabei die Aktivierung des TAK1-JNK-Signalwegs,
wie es auch im proinflammatorischen signaling durch Zytokine wie z.B. IL-1 stattfindet
(Abb.1.6), zu einer Veranderung der subzellularen Lokalisation von DCPla als P-Body-
Protein (Rzeczkowski et al, 2011; Shim et al, 2005). So bewirkt die UberméRige Aktivierung
von JNK, dass DCP1a nicht mehr in P-Bodies rekrutiert wird und in grofRen, distinkten,
zytoplasmatischen Strukturen lokalisiert. Des Weiteren interagiert JNK als eine MAPK direkt
mit DCP1a, kolokalisiert in P-Bodies und kann in Abhangigkeit einer proinflammatorischen
IL-1-Stimulation DCPla spezifisch an Serin 315 phosphorylieren. Allerdings ist die
Phosphorylierung von DCP1a an Serin 315 nicht essentiell fir die Decapping-Aktivitét eines
in Abhangigkeit von DCP1a prazipitierten Proteinkomplexes. Jedoch fuhrt die Expression
einer phosphorylierungsdefizienten Variante von DCPla mit einer Veranderung von
Serin 315 zu Alanin (DCPlassisa) zu einer Induktion der P-Body-Assemblierung. Im
Gegenteil dazu fuhrt die Expression einer trimerisierungsdefizienten Variante von DCPla
(DCP1lapsisss2) zu einem kompletten Verlust der Rekrutierung von DCP1la in die P-Bodies
sowie zu einem nahezu kompletten Verlust der Decapping-Aktivitat eines in Abhangigkeit
von DCPla préazipitierten Proteinkomplexes (Rzeczkowski et al, 2011; Tritschler et al, 2009).
Gleichzeitig hat die posttranslationale Modifikation von DCPla Auswirkungen auf die
induzierbaren mMRNA-Mengen von typischen IL-1-Zielgenen wie z.B. IL8 oder NFKBIA. So
fiihrt die Expression von DCPlaszisa Wie auch DCPlaasissg in Zellen zu einer Suppression
der mRNA-Induktion von IL8 und NFKBIA nach dem Stimulus. Zusétzlich flhrt die
Expression von einer phosphomimetischen Variante von DCP1a zur Stabilisierung der IL8-,
jedoch nicht der NFKBIA-mRNA. Diese differentiellen Effekte von DCPla auf die
Expression von mRNAs konnten durch die direkte Interaktion von DCPla mit NFkB p65
sowie der Mdoglichkeit der Lokalisierung von DCP1la im Zellkern und somit einer Funktion

von DCP1a als transkriptionell aktivem Faktor erklart werden (Rzeczkowski et al, 2011).

Die K63-abhangige, regulatorische Ubiquitinylierung stellt eine weitere posttranslationale
Modifikation von DCP1a dar, wodurch die Phosphorylierung von exogenem DCPla sowie
die Assemblierung von P-Bodies reguliert werden kann. So kann die Phosphorylierung von
DCP1a an Serin 315 durch eine Uberexpression von Ubiquitin induziert werden, wobei die
Ubiquitinylierung als Voraussetzung fur die Phosphorylierung angenommen werden kann.

Die Ubiquitinylierung von DCP1a erfolgt dabei verteilt Uber fast alle Lysin-Aminosédurereste
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des Proteins, wobei die bereits beschriebene Trimerisierungsdomane von DCP1a essentiell fur
die Ubiquitinylierung ist und somit eine weitere Ebene der Regulation der posttranslationalen
Modifikation darstellt. Verénderungen aller sechs Lysin-Aminoséuren innerhalb der
Trimerisierungsdoméne von DCPla fihren zusétzlich zu einer Induktion der P-Body-
Assemblierung, welche durch eine Erhéhung der P-Body-Anzahl mit einer verminderten
GroRe sichtbar wird. Zusatzlich fihrt diese Verdnderung von DCP1a zu einer verminderten
Decapping-Aktivitat eines prazipitierten Proteinkomplexes. Die generelle Depletion des
Ubiquitin-Proteins einer Zelle fihrt zur Auflésung der P-Body-Strukturen. Gleichzeitig fuhrt
diese Depletion des Ubiquitin-Proteins zu einer erhohten Stabilitdt von typischen IL-1-
induzierten mRNAs. Des Weiteren konnen die Ubiquitin-E3-Ligasen TRAF6 und TRAF2
Faktoren darstellen, welche die Ubiquitinylierung von DCP1a vermitteln kénnen. TRAF6
stellt dabei einen Teil der Signalkaskade nach einem proinflammatorischen Stimulus dar und
sorgt nach einer IL-1-Stimulation durch direkte Interaktionen mit DCP1a indirekt flr die
Phosphorylierung von DCP1a. Daneben fiihrt eine Depletion von TRAF6 ebenfalls zu einer
Verringerung der Proteinmengen von EDC4, XRN1 und DCP2 (Tenekeci et al, 2016).

Aus diesen Beobachtungen lasst sich eine direkte Relevanz von P-Bodies und der einzelnen
Proteinkomponenten bei der Signalvermittlung nach einem proinflammatorischen Stimulus
ableiten. Dabei koénnen P-Bodies abhangig von einer IL-1-Stimulation in ihrer Assemblierung
reguliert werden. Diese Verdnderung der Assemblierung kann dabei in Abhangigkeit von der
posttranslationalen Modifikation von DCP1a durch Phosphorylierung und Ubiquitinylierung
erfolgen, wobei JNK bzw. TRAF6 die zustdndigen, katalytischen Proteine darstellen kdnnen
und die Trimerisierung von DCPla als Voraussetzung gegeben sein muss. Die
posttranslationalen Modifikationen von DCPla konnten anschlieBend regulatorische
Auswirkungen auf die Aktivitdt des Decapping-Komplexes haben und somit auch die
Regulation der posttranskriptionellen Genexpression auf der Ebene der mRNA-Stabilitat
ermoglichen (Abb.1.6).
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Abb.1.6: IL-1-abhéngige Verdnderungen von DCPla und P-Bodies. Gezeigt ist eine schematische
Zusammenfassung der Befunde, welche die Regulation von posttranslationalen Modifikationen von DCP1a und
der P-Bodies durch IL-1 zeigen. Dabei kann DCP1a durch Phosphorylierung und Ubiquitinylierung durch JNK
bzw. TRAF6 posttranslational verdndert werden. Die Modifikationen konnen direkten Einfluss auf das
remodelling und die Aktivitat des Decapping-Komplexes haben sowie mdglicherweise die nukleére Lokalisation
von DCP1a bewirken, wodurch DCP1a als Kofaktor bei der Transkription agieren kann. Des Weiteren besteht
die Moglichkeit der Regulation der Lokalisation von DCPla und der P-Body-Assemblierung, welche
unmittelbare Folgen auf die mMRNA-Stabilitat haben kann. Die Zusammenstellung der Abbildung erfolgte nach
Rzeczkowski et al, 2011 und Tenekeci et al, 2016.

1.11. Zielsetzung der Arbeit

Die publizierten Forschungsergebnisse zu P-Bodies und deren einzelner Faktoren finden in
ihrer funktionellen Bedeutung und Relevanz in einem gewissen Malie eine Limitation. So
beruhen viele der bisherigen Erkenntnisse auf Modellsystemen in Hefen. Vor allem mit dem
Hinblick auf DCPla, welches in Hefen eine stark verklrzte GrolRe aufweist, sind die
Erkenntnisse nicht direkt auf andere eukaryotische Systeme (bertragbar, da bei diesen eine
weitaus komplexere Regulation von DCPla z.B. durch posttranslationale Modifikationen
angenommen werden kann. Des Weiteren beruhen die publizierten Forschungsergebnisse oft
auf einer exogenen Uberexpression von GFP-Fusionsproteinen, Luciferase-Reportern oder
anderen Konstrukten, welche die Untersuchung der P-Body-Faktoren erlauben. Anhand dieser

exogenen Expression erfolgt dann in den meisten Fallen die Untersuchung von verschiedenen
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Forschungsschwerpunkten wie der P-Body-Assemblierung oder auch der in vitro Decapping-
Aktivitat. Diese Daten werden durch zusatzliche in vitro Kristallstrukturanalysen mit
verschiedenen P-Body-Faktoren aus unterschiedlichen Spezies unterstltzt. Des Weiteren
beruhen die Beobachtungen der Lokalisation von RNA in den P-Bodies auf der exogenen
Expression von tethering-Systemen, welche die Detektion von bestimmten mRNAs in den
P-Bodies erlauben, oder auf der unspezifischen Detektion von mRNAs anhand des
3'-Poly(A)-Uberhangs. Die Verwendung dieser Methoden fiihrt dazu, dass die physiologische
Relevanz der P-Bodies und der einzelnen P-Body-Faktoren weiterhin nicht vollstandig gekléart
ist. Vor allem fehlen direkte Befunde zu endogenen und physiologischen Konditionen, welche
eine Regulation der P-Bodies und deren Faktoren herbeifiihren, sowie der anschlieBenden
Folgen dieser Regulation auf den mRNA-Metabolismus. Besonders im Hinblick auf die
Funktion der P-Bodies als Orte des mRNA-Abbaus oder der mRNA-Speicherung sind diese

endogenen Befunde jedoch zwingend notwendig.

Zur Untersuchung von endogenen, physiologischen Konditionen konnte bereits in
vorangegangenen Arbeiten gezeigt werden, dass in Abhédngigkeit von IL-1 posttranslationale
Modifikationen der zentralen regulatorischen Untereinheit des Decapping-Komplexes DCPla
durch Phosphorylierung oder Ubiquitinylierung erfolgen kénnen, wobei diese regulatorische

Funktionen bei der Assemblierung von P-Bodies und im RNA-Metabolismus haben kénnen.

Aus diesem Grund sollte im Rahmen dieser Arbeit die Relevanz der posttranslationalen
Modifikation von DCPla durch K63-abhdngige Ubiquitinylierung fir die Regulation der
Decapping-Aktivitat, die P-Body-Assemblierung und die Ausbildung von zytoplasmatischen,
endogenen Proteinkomplexen von P-Body-Faktoren weiter untersucht werden.

Des Weiteren sollten CRISPR/Cas9-abhéngige loss of function Zellsysteme flr zentrale
P-Body-Faktoren etabliert werden. Anhand dieser stabilen Zellsysteme mit einer Depletion
des jeweiligen endogenen Proteins sollten die Auswirkungen auf die P-Body-Assemblierung
und die Ausbildung von zytoplasmatischen, endogenen Proteinkomplexen untersucht werden,
um so die Regulation der Interaktion der unterschiedlichen P-Body-Faktoren besser zu

verstehen.

Zusatzlich sollte die Relevanz der knockdowns der Proteine fir das IL-1-abh&ngige
proinflammatorische signaling auf den Ebenen der Proteinregulation, der mRNA-Expression

und des mMRNA-Abbaus analysiert werden.
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Des Weiteren sollte mit Hilfe dieser Zellen die zentrale Fragestellung der Relevanz von
P-Bodies fir den Abbau oder die Speicherung von spezifischen mRNAs geklart werden,
indem die relative Lokalisation von einzelnen, endogenen mRNA-Molekiilen zu P-Bodies

systematisch analysiert wird.
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2. Material und Methoden
2.1. Material

2.1.1. Verbrauchsmaterial

Alle verwendeten Einwegartikel und Plastikwaren wurden von den Firmen Brand, Eppendorf,

Greiner, Ibidi, Neolab, Nunc, Omnilab, Roth und Sarstedt bezogen.

2.1.2. Gerate

Elektrophorese und Western Blot:

Agilent 2100 Bioanalyzer

Elektrophorese Power Supply EPS 600, 601, 3500
Mighty Small 11

Mupid-exU

Owl P9DS

PerfectBlue 'Semi-Dry’-Blotter, Sedec

Photometer:
Nano Drop ND-1000
Spectramax Plus 384

Mikroskope:
CKX41

Diavert
DMi8
DMIRB
DMIRE2

PCR-Thermocycler:
7500 Fast Real Time PCR System

Thermocycler T Professional

Gel- und Western Blot-Dokumentation:

Chemi Doc Touch Imaging System
Filmentwicklermaschine Curix 60

Gel iX Imager UV-Transilluminator

Agilent Technologies
Pharmacia Biotech
Hoefer

Takara

Owl Seperation Systems
VWR Peglab

Peqlab

Molecular Devices

Olympus
Leitz
Leica
Leica

Leica

Applied Biosystem

Biometra

Bio-Rad
AGFA
INTAS
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2.1.3. Chemikalien und Lésungsmittel

Die Chemikalien wurden, sofern nicht anders vermerkt, von den Firmen Baker, Biomol,

Fluka, Invitrogen, Merck, Pharmacia, Promega, Roth, Roche, Serva und Sigma bezogen

(Qualitatsstufe "p.a.", "Fir die Molekularbiologie™ oder "cell culture grade").

2.1.4. Kits, gebrauchsfertige Reagenzien und Materialien

10x FastDigest Buffer

4% Paraformaldehyd-L6sung in PBS
6x DNA Loading Dye

Agilent RNA 6000 Nano Kit

Agilent RNA 6000 Pico Kit

Amersham ECL Western Blotting Detection
Reagent

ATP

dNTP Mix

DPBS

Duolink In Situ Detection Reagents Orange
Ethidiumbromidlésung 1%

Fast SYBR Green PCR Master Mix

Fuji Medical X-ray Film SUPER RX

Gel Blotting Paper GB005

GeneRuler DNA Ladder Mix

GFP-Trap_A

Hank's BSS

Hoechst 33342

ibiTreat p-Slide V1 0.4

Immobilion Western Chemiluminescent HRP-
Substrate

Lithium Chloride Precipitation Solution

m’-G (5)ppp(5)G RNA Cap Structure Analog
MEGAscript T7

mirVVana miRNA Isolation Kit

Normal Donkey Serum

NucleoBond PC500

Thermo Fisher Scientific (#B64)
Santa Cruz (#sc-281692)

Thermo Fisher Scientific (#R0611)
Agilent Technologies (#5067-1511)

Agilent Technologies (#5067-1513)
GE Healthcare (#RPN2106)

Thermo Fisher Scientific (#R0441)
Thermo Fisher Scientific (#R0192)
PAN Biotech (#P04-36500)
Sigma-Aldrich (#DU092007-100RXN)
Carl Roth (#2218.2)

Applied Biosystems (#4385612)
Fujifilm (#4741019236)

GE Healthcare (#10426994)

Thermo Fisher Scientific (#SM0331)
Chromotek (#gta-20/500pl)

PAN (#P04-32505)

Thermo Fisher Scientific (#H3570)
Ibidi (#80606)

Merck Millipore (#WBKLS0500)

Thermo Fisher Scientific (AM9480)

New England BioLabs (#S1404S)
Thermo Fisher Scientific (#AM1333)
Thermo Fisher Scientific (#AM2560)
Jackson ImmunoResearch (#017-000-121)
Macherey&Nagel (#740574.50)
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NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up
NucleoSpin Plasmid

NucleoSpin RNA 11

NucleoSpin Tissue

PageRuler Prestained Protein Ladder
PLA Probe anti-Goat Minus

PLA Probe anti-Mouse Minus

PLA Probe anti-Mouse Plus

PLA Probe anti-Rabbit Minus

PLA Probe anti-Rabbit Plus
PlasmidSafe ATP-abhangige DNase
Ponceau S

Random Hexamer Primer

Roti-Load 1

Rotiphorese Gel 30

Roti-PVDF

Roti-Quant

Saponin

ScriptCap m’-G Capping System
Soc-Medium

TagMan Fast Universal PCR Master Mix
TLC PEI Cellulose F
Trypsin/EDTA Solution

Quantigene View RNA ISH Cell Assay Kit
y-*P-GTP

2.1.5. Enzyme

DNasel

FastDigest Bbsl

GoTaq G2 Flexi DNA Polymerase
M-MuLV Reverse Transcriptase

Pfu DNA Polymerase

Plasmid-Safe ATP-Dependent DNase
T4 DNA Ligase

T4 Polynucleotid Kinase

Macherey&Nagel (#740609.250)
Macherey&Nagel (#740588.250)
Macherey&Nagel (#740955.250)
Macherey&Nagel (#740952.50)
Thermo Fisher Scientific (#26616)
Sigma-Aldrich (#DU092006-100RXN)
Sigma-Aldrich (#DU092004-100RXN)
Sigma-Aldrich (#DU092001-100RXN)
Sigma-Aldrich (#DU092005-100RXN)
Sigma-Aldrich (#DU092002-100RXN)
Epicentre (E3101K)

Serva (#33429)

Thermo Fisher Scientific (#50142)

Carl Roth (#K929.3)

Carl Roth (#3029.1)

Carl Roth (#T7830.1)

Carl Roth (#K015.1)

Sigma-Aldrich (#S4521-10G)
Epicentre Biotechnologies (#SCCE0610)
Invitrogen (#15544-034)

Applied Biosystems (#4352042)

Merck Millipore (#1.05579.0001)

PAN Biotech (#P10-023100)
Affymetrix (#QVC0001)

Perkin Elmer (#NEG506H250UC)

Thermo Fisher Scientific (#EN0521)
Thermo Fisher Scientific (#FD1014)
Promega (#M7805)

Thermo Fisher Scientific (#£P0352)
Thermo Fisher Scientific (#EP0571)
Biozym (#161010)

Thermo Fisher Scientific (#£L0014)
Thermo Fisher Scientific (#EK0031)
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2.1.6. Antikdrper

Primé&rantikorper:
anti-p-Actin (Maus)
Western Blot: 1:10000 in 5% MP/TBST
anti-DCP1a (Kaninchen)
Western Blot: 1:1000 in 5% MP/TBST
IF/IF-PLA/IF-FISH: 1:100
anti-DCP1a (Maus)
Western Blot: 1:1000 in 5% MP/TBST
IF/IF-PLA/IF-FISH: 1:100
anti-DCP2 (Kaninchen)
Western Blot: 1:1000 in 5% BSA/TBST
anti-EDC3 (Kaninchen)
Western Blot: 1:1000 in 5% MP/TBST
IF/IF-PLA/IF-FISH: 1:100
anti-EDC4 (Kaninchen)
Western Blot: 1:500 in 5% BSA/TBST
IF/IF-PLA/IF-FISH: 1:100
anti-EDC4 (Ziege)
IF/IF-PLA/IF-FISH: 1:50
anti-GFP (Maus)
Western Blot: 1:1000 in 5% MP/TBST

anti-lkBa (Kaninchen)

Western Blot: 1:1000 in 5% BSA/TBST
anti-NFxB p65 (Kaninchen)

Western Blot: 1:1000 in 5% MP/TBST
anti-p38 (Kaninchen)

Western Blot: 1:1000 in 5% BSA/TBST
anti-phospho-NF«xB p65 S536 (Kaninchen)
Western Blot: 1:1000 in 5% BSA/TBST

anti-phospho-DCP1a S315 (Kaninchen)
Western Blot: 1:1000 in 5% BSA/TBST

anti-phospho-IkBa S32 (Kaninchen)
Western Blot: 1:1000 in 5% MP/TBST

anti-phospho-p38 T180/Y182 (Kaninchen)
Western Blot: 1:1000 in 3% BSA/TBST

Santa Cruz (#sc-4778)

Abcam (#ab47881)

Abnova (#H00055802-M06)

Abcam (#ab28658)

Santa Cruz (#sc-135013)

Cell Signaling (#2548)

Santa Cruz (#sc-137444)

Roche (#11814460001)

Cell Signaling (#9242)

Santa Cruz (#sc-8008)

Cell Signaling (#9212)

Cell Signaling (#3033)

Pickcell (Serum Fraction B, AG Kracht)

Cell Signaling (#2859)

Zymed (#36-8500)
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anti-Tubulin (Maus)

Western Blot: 1:1000 in 5% MP/TBST
anti-XRN1 (Kaninchen)

Western Blot: 1:1000 in 5% MP/TBST

IF/IF-PLA/IF-FISH: 1:100
anti-XRN1 (Maus)

Western Blot: 1:1000 in 5% MP/TBST

IF/IF-PLA/IF-FISH: 1:100
anti-HSP27 (Maus)

Western Blot: 1:1000 in 5% MP/TBST
anti-phospho-HSP27 S82 (Kaninchen)

Western Blot: 1:1000 in 5% MP/TBST
anti-JNK (Kaninchen)

Western Blot: 1:1000 in 5% MP/TBST
anti-phospho-JNK T183/Y185 (Kaninchen)

Western Blot: 1:1000 in 5% BSA/TBST
anti-FLAG (Maus)

Western Blot: 1:500 in 5% MP/TBST
anti-HA (Maus)

Western Blot: 1:500 in 5% MP/TBST

IF/IF-PLA/IF-FISH: 1:100

Sekunddrantikorper:

Cy3 anti-Kaninchen IgG (Esel)

Cy3 anti-Maus 1gG (Esel)

Cy3 anti-Ziege 1gG (Esel)

Cy5 anti-Kaninchen IgG (Ziege)

Cy5 anti-Maus IgG (Ziege)

Alexa Fluor 647 anti-Ziege 1gG (Esel)
Dylight 488 anti-Kaninchen 1gG (Esel)
Dylight 488 anti-Maus 1gG (Esel)
Dylight 488 anti-Ziege IgG (Esel)
HRP anti-Maus 1gG (Ziege)

HRP anti-Kaninchen 1gG (Ziege)
HRP anti-Kaninchen 1gG (Ziege)

Santa Cruz (#sc-8035)

Abcam (#ab70259)

Santa Cruz (#sc-50209)

Cell Signaling (#2402)

Cell Signaling (#2406)

Santa Cruz (#sc-571)

Cell Signaling (#9251)

Sigma-Aldrich (#F1804)

Sigma-Aldrich (#11583816001)

Merck Millipore (#AP182C)

Merck Millipore (#AP192C)

Merck Millipore (#AP180C)

Abcam (#ab97077)

Abcam (#ab6563)

Abcam (#ab150131)

ImmunoReagent (#DkxRb-003D488NHSX)
ImmunoReagent (#DkxMu-003D488NHSX)
Thermo Fisher Scientific (#SA5-10086)
Dako (#P0447)

Dako (#P0448)

Thermo Fisher Scientific (#31460)
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2.1.7. Inhibitoren

Actinomycin D
Cycloheximid
Flavopiridol

Leupeptin Hemisulfat
MG132

Microcystin

Pepstatin A

PHA-408

PMSF

Protease inhibitor cocktail tablets
RiboLock RNase Inhibitor

2.1.8. Expressionsvektoren

pGL2
pSpCas9(BB)-2A-Puro (px459)
pClneo-AN-HA-LV
pClneo-AN-HA-EDC4
peGFP-C1-LV
peGFP-DCP1ay,
peGFP-DCPlaksz.577r
peGFP-DCP1ays;s.ss;
pcDNA 3.1
peGFP-DCP2
pRK7-FLAG-TRAF6
peGFP-DCPlayrs

Sigma-Aldrich (#A1410)

Merck Millipore (#239764)
Selleckchem (#SEL-S1230)

Carl Roth (#CN33.2)

Merck Millipore (#474790)

Enzo Life Sciences (#ALX-350-012-M001)
Applichem (#A2205)

Axon Medchem (#1651)
Sigma-Aldrich (#P-7626)

Roche (#11873580001)

Thermo Fisher Scientific (#£00381)

Promega (#E1641)

Addgene (#48139)

Prof. Dr. L. Schmitz, GielRen

Prof. Dr. L. Schmitz, GielRen
Clontech

Prof. Dr. H. Holtmann, Hannover
Prof. Dr. M. Kracht, GieRen

Prof. Dr. H. Holtmann, Hannover
Thermo Fisher Scientific (#V79020)
Prof. Dr. H. Holtmann, Hannover
Zhodan Cao, South San Francisco, USA
Prof. Dr. E. lzaurralde, Heidelberg

Im Rahmen dieser Arbeit generierte Expressionsvektoren:

px459-s91pcpia
px459-593pcpia
px459-596pcpia
px459-sg4pcp,
px459-sg6pce2
px459-5910pcp2
px459-sglepcs

pX459-s91epcs
pX459-s92epc4
pX459-sg4epcs
pX459-590xrn1
PX459-S92xrn1
PX459-sg4xrn1
pX459-sg1xrnt
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pX459-SgZEDc3
pX459-SgGEDc3

pX459'Sg7XRN1
pX459-SglOXRN1

2.1.9. Oligonukleotide

Oligonukleotide fiir Klonierungen (5’-3'-Sequenz):

DCPla sgRNAL as
DCPla sgRNAL se
DCPla sgRNA3 as
DCPla sgRNAS3 se
DCPla sgRNAG_as
DCPla sgRNAG6_se
DCP2_sgRNA10_as
DCP2_sgRNA10_se
DCP2_sgRNA4_as
DCP2_sgRNA4 se
DCP2_sgRNAG_as
DCP2_sgRNAG_se
EDC3_sgRNA1_as
EDC3_sgRNA1_se
EDC3_sgRNAZ2_as
EDC3_sgRNAZ2_se
EDC3_sgRNAG6_as
EDC3_sgRNAG se
EDC4 sgRNAL as
EDC4 sgRNA1_se
EDC4 sgRNAZ2_as
EDC4 sgRNAZ2_se
EDC4 sgRNA4 as
EDC4 sgRNA4 se
XRN1 sgl0v2_as
XRN1 sgl0v2_se
XRN1 sglv2_as
XRN1 sglv2 se
XRN1_sg7v2_as

AAACGCTCGACTCAGCGCCTCCATC
CACCGATGGAGGCGCTGAGTCGAGC
AAACCTAGGCTCATCTCCTGCCCAC
CACCGTGGGCAGGAGATGAGCCTAG
AAACGTGAGGTCTGCGATGCTGGTC
CACCGACCAGCATCGCAGACCTCAC
AAACCAGTGTGGGATAAGAGAACTTC
CACCGAAGTCTCTTATCCCACACTG
AAACGGCAGCGTCCTGGACGATTTC
CACCGAAATCGTCCAGGACGCTGCC
AAACAGCGATTAAAGAGACAATGCC
CACCGGCATTGTCTCTTTCCTCGCT
CAAAGTCGGCGCGGAGGCTTTCAGC
CACCGCTGAAAGCCTCCGCGCCGAC
CAAATCGGCGCGGAGGCATTCAGGC
CACCGCCTGAAAGCCTCCGCGCCGA
AAACATACCTGAAAGCCTCCGCGCC
CACCGGCGCGGAGGCTTTCAGGTAT
AAACATGGCCTCCTGCGCGAGCAT C
CACCGATGCTCGCGCAGGAGGCCAT
AAACCCTGCGCGAGCATCGACATCC
CACCGGATGTCGATGCTCGCGCAGG
AAACCGCAGCACCAGCGGGACATCC
CACCGGATGTCCCGCAGGTGCTGCG
AAACTGTCTCAGCGAAGTGGTGAAC
CACCGTTCACCACTTCGCTGAGACA
AAACCTTCGCTGAGACAGGGATACC
CACCGGTATCCCTGTCTCAGCGAAG
AAACTCTGTAAAACTTGGGGACTCC
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XRN1_sg7v2_se

XRN1_sgRNAO_as
XRN1_sgRNAO_se
XRN1 sgRNA2_as
XRN1 sgRNA2_se
XRN1_sgRNA4_as
XRN1_sgRNA4 se

CACCGGAGTCCCCAAGTTTTACAGA
AAACCCGGTCGTCGCTCCGCGGATC
CACCGATCCGCGGAGCGACGACCGG
AAACGTCGTCGCTCCGCGGATGACC
CACCGGTCATCCGCGGAGCGACGAC
AAACGCGGGGCGTTTGGTTTCGGTC
CACCGACCGAAACCAAACGCCCCGC

Oligonukleotide fiir Sanger-Sequenzierungen (5’-3'-Sequenz):

CRISPR-U6
DCPla-Amplikon_se
XRN1-Amplikon_as

GCATATACGATACAAGGCTG
TCTGCAAAGAAGGCAGGTCG
GAGCGACGACCGGAGG

Oligonukleotide fiir PCR (5'-3'-Sequenz):

T7-Luzi 323-341 se

Luzi 479-498 as

DCPla-Amplikon_se
DCPla-Amplikon_as

XRN1-Amplikon_se
XRN1-Amplikon_as

GCGTAATACGACTCACTATAGG
GAGAATGGAACCGCTGGAGAG  Produktgrofe: 202 bp

CA

annealing-Temperatur: 58°C

TCTGTGATTTGTATTCAGCC

TCTGCAAAGAAGGCAGGTCG Produktgrofe: 658 bp

GACACCGCCCACATCGTA

annealing-Temperatur: 60°C

AAGCGGCTGTTATCGTCTGTA Produktgrofe: 592 bp

GAGCGACGACCGGAGG

2.1.10. TagMan Gene Expression Assays

ACTB
CXCL2
GUSB
IL6

IL8
NFKBIA

Produktgrolie
Produktgrolie
Produktgrolie
Produktgrolie
Produktgrolie
Produktgrolie

: 171 bp
: 68 bp
:81bp
195 bp
101 bp
: 68 bp

annealing-Temperatur: 60°C

Thermo Fisher Scientific (Hs99999903_m1)
Thermo Fisher Scientific (Hs00236966_m1)
Thermo Fisher Scientific (Hs99999908_m1)
Thermo Fisher Scientific (Hs00174131_m1)
Thermo Fisher Scientific (Hs00174103_m1)
Thermo Fisher Scientific (Hs00153283_m1)
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2.1.11. Sonden fir RNA-in situ-Hybridisierung

Human IL6 Type 1 Affymetrix (#VA1-13526)
Human IL8 Type 1 Affymetrix (#VA1-13103)
Human NFKBIA Type 6 Affymetrix (#VA6-17971)

2.1.12. Rekombinante Proteine

Humanes rekombinantes IL-1a Prof. Dr. Saklatvala, London, England

Humanes rekombinantes IL-1a AG Kracht

2.1.13. Puffer

Agarose-Gelelektrophorese:
TAE-Puffer 40 mM Tris
1 mM EDTA
0,11% (v/v) Essigsaure
Chemische Kompetition von Bakterien:
TSS-Puffer 50 mM MgSO,x7H,0
10% (v/v) Polyethylenglykol 6000
5% (v/v) DMSO
ad 25 ml LB Medium

Lysepuffer:
NET-Lysepuffer 50 mM Tris

150 mM NacCl

1 mMEDTA

0,1% (v/v) Triton X-100

10% (v/v) Glycerol

pH 7,5 mit HCI
Spezial-Lysepuffer 30 mM Natriumpyrophosphat

50 mM NacCl

1% (v/v) Triton X-100

2 mM NazVO,

50 mM NaF

20 mM R-Glycerophosphat

10 mM Tris

38



Material und Methoden

SDS-PAGE und Western Blot:

1x Laemmli-Laufpuffer

Blotpuffer

Ponceau S-Férbeldsung

Sammelgelpuffer

TBS-Puffer

TBST-Puffer

Trenngelpuffer

Decapping-Assay:

1x Decapping-Puffer

Decapping-Reaction-Puffer

NET2-Waschpuffer

pH 7,05 mit HCI

Zugabe von:

1 pg/ml Pepstatin (=1,5 mM)

10 pg/ml Leupeptin (=23,4 mM)
1 mM PMSF

1 uM Microcystin

25 mM Tris

192 mM Glycin

0,1% (w/v) SDS

25 mM Tris

192 mM Glycin

20% (v/v) Methanol

0,1% (w/v) Ponceau S in 5% (v/v) Essigsaure
1M Tris

pH 6,8 mit HCI

10 mM Tris

150 mM NacCl

pH 7,4 mit HCI

TBS-Puffer mit Zugabe von 0,05% (v/v) Tween 20
1M Tris

pH 8,8 mit HCI

50 mM Tris

30 mM Ammoniumsulfat
1 mM MgCl,

pH 7,9 mit HCI

44,5 pl 10x Decapping-Puffer
5 pl Cap Analog (100 mM)
0,5 ul Ribolock

50 mM Tris

150 mM NacCl

0,05% (v/v) Triton X-100
pH 7,5 mit HCI
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Calciumphosphat-Transfektion:
2x HEBS

CaCl,-L6sung

2.1.14. Medien und Zusétze

Ampicillin-Natriumsalz
Difco LB Broth, Miller
(Luria-Bertani)

DMEM

FBS Good Forte
Kanamycin-Sulfat
L-Glutamin
Penicillin/Streptomycin
Puromycin

Standard I-Nahragar
Doxycyclin

DMEM-Vollmedium (Dulbecco’s

modified Eagle’s medium)

Einfriermedium

LB-Medium

280 mM NaCl

50 mM HEPES
1,5 mM Na,HPO,
pH 7,12 mit NaOH
2 M CacCl,

BioChemica (#A0839,0025)
BD (#244610)

PAN Biotech (#P04-03550)

PAN Biotech (#P40-47500)

Carl Roth (T832.3)

PAN Biotech (#P04-80100)

PAN Biotech (#P06-07100)

Merck Millipore (#540411-100MG)
Merck (#1.07881.0500)
Sigma-Aldrich (#D9891)

500 ml DMEM mit:

10% (v/v) FBS

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

2 mM L-Glutamin

nach Bedarf Zugabe von Puromycin (0,75-1 pg/ml)
DMEM-Vollmedium mit:

10% (v/v) FBS

10% (v/v) DMSO

25 g Difco LB Broth, Miller (Luria-Bertani)

ad 11 ddH,0

autoklavieren

nach Bedarf Zugabe von Ampicillin (100 pg/ml) oder
Kanamycin (50 pg/ml)
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LB-Platten

TSS-Puffer

2.1.15. Bakterienstamme

One Shot TOP10 Chemically

Competent E.coli

XL1-Blue E.coli

2.1.16. Zelllinien

HEK293IL-1R

HelLa
U20S-shUb-Ub(wt)
U20S-shUb-Ub(K63R)

37 g Standard I-Néhragar

ad 11 ddH,O

autoklavieren

nach Bedarf Zugabe von Ampicillin (100 pg/ml) oder
Kanamycin (50 pg/ml)

LB-Medium mit:

10% (v/v) Polyethylenglykol 6000

5% (v/v) DMSO

50 mM MgSO,x 7H,0

Thermo Fisher Scientific (#C404010)

Genotyp: F-mcrAA(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15
AlacX74 recAl deoR araD139 A(ara-leu)7697galU galK rpsL
(StrR) endAl nupG

Genotyp: F' TnlO(Tetr) proA +B + laclqA(lacZ)M151 recAl
gyrA96 (Nalr) thi-1bsdR17 (r-k m-k) ginV44 relAl lac

humane, adenovirustransformierte, embryonale Nierenzelle, stabil
transformiert mit Typl IL-1 Rezeptor, Prof. Dr. K. Matsumoto,
Nagoya, Japan

humane, epitheloide Zervixkarzinomzellen (ATCC)

humane, epitheloide Osteosarcomzellen

humane, epitheloide Osteosarcomzellen

im Rahmen dieser Arbeit hergestellte Zelllinien:

HEK293IL-1R-px459-5g1pcp1a

HEK?293I L-lR-pX459'Sg3Dcpla

HEK?293I L-lR-pX459-SgGDcpla

stabil transfizierte HEK293IL-1R-Zellen mit dem Vektor:
px459-sglpcpia
stabil transfizierte HEK293IL-1R-Zellen mit dem Vektor:
px459-sg3pcpia
stabil transfizierte HEK293IL-1R-Zellen mit dem Vektor:
px459-sg6pcpia
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HEK293IL-1R-px459-
$g1+3+6pcp1a
HEK293IL-1R-px459-sglepcs
HEK293IL-1R-px459-592epc3
HEK293IL-1R-px459-Ssg6epcs
HEK293IL-1R-px459-

Sg 1+2+6gpcs
HEK293IL-1R-px459-sg1lepcs
HEK293IL-1R-px459-592epca
HEK293IL-1R-px459-sg4epcy
HEK293IL-1R-px459-
sgl+2+4epcy
HEK?293IL-1R-px459-sg0xrn1
HEK293IL-1R-px459-592xrn1
HEK293IL-1R-px459-sg4xrn1
HEK293IL-1R-px459-
SgO+2+4XRN1

Hel a-px459-sg91pcpia

Hel a-px459-s03pcpia

Hel a-px459-s06pcpia
Hela-px459-sg1+3+6pcp1a

HeL a-px459-sg4pcp2

HeL a-px459-sg6pcp2

stabil transfizierte HEK293IL-1R-Zellen mit den Vektoren:

px459-sg1pcpia, PX459-593pcpia UN PX459-S06pcpia
stabil transfizierte HEK293IL-1R-Zellen mit dem Vektor:
px459-sglepcs

stabil transfizierte HEK293IL-1R-Zellen mit dem Vektor:
px459-S92epcs

stabil transfizierte HEK293IL-1R-Zellen mit dem Vektor:
px459-Sg6epcs

stabil transfizierte HEK293IL-1R-Zellen mit den Vektoren:

px459-sg1lepcs, PX459-S92epcs Und px459-sg6epcs

stabil transfizierte HEK293IL-1R-Zellen mit dem Vektor:
px459-sglepcy

stabil transfizierte HEK293IL-1R-Zellen mit dem Vektor:
Px459-592epcs

stabil transfizierte HEK293IL-1R-Zellen mit dem Vektor:
pX459-s94epcy

stabil transfizierte HEK293IL-1R-Zellen mit den Vektoren:

px459-s91epca, PX459-S92epcs UNd px459-sg4epcs

stabil transfizierte HEK293IL-1R-Zellen mit dem Vektor:
px459-sg0xrn1

stabil transfizierte HEK293IL-1R-Zellen mit dem Vektor:
Px459-502xrn1

stabil transfizierte HEK293IL-1R-Zellen mit dem Vektor:
px459-594yxrn1

stabil transfizierte HEK293IL-1R-Zellen mit den Vektoren:

px459-5g0xrn1, PX459-502xrn1 UNA PX459-504yrn1
stabil transfizierte HeLa-Zellen mit dem Vektor:
px459-sglpcpia

stabil transfizierte HeLa-Zellen mit dem Vektor:
px459-sg3pcpia

stabil transfizierte HeLa-Zellen mit dem Vektor:
px459-sg6pcpia

stabil transfizierte HeLa-Zellen mit den Vektoren:
px459-sg1pcpia, PX459-593pcpia UNA PX459-S96pcpia
stabil transfizierte HeLa-Zellen mit dem Vektor:
px459-sg4pce2

stabil transfizierte HelLa-Zellen mit dem Vektor:
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HelL a-px459-sg10pcp:

Hel a-px459-sg4+6+10pcp;

He La-pX459'SglEDc4

He La-pX459'ngEDc4

Hel a-px459-sg1+2+4¢pcy

HELa-pX459'Sgl)(RN1

Hel a-px459-s97xrn1

Hela-px459-sg10xrn1

Hela-px459-sg0+7+10xrn1

2.1.17. Software Programme

Leica FW4000
Leica LasX

Adobe Photoshop
Imagel]

Bio-Rad Image Lab

px459-sg6pce2

stabil transfizierte HeLa-Zellen mit dem Vektor:
px459-5910pcp2

stabil transfizierte HeLa-Zellen mit den Vektoren:
px459-sg4pcps, PX459-596pcp, UNd px459-s910pcp,
stabil transfizierte HeLa-Zellen mit dem Vektor:
px459-sglepcy

stabil transfizierte HeLa-Zellen mit dem Vektor:
px459-s92epcy

stabil transfizierte HeLa-Zellen mit den Vektoren:
px459-sglepca, PX459-S92epcs UNd PX459-5g4epcs
stabil transfizierte HeLa-Zellen mit dem Vektor:
px459-sglxrni

stabil transfizierte HeLa-Zellen mit dem Vektor:
PX459-597xrn1

stabil transfizierte HeLa-Zellen mit dem Vektor:
px459-s910xrn1

stabil transfizierte HeLa-Zellen mit den Vektoren:

px459-sglxrn1, PX459-597xrn: UND pX459-s910xrn1

Version 1.2.1

Version 1.5.1.13187
Version 7.0

Version 1.46r
Version 5.2.1 build 11
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2.2. Methoden
2.2.1. Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1. Isolierung und Aufreinigung von Nukleinsduren

Die Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte je nach VVolumen der Bakterienkultur mit den Kits
NucleoSpin Plasmid (Kulturvolumen bis 5 ml) und NucleoBond PC500 (Kulturvolumen bis
200 ml) nach Herstellerangaben. Die Elution erfolgte bei der Aufreinigung nach NucleoSpin
Plasmid mit 30-50 pl H,O und bei der Aufreinigung nach NucleoBond PC500 mit 500 pl
H,0.

Die Isolation von genomischer DNA aus Zellkulturen erfolgte mit dem Kit NucleoSpin Tissue

nach Herstellerangaben. Die DNA wurde in 20 pl H,O eluiert.

Die Aufreinigung von Polymerasekettenreaktionen (PCR)-Produkten aus Agarosegelen oder
direkt aus den PCR-Reaktionen erfolgte mit dem Kit NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up
nach Herstellerangaben. Die DNA wurde in 20 pl H,O eluiert.

Die Isolierung von Gesamt-RNA erfolgte mit dem Kit NucleoSpin RNA [l nach
Herstellerangaben. Die RNA wurde in 40-60 pl H,O eluiert.

Die Aufreinigung von in vitro transkribierter RNA und radioaktiv markierter RNA fir den
Decapping-Assay (siehe 2.2.3.5) wurde mit dem mirVana miRNA Isolation Kit nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Elution der aufgereinigten RNA erfolgte jeweils in
100 ul H20.

Nach der Isolation der Nukleinsduren durch die verschiedenen Protokolle erfolgte fir DNA-
und RNA-Proben die photometrische Bestimmung der Konzentration mittels Nano Drop
ND-1000. Die Lagerung von DNA-Proben erfolgte anschlieBend bei -20°C. RNA-Proben
wurden fir den kurzzeitigen Gebrauch ebenfalls bei -20°C gelagert, wobei die

Langzeitlagerung bei -80°C stattfand.

2.2.1.2. PCR zur Amplifikation von DNA-Fragmenten

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten flr den Nachweis von spezifischen genomischen
DNA-Abschnitten wurden PCRs unter der Verwendung der GoTaq G2 Flexi DNA

Polymerase durchgefiihrt.
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Ein 20 ul PCR-Ansatz setzte sich dabei wie folgt zusammen:

Green GoTaq Flexi Buffer (5x)
MgClI, Solution (25 mM)
dNTP mix (jeweils 10 mM)

Primer sense (10 pmol/ul)

Primer antisense (10 pmol/ul)

GoTaq Polymerase (5U/ul)
DNA-Matrize

H,O

Fur

die PCR-Reaktion wurde

T-Professional verwendet:

94°C
94°C
60°C
72°C
72°C

60 sek

30 sek

30 sek 35 Zyklen
30 sek

180 sek

2.2.1.3. Reverse Transkription

4 ul

3,2 ul

0,4 ul

1l

1l

0,2 ul
100-200 ng
ad 20 pl

folgendes Temperaturprofil fiir den Thermocycler

Zur Herstellung von cDNA aus RNA zur weiteren Verwendung in quantitativen PCR-

Methoden wurde eine reverse Transkription der RNA mittels der RNA-abhéngigen DNA-

Polymerase Moloney Murine Leukemia Virus reverse transcriptase (M-MuLV) durchgefihrt.

Ein 20 ul RT-Ansatz setzte sich dabei wie folgt zusammen:

RT Buffer (5x)

Random Hexamer Primer

dNTP mix (jeweils 10 mM)
M-MuLV Transkriptase (20U/ul)
Gesamt-RNA

H.0O

4 ul

0,5 ul
0,5 ul
0,5 ul

1ug
ad 20 pl
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Fur die Durchfuhrung der reversen Transkription wurde folgendes Temperaturprofil fir den

Thermocycler T-Professional verwendet:

23°C 10 min
37°C 60 min
95°C  5min

2.2.1.4. Quantitative PCR (qPCR)

Mit Hilfe der quantitativen PCR ist es moglich durch die direkte Messung eines
Fluoreszenzsignals eine indirekte Quantifizierung der Menge von spezifischen DNA-PCR-
Amplikons durchzufiihren. Durch die Verwendung von cDNA nach reverser Transkription als
Matrize fir die gPCR ist es zudem mdglich, einen Riickschluss tiber die relative Menge der

MRNA in einer Probe zu erhalten.

In dieser Arbeit wurden gPCRs mit Hilfe des TagMan-Assay-Systems durchgefiihrt. Dieses
System beruht auf der Detektion des Reporterfarbstoffes FAM (Carboxyfluorescein), welcher
an das 5’-Ende einer genspezifischen DNA-Sonde gekoppelt ist, wobei am 3'-Ende derselben
Sonde der Quencher TAMRA (Tetramethylrhodamin) gekoppelt vorliegt. Der Quencher
absorbiert dabei aufgrund der rdumlichen N&he im Ausgangszustand die FRET (Forster
Resonance Energy Transfer)-induzierte Emission des Fluoreszenzsignals durch den FAM-
Reporterfarbstoff, sodass kein messbares Lichtsignal entsteht. Kommt es nun im Verlauf der
PCR zur Amplifikation der gewiinschten Gensequenz durch annealing eines spezifischen
Primerpaars und Elongation der Tag-Polymerase, so wird die TagMan-Sonde durch die 5'-
Exonuklease-Aktivitat der Tag-Polymerase abgebaut. Infolgedessen liegt der FAM-
Reporterfarbstoff nicht mehr in rdumlicher N&dhe zum Quencher vor, wodurch ein messbares
Fluoreszenzsignals entsteht, welches nach jedem PCR-Zyklus starker wird und proportional
zu der Menge der spezifischen DNA-Molekile in der Ausgangsprobe ist. Erreicht die
Fluoreszenzintensitdt in  einem PCR-Zyklus einen  Schwellenwert  Gber  der
Hintergrundfluoreszenz so wird dieser Zyklus als Ct (Cycle Threshold)-Wert definiert. Durch
diesen Ct-Wert ist eine relative Quantifizierung der Menge der in der Probe enthaltenen
Zielmolekile durch die AACt-Methode moglich.

Dazu wird zunéchst die Differenz aus den Ct-Werten des Zielgens und einem parallel

gemessenen Referenzgen ermittelt (ACt = Ctzieigen - CtRreferenzgen). AnschlieBend lassen sich die
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ACt-Werte auf eine experimentelle Kontrollprobe (Kalibrator) normieren und als AACt-Wert
ausdriicken (AACt = ACtgehandiung - ACtkalibrator). Die Umrechnung des AACt-Werts in die

vielfache Induktion erfolgt nach: n-fache-Induktion = 2-AACt |

Ein 20 pl gPCR-Ansatz setzte sich dabei wie folgt zusammen:

TagMan FAST 2x Universal PCR Master Mix 10 ul
TagMan Assays on Demand 0,5 ul
H,O 7,5 ul
cDNA 2 ul

Fur die gPCR wurde der PCR-Modus 7500 Fast und folgendes Temperaturprofil fiir den
Thermocycler 7500 Fast Real Time PCR System verwendet:

95°C 20 sek
95°C  3sek

40 Zyklen
60°C  30sek

Die Messungen erfolgten dabei als technisches Duplikat fiir jede Probe in einer 96-well-Platte.

2.2.1.5. Klonierung von CRISPR/Cas9-Vektoren

Fur die Herstellung von eukaryotischen Expressionsvektoren fur den CRISPR/Cas9-
vermittelten knockdown wvon Proteinen wurden verschiedene sgRNAs in den Vektor
pSpCas9(BB)-2A-Puro (px459) kloniert.

Dazu wurden zundchst geeignete sgRNA-Sequenzen mit dem Internetprogramm CRISPR
Design Tool (http://crispr.mit.edu/) ermittelt. Den sgRNA-Sequenzen wurden jeweils
Erkennungssequenzen fir das Restriktionsenzym Bbsl hinzugefugt. Die so ermittelten
Sequenzen der Oligonukleotide wurden anschlieBend zusammen mit dem entsprechenden
komplementéren Gegenstrang (somit sense und antisense) mit jeweils zusétzlichen 5'-

Phosphatgruppen bei der Firma Eurofins Genomics zur Synthese in Auftrag gegeben.

Nach Erhalt der sgRNA-Oligonukleotide wurden diese flr eine finale Konzentration von
100 puM in H,O geldst und zunédchst zur Herstellung von doppelstangigen Oligonukleotiden
hybridisiert.
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Die Hybridisierungsreaktion setze sich dabei wie folgt zusammen:

SsgRNA sense (100 uM) 1l
SsgRNA antisense (100 uM) 1l
T4 PNK Puffer A (10x) 5ul
H,O 44 ul

Fur die Reaktion wurde folgendes Temperaturprofil fir den Thermocycler T-Professional

verwendet:
95°C 4 min
10°C 10 min
37°C 15 min

Die nun doppelstrangig vorliegenden sgRNA-Oligonukleotide wurden 1:40 in Wasser
verdiinnt und in dieser Form fiir den folgenden Restriktionsansatz mit gleichzeitiger Ligation

verwendet. Der Restriktions-und Ligationsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

px459-Vektor (3,3 ng/ul) 3ul
SsgRNA-Oligonukleotid-Duplex 2 ul
(2:40 verdinnt)

FD-Puffer (10x) 5ul
ATP (10 mM) 1l
FastDigest Bbsl 1l
T4 DNA Ligase 1l
H,O 10 pl

Anschliefend wurde der Ansatz fir 5 min bei 37°C und dann fir 5 min bei 21°C im

Thermocycler T-Professional inkubiert.

Um nicht insertierte und religierte doppelstrangige DNA aus dem Reaktionsgemisch zu
entfernen, wurde im néchsten Schritt eine Entfernung dieser mit der ATP-abhangigen DNase
PlasmidSafe durchgefiihrt. Der Ansatz dazu setzte sich wie folgt zusammen:
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Ligations-Reaktion 11 ul
PlasmidSafe Puffer (10x) 1,5ul
ATP (10 mM) 1,5 ul
PlasmidSafe DNase 1l

Fir die Reaktion wurde der Ansatz zunachst fir 30 min bei 37°C und anschlieRend fiir 30 min

bei 70°C im Thermocycler T-Professional inkubiert.
Nach diesem Schritt ist eine Lagerung des Ligationsansatzes bei -20°C moglich.

Im Anschluss an den PlasmidSafe Verdau erfolgte die Transformation von 2 pl des
Ligationsansatzes in XL1-Blue E.coli Bakterien (siehe 2.2.2.3). Nach dem Erhalt von
positiven Bakterienklonen nach Selektion mit Ampicillin erfolgte die Isolation von Plasmid-
DNA aus Ubernachtkulturen (siehe 2.2.1.1). AnschlieRend wurde der Einbau des sgRNA-
Oligonukleotids in den Vektor px459 durch eine Sanger-Sequenzierung des Plasmids (siehe

2.2.1.6) unter der Verwendung des Sequenzierungsprimers CRISPR-UG6 tberprift.

2.2.1.6. Sanger-Sequenzierungen

Sanger-Sequenzierungen von Plasmid-DNA und PCR Produkten von genomischer DNA
wurden durch die Firma LGC Genomics nach den Angaben des Anbieters durchgefihrt. Dazu
wurden die unterschiedlichen Protokolle Ready2 Run (Ansdtze mit eigenen
Sequenzierungsprimern) und  Flexi Run  (Ansdtze mit fertig  hinterlegten
Sequenzierungsprimern) in Anspruch genommen. Die Analyse der erhaltenen Seguenzen
erfolgte mit der Software SeqMan Pro, DNASTAR.

2.2.1.7. Herstellung eines linearen RNA-Transkripts durch in vitro Transkription

Fur den Decapping-Assay (siehe 2.2.3.5) ist die Herstellung eines in vitro transkribierten
RNA-Molekuls von einer Plasmid-Matrize nétig. Dazu erfolgte zunéchst eine PCR-
Amplifikation eines DNA-Abschnittes des Plasmides pGL2 mit einer Grolle von 202
Basenpaaren mit den PCR Primern T7-Luzi 323-341se und Luzi 479-498as. Die PCR wurde

mit vier getrennten 100 pl Ansétzen mit folgender Zusammensetzung durchgefihrt:
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pGL2 DNA-Matrize 500 ng
Primer T7-Luzi 323-341se (1 pg/ul) 1l
Primer Luzi 479-498as (1 pg/ul) 1l

Pfu-Polymerase Puffer (10x) 10 ul
dNTP Mix (jeweils 10 mM) 1l
Pfu-Polymerase 2 ul

H.O ad 100 pl

Fur die Reaktion wurde folgendes Temperaturprofil fir den Thermocycler T-Professional

verwendet:

94°C 60 sek

94°C 30sek

58°C 30sek 35 Zyklen
68°C 55sek

Nach der PCR wurden die DNA-Amplikons durch eine Agarosegelelektrophorese (siehe
2.2.1.9) aufgetrennt und durch eine DNA-Isolation aus dem Gel (siehe 2.2.1.1) aufgereinigt.
Die Elution erfolgte dabei mit 30 pl H,O je PCR Ansatz, sodass ein Gesamtvolumen von

120 pl erreicht wurde.

AnschlieRend wurde die Reinheit des Eluats aus der Gelextraktion zusatzlich durch eine
Ethanolprézipitation weiter erhoht. Dazu wurden den 120 pl Gesamteluat 12 pl 3 M
Natriumacetatlosung und 240 pl Ethanol (100%) zugesetzt. Anschlielend erfolgte die
Inkubation dieser Prézipitationslosung fir 2 Stunden bei -80°C und eine anschlielende
Zentrifugation fir 30 min bei 4°C und 21000 g. Nach der Zentrifugation wurde das DNA-
Pellet mit 500 pl 70%-igem Ethanol gewaschen und erneut ftr 30 min bei 4°C und 21000 g
zentrifugiert. AnschlieBend wurde das DNA-Pellet getrocknet und in 20 pl H,O gel6st.

Die aufgereinigte DNA wurde nun unter Verwendung einer T7-Promotor-abhidngigen RNA-
Polymerase (MEGAscript T7 Kit) in vitro transkribiert. Zu diesem Zweck wurden zwei

getrennte 20 pl Ansétze mit folgender Zusammensetzung verwendet:
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aufgereinigte DNA-Matrize 1ug

ATP-L6sung 1l
CTP-Ldsung 2 ul
GTP-Lo6sung 2 ul
UTP-Ldsung 2 ul
Reaktions-Puffer (10x) 2.ul
Enzym-Mix 2 ul

Die Inkubation der in vitro Transkription erfolgte fur 16 Stunden bei 37°C.

Nach der Inkubation wurden die zwei Ansatze vereinigt und einem DNase-Verdau mit
DNasel unterzogen, um die DNA-Matrize aus der Reaktions-Mischung zu entfernen. Zu
diesem Zweck wurde der Verdau mit folgender Zusammensetzung durchgefihrt:

in vito Transkriptions Reaktion 40 pl
DNasel Puffer + MgCl, (10x) 4 ul
DNasel 4 ul

Der Ansatz wurde fiir 15 min bei 37°C inkubiert und anschlielend durch die Aufnahme in 560 pl
entsprechendem Lysepuffer aus dem mirVana miRNA Isolation Kit nach Herstellerangaben
aufgereinigt. Die RNA wurde am Ende der Aufreinigung in 100 pl H,O eluiert. Die Qualitat
der in vitro transkribierten RNA wurde im Anschluss mit Hilfe einer Kapillarelektrophorese
(siehe 2.2.1.10) Uberprift und die Konzentration mittels Nano Drop ND-1000 bestimmt. Die
RNA wurde anschlieBend in Aliquots mit jeweils 4 pg RNA bei -80°C bis zur weiteren
Verwendung fiir den Decapping-Assay (siehe 2.2.3.5) gelagert.

2.2.1.8. Radioaktives in vitro Capping von RNA

Fur die Verwendung im Decapping Assay (siehe 2.2.3.5) wird eine input-RNA benétigt,
welche eine radioaktiv markierte 5'-m’-GTP-Cap-Struktur aufweist. Zu diesem Zweck wurde
eine in vitro Capping-Reaktion der zuvor in vitro transkribierten RNA (siehe 2.2.1.7) unter
der Verwendung von o*P-GTP und dem Kit ScriptCap m’-G Capping System durchgefiihrt.
Dieses nutzt das Capping-Enzym des Vaccina Virus, welches in der Lage ist in einer
dreistufigen Reaktion die Herstellung der 5'-m’-GTP-Cap-Struktur durchzufiihren. Demnach

erfolgt zundchst die Abspaltung eines Phosphatrestes des 5'-Triphosphats der zuvor in vitro
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transkribierten RNA durch die Phosphataseaktivitat, wodurch eine 5’-Diphosphat-RNA
entsteht. AnschlieBend kommt es durch die Guanylyltransferaseaktivitit zur Verbindung von
o*P-GTP und dem 5-Diphosphat-Rest der RNA. Im Anschluss daran erfolgt die
Methylierung der 5'-Cap-Struktur durch die Guanin-7-Methyltransferase-Aktivitat unter
Verwendung von S-Adenosyl-Methionin (SAM).

Um die in vitro Capping-Reaktion durchzufiihren, wurden zundchst 4 pg in vitro
transkribierte RNA mit der sich aus dem Ansatz ergebenden Menge Wasser vermischt und fir
10 min bei 65°C inkubiert, um Sekundarstrukturen der RNA durch Denaturierung

aufzuheben. AnschlieBend wurde die Capping-Reaktion nach folgendem Ansatz

durchgefunhrt:

ScriptCap Capping Puffer (10x) 2 ul
SAM (2 mM) 1l
ScriptGuard RNase Inhibitor (40 U/ul) 0,5 ul
ScriptCap Capping Enzym (10 U/ml) 1ul
o*?P-GTP 20 pCi
in vitro transkribierte RNA (zuvor denaturiert) 4 ug
H,O (zuvor fur Denaturierung bereits verwendet) ad 20 pl

Der Reaktionsansatz wurde fur 60 min bei 37°C inkubiert. Anschlieend wurde die RNA im
Reaktionsansatz durch Aufnahme in 580 pl Lysepuffer aus dem mirVana miRNA Isolation
Kit nach Herstellerangaben isoliert. Die Elution der RNA wurde mit 100 ul H,0O

durchgefuhrt. Die aufgereinigte RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

2.2.1.9. Agarosegelelektrophorese

Zur Trennung und Identifikation von DNA-Molekilen wurde die Agarosegelelektrophorese
verwendet. Diese nutzt die Eigenschaft von negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA und
ermoglicht die GroRenauftrennung von unterschiedlichen DNA-Fragmenten in einer
Agarosegelmatrix durch elektrische Spannung. Dabei ist die Wanderungsgeschwindigkeit der
DNA-Fragmente abhéngig von der Grolke und Konformation sowie der vorherrschenden
elektrischen Spannung und der Dichte des Agarosegels. Fur die Sichtbarkeit der DNA-
Fragmente wird dabei eine Farbung der DNA durch den Farbstoff Ethidiumbromid
durchgefuhrt. Dabei interkaliert Ethidiumbromid in Nukleinséduren, wodurch es zur
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Verénderung des Absorptionsspektrums des Farbstoffes kommt. Durch eine Anregung mit
UV-Strahlung emittiert Ethidiumbromid nach Interkalation sichtbares Licht mit einer

orangeroten Farbe (Wellenldnge 590 nm).

In dieser Arbeit wurden 1-2%-ige (w/v) Agarosegele verwendet. Dazu wurde die
entsprechende Menge Agarose in 1x TAE-Puffer gel6st und aufgekocht und nach Abkihlen
mit 0,1 pg/ml Ethidiumbromid versetzt und im entsprechenden GielRstand gegossen. Das Gel
wurde mit den zuvor mit 6x DNA Loading Dye versetzten DNA-Proben beladen und die
Elektrophorese in der Laufkammer Mupid-exU bei 100 V fur 30-45 min in 1XTAE-
Laufpuffer durchgefuhrt. Nach dem Gellauf erfolgte die optische Auswertung der DNA-

Fragmente mittels des UV-Transilluminators Gel iX Imager.

2.2.1.10. Kapillarelektrophorese

Neben der Agarosegelelektrophorese wurde die Kapillarelektrophorese als alternative
Technik fur die Analyse von Nukleinsduren verwendet. Dabei beruht dieses Verfahren auf der
Detektion von Nukleinsduren durch Fluoreszenzfarbstoffe und der Elektrophorese durch eine
Mikrokapillare. Fir die Kapillarelektrophorese wurden die Kits Agilent RNA 6000 Nano und
Agilent RNA 6000 Pico nach Herstellerangaben verwendet. Die Elektrophorese wurde mit

dem Gerat Agilent 2100 Bioanalyzer ebenfalls nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.2.1.11. Dunnschichtchromatographie

In dieser Arbeit wurde zur Trennung und zur Identifikation des abgespaltenen radioaktiv
markierten m’-GDP-Restes nach der Decapping-Reaktion (siehe 2.2.3.5) die Technik der
Diinnschichtchromatographie verwendet. Diese erméglicht es m’GDP als Produkt der
eigentlichen Decapping-Reaktion aus der hydrolytischen Spaltung der 5'm’-GTP-Cap-
Struktur und auch der eigentlichen RNA zu trennen und spater durch eine Autoradiographie

zu detektieren.

Fur die Dunnschichtchromatographie wurden die Platten TLC PEI Cellulose F verwendet und
zunégchst fir 1 h mit 100 ml H,O aufrecht in einer Chromatographiekammer bei
Raumtemperatur inkubiert und danach bei Raumtemperatur getrocknet. AnschlieBend wurden

die Proben mit einem Volumen von 7 ul punktférmig auf die Platte in einem Abstand von
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mindestens 0,6 cm aufgetragen, wobei ein Abstand von 2,5 cm zum unteren Rand der Platte
und ein Abstand von 1 cm zu den beiden &uReren Réndern der Platte eingehalten wurden.
Nach dem Auftragen der Proben auf die Platte wurde diese bei Raumtemperatur getrocknet
und anschlieBend unter der Verwendung von 100 ml des Ldésungsmittels LiCl, (0,75 M)
aufrecht fir eine Dauer von 75 min in der Chromatographiekammer bei Raumtemperatur
chromatographiert. Die Dinnschichtchromatographieplatte wurde im Anschluss an den Lauf
erneut fur 1 h bei Raumtemperatur getrocknet und anschlielend in Klarsichtfolie eingehdllt.
AnschlieBen konnte die Autoradiographie des radioaktiv markierten m’-GDP-Restes durch
das Auflegen eines Films (Fuji Medical X-ray Film SUPER RX) und der Entwicklung des

Films mit der Entwicklermaschine Curix 60 detektiert werden.

2.2.2. Mikrobiologische Methoden

2.2.2.1. Kultivierung von Bakterien

In dieser Arbeit wurden die E.coli Stimme TOP10 und XL1-Blue zur Herstellung und
Amplifikation von eukaryotischen Expressionsvektoren verwendet. Die Kultivierung der
Bakterien erfolgte dabei in Flussigkulturen (5 ml oder 200 ml LB-Medium) oder auf Agar-
Né&hrbdden (LB-Platten). Den Flissigkulturen und den LB-Platten wurden dabei je nach
Bedarf Ampicillin (100 pg/ml) oder Kanamycin (50 pg/ml) als Selektionsantibiotika
zugegeben. Die Flussigkulturen wurden tber Nacht (ca. 16 h) bei 37°C und 200 rpm im
Schittelinkubator inkubiert und konnten so am nachsten Tag nach einer Pelletierung durch
Zentrifugation fir 10 min bei 1390 g und 4°C fir weitere Schritte genutzt werden. LB-Platten
wurden steril mit einem Drigalskispatel ausplattiert und ebenfalls Giber Nacht (ca. 16 h) bei
37°C inkubiert.

2.2.2.2. Herstellung chemisch kompetenter Bakterien

Fur die Transformation von Bakterien mit Expressionsvektoren wurden chemisch kompetente
Bakterien verwendet. Dazu wurden die Bakterienstimme TOP10 und XL1-Blue zun&chst in
einem Volumen von 5 ml LB-Medium fiir 16 h bei 37°C kultiviert. Anschlielend wurde die
optische Dichte der Bakteriensuspension bei einer Wellenldange von 650 nm ermittelt und die
Suspension in einem Gesamtvolumen von 150 ml LB-Medium auf eine optische Dichte von

0,05 eingestellt. Die Bakterienkultur wurde anschlieBend im Schiittelinkubator bei 37°C bis
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zu einer optischen Dichte von 0,3-0,5 inkubiert. Die Bakterien wurden dann durch eine
Zentrifugation fir 10 min bei 1390 g und 4°C pelletiert und in 1/10 Volumen TSS-Puffer
(eiskalt) resuspendiert. AnschlieBend wurde die Bakteriensuspension aliquotiert in flissigem
Stickstoff gefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

2.2.2.3. Transformation von Bakterien

Far die Transformation wurden die zuvor hergestellten chemisch Kompetenten
Bakterienstamme TOP10 und XL1-Blue verwendet. Dazu wurden 100 pl der
Bakteriensuspension (siehe 2.2.2.2) schonend auf Eis aufgetaut und mit dem gewdiinschten
Plasmid (1-2 pg) vermischt und fir 30 min auf Eis inkubiert. Anschlielend erfolgte ein
Hitzeschock fur 45 sek bei 42°C und eine weitere Inkubation fir 5 min auf Eis. Dem
Transformationsansatz wurde anschlieBend 700 pl LB-Medium oder 500 pl Soc-Medium
zugesetzt und die Bakterien fur 1 h bei 37°C im Schuttelinkubator inkubiert. Danach wurden
unterschiedliche Mengen des Transformationsansatzes auf LB-Platten mit entsprechendem
Selektionsantibiotikum steril mit einem Drigalskispatel ausgestrichen und tber Nacht (16 h)
bei 37°C inkubiert. Am Folgetag ist dann eine Benutzung der Bakterienkolonien auf den LB-

Platten fur weitere Schritte moglich.

2.2.2.4. Dauerkulturen von Bakterien

Fur die langfristige Lagerung von flissigen Bakterienkulturen wurden diese jeweils in einem
gleichen Volumen Glycerin aufgenommen und in flissigem Stickstoff gefroren und bis zur

weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

2.2.3. Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1. Lysate fur Immundetektion im Western Blot

Fur die Durchfuhrung von Western Blots und der anschlieBenden Immundetektion der
Proteine wurden Zelllysate durch die Verwendung des NET-Lysepuffers oder des Spezial-
Lysepuffers hergestellt. In beiden Fallen erfolgten zundchst die Ernte der Zellen in kaltem
PBS und das anschlieBende Pelletieren der Zellen durch eine Zentrifugation fir 5 min bei

900 g und 4°C. Die Zellen wurden anschlielend in Lysepuffer aufgenommen. Dabei wurden
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550 pl Spezial-Lysepuffer oder 1 ml NET-Lysepuffer fir die Zellmenge aus dem Malistab
einer 145 cm?® Zellkulturschale verwendet. Die Zellen wurden im jeweiligen Lysepuffer
resuspendiert und 15 min auf Eis inkubiert. Anschlielend erfolgte eine Zentrifugation der
Proben fir 15 min bei 10000 g und 4°C. Die Uberstande wurden in neue Reaktionsgefale
uberfuhrt und das Pellet aus Zellbestandteilen verworfen. Die Konzentration der Proteinlysate

wurde im Bradford-Assay (siehe 2.2.3.2) bestimmt.

2.2.3.2. Bestimmung der Proteinkonzentration in Zelllysaten nach Bradford

Die Proteinkonzentrationen der Zelllysate wurden nach Bradford unter Verwendung von Roti-
Quant bestimmt. Dabei beruht die Messung auf der Bindung des Farbstoffes Coomassie
Brilliant Blue G-250 an basische Aminoséuren von Proteinen und der anschlie}enden
Verschiebung des Absorptionsmaximums des Farbstoffs von 470 nm zu 595 nm. Dabei

verhdlt sich die Absorption proportional zur Proteinkonzentration (Bradford, 1976).

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration der Zelllysate wurden diese zunéchst 1:200 in PBS
verdiinnt. Ein Volumen von 100 pl dieser Verdinnungen sowie einer BSA-Standardreihe
(0 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml, 15 pg/ml, 20 pug/ml, 25 pg/ml, 30 pg/ml, 35 pg/ml BSA in PBS)
wurden anschlieRend als technisches Triplikat in eine 96-well-Platte pipettiert. Zu den Proben
wurde anschliefend 100 pl der 40%-igen (in H,O verdinnt) Roti-Quant Farbelésung
hinzugegeben und die optische Dichte bei 595 nm im Microplate Spectrophotometer
gemessen. Die Berechnung der unbekannten Proteinkonzentration erfolgte an Hand der
Standardreihe.

2.2.3.3. Diskontinuierliche SDS-PAGE

In dieser Arbeit wurde flr die Auftrennung, Analyse und Identifikation von Proteinen die
Methode der Natriumdodecylsulfat (SDS) Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) nach
Laemmli durchgefihrt (Laemmli, 1970). Bei dieser werden Proteine in der
Polyacrylamidgelmatrix in Abh&ngigkeit ihrer molekularen Masse und der Gesamtladung
getrennt. SDS bewirkt dabei durch die Bindung an hydrophobe Bereiche der Proteine eine
Denaturierung der Proteinstruktur sowie die Einfuhrung einer negativen Nettoladung der
Proteine. Aufgrund dieser negativen Ladung bewegen sich die Proteine anschlie3end bei der
PAGE im elektrischen Feld zur Anode, wodurch die Proteine nach der Masse aufgetrennt
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werden. Die Gelmatrix setzt sich dabei aus Sammelgel (5% Acrylamidgehalt) und dem
eigentlichen Trenngel zusammen. Der Acrlyamidgehalt im Trenngel wurde dabei je nach

Fragestellung und zu untersuchendem Protein in der Konzentration von 7-12% variiert.

Das Sammelgel (5 ml Volumen) und ein exemplarisches Trenngel (27 ml Volumen) mit
einem Acrylamid-Gehalt von 10% setzten sich dabei wie folgt zusammen:

Sammelgel (5%; 5 ml) Trenngel (10%:; 27 ml)
Sammelgelpuffer 0,63 ml

Trenngelpuffer 10,3 ml
Rotiphorese Gel 30 0,84 ml 9mil
50% (v/v) Glycerol 0,45 ml 2,4 ml
2% (w/v) SDS 0,25 mi 1,35 mi
H,O 2,8 ml 3,8ml
40% (w/v) APS 15 ul 41 ul
TEMED 10 pl 27 ul

Das Trenngel und das Sammelgel wurden sequentiell gegossen und mit den Proben beladen,
welche zuvor im Verhdltnis von 4:1 mit Roti-Load 1 Auftragspuffer versetzt und
anschlieBend fir 10 min bei 95°C denaturiert wurden. Die Elektrophorese erfolgte in 1x
Laemmli-Laufpuffer in den entsprechenden Elektrophoresekammern bei 35-50 mA pro Gel.
Nach der Elektrophorese wurden die Gele zur Immundetektion der Proteine im Western Blot

verwendet.

2.2.3.4. Western Blot und Immundetektion von Proteinen

Um die Immundetektion von Proteinen zu ermdglichen, wurde die Methode des Western
Blots mit anschliefendem Nachweis der Proteine durch eine elektrochemische Lichtreaktion
(ECL) durchgefuhrt. Dazu erfolgte zunéchst der elektrische Transfer der Proteine aus der
SDS-PAGE (siehe 2.2.3.3) im semi dry-Verfahren auf eine PVDF (Polyvinylidenfluorid)-
Membran. Zu diesem Zweck wurden auf die Anode der Transferkammer 2 Filterpapiere
(zuvor getrankt in 1x Blotpuffer), die PVDF-Membran, das Proteingel und 2 weitere
Filterpapiere (zuvor getrénkt in 1x Blotpuffer) in dieser Reihenfolge aufeinander gestapelt.
Die Elektrophorese erfolgte anschliefend fiir 2 h bei einer konstanten Stromstarke von 0,75

mA/cm? der PVDF-Membran. Nach dem Transfer erfolgte die Kontrolle der Transferqualitat
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durch eine Féarbung der PVDF-Membran mit einer Ponceau S-Farbel6sung. Nach
Dokumentation der Anfarbung wurde die Membran durch mehrmaliges Waschen in TBST-
Puffer entfarbt. Die unspezifischen Bindestellen der Membran wurden anschlieBend durch
Inkubation mit 5% (w/v) Magermilchpulver (MP) in TBST-Puffer fur 1 h bei
Raumtemperatur abgeséattigt. Anschlieend erfolgte die Inkubation der PVDF-Membran mit
einer Primarantikorperlosung (verdinnt in 5% (w/v) Magermilchpulver/TBST) lber Nacht bei
4°C. Darauf wurde die Priméarantikorperlosung entfernt und die Membran durch dreimaliges
Waschen mit TBST-Puffer fir jeweils 5 min von ungebundenen Antikorpern befreit.
Anschliefend wurde die Membran mit dem HRP-gekoppeltem Sekundarantikorper mit einer
Verdinnung von 1:2000 in 5% (w/v) Magermilchpulver in TBST-Puffer fir 2 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Membran wurde danach erneut dreimal mit TBST-Puffer fur
jeweils 5 min gewaschen. Anschlieend erfolgte die Detektion der Proteine durch
Chemilumineszenz mit den Reagenzien Amersham ECL Western Blotting Detection Reagent
oder Immobilion Western  Chemiluminescent HRP-Substrate nach  jeweiligen
Herstellerangaben und unter Verwendung des Geréts Chemi Doc Touch Imaging System oder
der Filme Fuji Medical X-ray Film SUPER RX mit anschlieRender Entwicklung der Filme in

der Entwicklermaschine Curix 60.

2.2.3.5. Decapping-Assay

In dieser Arbeit wurde der Decapping-Assay angewendet, um die Decapping-Aktivitét eines
immunprazipitierten Proteinkomplexes zu ermitteln. Dabei beruht das Prinzip des Decapping-
Assays auf der hydrolytischen Abspaltung einer zuvor radioaktiv markierten 5’-Cap-Struktur
einer in vitro transkribierten RNA (siehe 2.2.1.7 und 2.2.1.8) durch die katalytische
Untereinheit des Decapping-Komplexes (DCP2), welche im immunprézipitierten
Proteinkomplex vorliegt. Die Detektion der abgespaltenen 5'-Cap-Struktur (m’-GDP) erfolgt
dabei durch eine Dunnschichtchromatographie und anschlielender Autoradiographie. Dabei
wird ein proportionaler Zusammenhang zwischen der Decapping-Aktivitdt und der
Signalstarke in der Autoradiographie angenommen (Zhang et al, 1999).

Fur den Decapping-Assay erfolgte zunéchst die Transfektion von Expressionsvektoren fir
GFP-Fusionsproteine in Zellen (siehe 2.2.4.3). Die Zellen wurden nach der Transfektion
geerntet (siehe 2.2.4.2) und unter Verwendung des NET-Lysepuffers lysiert (siehe 2.2.3.1).
Zeitgleich erfolgte die Equilibrierung von 10 pl Agarose-Beads GFP-Trap A je
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Versuchsansatz durch dreimaliges Waschen in NET-Lysepuffer und Zentrifugation fir je
1 min bei 7600 g und 4°C. AnschlieBend wurden 1 mg des Proteinlysates zusammen mit den
equilibierten Agarose-Beads in einem Totalvolumen von 1000 ul fir 2 h rotierend bei 4°C
inkubiert. Danach wurden die Agarose-Beads dreimal mit je 1 ml NET-Lysepuffer, einmal
mit 1 ml NET2-Waschpuffer und in einem finalen Waschschritt mit 1 ml Decapping-Puffer
(1x) gewaschen. Die Agarose-Beads wurden dabei jeweils durch Zentrifugation fur 1 min bei
7600 g und 4°C pelletiert. Nach dem letzten Waschschritt wurde der Puffer quantitativ
entfernt und die Agarose-Beads in 10 pl Decapping-Puffer (1x) resuspendiert. 10 pl dieser
Suspension wurden in ein neues Reaktionsgefal uberfuhrt und mit 3,6 pl in vitro
transkribierter RNA mit radioaktiver 5'-Cap-Strukturmarkierung (siehe 2.2.1.8) und 1,51 pl
Decapping-Reaction-Puffer gemischt und fir 30 min bei 30°C in einem Schttelinkubator
inkubiert. Die verbleibenden Agarose-Beads wurden in der Zwischenzeit in 40 pl
Roti-Load 1 und 40 pl H,O aufgenommen und fiir 10 min bei 95°C inkubiert und fir eine
Immunodetektion mittels SDS-PAGE und Western Blot (siehe 2.2.3.3 und 2.2.3.4) weiter
verwendet. Die Decapping-Reaktion wurde durch Zugabe von 1,67 ul EDTA (0,5 M)
gestoppt und direkt weiter fur die Dunnschichtchromatographie (siehe 2.2.1.11) verwendet
oder bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. Fir die Dlnnschichtchromatographie

wurden 7 pl des Reaktionsvolumens verwendet.

2.2.4. Zellkultur-Methoden

2.2.4.1. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren von Zellen wurden diese zunachst von den ZellkulturgefélRen abgeldst (siehe
2.2.4.2) und anschliellend durch eine Zentrifugation fiir 5 min bei 900 g und 4°C pelletiert.
Die Zellen wurden anschliefend in 1 ml kaltem Einfriermedium resuspendiert und in
entsprechende KryogeféaRe tberfiihrt und in diesen langsam mit Hilfe des Nalgene Cryo
Freezing Container bei -80°C eingefroren und fir die l&ngere Lagerung in einen geeigneten
Stickstoff-Tank Uberfihrt.

Zum Auftauen von Zellen wurden diese ziigig im Wasserbad bei 37°C erwdarmt und
anschlief’end durch eine Zentrifugation fur 5 min bei 900 g pelletiert. Das Medium der Zellen
wurde zur Entfernung des enthaltenen DMSO verworfen und die Zellen in frischem DMEM-
Vollmedium resuspendiert und in entsprechende ZellkulturgefaRe gegeben und weiter

kultiviert.
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2.2.4.2. Kultivieren, Passagieren, Stimulation und Ernten von Zellen

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in DMEM-Vollmedium (nach Bedarf mit 1 pg/ml
Puromyecin) im CO,-Inkubator bei 37°C, 96% Luftfeuchtigkeit und 6% CO,-Gehalt.

Die Zellen wurden in variablen Verhaltnissen passagiert, woflr zunachst das Zellkultur-
Medium entfernt und die Zellen zweimal mit warmen PBS gewaschen wurden. Nach
Entfernung des PBS wurden Zellen mit einem Volumen von 1-2 ml (je 145 cm?
Zellkulturschale) Trypsin/EDTA benetzt, im CO,-Inkubator fiir 2-3 min inkubiert und
anschlieBend durch Zugabe von frischem DMEM-Vollmedium resuspendiert und

abschlieBend in entsprechenden Verhéltnissen auf neue ZellkulturgeféaRe verteilt.

Fir die Stimulation der Zellen wurden unterschiedliche Substanzen verwendet. Dabei wurden
die Substanzen direkt zum Zellmedium gegeben und durch Schwenken verteilt. Dabei wurden

folgende Endkonzentrationen der unterschiedlichen Substanzen verwendet:

IL-1 10 ng/ml
Actinomycin D 5 pg/ml
Flavopiridol 10 uM
PHA-408 5uM
MG132 10 uM

Cycloheximid 10 pg/ml

Fur die Experimente wurden die Zellen am Tag vor der eigentlichen Stimulation je nach
Experiment in Zellkulturschalen oder in p-Slide VI 0.4 (Ibidi) je Kanal folgendermalen

ausgesat:
145 cm? Zellkulturschale  p-Slide VI 0.4 (Ibidi) je Kanal
HeLa-Zellen 3,4x10° Zellen in 15 ml 9000 Zellen in 130 pl
Zellkulturmedium Zellkulturmedium
HEK293IL1R-Zellen  6,8x10° Zellen in 15 ml 18000 Zellen in 130 pl
Zellkulturmedium Zellkulturmedium

Fur die Ernte der Zellen wurde zunéchst das Zellkulturmedium entfernt und die Zellen
zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen. Anschliefend wurden die Zellen in 10 ml PBS (je

145 cm? Zellkulturschale) mit einem Zellschaber von den ZellkulturgefaRen abgeldst und in
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geeignete Reaktionsgeféalie Uberfiihrt. Die Zellen wurden durch eine Zentrifugation fur 5 min
bei 900 g pelletiert. AnschlieBend wurde das PBS quantitativ entfernt und die Zellen im
entsprechenden Lysepuffern resuspendiert oder zur weiteren Verwendung in flissigem
Stickstoff gefroren und bei -80°C gelagert.

2.2.4.3. Transiente Transfektion von Zellen mit der Calciumphosphat-Methode

Zur Transfektion von Zellen mit eukaryotischen Expressionsvektoren wurde die
Calciumphosphat-Methode verwendet. Diese beruht auf dem Prinzip der Endocytose von
Calciumphosphatprézipitaten, welche einen Komplex mit DNA und somit den

Expressionsvektoren ausbilden.

Fir den Transfektionsansatz im MaRstab einer 145 cm? Zellkulturschale wurden dabei
zunachst 2250 pl HEBS-Puffer (2x), 2500 pl H,O und 80 pg Plasmid-DNA in einem
Reaktionsgefa vermischt. AnschlieBend wurde 315 ul eiskalte CaCl,-Losung (2 M)
tropfenweise dazu gegeben. Der Ansatz wurde durch Vortexen gemischt und 15 min bei
Raumtemperatur  inkubiert. ~ AnschlieBend wurde das gesamte Volumen des
Transfektionsansatzes tropfenweise zu den Zellen gegeben und die Zellen 4-6 h im
COs-Inkubator inkubiert. Nach der Inkubation erfolgte fur HelLa-Zellen zunédchst ein
Glycerolschock durch eine Inkubation der Zellen fir 3 min mit 5 ml Schockmedium je
145 cm? Zellkulturschale. AnschlieRend wurden die Zellen zweimal mit 10 ml warmem PBS
gewaschen, um (berschiissige Calciumphosphatprazipitate zu entfernen. Nach dem Waschen
wurde den Zellen 15 ml frisches DMEM-Vollmedium zugegeben und die Zellen wurden fur
20-24 h im CO,-Inkubator kultiviert.

Fur den Transfektionsansatz in p-Slide VI 0.4 (Ibidi) wurden zunéchst 112,5 ul HEBS-Puffer
(2x), 125 pl H,O und 9 ug Plasmid-DNA in einem Reaktionsgefal? vermischt. Anschlielend
wurde 15,75 ul eiskalte CaCl,-Losung (2 M) tropfenweise dazu gegeben. Der Ansatz wurde
durch Vortexen gemischt und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurden
50 pl Zellkulturmedium aus jedem Kanal enthommen. Von diesen 50 pl Zellkulturmedium
wurde ein Volumen von 30 pul verworfen und durch 30 pl des jeweiligen
Transfektionsansatzes ersetzt. Die Mischung aus Zellkulturmedium und Transfektionsansatz
wurde zurtick in den Kanal pipettiert und dieser zur besseren Vermischung zweimal

durchgespult. Die Zellen wurden auf diese Art 4-6 h im CO,-Inkubator inkubiert. Nach der
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Inkubation erfolgte bedarfsweise fir HeLa-Zellen zunéchst ein Glycerolschock durch eine
Inkubation der Zellen fir 3 min mit 150 ul Schockmedium je Kanal. AnschlieRend wurden
die Zellen zweimal mit 100 pul warmem PBS gewaschen, um tberschissige Calciumphosphat-
Kristalle zu entfernen. Nach dem Waschen wurde den Zellen 130 pl frisches DMEM-
Vollmedium zugegeben und flr 20-24 h im CO,-Inkubator kultiviert.

Fur die Experimente wurden die Zellen am Tag vor der eigentlichen Transfektion

folgendermalien ausgesat:

145 cm? Zellkulturschale  p-Slide V1 0.4 (Ibidi) je Kanal

HelLa-Zellen 3x10° Zellen in 15 ml 6000 Zellen in 130 pl
Zellkulturmedium Zellkulturmedium

HEK293IL1R-Zellen  6x10° Zellen in 15 ml 12000 Zellen in 130 pl
Zellkulturmedium Zellkulturmedium

2.2.4.4. Stabile Transfektion zur Herstellung von CRISPR/Cas9-Zelllinien

Die CRISPR/Cas9-Technologie beruht im Prinzip auf einer Art des ,adaptiven
Immunsystems® aus Bakterien und Archaeen. Dabei ermoglicht dieses System diesen
Mikroorganismen durch die Expression einer CRISPR-RNA und der Cas9-Nuklease eine
zielgerichtete Degradation von fremden Nukleinséuren, welche vor allem durch
Bakteriophagen sezerniert werden (Barrangou et al, 2007). Die Anordnung der nétigen
Komponenten dieses Systems liegt in Form von Gen-clustern vor, welche Gene fir das Cas9-
Protein, nicht-kodierende RNAs und repetitive Elemente beinhalten. Zwischen den repetitiven
Elementen finden sich Sequenzabschnitte (Protospacer), welche von fremden Nukleinsduren

abgeleitet sind.
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Abb.2.1: Schematische Darstellung der Funktionsweise der CRISPR/Cas9-Technologie. Die sgRNA-
abhédngige Rekrutierung der Cas9-Nuklease an den genomischen Ziellokus fihrt zur Einflihrung eines DNA-
Doppelstrangbruchs (DSB). Dieser kann anschlieBend durch den zelleigenen Mechanismus des nonhomologous
end joining (NHEJ) repariert werden. Bei dieser fehleranfélligen Reparatur kann es jedoch zu Insertions- und
Deletions-Mutationen (Indel-Mutationen) kommen, welche die Entstehung eines vorzeitigen Stop-Codons
bedingen. Auf diese Weise kommt es zum knockdown des gewiinschten Zielgens. Die Abbildung wurde
verdndert nach Ran et al, 2013 (Lizenznummer: 4165921435638) dargestellt.

Diese bilden zusammen mit den repetitiven Elementen die CRISPR-RNA, wobei jeder
Protospacer mit einem zusatzlichen kurzen Motiv (PAM) assoziiert ist. Dieses
CRISPR/Cas9-System kann an eukaryotische Zellen adaptiert werden, um zielgerichtete
Veréanderungen der DNA vorzunehmen (Cong et al, 2013; Mali et al, 2013). Dabei beruhen
diese Veranderungen im Wesentlichen darauf, dass eine Rekrutierung der Cas9-Nuklease
durch eine single-guide RNA (sgRNA) an einen genomischen Lokus erfolgt. Die sgRNA
besteht aus einer guide RNA, welche eine Grolke von 20 Nukleotiden aufweist, und einem
daran fusionierten RNA-scaffold. Das Design und die Wahl der sgRNA sind bei der
Durchfiihrung des Experiments von zwei Faktoren abhéngig. Zum einen muss die sgRNA auf
der Lange von 20 Nukleotiden komplementar zur gewiinschten, genomischen Zielsequenz
sein, sodass eine Interaktion der sgRNA mit der genomischen DNA durch Watson-Crick-
Basenpaarung maoglich ist. Zum anderen muss die genomische DNA-Sequenz unmittelbar

nach dem letzten Nukleotid der sgRNA das spezifische PAM-Motiv aufweisen.

In dieser Arbeit wurde ein Cas9-System verwendet, welches von Streptococcus pyogenes

abgeleitet wurde. Daraus ergibt sich auch die Anforderung an das PAM-Motiv, wobei dieses
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das DNA-Triplet NGG (N: beliebiges Nukleotid) aufweisen muss. Nach der Bindung der
SsgRNA an den spezifischen DNA-Lokus erfolgt die Rekrutierung der Cas9-Nuklease. Durch
die Bindung des Cas9-Proteins an die DNA kommt es durch die Nukleaseaktivitat zur
Einflhrung eines DNA-Doppelstrangbruchs. Der entstehende DNA-Doppelstangbruch kann
anschlieBend durch die zelleigenen Mechanismen des nonhomologous end joining (NHEJ)
oder homology-directed repair (HDR) repariert werden. Bei der Abwesenheit einer
Reparaturmatrize und der darauf folgenden Reparatur der DNA durch das fehleranfallige
NHEJ kann es aber zu Insertions- oder Deletions-Mutationen (Indel-Mutationen) kommen.
Diese Mutationen kénnen anschlieBend die Entstehung eines vorzeitigen Stop-Codons zur
Folge haben, wodurch die Expression des Zielproteins nicht mehr stattfinden kann und es

somit zur Depletion des Proteins aus dem Zellsystems kommt (Abb.2.1, (Ran et al, 2013)).

Zur Etablierung von Zellsystemen mit CRISPR/Cas9-vermitteltem knockdown verschiedener
Proteine wurden in dieser Arbeit unterschiedliche Expressionsvektoren verwendet. Die
Transfektion dieser erfolgte zundchst nach der Ublichen Vorgehensweise der
Calciumphosphat-Transfektion (siehe 2.2.4.3) mit je zwei 145 cm? Zellkulturschalen pro
Ansatz. Am Tag nach der erfolgten Transfektion wurden die Zellkulturschalen in einem
Verhaltnis von 1:3 passagiert und dem DMEM-Vollmedium Puromycin (1 pg/ml) zugesetzt,
um so eine Selektion der positiv mit dem Expressionsvektor transfizierten Zellen zu
ermoglichen. Die Zellen wurden anschlieend weiter kultiviert und selektiert, wobei nach
Bedarf ein Mediumwechsel oder weiteres Passagieren erfolgte, bis eine stabile Kultur der
Zelllinie entstand. Die so hergestellten Zelllinien wurden dann fiir den weiteren Verlauf der
Kultivierung konstant in puromycinhaltigem Medium kultiviert und fiir Experimente und

Analysen verwendet.

2.2.5. Zellbiologische Methoden

2.2.5.1. Indirekte Immunfluoreszenz

Zur Detektion und Analyse der zellularen Lokalisation von Proteinen sowie deren Expression

wurde die Technik der indirekten Immunfluoreszenz (IF) verwendet.

Dazu erfolgte zunéchst die Aussaat der Zellen in p-Slides VI 0.4 (Ibidi) in einem Volumen
von 30 pl DMEM-Vollmedium und einer Zellzahl von 9000 Zellen je Kanal. Nach der
Aussaat wurden die Zellen fur 1 h bei 37°C inkubiert und anschliefend 100 pl DMEM-
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Vollmedium dazu gegeben. Die Zellen wurden anschlieBend fur 20-24 h kultiviert und
standen so am néchsten Tag fiir das Versuchsprotokoll zu Verfugung. Fir die Durchfuhrung
der IF erfolgten zun&chst das Entfernen des Zellkulturmediums und ein zweimaliges Waschen
der Zellen innerhalb von 5 min mit je 150 pl HBSS. Die Zellen wurden anschlieBend durch
eine Inkubation fir 5 min mit 100 pl 4% Paraformaldehyd fixiert. Nach zwei weiteren
Waschschritten fir 5 min mit 150 pl HBSS erfolgte eine Inkubation der Zellen fiir 20 min mit
100 ul Blockierlosung (10% (v/v) Normal Goat Serum in 0,1% (w/v) Saponin/HBSS).
AnschlieRend wurde die Blockierlosung entfernt und die Zellen fir 2 h mit 100 pl
Primarantikorperlosung (Antikorperverdinnung in 0,1% (w/v) Saponin/HBSS) inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen der Zellen fir je 10 min mit 150 ul 0,1% (w/v) Saponin/HBSS
wurden die Zellen fur 2 h mit 100 pl fluorophorgekoppelter Sekundérantikorperlésung
(Antikorperverdiinnung in 0,1% (w/v) Saponin/HBSS) inkubiert. AnschlieBend wurden die
Zellen dreimal fir je 10 min mit 150 pul HBSS gewaschen und fir die Anfarbung der
Zellkerne  fir 5 min mit 100 pl Hoechst/HBSS (1 pM) inkubiert. Die
Sekundarantikorperlosung wurde entfernt und die Zellen zweimal innerhalb von 5 min mit
150 pl HBSS gewaschen und anschliefend mit 100 pl 30% (v/v) Glycerol/HBSS fir die
Lagerung versetzt. Die mikroskopischen Aufnahmen der Fluoreszenzbilder erfolgten mit den
Mikroskopen IRE2 und DMi8 von Leica und den entsprechenden Computerprogrammen
(FW4000 bzw. LasX, Leica).

2.2.5.2. Immuno-Proximity Ligation Assay (PLA)

Fur die Detektion und die Analyse der zelluldren Lokalisation von Proteinkomplexen wurde
die antikorperbasierte Technik der Immuno-PLA verwendet. Dabei wurde die Anfarbung der
Proteinkomplexe durch PLA unter der Verwendung des Duolink-Kits der Firma Sigma-
Aldrich um eine zusatzliche indirekte Immunfluoreszenz erweitert. Fiir die PLA wurden dabei
zwei Primdrantikdrper aus verschiedenen Spezies gegen unterschiedliche Proteine oder
unterschiedliche Epitope desselben Proteins verwendet. Nach der Bindung von
oligonukleotidgekoppelten Sekundérantikorpern und der anschlieBenden Hybridisierung der
Oligonukleotide und der Ligation dieser, kommt es dann zu einer signalverstarkenden
Rolling-Circle-Amplifikation der DNA-Sequenz der Oligonukleotide. An diese amplifizierte
DNA-Sequenz hybridisieren wiederum komplementére fluorophorgekoppelte

Oligonukleotide, wodurch die Detektion durch eine Fluoreszenzmikroskopie ermdglicht wird.
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Als untere Nachweisgrenze fur den maximalen Abstand der Primérantikérper werden dabei

30 nm angegeben (Soderberg et al, 2006).

Fur die PLA erfolgte zunéchst die Aussaat der Zellen in p-Slides VI 0.4 (lbidi) in einem
Volumen von 30 pl DMEM-Vollmedium und einer Zellzahl von 9000 Zellen je Kanal. Nach
der Aussaat wurden die Zellen fur 1 h bei 37°C inkubiert und anschlieRend 100 pl DMEM-
Vollmedium pro Kanal dazu gegeben. Die Zellen wurden anschlieend fur 20-24 h kultiviert
und standen so am nachsten Tag fur das Versuchsprotokoll zu Verfligung. Demnach erfolgten
zundchst das Entfernen des Zellkulturmediums und ein zweimaliges Waschen der Zellen
innerhalb von 5 min mit je 150 pl HBSS. Die Zellen wurden anschliefend durch eine
Inkubation fir 5 min mit 100 pl 4% Paraformaldehyd fixiert und anschlieend durch zwei
weitere Waschschritte fir 5 min mit 150 pl 0,1% (w/v) Saponin/HBSS permeabilisiert.
Danach erfolgte die Inkubation der Zellen fir 30 min mit 100 pl Blockierldsung (Duolink-
Kit) bei 37°C. AnschlieBend wurde die Blockierlosung entfernt und die Zellen fur 1 h mit
100 pl Primarantikérperlésung (Antikorperverdinnung in 0,1% (w/v) Saponin/HBSS) bei
37°C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Zellen fir je 5 min mit 150 ul Puffer A
(Duolink-Kit) wurden die Zellen fur 1 h mit 50 pl Sekundérantikérperlésung (PLA-Probe-
und Sekundarantikorperverdinnung in 0,1% (w/v) Saponin/HBSS) bei 37°C inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen dreimal fur je 5 min mit 150 pl Puffer A gewaschen und
dann fur 30 min mit 50 pl Ligaselésung (Duolink-Kit) bei 37°C inkubiert. Im Anschluss
daran wurden die Zellen dreimal fir je 2 min mit 150 pl Puffer A gewaschen und dann fir
100 min mit 50 pl Polymeraseldsung (Duolink-Kit) bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden
die Zellen dreimal fur 5 min mit 150 pl Puffer B (Duolink-Kit) und zweimal fir 1 min mit
150 ul HBSS gewaschen und fur die Anfarbung der Zellkerne fir 5 min mit 100 pl
Hoechst/HBSS (1 uM) inkubiert, die Zellen zweimal innerhalb von 5 min mit 150 pl HBSS
gewaschen und anschlieBend mit 100 pl 30% (v/v) Glycerol/HBSS fir die Lagerung versetzt.
Die mikroskopischen Aufnahmen der Fluoreszenzbilder erfolgten mit den Mikroskopen IRE2
und DMI8 von Leica und den entsprechenden Computerprogrammen (FW4000 bzw. LasX,

Leica).
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2.2.5.3. Immuno-RNA-in situ Hybridisierung

Fur die Detektion und die Analyse der zelluldaren Lokalisation und Expression von mRNAS
und der relativen Lokalisation von mRNAs zu Proteinen wurde die Technik der Immuno-
RNA-in situ Hybridisierung verwendet. Die Durchfihrung der Experimente erfolgte unter
Verwendung des Kits Quantigene View RNA ISH Cell Assay von Affymetrix und einer
Erweiterung des Protokolls um eine indirekte Immunfluoreszenz. Dabei wird die Detektion
der mRNA durch eine sequentielle Hybridisierung des Sondengemischs (probe sets), der pre
amplifier, der amplifier und der label probe ermdglicht, wobei durch diese sequentielle
Hybridisierung eine starke Signalverstarkung erreicht wird und die Méglichkeit der Detektion
von einzelnen mRNA-Molekdlen innerhalb der Zelle besteht (Battich et al, 2013; Player et al,
2001).

Dazu erfolgte zunachst die Aussaat der Zellen in p-Slides VI 0.4 (Ibidi) in einem Volumen
von 30 pl DMEM-Vollmedium und einer Zellzahl von 9000 Zellen je Kanal. Nach der
Aussaat wurden die Zellen fir 1 h bei 37°C inkubiert, anschlieBend 100 pl DMEM-
Vollmedium dazu gegeben und dann flr 20-24 h kultiviert, sodass die Zellen am néachsten Tag
fiir das Versuchsprotokoll zur Verfugung standen. Daflr erfolgten zunédchst das Entfernen des
Zellkulturmediums und ein zweimaliges Waschen der Zellen fir je 3 min mit 150 ul PBS. Die
Zellen wurden anschlielend durch eine Inkubation Uber Nacht mit 100 pl 4%
Paraformaldehyd bei 4°C fixiert und anschlielend dreimal fur je 3 min mit 150 ul PBS
gewaschen und dann durch die Zugabe von 50 ul Detergenzlésung (Quantigene View RNA
ISH Cell Assay Kit) fiir 5 min permeabilisiert. Danach erfolgte ein zweimaliges Waschen der
Zellen fur 3 min mit 150 pl PBS und die Inkubation der Zellen fir 3 h mit 50 pl des
jeweiligen genspezifischen probe sets (Quantigene View RNA ISH Cell Assay Kit) bei 40°C.
AnschlieBend wurden die Zellen dreimal fir 3 min mit 150 ul Waschpuffer (Quantigene View
RNA ISH Cell Assay Kit) gewaschen und dann ftir 30 min mit 50 pl der pre amplifier-Lésung
(Quantigene View RNA ISH Cell Assay Kit) bei 40°C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen
der Zellen fur je 3 min mit 150 pl Waschpuffer (Quantigene View RNA ISH Cell Assay Kit)
wurden die Zellen fir 30 min mit 50 pl der amplifier-Lésung (Quantigene View RNA ISH
Cell Assay Kit) bei 40°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen dreimal fur je 3 min mit
150 ul Waschpuffer (Quantigene View RNA ISH Cell Assay Kit) gewaschen und dann flr
30 min mit 50 pl Label-Probe-L6sung (Quantigene View RNA ISH Cell Assay Kit) bei 40°C
inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen zweimal fir je 2 min mit 150 pl Waschpuffer
(Quantigene View RNA ISH Cell Assay Kit), einmal fur 10 min mit 150 ul Waschpuffer
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(Quantigene View RNA ISH Cell Assay Kit) und zweimal fir 1 min mit 150 pl 0,1% (w/v)
Saponin/HBSS gewaschen und dann fur 30 min mit 100 ul Blockierlésung (10% (v/v)
Normal Goat Serum in 0,1% (w/v) Saponin/HBSS) blockiert. AnschlieRend erfolgte die
Inkubation der Zellen fir 1 h mit 100 pl der Primarantikérperlésung (Antikdrperverdinnung
in 0,1% (w/v) Saponin/HBSS) bei 37°C. Nach dreimaligem Waschen der Zellen fir je 10 min
mit 150 ul 0,1% (w/v) Saponin/HBSS wurden die Zellen fir 1 h mit 100 pl
Sekundarantikorperlosung (Antikorperverdunnung in 0,1% (w/v) Saponin/HBSS) bei 37°C
inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen dreimal fir je 10 min mit 150 pl HBSS gewaschen
und fur die Anfarbung der Zellkerne fur 5 min mit 100 pl Hoechst/HBSS (1 uM) inkubiert,
dieses dann entfernt und die Zellen zweimal innerhalb von 5 min mit 150 pl HBSS
gewaschen und anschliefend mit 100 pl einer 30%-igen (v/v) Glycerol/HBSS-Ldsung fiir die
Lagerung versetzt. Die mikroskopischen Aufnahmen der Fluoreszenzbilder erfolgten mit den
Mikroskopen IRE2 und DMi8 von Leica und den entsprechenden Computerprogrammen
(FW4000 bzw. LasX, Leica).
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3. Ergebnisse

3.1. Regulation der zellularen Decapping-Aktivitat durch DCPla, TRAF6 und
posttranslationale Modifikationen

Die Deadenylierung und die darauf folgende Hydrolyse der 5-m’-Guanosin-Cap-Struktur von
messenger RNAs (MRNAs) durch die katalytische Untereinheit des Decapping-Komplexes
(DCP2) stellen einen zentralen Mechanismus zur Regulation des mRNA-Abbaus in
Eukaryoten dar (Sheth & Parker, 2003). Dabei wird nach der Abspaltung der 5-m’-Guanosin-
Diphosphatgruppe das Monophosphatende der mRNA durch die Exoribonuklease XRN1
erkannt und in 5’-3'-Richtung abgebaut (Schoenberg & Maquat, 2012). DCP1la kann dabei
durch Interaktionen mit DCP2 die katalytische Aktivitat von DCP2 und somit die Decapping-
Reaktion regulieren (She et al, 2008). Ergebnisse der eigenen Arbeitsgruppe zeigen, dass
DCP1a wiederum Interleukin (IL)-1 abhéngig posttranslational durch Phosphorylierung (an
Serin 315) und Ubiquitinylierung (verteilt Gber das gesamte Protein) modifiziert werden kann
(Rzeczkowski et al, 2011; Tenekeci et al, 2016). Einen wichtigen Bereich von DCPla stellt
dabei der C-Terminus dar, welcher die Trimerisierungsdoméne beinhaltet und ebenfalls

ubiquitinyliert werden kann (Tenekeci et al, 2016; Tritschler et al, 2009).

Im Rahmen dieser Arbeit sollten zunachst die Auswirkungen von Manipulationen des C-
Terminus von DCP1a auf die Decapping-Aktivitat eines durch Préazipitation aufgereinigten
Proteinkomplexes untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden bereits vorhandene Plasmide
zur Expression von verschiedenen GFP-DCPla-Varianten (peGFP-DCPlakszos77r und
peGFP-DCPlassisss2) verwendet. GFP-DCPlakszo-s77r Weist Verdanderungen von allen sechs
Lysin-Aminosauren im C-Terminus von DCPla zu Arginin auf, sodass z.B. eine
Ubiquitinylierung in diesem Bereich nicht mehr maoglich ist. GFP-DCPlaasis.-ss2 Stellt eine
trunkierte Version von DCP1la dar, bei welcher der gesamte C-Terminus und somit auch die
Trimerisierungsdomane fehlen. Diese Veranderungen von DCPla haben weiterhin
unmittelbare  Auswirkungen auf den P-Body-Phdnotyp einer Zelle. So zeigen
Immunfluoreszenz-Experimente, dass eine Expression von GFP-DCPlaksyo-s77r in Zellen zu
einer starken Erhéhung der P-Body-Anzahlen pro Zelle fuhrt, wahrend die Expression von
GFP-DCPlassis-582 eine Aufhebung der P-Body-Assemblierung zur Folge hat (Rzeczkowski
et al, 2011; Tenekeci et al, 2016).
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Abb.3.1: Die endogene Decapping-Aktivitat eines GFP-DCPla-Proteinkomplexes ist von den sechs
C-terminalen Lysin-Aminosauren von DCPla abhédngig. HEK293IL-1R-Zellen wurden mit GFP-DCPla
(peGFP-DCP1la,,), einer sechsfach Lysin Mutante (peGFP-DCPla sxs77r), einer  C-terminalen
Deletionsmutante (peGFP-DCPla 4s15.582) oder dem Kontrollvektor (peGFP-C1) transfiziert. Anschlielend
erfolgte die Prézipitation der GFP-DCP1la-Proteinkomplexe mit GFP-Trap_A-Beads. Fir die Zelllysate und die
prézipitierten Proteinkomplexe wurde ein Proteinnachweis mittels Western Blot durchgefuhrt (A). Der
Decapping-Assay wurde unter Verwendung einer *2P-markierten, in vitro transkribierten Template-mRNA
(**P-luc.mRNA)  durchgefiihrt und  das  *P-m’-GDP-Produkt  der  5'-Cap-Hydrolyse  durch
Dunnschichtchromatographie mit anschlielender Autoradiographie detektiert (B). Die densitometrische
Signalstarke fir das *P-m’-GDP-Produkt (bestimmt mittels ImageJ) wurde auf die jeweils prazipitierte
GFP-DCP1la-Proteinmenge (densitometrisch bestimmt mittels ImageJ) normiert und als Mittelwert (£
Standardabweichung) aus drei unabhangigen Experimenten dargestellt (C). Teile dieser Daten wurden bereits in
Tenekeci et al, 2016 publiziert.

Die genannten Plasmide wurden parallel zu der Leervektor-Kontrolle (peGFP-C1) und der
unverdnderten Variante von GFP-DCPla (peGFP-DCPla,) in HEK293IL-1R-Zellen
transfiziert und ein Decapping-Assay zur Bestimmung der Decapping-Aktivitat eines durch
Prézipitation aufgereinigten GFP-DCP1a-Proteinkomplexes durchgefiihrt. Die Prézipitation
des GFP-DCP1a-Proteinkomplexes wurde mit GFP-Trap_A-Beads durchgefiihrt und das *2P-
m’-GDP-Produkt der Decapping-Reaktion mittels Diinnschichtchromatographie detektiert.
Parallel dazu erfolgte der Proteinnachweis von GFP-DCP1a in den Zelllysaten sowie in der
Prézipitation mit GFP-Trap_A-Beads mittels Western Blot-Analysen. Anschlielend wurden
die densitometrisch bestimmten Signalintensitaten der 3?P-m’-GDP-Produkte aus der
Dunnschichtchromatographie auf die jeweils prazipitierte GFP-DCPla-Menge normiert und

als Decapping-Aktivitat dargestellt.
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Dabei wurde eine Reduktion der GFP-DCP1la-abhangigen Decapping-Aktivitat der Lysin-
Mutante von DCPla (peGFP-DCPlaksz-k77r) Um ca. 60% beobachtet. Im Vergleich zur
Kontrolle zeigte die C-terminale Deletionsmutante von DCPla (peGFP-DCPlansis.ss2) im
Decapping-Assay eine vollstandige Aufhebung der Decapping-Aktivitat (Abb.3.1).

Neben der Regulation der Decapping-Aktivitat durch DCPla wurde ebenfalls die direkte
Regulation der Decapping-Aktivitat in Abhangigkeit von der E3-Ubiquitin-Ligase TRAF6
untersucht. TRAF6 stellt dabei eine Proteinkomponente der IL-1-Signalkaskade dar und
induziert nach Ubiquitinylierung der TAK1/TAB1-3- und IKK-Komplexe indirekt die
Aktivierung von NFkB (Kanayama et al, 2004). Aullerdem konnte gezeigt werden, dass
TRAF6 die oben erwahnten Ubiquitinylierungen an DCP1la induzieren kann (Tenekeci et al,
2016).

Zur Analyse der TRAF6 abhédngigen Effekte auf die Decapping-Aktivitat wurden
HEK293IL-1R-Zellen mit GFP-DCP2 (peGFP-DCP2), FLAG-TRAF6 (pRK7-FLAG-
TRAF6) und der Leervektor-Kontrolle (peGFP-C1) transfiziert. Anschliefend erfolgten die
Préazipitation des GFP-DCP2-Proteinkomplexes mit GFP-Trap_A-Beads und der Nachweis
des **P-m’-GDP-Produktes der Decapping-Reaktion mittels Diinnschichtchromatographie.
Parallel dazu erfolgte der Proteinnachweis von GFP-DCP2 in den Zelllysaten sowie in der
Prézipitation mit GFP-Trap_A-Beads mittels Western Blot. AnschlieBend wurden die
densitometrisch  bestimmten  Signalintensititen der 3’P-m’-GDP-Produkte aus der
Dunnschichtchromatographie auf die jeweils prazipitierte GFP-DCP2 Menge normiert und als
Decapping-Aktivitat dargestellt (Abb.3.2 A, B).

Dabei fiihrte die ektopische Koexpression von FLAG-TRAF6 zu einer Steigerung der GFP-
DCP2-abhédngigen Decapping-Aktivitadt um ca. 65% (Abb.3.2 C).

Diese Daten zeigen, dass bei der Regulation der globalen, zellularen Decapping-Aktivitat die
Ubiquitinylierung von C-terminalen Lysinaminosauren von DCPla sowie die Ubiquitin E3-
Ligase TRAF®6 eine bisher nicht bekannte Rolle spielen.
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Abb.3.2: Regulation der Decapping-Aktivitat eines GFP-DCP2-Proteinkomplexes durch ektopische
Koexpression von TRAF6. HEK293IL-1R-Zellen wurden mit GFP-DCP2 (peGFP-DCP2) oder dem
Kontrollvektor (peGFP-C1) und zusdtzlich FLAG-TRAF6 (pRK7-FLAG-TRAF6) transfiziert. Anschlielend
erfolgte die Prézipitation der GFP-DCP2-Proteinkomplexe mit GFP-Trap_A-Beads. Fir die Zelllysate und die
prazipitierten Proteinkomplexe erfolgte ein Proteinnachweis mittels Western Blot (A). Der Decapping-Assay
wurde unter Verwendung einer 32P-markierten, in vitro transkribierten Template-mRNA (*?P-luc.mRNA)
durchgefilhrt und das *P-m’-GDP-Produkt der 5'-Cap-Hydrolyse durch Diinnschichtchromatographie mit
anschlieBender Autoradiographie detektiert (B). Die densitometrische Signalstérke fiir das *P-m’-GDP-Produkt
(bestimmt mittels ImageJ) wurde auf die jeweils prazipitierte GFP-DCP2-Proteinmenge (densitometrisch
bestimmt mittels ImageJ) normiert und als Mittelwert (£ Standardabweichung) aus drei unabhéngigen
Experimenten (C) dargestellt (verandert nach Tenekeci et al, 2016 (Lizenznummer: 4165930606701)).

3.2. Regulation der Protein:Protein-Interaktionen von Decapping-Faktoren durch
K63-Ubiquitin

Die vorliegenden Experimente deuten auf eine Relevanz der posttranslationalen Modifikation
von Proteinen des Decappings bei der Regulation der Decapping-Aktivitat wie auch bei der
Regulation der P-Body-Assemblierung hin (Tenekeci et al, 2016). Zur weiteren Untersuchung
der in Abhéngigkeit von Ubiquitin regulierbaren zytoplasmatischen Interaktion von DCP1la
mit EDC4, XRN1 und EDC3 wurde die Technik des Immuno-Proximity-Ligation-Assays
(Immuno-PLA) neu etabliert (Abb.3.3). Diese Methode erlaubt neben der
antikorperabhéngigen Detektion von Protein:Protein-Interaktionen (Gullberg et al, 2011;
Soderberg et al, 2006; Weibrecht et al, 2010) zum ersten Mal die gleichzeitige Detektion von

P-Bodies innerhalb einer Zelle.

72



Ergebnisse

Mo
‘S ——— ‘" ——) " ij

Bindung der Ligation
PLA-Probes
Amplifikation
D M f Al 2
o ® /’ /"*
o0 2
o0 o 5 "f, \ y
° o ﬁ:« ¥ .
9O J -
; .-' : ',
‘ 3 o0 o= . =
e Qoo o, PLA-Spot Z
e ‘ ®/]
S o P-Body | ™
A : | ASER
L J ’ .
Y Visualisierung e

Abb.3.3: Schematische Darstellung der prinzipiellen Funktionsweise des Proximity-Ligation-Assay. Nach
Bindung der spezifischen Primdrantikorper an die zu untersuchenden Proteinfaktoren, erfolgt die Bindung der
oligonukleotidgekoppelten Sekundérantikdrper (PLA-probes) und deren anschlieBende Hybridisierung und
Ligation. Darauf erfolgt die signalverstarkende Rolling-Circle-Amplifikation mit gleichzeitiger Hybridisierung
mit  fluorophorgekoppelten  Oligonukleotiden, wonach die Signale als PLA-Spots  mittels
Fluoreszenzmikroskopie detektiert werden konnen. Zur gleichzeitigen Detektion von P-Bodies wurden
Primarantikdrper einer dritten Spezies gegen EDC4 verwendet (siehe Schema der Zelle). Fir die Auswertung
wurden die Anzahlen der PLA-Spots, der P-Bodies sowie der Uberlagerungen beider Signale (merge) ermittelt.
Die Darstellung erfolgte verdndert nach Gullberg et al, 2011 (Lizenznummer: 4165921249935).

Die Immuno-PLA Experimente wurden in epithelialen Osteosarcom-Zellen (U20S)
durchgefiihrt, welche ein induzierbares Ubiquitin-Austausch-System exprimieren. In diesen
Doxycyclin-regulierten Zellsystemen ist eine shRNA-abhangige Depletion des endogenen
Ubiquitins mdglich, wahrend gleichzeitig eine Reexpression von unverdndertem Ubiquitin
(U20S-shUb-Uby) und einem Ubiquitin, welches eine Veranderung von Lysin 63 zu
Arginin aufweist (U20S-shUb-Ubkesr)), erfolgt (Xu et al, 2009). Dieses System ermdglicht
vor allem die Untersuchung der Funktion der K63-abhangigen Ubiquitinylierung (Tenekeci et
al, 2016; Xu et al, 2009). Bei den Immuno-PLA-Experimenten konnte der Grofiteil der
Interaktion von DCPla mit EDC4 auflerhalb der P-Bodies detektiert werden. Lediglich
wenige P-Bodies wiesen auch ein PLA-Signal auf. Nach der Expression von K63R-Ubiquitin
konnte in den Immuno-PLA-Experimenten die Beobachtung der Verminderung der P-Body-
Formation bestatigt werden (Abb.3.4, Tenekeci et al, 2016).
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Abb.3.4: Regulation der endogenen Protein:Protein-Interaktionen von Decapping-Faktoren durch die
regulatorische, K63-abhéngige Ubiquitinylierung. Die Interaktionen von DCP1a mit EDC4 (A, B, C), XRN1
oder EDC3 (C) wurde in U20S-Zellen mit einem Doxycyclin-induzierbaren Ubiquitin-Austauschsystem mittels
Immuno-Proximity-Ligation-Assay (Immuno-PLA) analysiert. Dazu wurden U20S-shUb-Ub(wt)- und U20S-
shUb-Ub(K63R)-Zellen fiir 48 Stunden mit Doxycyclin (dox, 1 pg/ml) behandelt oder unbehandelt belassen.
AnschlieRend erfolgt die Stimulation der Zellen fur 1 h mit IL-1 (10 ng/ml). Zur Kontrolle wurden unstimulierte
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Zellen mitgefiihrt. AnschlieRend wurden die PLA-Experimente unter der Verwendung der in (A) und (C)
gezeigten Primdrantikorper unterschiedlicher Spezies (ms=Maus, rb=Kaninchen, gt=Ziege) durchgefiihrt. Die
Immuno-PLA-Kontrollen wurden jeweils ohne Priméarantikoérper durchgefiihrt. Fir die Interaktion von DCPla
und EDC4 wurde ebenfalls die relative Lokalisation dieser Interaktion zu P-Bodies ermittelt, wobei die
Veranderung der P-Body-Anzahlen, Anzahl der PLA-Signale sowie Uberlagerungen der PLA-Signale mit den P-
Bodies (merges) aus vier biologisch unabhéngigen Experimenten mit insgesamt mindestens 300 Zellen ermittelt
wurden. Diese Parameter wurden auf die jeweilige Kontrollkondition normiert und als relative Verénderung in
Prozent (+ Standardfehler) dargestellt (B). Die totale Anzahl der PLA-Signale fir die Interaktion von DCP1a mit
EDC4 aus vier biologisch unabhéngigen Experimenten sowie DCP1a mit XRN1 und EDC3 aus jeweils zwei
biologisch unabhangigen Experimenten wurde quantitativ ermittelt und graphisch (schwarzer Balken: Median;
roter Balken: Mittelwert) sowie tabellarisch (Mittelwert) dargestellt (C). Die Farbung der Zellkerne erfolgte mit
Hoechst 33342. Der Messhalken entspricht 10 um. Die Abbildung wurde verandert nach Tenekeci et al, 2016
(Lizenznummer: 4165911196263) dargestellt.

Gleichzeitig aber flhrte die Expression von K63R-Ubiquitin zu einer Erhéhung der PLA-
Signalanzahl fur die Interaktion von DCPla mit EDC4 und XRN1 um den Faktor 1,5-2.
Dagegen konnte nahezu keine Beeinflussung der Interaktion von DCPla und EDC3 in
Abhéngigkeit von K63R-Ubiquitin beobachtet werden (Abb.3.4).

Diese Experimente verdeutlichen die Relevanz von DCP1a als regulatorische Untereinheit des
Decapping-Komplexes. Besonders der C-terminale Bereich von DCPla riickt dabei als
regulatorisch notwendiger Bestandteil von DCPla in den Vordergrund. Neben den
Veranderungen der Decapping-Aktivitat konnte fir mutierte Formen von DCP1a zusétzlich
eine  Verdnderung der Assemblierung von P-Bodies sowie Verdnderungen der
Ubiquitinylierung und Phosphorylierung beschrieben werden (Tenekeci et al, 2016). Dies
zeigt die Notwendigkeit von DCP1a fir zellulare Funktionen wie dem Decapping und somit
auch dem RNA-Abbau und die Assemblierung von P-Bodies. Des Weiteren deuten die
Experimente auf eine Mdglichkeit der Regulation der Decapping-Aktivitat eines GFP-DCP2-
Proteinkomplexes durch die TRAF6 Proteinmenge hin. Somit bekommen posttranslationale
Proteinmodifikationen wie die TRAF6-abhéngige Ubiquitinylierung von Proteinen des
Decapping-Komplexes eine physiologische und regulatorische Relevanz flir den VVorgang des

Decappings und flr den RNA-Abbau einer Zelle.

Die Relevanz dieser Regulation kann durch weitere Beobachtungen gestarkt werden. So
zeigen unveroffentlichte Daten der Arbeitsgruppe, dass ein Versuch der Etablierung eines
Mausmodells mit generellem DCPZla-knockout aufgrund einer friihen embryonalen Letalitat
ab Tag 8.5 nicht mdglich ist. Es konnten lediglich adulte Mduse mit heterozygotem Genotyp
erhalten werden. Diese Ergebnisse deuten auf eine essentielle Funktion von DCPla in der
Embryonalentwicklung hin. Daneben besteht die Mdglichkeit der funktionellen Regulation

der P-Bodies durch einen proinflammatorischen Stimulus mit IL-1 (Rzeczkowski et al, 2011),
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weshalb es von besonderem Interesse war einen CRISPR/Cas9-vermittelten knockdown der
Decapping-Proteine DCP1a und DCP2 sowie anderer P-Body Proteine wie EDC3, EDC4 und
XRN1 zu etablieren. Diese loss-of-function Modellsysteme, in denen ein moglichst
kompletter stabiler Verlust von Proteinen auf zellularer Ebene vorhanden ist, kdnnen dazu
dienen, die Funktion der P-Body lokalisierten Proteine und somit auch die allgemeinen

Funktionen von P-Bodies weiter zu untersuchen.

3.3. Etablierung von Zellmodellen mit CRISPR/Cas9-vermitteltem knockdown
von P-Body-Proteinen

Zur Herstellung von Zelllinien mit stabilem knockdown der P-Body-Proteine DCP1a, DCP2,
EDC3, EDC4 und XRN1 wurde das CRISPR/Cas9-System verwendet. Dieses System erlaubt
die zielgerichtete und stabile Verdnderung des Genoms einer Zelle unter Verwendung der
Cas9-Nuklease und spezifischen small guide (sg) RNA (Ran et al, 2013). Zu diesem Zweck
wurden zunéchst spezifische sgRNAs fur die verschiedenen Gene in den Vektor px459
(sSpCas9 (BB)-2A-Puro) kloniert, auf welchem ebenfalls die Cas9-Nuklease kodiert ist
(Abb.3.5). AnschlieRend wurden HEK293IL-1R- und HelLa-Zellen mit diesen
Expressionsvektoren transfiziert und die Zellen einer Selektion mit Puromycin (0,75-1 pg/ml)
ausgesetzt. Durch diese Selektion ist es moglich, nicht-transfizierte Zellen aus der Kultur zu
entfernen, da der Vektor px459 weiterhin eine Kassette zur Expression einer Puromycin-
Resistenz (Puromycin-N-Acetyltransferase) aufweist. Durch die Expression dieser Kassette in
transfizierten Zellen sind nur diese in der Lage, weitere Zellteilungen zu durchlaufen.
Schlussendlich fuhrt diese Selektion Uber mehrere Passagen der Zellkultur hinweg zu einer
Anreicherung von transfizierten Zellen und somit stabiler Zelllinien, welche unter weiterer
Puromycin-Selektion lebensféhig bleiben und zusétzlich eine moglichst starke Verringerung
des gewinschten Zielproteins aufweisen (Abb.3.5). Der Erfolg einer CRISPR/Cas9-
vermittelten Reduzierung des gewiinschten Proteins wurde nach Mdoglichkeit nach einer
kurzzeitigen Selektion der Zellen mit Puromycin sowie nach dem Erhalt der stabilen
Zellkultur durch einen Proteinnachweis mittels Western Blot Gberprift. Um den gewiinschten
Effekt der stabilen Genveranderung zu erhalten, wurden pro Zielgen drei verschiedene
SgRNAs getestet, wobei diese jeweils einzeln aber auch alle drei zusammen als Gemisch

(pool) in die Zellen transfiziert wurden.
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Abb.3.5: Schematische Darstellung der Strategie zur Herstellung von CRISPR/Cas9-knockdown-
Zelllinien. A: Plasmidkarte des Expressionsvektors px459 (pSpCas9 (BB)-2A-Puro). B: Experimentelles
Vorgehen zur Herstellung von genomisch verdnderten HEK293IL-1- und HeLa-Zelllinien mit CRISPR/Cas9-
vermitteltem knockdown eines beliebigen Gens. Griine Quadrate stellen transfizierte Zellen dar. Untransfizierte
Zellen sind durch eine helle Farbung der Quadrate gekennzeichnet.

Zur Bestimmung der sgRNA-Sequenzen fir den knockdown von EDC3 und XRN1 wurde das
Internet-Programm ,,CRISPR design tool“ (www.crispr.mit.edu) verwendet. Alternativ
wurden fir den knockdown von DCPla, DCP2 und EDC4 bereits publizierte, zu den

gewinschten Zielgenen komplementéare sgRNA-Sequenzen verwendet (Wang et al, 2014).

Fir den CRISPR/Cas9-vermittelten knockdown von DCPla wurden die sgRNAs mit den
Bezeichnungen sgl, sg3, und sg6 im Expressionsvektor px459 verwendet. Die jeweiligen
px459-Expressionsvektoren wurden in HEK293IL-1R-Zellen transfiziert. Bereits nach 48-
stindiger Puromycin-Selektion konnte eine Verringerung der DCP1la-Proteinmenge
beobachtet werden. Dabei wurde in den Ansétzen px459-sg3pcpia, PX459-Sg6pcp1a UNd px459-
sgl+3+6pcp1a eine vergleichbare Verringerung der DCPla-Proteinmenge ersichtlich. Die
durch verlédngerte Puromycin-Selektion erhaltenen stabilen Zelllinien zeigten im direkten
Vergleich eine weitere Verringerung der DCP1la-Proteinmenge. Dabei zeigten die Ansatze
px459-sg6pcpia UNd px459-sg1+3+6pcp1a die starkste Verringerung der DCPla-Proteinmenge
(Abb.3.6 A). HelLa-Zellen wurden analog zu den HEK293IL-1R-Zellen transfiziert. Hier
konnte bereits nach 72 Stunden Puromycin-Selektion eine CRISPR/Cas9-vermittelte

Verringerung der DCPla-Proteinmenge beobachtet werden, wobei die Ansatze px459-
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Sg6pcpia UNd px459-sgl+3+6pcp1a die starksten Effekte aufwiesen. Nach dem Erhalt von
stabilen Zelllinien zeigte sich eine weitere Verringerung der DCP1la-Proteinmenge, wobei der
Ansatz px459-sg3pcp1a den starksten Effekt aufwies (Abb.3.6 B, C). Dieses Phdnomen kann
dadurch erklart werden, dass HeLa-Zellen polyploid sind (Landry et al, 2013) und es durch
den irreversiblen Vorgang der NHEJ-DNA-Reparatur nach und nach zu einer Rekombination

alle Allele der ausgewahlten Loci in den HelLa-Zellen kommt.

Zur Charakterisierung der CRISPR/Cas9-vermittelten Veranderung der DNA-Sequenz in
dieser Zelllinie, wurde die genomische DNA aus den px459-sg3pcp1a-Zellen und den px459-
Kontrollzellen isoliert. AnschlieBend wurde der genomische Bereich um die sgRNA-
Bindestelle durch eine PCR amplifiziert (verwendete Primer: DCPla-Amplikon_se/ DCPla-
Amplikon_as) und die Sequenz des Amplikons (ProduktgroRe: 658 bp) mittels Sanger-
Sequenzierung (verwendeter Sequenzierungsprimer: DCPla-Amplikon_se) durch die Firma
LGC Genomics bestimmt. Dabei zeigte sich eine Punktmutation nach dem Translationsstart
von DCP1a innerhalb der Sequenz der sgRNA-Bindestelle. Diese Punktmutation fuhrt zum
Verlust eines Cytosins, sodass es zu einer Verschiebung des Leserasters kommt, was
wiederum die Entstehung eines vorzeitigen Stop-Codons zur Folge hat (Abb.Anh.1). Dieses
Stop-Codon flhrt spater bei der Translation zu einem vorzeitigen Abbruch der

Proteinsynthese nach der zw6lften Aminosaure und somit zu einem stark verkirzten Peptid.
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Abb.3.6: Etablierung des DCP1la-knockdowns mittels CRISPR/Cas9 in HEK293IL-1R- und HelLa-Zellen.
A: HEK293IL-1R-Zellen (Passage 33) wurden mit den unterschiedlichen Expressionsplasmiden fur den
CRISPR/Cas9-vermittelten knockdown von DCPla (px459-sgl/2/3) und dem Kontrollvektor (px459-LV)
transfiziert, am Folgetag der Transfektion gesplittet und nach 48 h Selektion mit Puromycin (0,75 pg/ml) fir
einen Proteinnachweis mittels Western Blot verwendet (p34). Der verbleibende Teil der Zellen wurde ber
mehrere Passagen hinweg weiter mit Puromycin selektiert bis eine stabile Zellkultur in Passage 40 erzielt wurde,
welche ebenfalls einem Proteinnachweis mittels Western Blot unterzogen wurden. B, C: HelLa-Zellen (in
Passage 13) wurden analog zu den HEK293IL-1R-Zellen transfiziert und ebenfalls am Folgetag der Transfektion
gesplittet und nach 72 h Selektion mit Puromycin (1 pg/ml) fir einen Proteinnachweis mittels Western Blot
verwendet ((B) Passage 15). Nach weiterer Selektion tber mehrere Passagen konnte in Passage 24 (C) eine
stabile Zellkultur erreicht werden, welche ebenfalls einem Proteinnachweis mittels Western Blot unterzogen
wurde.

Fur den CRISPR/Cas9-vermittelten knockdown von DCP2 wurden die sgRNAs mit den
Bezeichnungen sg4, sg6, und sg10 im Expressionsvektor px459 verwendet. Die jeweiligen
px459-Expressionsvektoren wurden in HEK293IL-1R- und HelLa-Zellen transfiziert. Weder
nach einer kurzfristigen Selektion der Zellen fiir 48 Stunden mit Puromycin noch nach dem
Erhalt von stabilen Zelllinien konnte in beiden Zelltypen eine Verringerung der DCP2-
Proteinmenge beobachtet werden (Abb.3.7, Abb.3.8).
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Abb.3.7: Versuch der Etablierung des DCP2-knockdowns mittels CRISPR/Cas9 in HEK293IL-1R-Zellen.
Western Blot Ergebnisse des Proteinnachweises von DCP2 in Zelllysaten mit zusétzlicher Detektion von Tubulin
und B-Aktin- als Beladungskontrollen. HEK293IL-1R-Zellen wurden in Passage 12 mit den unterschiedlichen
Expressionsplasmiden fur den CRISPR/Cas9-vermittelten knockdown von DCP2 (px459-sg4/6/10) und dem
Kontrollvektor (px459-LV) transfiziert und mit Puromycin (0,75 pg/ml) selektiert. Die DCP2-Proteinmenge
wurde nach 48 h Puromycin-Selektion nach Transfektion (p13 (A)) sowie nach dem Erhalt von stabilen
Zelllinien in den Passagen 16 (B), 18 (B) und 19 (C) untersucht. HEK293IL-1R-Zellen wurden neu transfiziert
und die DCP2-Proteinmenge nach 48 h Puromycin-Selektion erneut untersucht (D).
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Abb.3.8: Versuch der Etablierung des DCP2-knockdowns mittels CRISPR/Cas9 in HelLa-Zellen. Western
Blot Ergebnisse des Proteinnachweises von DCP2 in Zelllysaten mit zusatzlicher Detektion von Tubulin als
Beladungskontrolle. HeLa-Zellen wurden in der Passage 9 mit den unterschiedlichen Expressionsplasmiden fir
den CRISPR/Cas9-vermittelten knockdown von DCP2 (px459-sg4/6/10) und dem Kontrollvektor (px459-LV)
transfiziert und mit Puromycin (1 pg/ml) selektiert. Die DCP2-Proteinmenge wurde nach 48 h Puromycin-
Selektion nach Transfektion in Passage 10 (A) sowie nach dem Erhalt von stabilen Zelllinien in den Passagen 21
(B) und 22 (C) untersucht.

Fir den CRISPR/Cas9-vermittelten knockdown von EDC3 wurden die sgRNAs mit den
Bezeichnungen sgl, sg2, und sg6 im Expressionsvektor px459 verwendet. Die jeweiligen
px459-Expressionsvektoren wurden in HEK293IL-1R-Zellen transfiziert. Nach einer
kurzfristigen Selektion der Zellen fiir 48 Stunden mit Puromycin (Abb.3.9 A) und nach dem
Erhalt von stabilen Zelllinien konnte keine Verringerung der EDC3-Proteinmenge beobachtet
werden (Abb.3.9 B).
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Abb.3.9: Versuch der Etablierung des EDC3-knockdowns mittels CRISPR/Cas9 in HEK293IL-1R-Zellen.
Western Blot Ergebnisse des Proteinnachweises von EDC3 in Zelllysaten mit zusatzlicher Detektion von
Tubulin als Beladungskontrolle. HEK293IL-1R-Zellen wurden in Passage 8 mit den unterschiedlichen
Expressionsplasmiden fiir den CRISPR/Cas9-vermittelten knockdown von EDC3 (px459-sg1/2/6) und dem
Kontrollvektor (px459-LV) transfiziert und mit Puromycin (0,75 pg/ml) selektiert. Die EDC3-Proteinmenge
wurde nach 48 h Puromycin-Selektion nach Transfektion in Passage 9 (A) sowie nach dem Erhalt von stabilen
Zellkulturen in der Passage 12 (B) untersucht.

Fur den CRISPR/Cas9-vermittelten knockdown von EDC4 wurden die sgRNAs mit den
Bezeichnungen sgl, sg2, und sg4 verwendet und die jeweiligen px459-Expressionsvektoren
in HEK293IL-1R-Zellen transfiziert. Bereits nach 48 stlindiger Puromycin-Selektion konnte
eine Verringerung der EDC4-Proteinmenge beobachtet werden. Dabei wurden in den
Ansatzen px459-sg4epcs und px459-sgl+2+4gpcq Vergleichbare Effekte der Verringerung der
EDC4-Proteinmenge ersichtlich (Abb.3.10 A). Nach langfristiger Selektion der Zellen und
dem Erhalt stabiler Zelllinien zeigte sich eine weitere Verringerung der EDC4-Proteinmenge,
wobei fur den Ansatz px459-sgl+2+4gpcs der stirkste Effekt beobachtet werden konnte
(Abb.3.10 B, C). HeLa-Zellen wurden analog zu den HEK293IL-1R-Zellen transfiziert. Eine
erste Untersuchung der EDC4-Proteinmenge war hier erst nach dem Erhalt von stabilen
Zelllinien moglich. Fir den Ansatz px459-sg4epca konnten keine stabilen Zelllinien erhalten
werden. Die stérkste Verringerung der EDC4-Proteinmenge wurde fiir den Ansatz px459-
sgl+2+4gpcq beobachtet (Abb.3.10 D).
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Abb.3.10: Etablierung des EDC4-knockdowns mittels CRISPR/Cas9 in HEK2931L-1R-Zellen (A,B,C) und
HelLa-Zellen (D). Western Blot Ergebnisse des Proteinnachweises von EDC4 in Zelllysaten mit zusatzlicher
Detektion von Tubulin als Beladungskontrolle. A,B,C: HEK293IL-1R-Zellen wurden in Passage 8 mit den
unterschiedlichen Expressionsplasmiden fur den CRISPR/Cas9-vermittelten knockdown von EDC4 (sg1/2/4) und
dem Kontrollvektor (px459-LV) transfiziert und Uber mehrere Passagen hinweg mit Puromycin (0,75 pg/ml)
selektiert. Die EDC4-Proteinmenge wurde nach dem Erhalt stabiler Zelllinien in den Passagen 14/16/17 (A), in
den Passagen 18/19 (B) sowie in der Passage 26 (C) untersucht. D: HelLa-Zellen wurden in der Passage 13
analog zu den HEK293IL-1R-Zellen transfiziert und ber mehrere Passagen hinweg mit Puromycin (1 pg/ml)
selektiert. Die EDC4-Proteinmenge wurde nach dem Erhalt von stabilen Zelllinien in der Passage 26 untersucht.

Fir den CRISPR/Cas9-vermittelten knockdown von XRN1 in HEK293IL-1R-Zellen wurden
die sgRNAs mit den Bezeichnungen sg0, sg2, und sg4 im Expressionsvektor px459
verwendet. Die jeweiligen px459-Expressionsvektoren wurden in HEK293IL-1R-Zellen
transfiziert. Nach dem Erhalt von stabilen Zelllinien nach einer langfristigen Puromycin-
Selektion konnte keine Verringerung der XRN1-Proteinmenge beobachtet werden (Abb.3.11
A, B, C). Auch eine erneute Transfektion mit einer kurzfristigen Selektion der Zellen mit
Puromycin flr 48 Stunden erzielte keine Reduktion der XRN1-Proteinmenge (Abb.3.11 D).
Aus diesem Grund wurden neue sgRNAs mit den Bezeichnungen sgl, sg7, sg10 verwendet
und HelLa-Zellen mit diesen sgRNAs im Expressionsvektor px459 transfiziert. Hier konnte
bereits nach 48 Stunden Puromycin-Selektion eine Reduktion der XRNZ1-Proteinmenge
beobachtet werden, wobei diese fir den Ansatz px459-sglxgrni den stérksten Effekt zeigte

(Abb.3.12 A). Nach dem Erhalt von stabilen Zelllinien zeigte sich eine weitere Verringerung
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der XRN1-Proteinmenge, wobei der Ansatz px459-sglxgrni erneut den starksten Effekt
aufwies (Abb.3.12 B, C).

Aus diesen Zellen und den px459-Kontrollzellen wurde die genomische DNA isoliert, um die
CRISPR/Cas9-vermittelten Veranderungen der DNA-Sequenz in den px459-sglxrni-Zellen
zu charakterisieren. AnschlieBend erfolgte die Amplifikation des genomischen Bereiches um
die sgRNA-Bindestelle durch PCR (verwendete Primer: XRN1-Amplikon_se/ XRN1-
Amplikon_as; ProduktgrolRe: 592 bp). Danach erfolgte die Ermittlung der Sequenz des PCR-
Amplikons mittels Sanger-Sequenzierung (verwendeter Sequenzierungsprimer: XRN1-
Amplikon_se) durch die Firma LGC Genomics. Dabei konnte nur eine suboptimale Sequenz
in den px459-sglxrni-Zellen erhalten werden. Kurz nach der Bindestelle der sgRNA wurde
ein Abbruch der Sequenzierung verzeichnet (Abb.Anh.1). Weitere Optimierungsversuche
waren nicht erfolgreich, da diverse andere PCR-Primerpaare fir die Amplifikation des
genomischen DNA-Abschnitts auch mit Veranderungen der Reaktionsbedingungen keine
spezifischen PCR-Produkte erzielten. Zusatzlich konnte durch die Verwendung von anderen
Sequenzierungsprimern keine Verbesserung des Sequenzierungsergebnisses erreicht werden.
Diese Problematiken und die vorhandenen Ergebnisse aus den Sanger-Sequenzierungen aus
den px459-sglxrni-Zellen deuten jedoch auf eine CRISPR/Cas9-vermittelte VVerdnderung der
DNA-Sequenz durch ein Gemisch an Indel-Mutationen in diesen Zellen hin, wobei die genaue

Verénderung im Rahmen dieser Arbeit nicht bestimmt werden konnte.
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Abb.3.11: Etablierung des XRN1-knockdowns mittels CRISPR/Cas9 in HEK293IL-1R-Zellen. Western
Blot Ergebnisse des Proteinnachweises von XRN1 in Zelllysaten mit zusétzlicher Detektion von Tubulin und
R-Aktin- Antikorper als Beladungskontrolle. HEK293IL-1R-Zellen wurden in der Passage 12 mit den
unterschiedlichen Expressionsplasmiden fur den CRISPR/Cas9-vermittelten knockdown von XRN1 (px459-
5g0/2/4) und dem Kontrollvektor (px459-LV) transfiziert und Uber mehrere Passagen hinweg mit Puromycin
(0,75 pg/ml) selektiert. Die XRN1-Proteinmenge wurde nach dem Erhalt von stabilen Zelllinien in den Passagen
16 (A), 18 (B) und 19 (C) untersucht. HEK293IL-1R-Zellen wurden erneut transfiziert und die XRN1-

Proteinmenge nach 48 h Puromycin-Selektion untersucht (D).
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Abb.3.12: Etablierung des XRN1-knockdowns mittels CRISPR/Cas9 in Hela-Zellen. Western Blot
Ergebnisse des Proteinnachweises von XRN1 in Zelllysaten mit zusatzlicher Detektion von Tubulin als
Beladungskontrolle. HeLa-Zellen wurden in der Passage 15 mit den unterschiedlichen Expressionsplasmiden fir
den CRISPR/Cas9-vermittelten knockdown von XRN1 (px459-sg1/7/10) und dem Kontrollvektor (px459-LV)
transfiziert und mit Puromycin (1ug/ml) Gber mehrere Passagen hinweg selektiert. Die XRN1-Proteinmenge
wurde nach 48 h Selektion nach Transfektion in Passage 16 (A) sowie nach dem Erhalt von stabilen Zellkulturen
in den Passagen 20 (B) und 21 (C) untersucht.

Insgesamt war es mdoglich, einen CRISPR/Cas9-vermittelten stabilen knockdown von
verschiedenen Proteinen, welche beim mRNA-Decapping und mRNA-Abbau beteiligt sind,
in HEK293IL-1R- und HeLa-Zellen zu etablieren. Dabei konnte dies fur DCP1a (HEK293IL-
1R- und Hela-Zellen), EDC4 (HEK293IL-1R- und HelLa-Zellen) und XRN1 (HeLa-Zellen)
erreicht werden. Im Gegensatz dazu, konnte unter keinen Umstanden eine Verringerung der
EDC3- oder DCP2-Proteinmenge erreicht werden, wobei die Griinde daftir im Rahmen dieser
Arbeit nicht weiter untersucht wurden. Des Weiteren zeigen die vorliegenden Ergebnisse,
dass unterschiedliche sgRNAs eines bestimmten Zielgens unterschiedlich starke Effekte des
knockdowns hervorbringen kénnen. Zu diesem Zweck wurden im weiteren Verlauf der Arbeit
moglichst jene Zelllinien verwendet, welche auch eine mdglichst starke Reduktion der
Proteinmenge des Zielgens aufweisen. Aus diesem Grund wurden primér folgende Zelllinien

ausgewahit:
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HEK293IL-1R-Zellen: px459-sg1+3+6pcp1a (folgend bezeichnet als sgpool-DCP1a)
px459-sg1+2+4epcq (folgend bezeichnet als sgpool-EDC4)

HeLa- Zellen: px459-sg3pcp1a (folgend bezeichnet als sg3-DCP1a)
px459-sg1+2+4epcq (folgend bezeichnet als sgpool-EDC4)
px459-sglxrni (folgend bezeichnet als sg1-XRN1)

Alle anderen hergestellten Zelllinien wurden im weiteren Verlauf der Arbeit als zusatzliche

Kontrollen herangezogen und dienten nur als Ergédnzung.

3.4. Auswahl der CRISPR/Cas9-Kontrollvektor-Zelllinie fir HeLa-Zellen

In HeLa-Zellen konnte ein CRISPR/Cas9-vermittelter stabiler knockdown der Proteine
DCPla, EDC4 und XRN1 etabliert werden. Bei jeder Transfektion der verschiedenen
SgRNAs im px459-Expressionsvektoren wurde jeweils eine Leervektor-Kontrolle mitgefihrt.
Aus diesem Grund wurden drei verschiedene px459-Leervektor-Kontroll-Zelllinien
(px459pcp1a)y, PX459(xrn1), PX459Epca) erhalten. Zur Reduzierung der Anzahl dieser
Kontrollzelllinien wurde ein vergleichendes Experiment mit einer zeitlichen IL-1-
Stimulationsreihe durchgefuhrt. Dazu wurden die unterschiedlichen Kontrollzelllinien sowie
parentale untransfizierte HeLa-Zellen fiir 1 h und 3 h mit IL-1 (10 ng/ml) behandelt, die RNA
der Gesamtzellen isoliert und die mRNA-Menge von IL-1-induzierten Genen (IL8 und
NFKBIA) mittels quantitativer Reverse-Transkriptase PCR (RT-qPCR) ermittelt.

Dabei zeigte sich, dass die unterschiedlichen Kontrollvektor-Zelllinien im Vergleich zu
parentalen untransfizierten HelLa-Zellen unterschiedliche basale Mengen der IL8- und
NFKBIA-mRNA aufweisen kénnen. Daher fallt die IL-1-induzierte Expression von IL8 und
NFKBIA in den verschiedenen Zelllinien unterschiedlich stark aus (Abb.3.13). Aus diesen
Griinden wurde die Kontrollvektor-Zelllinie px459pcp1,2 ausgewahlt, da diese im Vergleich zu
parentalen, untransfizierten HeLa-Zellen die geringfugigsten Unterschiede aufweist. Diese
Zelllinie wurde in allen nachfolgenden Experimenten mit Hela-CRISPR-Zellen als

Kontrollsystem verwendet.
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ADbb.3.13: Vergleichende Analyse der px459-Kontrollvektor-Zelllinien. Die aus unterschiedlichen
Transfektionen erhaltenen stabil transfizierten Zelllinien mit dem Vektor px459 (px459pcpiay, PX459xrN1),
PX459epcsy) wurden in einem Experiment fir 1 h und 3 h mit IL-1 (10 ng/ml) stimuliert oder unbehandelt
belassen. Als Referenzsystem dienten dabei untransfizierte parentale HeLa-Zellen. Nach der Stimulation erfolge
die Analyse der differentiell exprimierten IL8- und NFKBIA-mRNA-Menge durch eine RT-gPCR. Die
Auswertung der RT-gPCR erfolgte nach der AACt-Methode.

3.5. Einfluss von DCP1a, EDC4 und XRN1 auf den IL-1-abh&ngigen,
proinflammatorischen Signalweg auf Proteinebene

Zur Ermittlung der Auswirkungen der CRISPR/Cas9-vermittelten knockdowns von DCP1a,
EDC4 und XRN1 auf den IL-1-abhdngigen proinflammatorischen Signalweg, wurden die
verschiedenen HelLa- CRISPR-Zelllinien (sg3-DCP1a, sgpool-EDC4 und sgl-XRN1), die
Kontroll-Zelllinie (px459) sowie untransfizierte parentale HelLa-Zellen einer Stimulation fiir
30 min, 1 h und 3 h mit IL-1 (10 ng/ml) unterzogen oder unbehandelt belassen. Nach der
Stimulation wurden Zelllysate der einzelnen Versuchsansatze hergestellt und die Expression
von relevanten Proteinen des Decapping-Komplexes sowie der IL-1-Signalkaskade mittels
Western Blot untersucht. Gleichzeitig wurden die Experimente genutzt, um die Stérke der
CRISPR/Cas9-vermittelten knockdowns von DCPla, EDC4 und XRN1 in den einzelnen

Versuchsansétzen zu ermitteln.
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Dabei konnte in allen CRISPR/Cas9-Zelllinien das Fusionsprotein FLAG-Cas9 nachgewiesen
werden, was auf eine stabile Integration des px459-Expressionsvektors in das Genom
hindeutet (Abb.3.14 A). Zusétzlich konnte im Vergleich zu der Kontrollzelllinie in den
jeweils einzelnen knockdown-Zelllinien eine Reduktion der Proteinmenge von DCP1a (ca. 4%
Restproteinmenge), EDC4 (ca. 6% Restproteinmenge) und XRN1 (ca. 34%
Restproteinmenge) beobachtet werden. Flr die weitere P-Body-Komponente EDC3 konnte in
keiner Zelllinie eine Verdnderung der Proteinmenge detektiert werden. Die DCP2-
Proteinmenge zeigte teilweise experimentinterne Schwankungen auf, welche sich jedoch bei
Betrachtung aller Experimente nicht bestatigte, sodass hier auch eine gleichbleibende
Proteinmenge in den verschiedenen Zelllinien angenommen werden kann. Die
Gesamtproteinmengen der untersuchten Proteinkomponenten der IL-1-Signalkaskade (NFxB
p65, JNK, p38 und HSP27) zeigten ebenfalls in den verschiedenen Zelllinien keine
Veranderungen (Abb.3.14 A, B).

Die bereits beschriebene IL-1-induzierte Phosphorylierung von DCPla an Serin 315
(Rzeczkowski et al, 2011) konnte in den px459-Kontroll-Zelllinien, den sg1-XRN1-Zellen
und in den parentalen HelLa-Zellen beobachtet werden. Hier zeigte sich nach der IL-1-
Stimulation der Zellen bereits nach 30 Minuten eine Zunahme der Phosphorylierung, welche
die maximale Stérke nach 60 Minuten IL-1 Stimulation erreichte. Nach 180 Minuten IL-1-
Stimulation konnte erneut eine Verringerung der Phosphorylierung von DCPla beobachtet
werden. Die Phosphorylierung von DCP1a konnte neben dem phosphorylierungsspezifischen
Antikdrper ebenfalls anhand des DCP1la-Antikorpers detektiert werden. In diesem Fall zeigte
sich die Phosphorylierung von DCP1a durch eine Zunahme der Bandenintensitdt mit einem
leicht erhdhten Molekulargewicht, was auf das Hinzufligen von Phosphatgruppen an das
Protein zurtickzufuhren ist. Die Phosphorylierung von DCP1a konnte erwartungsgemal nicht
in den sg3-DCP1a-Zellen beobachtet werden. Zusétzlich zeigte sich eine deutlich verminderte
Phosphorylierung von DCP1a in den sgpool-EDC4-Zellen (Abb.3.14 A, B), was auf eine
mogliche Beteiligung von EDC4 bei der Regulation der Phosphorylierung von DCPla

hindeuten konnte.

Der IL-1-induzierte Abbau von IxBo und die Resynthese des Proteins konnte in allen
Zelllinien beobachtet werden. Nach einer Stimulation der Zellen fir 30 min mit IL-1 wurde
eine minimale Proteinmenge fir IkBa beobachtet, welche bereits nach 60 min IL-1-
Stimulation erneut zunahm. Die sg3-DCPla-Zellen zeigten eine leichte Verminderung des
Abbaus von IkBa nach 30 min IL-1-Stimulation. Die gleichzeitig stattfindende
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posttranslationale Modifikation von IkBa durch Phosphorylierung an Serin 32 konnte
ebenfalls in allen Zelllinien beobachtet werden. Diese wurde durch eine starke Zunahme der
Phosphorylierung nach 30 min IL-1-Stimulation deutlich. Dabei wurden in den verschiedenen
Zelllinien Uber alle Experimente hinweg keine grofien Unterschiede beobachtet (Abb.3.14 A,
B).

Die ebenfalls IL-1-induzierten, posttranslationalen Modifikationen von NFxB p65 (Serin
356), INK (Threonin 183/ Tyrosin 185), p38 (Threonin 180/ Tyrosin 182) und HSP27 (Serin
82) durch Phosphorylierung der entsprechenden Aminoséurereste konnten in allen Zelllinien
beobachtet werden. Hierbei wurde jeweils eine maximale Phosphorylierung der
unterschiedlichen Proteine nach 30 min IL-1-Stimulation beobachtet, welche sich dann im
weiteren Verlauf der IL-1-Stimulation verringerte. Fir die Phosphorylierung von NFkB p65
konnten in den verschiedenen Zelllinien keine Verdnderungen beobachtet werden. Die
Phosphorylierung von JNK, p38 und HSP27 hingegen zeigte in den sg3-DCP1la-Zellen im
Vergleich zu den anderen Zelllinien ein verringertes Ausmal, wobei ansonsten eine
gleichbleibende Phosphorylierung beobachtet wurde (Abb.3.14 A, B).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in den verschiedenen Zelllinien eine regulare IL-1-
induzierte Aktivierung von NFxB p65 nach IxBa-Degradation stattfinden kann. Ebenfalls
sind andere Proteinkomponenten der IL-1-Signalkaskade in ihrer Regulation und Aktivierung
groRtenteils unverandert. Die IL-1-abhangige Phosphorylierung von DCPla zeigte in den
sgpool-EDC4-Zellen eine deutliche Verringerung, wobei die Aktivierung der daflr
zustandigen Kinase JNK (Rzeczkowski et al, 2011) unverandert war. Dies deutet auf eine
direkte Beteiligung von EDC4 bei der posttranslationalen Modifikation von DCP1a durch
Phosphorylierung hin, wobei der Effekt mdglicherweise durch eine fehlerhafte Rekrutierung
von JNK an DCPla hervorgerufen werden konnte. EDC4 konnte hierbei als ,,scaffolding
factor fungieren. Des Weiteren verdeutlicht die verringerte IL-1-abhangige Aktivierung von
JNK, p38 und HSP27 in den sg3-DCP1a-Zellen eine Mdglichkeit der Beteiligung von DCP1la
in der IL-1-Signalkaskade als zusétzliche, positiv regulatorische Proteinkomponente.

Neben dieser Charakterisierung von zentralen Proteinkomponenten der IL-1-Signalkaskade in
den verschiedenen knockdown-Zelllinien, war es im nachsten Schritt ebenfalls von Interesse

die allgemeine P-Body-Assemblierung der Zelllinien zu analysieren.
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Abb.3.14: Analyse des IL-1 abhéangigen proinflammatorischen Signalwegs in CRISPR/Cas9-Zellen. A:
HelLa-Zellen mit stabilem CRISPR/Cas9-vermitteltem knockdown von DCPla (sg3-DCPla), EDC4 (sgpool-
EDC4) und XRNL1 (sg1-XRN1) sowie die Kontroll-Zelllinie (px459) und untransfizierte parentale HeLa-Zellen
wurden fir 0,5 h; 1 h und 3 h mit IL-1 (10 ng/ml) behandelt oder unbehandelt verwendet. Anschlieend erfolgte

92



Ergebnisse

der Nachweis verschiedener P-Body-Komponenten und typischer Proteine der IL-1-Signalkaskade mittels
Western Blot (in Zusammenarbeit mit Helmut Miller und Hendrik Weiser, AG Kracht). Die jeweiligen
knockdowns und markante, zellulare Ereignisse des IL-1 signalings sind durch rote Markierungen
gekennzeichnet. B: Densitometrische Auswertung (mittels ImageJ) der Western Blot Ergebnisse aus (A) aus
unabhéngigen biologischen bzw. technischen Replikaten als Mittelwert (= Standardabweichung) normalisiert auf
die unbehandelten px459-Kontrollzellen.

3.6. Regulation der P-Body-Assemblierung durch DCP1a, EDC4 und XRN1

Fur die Analyse des P-Body-Phanotyps sowie der Regulation der P-Body-Assemblierung
durch eine Stimulation mit IL-1 wurde die Technik der indirekten Immunfluoreszenz
verwendet. Diese Vorgehensweise erlaubt die Visualisierung der subzellularen Verteilung von
P-Bodies durch die Verwendung von verschiedenen Primérantikorpern und
fluorophorgekoppelten  Sekundarantikdrpern, welche in  Kombination die spezifische
Detektion von P-Body-Proteinen ermdglichen. Gleichzeitig erlaubt diese Methode neben der
Analyse des P-Body-Phénotyps eine Aussage lber die Gesamtproteinmenge eines bestimmten
Proteins einer Zelle. Zu diesem Zweck wurden verschiedene Immunfluoreszenz-Experimente
unter der Verwendung von DCP1a, XRN1- und EDC4-Antikorpern in den Zelllinien px459,
sg3-DCP1a, sg1-XRN1, sgpool-EDC4 durchgefiihrt. Zusatzlich wurden die Zellen fur 1 h und
3 h mit IL-1 (10 ng/ml) behandelt oder unstimuliert belassen, um den Effekt einer

proinflammatorischen Stimulation der Zellen auf die P-Body-Assemblierung zu untersuchen.

Bei der gleichzeitigen Detektion der drei P-Body-Proteine DCP1a, XRN1 und EDC4 durch
eine indirekte Triple-Immunfluoreszenz konnte eine Kolokalisation dieser Proteine in
P-Bodies gezeigt werden (Abb.3.15).

Der CRISPR/Cas9-vermittelte knockdown eines P-Body-Proteins wirkte sich wie erwartet in
einer Reduktion der Signalintensitat des jeweils spezifisch angefarbten Proteins aus. Dabei
wurden im Vergleich mit den px459-Kontrollzellen eine geringere Signalintensitat fir DCP1la
in den sg3-DCP1a-Zellen und eine geringere Signalintensitat fir XRN1 in den sg1-XRN1-
Zellen detektiert. Die Detektion von EDC4 in den sgpool-EDC4 Zellen war nahezu nicht
moglich, da sich hier das spezifische Signal in Bereich der Immunfluoreszenz-Kontrolle
befand (Abb.3.15 A).

Dariiber hinaus fuhrte der CRISPR/Cas9-vermittelte knockdown der verschiedenen P-Body-
Proteine zu einer Verénderung der Assemblierung von P-Bodies, welche sich durch die
Ermittlung der Mittelwerte der P-Body-Anzahlen pro Zelle verdeutlichen lasst. Im Vergleich

zu den px459-Kontrollzellen (6,5 P-Bodies pro Zelle) wurde in den sg3-DCP1a-Zellen (18,1
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P-Bodies pro Zelle) eine deutliche Erhéhung der P-Body-Anzahlen pro Zelle beobachtet. In
den sgl-XRN1-Zellen (3,7 P-Bodies pro Zelle) konnte eine geringfligige Reduktion der
P-Body-Anzahlen pro Zelle beobachtet werden, wahrend gleichzeitig eine sichtbare Erhthung
der P-Body-Grolie verzeichnet wurde. In Gegensatz dazu flhrte der knockdown von EDC4 in
den sgpool-EDC4-Zellen zum weitestgehend kompletten Verlust der P-Body-Assemblierung.
In allen Konditionen fiihrte eine Stimulation der Zellen mit IL-1 fiir 1 h und 3 h zu einer
geringen Erhéhung der Mittelwerte der P-Body-Anzahlen pro Zelle um einen maximalen
Faktor von 1,5 (Abb.3.15 A, B, D).

Neben der Analyse des P-Body-Phanotyps mittels der Mittelwerte der P-Body-Anzahlen pro
Zelle wurde der P-Body-Phénotyp ebenfalls (iber die Analyse der Zellpopulation betrachtet.
Hierzu wurden die Zellen anhand der P-Body-Anzahlen kategorisiert und die prozentuale
Verteilung der einzelnen Populationen graphisch dargestellt. Dabei wurde ersichtlich, dass in
den sg3-DCP1a-Zellen eine Population von Zellen mit mehr als 15 P-Bodies pro Zelle einen
deutlich hoheren Anteil ausmacht als in den px459-Kontrollzellen. Weiterhin zeigen die
sg3-DCP1la-Zellen eine nahezu komplette Aufhebung der Zellpopulation, welche keine
P-Bodies aufweisen. In den sg1-XRN1-Zellen wurde ersichtlich, dass der groRte Anteil der
Zellen P-Body-Anzahlen im Bereich von 1-8 P-Bodies pro Zelle enthalten. Zellpopulationen,
mit hoheren P-Body-Anzahlen, sowie Populationen ohne P-Bodies machen dabei prozentual
nur einen sehr geringen Anteil aus. Bei der Betrachtung der Zellpopulationen konnte, wie
auch schon beim Vergleich der Mittelwerte, eine Verschiebung der Zellpopulationen nach
einer Stimulation der Zellen mit IL-1 beobachtet werden. In den px459-Kontrollzellen und
den sg3-DCP1a-Zellen flhrte die Behandlung der Zellen mit IL-1 zu einer Zunahme der
Zellpopulation mit mehr als 15 P-Bodies. AulRerdem kommt es nach der IL-1-Stimulation in
den sgl1-XRN1-Zellen zu einer Zunahme der Zellpopulation mit mehr als 9 P-Bodies. Im
Gegenzug dazu kommt es in den jeweiligen Versuchskonditionen zu einer Reduktion der
Zellpopulationen mit einer geringen P-Body-Anzahlen pro Zelle. Im Falle der
px459-Kontrollzellen und der sgl-XRN1-Zellen betrifft diese Reduktion vor allem
Populationen, welche keine P-Bodies aufweisen, wogegen es bei den sg3-DCPla-Zellen zu

einer Reduktion der Zellpopulation mit weniger als 15 P-Bodies kommt (Abb.3.15 C).

Die starken Veranderungen des P-Body-Phéanotyps durch den CRISPR/Cas9-vermittelten
knockdown von DCP1la in HeLa-Zellen konnte ebenfalls in HEK293IL-1R-Zellen beobachtet
werden. Auch hier fihrte die deutliche Reduktion der DCPla-Proteinmenge zu einer
Erhohung der P-Body-Anzahlen pro Zelle (Abb.Anh.2).
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Zusétzlich wurde der P-Body-Phénotyp in HeLa-Zellen untersucht, welche nur eine schwache
CRISPR/Cas9-vermittelte Verringerung der Proteinmenge von EDC4 (sg1-EDC4) aufweisen.
In diesem Fall konnte beobachtet werden, dass die beschriebene Aufhebung der P-Body-
Assemblierung nur teilweise stattfindet. In der Zellpopulation fanden sich Zellen, in welchen
mittels der indirekten Immunfluoreszenz kein EDC4-Protein detektiert werden konnte. Diese
Zellen zeigten eine komplette Aufhebung der P-Body-Assemblierung. Die tbrigen Zellen, in
welchen auch weiterhin EDC4 detektiert werden konnte, waren von diesem Effekt nicht
betroffen  (Abb.Anh.3). Diese Ergebnisse zeigen, dass EDC4 eine essentielle

Proteinkomponente fur die Assemblierung von P-Bodies darstellt.

AbschlieRend lasst sich sagen, dass der CRISPR/Cas9-vermittelte knockdown aller drei P-
Body-Proteine einen veranderten P-Body-Phénotyp zur Folge hat. Dabei werden diese
Veranderungen nicht nur bei Betrachtung einzelner Zellen ersichtlich, sondern auch bei einer
Betrachtung der gesamten Zellpopulation. Es konnten fur die verschiedenen Proteine
unterschiedliche Effekte von einer starken Zunahme (sg3-DCPla-Zellen) bis hin zu einer

kompletten Auflosung (sgpool-EDC4-Zellen) der P-Body-Assemblierung beobachtet werden.
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Abb.3.15: Einfluss von DCP1a, XRN1 und EDC4 fir die Assemblierung von P-Bodies. A: HelLa-Zellen mit
stabilem CRISPR/Cas9-vermitteltem knockdown von DCPla (sg3-DCPla), XRN1 (sg1-XRN1) und EDC4
(sgpool-EDC4) und die Kontroll-Zelllinie (px459) wurden fir 1 h und 3 h mit IL-1 (10 ng/ml) behandelt oder
unstimuliert verwendet. AnschlieBend erfolgte die Analyse des P-Body-Phénotyps durch indirekte
Immunfluoreszenz mittels DCP1a, XRN1- und EDC4-Antikérpern. Die Féarbung der Zellkerne erfolgte mit
Hoechst 33342. B: Quantitative Darstellung der P-Body-Anzahlen pro Zelle der unterschiedlichen
Versuchsansétze aus bis zu 9 unterschiedlichen Experimenten (schwarzer Balken: Median; roter Balken:
Mittelwert) C: Quantitative Darstellung der Verteilung der zelluldren P-Body-Anzahlen in den
Gesamtpopulationen der Versuchsansétze aus bis zu 9 unterschiedlichen Experimenten. D: Zusammenfassende
Darstellung der ausgewerteten Zellzahlen und der P-Body-Anzahlen pro Zelle (Mittelwert) zu den
unterschiedlichen Versuchsansétzen.

3.7. Einfluss der Rekonstitution von DCPla und EDC4 in CRISPR/Cas9-Zellen
auf die P-Body-Assemblierung

In den vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass der CRISPR/Cas9-
vermittelte knockdown von DCP1a zu einer starken Erhéhung der P-Body-Anzahlen pro Zelle
und der knockdown von EDC4 zu einer kompletten Aufhebung der P-Body-Assemblierung
fuhrt. Im Folgenden sollte geklart werden, ob eine Reexpression der betroffenen Proteine
durch eine Transfektion der Zellen mit geeigneten Expressionsvektoren zu einer Umkehrung
dieser Ergebnisse fihren kann. So ware im Falle von DCPla zu erwarten, dass die
Reexpression von DCP1a in den sg3-DCP1la-Zellen eine Verringerung der P-Body-Anzahlen
pro Zelle auf das Niveau der px459-Kontrollzelllinie zur Folge hat. Die Reexpression von

EDC4 in den sgpool-EDC4-Zellen sollte dagegen eine P-Body-Assemblierung ermdglichen.

Fur die Reexpression von DCPla wurden px459-Kontrollzellen und sg3-DCPla-Zellen mit
GFP-DCPla (peGFP-DCP1a,y) und der Leervektor-Kontrolle (peGFP-C1) im MaRstab einer
100 mm Schale transfiziert. Die Expression von GFP-DCPl1a wurde nach der Transfektion
durch einen Proteinnachweis mittels Western Blot analysiert. Dabei zeigte sich, dass eine
Expression von GFP-DCP1a in beiden Zelllinien auf einem vergleichbaren Niveau moglich
ist (Abb.3.16).
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ADbb.3.16: Rekonstitution von DCPla-knockdown-Zellen. HelLa-Zellen mit CRISPR/Cas9-vermitteltem
knockdown von DCP1la (sg3-DCP1a) und die Kontroll-Zelllinie (px459) wurden mit GFP-DCPl1a sowie dem
Kontrollvektor (peGFP-C1) transfiziert. 24 h spéter wurde die Rekonstitution der CRISPR/Cas9-Zellen mit dem
knockdown von DCP1a durch einen Proteinnachweis mittels Western Blot analysiert. Der Proteinnachweis von
Tubulin diente dabei als Beladungskontrolle.

Zur Analyse der Effekte einer Reexpression von DCPla in den sg3-DCP1a-Zellen auf die P-
Body-Assemblierung wurden diese parallel zu den px459-Kontrollzellen mit einem
Expressionsvektor fir GFP-DCPla (peGFP-DCPlay:) und dem Kontrollvektor (peGFP-C1)
in p-Slides V1 0.4 (Ibidi) transfiziert. AnschlieRend erfolgte die Visualisierung der P-Bodies
durch eine indirekte Immunfluoreszenz mittels EDC4-Antikdrper und die Detektion der
Expression des GFP-DCP1la-Proteins mittels der GFP-bedingten Eigenfluoreszenz. Dabei
konnte beobachtet werden, dass eine Expression von GFP-DCPla in den px459-
Kontrollzellen eine deutliche Steigerung der P-Body-Anzahlen pro Zelle zur Folge hat. Diese
Beobachtung konnte in unveranderter Weise ebenfalls in den sg3-DCP1la-Zellen gemacht
werden (Abb.3.17). Folglich konnte die Annahme einer Umkehrung der erhéhten P-Body-
Anzahlen pro Zelle, welche nach einen CRISPR/Cas9-vermittelten knockdown von DCP1la
beobachtet wurden, durch eine Reexpression von DCP1a nicht bestatigt werden.

98



Ergebnisse

px459
+

peGFP-C1

sg3-DCP1la
+
peGFP-C1

px459
+

peGFP-DCP1la,,

sg3-DCPla
+

peGFP-DCP1a,,

IF-Kontrolle
px459
+

pcDNA3

GFP

EDC4

merge

10pm

99



Ergebnisse

Abb.3.17: Rekonstitution von DCPla-knockdown-Zellen. HelLa-Zellen mit CRISPR/Cas9-vermitteltem
knockdown von DCPla (sg3-DCP1a) und die Kontroll-Zelllinie (px459) wurden mit GFP-DCPla (peGFP-
DCP1a,,;) und dem Kontrollvektor (peGFP-C1) transfiziert. AnschlieBend wurde der P-Body-Phénotyp der
transfizierten Zellen durch eine indirekte Immunfluoreszenz (IF) mit einem EDC4-Antikérper und der GFP-
Eigenfluoreszenz analysiert. Fur die IF-Kontrollen wurden px459-Zellen mit den Vektor pcDNAS3 transfiziert
und die IF ohne Priméarantikdrper durchgefiihrt.

Zellen mit CRISPR/Cas9-vermitteltem knockdown von EDC4 (sgpool-EDC4) und die
Kontrollzellen (px459) wurden fir die Reexpression von EDC4 mit dem Expressionsvektor
AN-HA-EDC4 (pCineo-AN-HA-EDC4) und der Leervektor-Kontrolle (pClneo-AN-HA) im
Malstab einer 100 mm Schale transfiziert. AnschlieBend wurde die Expression von
AN-HA-EDC4 nach Transfektion durch einen Proteinnachweis mittels Western Blot
analysiert. Dabei konnte beobachtet werden, dass die Expression von AN-HA-EDC4 in beiden
Zelllinien (sgpool-EDC4 und px459) auf einem vergleichbaren Niveau moglich ist
(Abb.3.18).
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Abb.3.18: Rekonstitution von EDC4-knockdown-Zellen. HelLa-Zellen mit CRISPR/Cas9-vermitteltem
knockdown von EDC4 (sgpool-EDC4) und die Kontroll-Zelllinie (px459) wurden mit AN-HA-EDC4 (pClneo-
AN-HA-EDC4) sowie dem Kontrollvektor (pClneo-AN-HA) transfiziert. Anschliefend wurde die Rekonstruktion
der CRISPR/Cas9-Zellen mit dem knockdown von EDC4 durch einen Proteinnachweis mittels Western Blot
analysiert. Der Proteinnachweis von Tubulin diente dabei als Beladungskontrolle.

Zur Analyse der Effekte einer Reexpression von EDC4 in Zellen mit CRISPR/Cas9-
vermitteltem knockdown von EDC4 (sgpool-EDC4) auf die P-Body-Assemblierung wurden
diese parallel zu den px459-Kontrollzellen mit einem Expressionsvektor fur AN-HA-EDC4
(pClIneo-AN-HA-EDC4) und dem Kontrollvektor (pClneo-AN-HA) in p-Slides VI 0.4 (Ibidi)
transfiziert. AnschlieBend erfolgte die Analyse der P-Body-Phanotypen durch eine indirekte
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Immunfluoreszenz unter der Verwendung von verschiedenen anti-HA-, anti-DCP1a- und anti-
EDC4-Antikorpern in unterschiedlichen Kombinationen. Dabei konnte in den px459-
Kontrollzellen und den sgpool-EDC4-Zellen eine einzelzellabhdngige Variation in der
Expressionsstarke von AN-HA-EDC4 beobachtet werden. Die tbermaRig starke Expression
von AN-HA-EDC4 fiihrte zu einer Auflésung der P-Bodies. Lediglich durch eine maRige
Expression von AN-HA-EDC4 konnte eine Kolokalisation des ektopisch exprimierten
Proteins in P-Bodies sowie die allgemeine Assemblierung von P-Bodies nachgewiesen
werden. Zusatzlich konnte durch diese maRige Expression eine Assemblierung von P-Bodies
in den sgpool-EDC4 Zellen erreicht werden, welche wie beschrieben im Ausgangszustand in
untransfizierten Zellen keine P-Bodies aufweisen (Abb.3.19).

Diese Daten zeigen, dass EDC4 einen zentralen Faktor fur die Assemblierung von P-Bodies
darstellt. Dabei kann eine direkte Verbindung zwischen der effektiven EDC4-Proteinmenge
und der Assemblierung von P-Bodies angenommen werden. Eine zu geringe und eine zu stark
erhdhte Proteinmenge bedingen die Auflosung der P-Body-Strukturen. Nur eine eng
kontrollierte EDCA4-Proteinmenge innerhalb einer Zelle ermdglicht so die korrekte
Ausbildung von P-Bodies. Diese direkte Abhangigkeit der P-Body-Assemblierung von EDC4
konnte bereits durch andere Arbeitsgruppen gezeigt werden. Dabei wurde in THP-1-Zellen
gezeigt, dass ein Verlust des EDC4-Proteins eine Aufhebung der P-Body-Strukturen zur Folge
hat (Seto et al, 2015). Die eigenen Experimente bestatigen diese Beobachtungen und
verstarken die zentrale Rolle von EDC4 bei der P-Body-Assemblierung in verschiedenen
zelluldren Modellsystemen durch die Mdoglichkeit einer Wiederherstellung der P-Body-
Assemblierung durch eine erfolgreiche EDC4-Reexpression. In dieser Arbeit konnte jedoch
zusétzlich der neuartige Befund erhoben werden, dass auch eine zu starke Expression von
EDC4 eine Auflosung der P-Bodies zur Folge hat. Folglich stellt EDC4 einen hoch relevanten
scaffolding Faktor dar, dessen Proteinkonzentration die P-Body-Assemblierung unmittelbar

reguliert.
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Abb.3.19: Die Rekonstitution von EDC4-knockdown-Zellen erméglicht in Abhangigkeit von der
exprimierten EDCA4-Proteinmenge die Assemblierung von P-Bodies. HelLa-Zellen mit CRISPR/Cas9-
vermitteltem knockdown von EDC4 (sgpool-EDC4) und die Kontroll-Zelllinie (px459) wurden mit AN-HA-
EDC4 (pClneo-AN-HA-EDC4) sowie dem Kontrollvektor AN-HA-LV (pClneo-AN-HA) transfiziert.
AnschlieBend wurde der P-Body-Phéanotyp der rekonstituierten Zellen mittels einer indirekten Immunfluoreszenz
(IF) unter der Verwendung von unterschiedlichen Priméarantikérpern (anti-HA, anti-DCP1a (ms/rb), anti-EDC4)
in verschiedenen Kombinationen analysiert. Fir die IF-Kontrollen wurden die jeweiligen Zellen mit AN-HA-
EDC4 (pCineo- AN-HA-EDC4) transfiziert und die IF ohne Primérantikorper durchgefiihrt (Dylight 488
Kontrolle, Cy3 Kontrolle). Zellen mit korrekt rekonstituierten P-Bodies sind durch Pfeile gekennzeichnet.

3.8. DCP1la-abhéangige Formation von P-Body-ahnlichen Strukturen in EDC4
knockdown Zellen

Fur EDC4 wurde in weiteren Arbeiten neben der direkten Regulation der P-Body-Formation

ebenfalls eine Regulation der Interaktion von Proteinkomponenten des Decapping-Komplexes
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(DCP1a, DCP2 und XRN1) gezeigt, wobei EDC4 als scaffold-Protein dient und fur die
Decapping-Aktivitat eines zelluldren Systems essentiell ist (Chang et al, 2014).

Um die Auswirkungen des knockdowns von EDC4 auf die Lokalisierung von
uberexprimiertem GFP-DCP1a-Protein, welches in den P-Bodies lokalisiert (Rzeczkowski et
al, 2011), zu untersuchen, wurden sgpool-EDC4-Zellen und die px459-Kontrollzellen mit
einem entsprechenden Vektor zur Expression von GFP-DCP1la (peGFP-DCPla,) und dem
Kontrollvektor (peGFP-C1) in p-Slides VI 0.4 (lbidi) transfiziert. Anschlieend wurde der
P-Body-Phénotyp durch eine indirekte Immunfluoreszenz unter der Verwendung
verschiedener  anti-EDC4, anti-XRN1- und anti-EDC3-Antikorper  sowie  der
GFP-Eigenfluoreszenz analysiert. Dabei konnte in den px459-Kontrollzellen die erwartete
Kolokalisation von GFP-DCPla mit EDC4, XRN1 sowie EDC3 in P-Bodies beobachtet
werden. Untransfizierte sgpool-EDC4-Zellen zeigten, wie erwartet, keine P-Body-
Assemblierung. Im Gegensatz dazu konnte durch eine ektopische Expression von
GFP-DCPla in den sgpool-EDC4-Zellen eine Formation von kreisférmigen zelluldren
Strukturen (foci) erreicht werden. Diese foci zeigten eine Kolokalisation mit EDC3 jedoch
nicht mit XRN1 (Abb.3.20). Um eine mdgliche Interferenz des zusétzlich exprimierten
GFP-Tags von DCP1a bei der P-Body-Assemblierung auszuschlie3en, wurde das Experiment
analog unter der Verwendung eines Vektors zur Expression von HA-DCPla
(pcDNA3-HA-DCPla,:) und dem Kontrollvektor (pcDNA3-HA-LV) durchgefihrt. Die
Ausbildung von zelluldren foci, sowie die ambivalente Kolokalisation von EDC3 und XRN1
in den sgpool-EDC4-Zellen konnte auch in diesem Experiment beobachtet werden
(Abb.Anh.4).

Zur weiteren Untersuchung der Regulation der Zusammensetzung der Proteinkomponenten
von P-Bodies durch DCP1a in Abwesenheit von EDC4 wurden zusétzliche Vektoren zur
Expression von verénderten Formen von DCPla (GFP-gekoppelt) verwendet. Dazu wurden
HeLa-Zellen mit CRISPR/Cas9-vermitteltem knockdown von EDC4 (sgpool-EDC4) und die
px459-Kontrollzellen mit Vektoren zur Expression von GFP-DCPla (peGFP-DCPlay),
GFP-DCPlaks2o-577r (peGFP-DCPlaksz0-577r) und zur Expression einer GFP-DCPla-Variante
mit vier Punktmutationen (L551R, 1555S, F561R, L565S; peGFP-DCPlayrs) sowie der
Leervektor-Kontrolle (peGFP-C1) transfiziert. GFP- DCPlakszo-577r Stellt dabei, wie bereits
beschrieben, eine ubiquitinylierungsdefiziente Proteinvariante dar und ist zusétzlich durch
eine Erhdhung der zelluldren P-Body-Anzahl charakterisiert (Tenekeci et al, 2016). Bei der

Proteinvariante GFP-DCP1layts ist aufgrund der vier Punktmutationen eine Trimerisierung
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des Proteins nicht mehr moglich (Tritschler et al, 2009) . Diese Mutationen innerhalb der
Trimerisierungsdoméne haben neben einer defizienten Phosphorylierung von DCPla,
zusétzlich einen Verlust der Assemblierung von P-Bodies zur Folge (Tenekeci et al, 2016;
Tritschler et al, 2009). Nach der Transfektion der unterschiedlichen Expressionsvektoren
erfolgte eine Analyse der P-Body-Assemblierung mittels Immunfluoreszenz-Experimenten
unter der Verwendung von EDC3- und XRN1-Antikorpern sowie der Detektion der GFP-

Eigenfluoreszenz der exprimierten Proteine.

Dabei konnten in den px459-Kontrollzellen die Zunahme der P-Body-Assemblierung nach der
Expression von peGFP-DCP1lakszo-577r Mit einer gleichzeitigen Kolokalisation von EDC3 und
XRN1 sowie die Auflésung der P-Body-Strukturen nach der Expression von
peGFP-DCPlayts bestatigt werden. Diese Beobachtungen der Effekte der exprimierten
Varianten von DCP1a auf die P-Body-Assemblierung konnten ebenfalls in den sgpool-EDC4-
Zellen gemacht werden. Allerdings fuhrte die Expression von DCPlakszo-577r In den sgpool-
EDC4-Zellen zu einer selektiven Lokalisierung von EDC3 und XRNL1 in den P-Bodies. Wie
bereits in den vorangegangenen Experimenten, konnte in den sgpool-EDC4-Zellen keine
Kolokalisation von XRN1 in den P-Bodies verzeichnet werden, wahrend EDC3 in den
P-Bodies lokalisierte (Abb.Anh.5).

Diese Ergebnisse verstarken die Rolle von EDC4 als scaffolding-Protein in P-Bodies. EDC4
fungiert dabei als zentrales Protein fir die Rekrutierung von XRN1 in die P-Bodies. Die
Maglichkeit zur Ausbildung von P-Body-ahnlichen Strukturen durch eine Uberexpression von
DCPla in Zellen, in welchen aufgrund der Abwesenheit von EDC4 keine native P-Body-
Assemblierung moglich ist, zeigt eine Subspezies von P-Bodies, welche in ihrer
Proteinzusammensetzung remodelliert worden sind. Die Funktion und Aktivitdt dieser

Subspezies an P-Bodies wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht.
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Abb.3.20: Uberexprimiertes GFP-DCP1a kolokalisiert in Abwesenheit von EDC4 mit EDC3, aber nicht
mit XRNL1 in remodellierten zytoplasmatischen foci. HeLa-Zellen mit CRISPR/Cas9-vermitteltem knockdown
von EDC4 (sgpool-EDC4) und die Kontroll-Zelllinie (px459) wurden entweder mit GFP-DCPla (peGFP-
DCP1a,,) oder dem Kontrollvektor (peGFP-C1-LV) transfiziert. Anschliefend wurde der P-Body-Phanotyp der
transfizierten Zellen mittels einer indirekten Immunfluoreszenz (IF) unter der Verwendung von EDC4-
Antikorper (A), XRN1-Antikorper (B), EDC3-Antikorper (C) und der GFP-Eigenfluoreszenz analysiert. Die IF-
Kontrollen finden sich im Anhang unter Abb.Anh.4.
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3.9. Regulation der Ausbildung von DCPla-, EDC4- und XRN1-
Proteinkomplexen

Die bisher gezeigten Ergebnisse verdeutlichen die differentielle Abhdngigkeit der P-Body-
Assemblierung von den untersuchten P-Body-Proteinen DCPla, XRN1 und EDCA4. Dabei
regulieren die drei genannten Proteine auf eine direkte oder indirekte Art und Weise die
Formation von P-Bodies. Zusatzlich ist denkbar, dass nicht nur die Assemblierung von
P-Bodies von den untersuchten Proteinen abhéangig ist, sondern auch deren Interaktion und

Ausbildung von Subkomplexen aul3erhalb der P-Bodies im Zytoplasma.

Zur Untersuchung der Ausbildung von zytoplasmatischen Proteinkomplexen, sowie der
relativen Lokalisation dieser Komplexe zu den P-Bodies, wurde die Technik des

Immuno-Proximity-Ligation-Assays (Immuno-PLA) verwendet (Abb.3.3).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Interaktionen von DCPla:EDC4, XRN1:DCPla und
XRN1:EDC4 sowie die Interaktionen, bzw. allgemeine Expression von XRNI1:XRNL1,
DCPla:DCP1a und EDC4:EDC4 durch spezifische Antikorper in Zellen mit CRISPR/Cas9-
vermitteltem knockdown von DCPla (sg3-DCPla), XRN1 (sg1-XRN1), EDC4 (sgpool-
EDC4) und in der Kontroll-Zelllinie (px459) mittels PLA untersucht. Gleichzeitig erfolgte die
Detektion der P-Bodies durch EDC4-, bzw. DCPla-spezifische Anfarbungen. Fir die
Auswertung erfolgte die Ermittlung der PLA-Signale pro Zelle sowie deren Uberlagerungen
mit P-Bodies.

Bei den Experimenten konnten fiir die verschiedenen Kombinationen der PLA unterschiedlich
Signalanzahlen detektiert werden. Die hochste PLA-Signalanzahl wurde fir die
Antikdrperkombination DCPlans:DCP1lam, welche sowohl die DCP1la Proteinexpression, als
auch die Trimerisierung dieses Faktors erfasst, detektiert, wéhrend die niedrigste PLA-
Signalanzahl fir XRN1,s:DCP1a,, beobachtet wurde (Abb.3.21 A, B).

Der CRISPR/Cas9-vermittelte knockdown von DCPla fiihrte bei der Verwendung der
Antikorperkombinationen DCPlans:EDC4y,, XRN1n,s:DCPlay, und DCPlans:DCPlay, zu
einer Reduktion der PLA-Signale (Abb.3.21 A, B, D; Abb.Anh.6; Abb.Anh.7; Abb.Anh.10).
Nach dem knockdown von XRN1 wurde bei der Verwendung der Antikdrperkombinationen
XRN1s:DCPlay, XRN1ms:EDC4y, und XRN1s:XRN1,, ebenfalls eine Reduktion der PLA-
Signalanzahlen beobachtet (Abb.3.21 A, B, D; Abb.Anh.7; Abb.Anh.8; Abb.Anh.9). Die
niedrigsten PLA-Signalanzahlen wurden nach dem knockdown von EDC4 fur die

Antikorperkombinationen DCPlams:EDC4ip, XRN1ys:EDC4y, und EDC4y:EDC4y, erzielt,
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wobei die Signalanzahlen in diesen Fallen das Niveau der Negativ-Kontrollen erreichten
(Abb.3.21 A, B, D; Abb.Anh.6; Abb.Anh.8; Abb.Anh.11). Diese Ergebnisse sind auf die
CRISPR/Cas9-vermittelte Reduzierung der jeweiligen Proteinmengen von DCP1a, XRN1 und
EDC4 zurickzufiihren und bestatigen die bereits durchgefiihrten Untersuchungen der
Proteinmengen durch Western Blot-Analysen (Abb.3.14) und Immunfluoreszenz-
Experimenten (Abb.3.15).

Dartiber hinaus fiihrte der CRISPR/Cas9-vermittelte knockdown von DCPla bei der
Verwendung der Antikérperkombination XRN1.,:EDC4,, zu einer Reduktion der PLA-
Signalanzahl um 33% (Abb.3.21 A, B, D; Abb.Anh.8). Fur die Interaktion von
DCPlams:EDC4y, konnte in den sgl-XRN1-Zellen eine Reduktion der PLA-Signalanzahlen
um 20 Prozent beobachtet werden (Abb.3.21 A, B, D; Abb.Anh.6). Zusétzlich flihrte der
knockdown von EDC4 bei der Verwendung der Antikdrperkombination XRN1,s:DCP1lay, zu
einer Reduktion der PLA-Signalanzahlen um 11 Prozent (Abb.3.21 A, B, D; Abb.Anh.7).

Bei der Untersuchung der Interaktion von XRN1:XRN1 sowie der allgemeinen
Proteinexpression durch die Verwendung der XRN1y::XRN1yp Antikdrperkombination
konnte in den sg3-DCP1a Zellen eine Reduktion um 13% und in den sgpool-EDC4-Zellen
eine Reduktion um 28% der PLA-Signalanzahlen beobachtet werden (Abb.3.21 A, B, D;
Abb.Anh.9).  Analog zeigten die  PLA-Experimente Dbei  Verwendung der
Antikorperkombination DCP1a,:DCP1lay, in den sg1-XRN1-Zellen eine Reduktion um 44%
und in den sgpool-EDC4-Zellen eine Reduktion um 57% der PLA-Signalanzahlen (Abb.3.21
A, B, D; Abb.Anh.10). Bei der Verwendung der Antikdrperkombination EDC4gt:EDC4rb
zeigte sich in den sg3-DCP1a-Zellen eine Reduktion um 41% und in den sgl-XRN1-Zellen
eine Reduktion um 23% der PLA-Signalanzahlen (Abb.3.21 A, B, D; Abb.Anh.11).

Bei der zusétzlichen Detektion der P-Bodies innerhalb der Immuno-PLA konnten die
beschriebenen Verénderungen der P-Body-Phé&notypen bestatigt werden. Auch bei der
Immuno-PLA konnte eine starke Erhohung der P-Body-Anzahlen pro Zelle durch einen
CRISPR/Cas9-vermittelten knockdown von DCPla und eine leichte Verringerung der
P-Body-Anzahlen pro Zelle durch einen CRISPR/Cas9-vermittelten knockdown von XRN1
beobachtet werden. Der knockdown von EDC4 fiihrte zu einer nahezu kompletten Auflésung
der P-Body-Assemblierung (Abb.3.21 C).

Bei der Betrachtung der Kolokalisation der PLA-Spots mit den P-Bodies konnten fur die
verschiedenen Interaktionen unterschiedlich starke Uberlagerungen der Signale detektiert
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werden. Bei der Verwendung der Antikorperkombination EDC44:EDC4,, konnte in bis zu
90% der Félle ein merge der P-Bodies mit PLA-Signalen beobachtet werden. Im Gegensatz
dazu zeigte sich bei XRN1,s::DCP1lay, in bis zu 26% der Félle ein merge der P-Bodies mit
PLA-Signalen. Fir die tbrigen Antikérperkombinationen wurde in ca. 30%-65% der Félle ein
merge der P-Bodies mit PLA-Signalen beobachtet. Eine statistisch signifikante Verédnderung
der Uberlagerungen von P-Bodies mit PLA-Signalen wurde nur fir die
Antikorperkombinationen XRN1,:EDC4y, und XRN1yns:XRN1, nach dem CRISPR/Cas9-
vermitteltem knockdown von EDC4 und fir die Antikdrperkombination DCPlay:DCPlay,
nach dem CRISPR/Cas9-vermittelem knockdown von DCP1a beobachtet. In diesen Féllen ist
die signifikante Veranderung der Uberlagerungen auf die Auflosung der P-Body-
Assemblierung durch den EDC4 knockdown und die Verringerung der PLA-Signalanzahlen
durch den DCP1a knockdown zurtickzufuhren (Abb.3.21 E, F).

Die vorliegenden Ergebnisse der PLA-Experimente bestdtigen die Verringerungen der
jeweiligen Proteinmengen durch den CRISPR/Cas9-vermittelten knockdown von DCPla,
XRN1 und EDC4, welche bereits durch Western Blot-Analysen detektiert werden konnten.
Bei der Verwendung der jeweiligen Antikorperkombination fur die PLA, bei welcher eines
der beiden Proteine vom knockdown betroffen ist, konnte in jedem Fall eine Reduktion der
PLA-Signale beobachtet werden. Dies zeigt, dass PLA-Experimente prinzipiell in der Lage
sind, spezifische Protein:Protein-Interaktionen zu erfassen. Weiterhin konnten statistisch
signifikante Veranderungen der Protein:Protein-Interaktionen der drei P-Body-Komponenten
DCPla, EDC4 und XRN1 in Abhéngigkeit von dem knockdown der Proteine detektiert
werden. Hierbei handelte es sich immer um Reduktionen der Protein:Protein-Interaktionen, da
in keinem Fall der knockdown eines Faktors zur Zunahme der Interaktion der beiden anderen
Faktoren fiihrte. Neben der P-Body-Assemblierung ist somit auch die Regulation der
zytoplasmatischen Interaktionen der drei Proteine auBerhalb von den P-Bodies von den
untersuchten P-Body-Proteinen abhéngig. Die PLA-Signale kolokalisieren dabei je nach
untersuchter Protein:Protein-Interaktion in variablem Ausmal} mit den P-Bodies. Unter keiner
Kondition konnte eine Abhéngigkeit der H&ufigkeit dieser Kolokalisationen von dem
CRISPR/Cas9-vermittelten knockdown von DCP1a, EDC4 und XRN1 beobachtet werden.
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zelluldre Lokalisation und rdumliche Néhe zu P-Bodies dieser Interaktionen wurde in HeLa-Zellen mit stabilem
CRISPR/Cas9-vermitteltem knockdown von DCPla (sg3-DCPla), XRN1 (sg1-XRN21) oder EDC4 (sgpool-
EDC4) und in der Kontroll-Zelllinie (px459) durch Immuno-Proximity-Ligation-Assays (Immuno-PLA)
analysiert. Dazu wurden die in (A) und (B) gezeigten Primdrantikdrper unterschiedlicher Spezies (ms=Maus,
rb=Kaninchen, gt=Ziege) fur die Detektion der Interaktionen mittels PLA verwendet. Zeitgleich erfolgte die
Detektion der P-Bodies durch eine indirekte Immunfluoreszenz mit einem Primarantikdrper der entsprechenden
dritten Spezies (ms=Maus, gt=Ziege). Die Immuno-PLA-Kontrollen wurden jeweils ohne Priméarantikdrper
durchgefiihrt. Die Farbung der Zellkerne erfolgte mit Hoechst 33342. B: Quantitative Darstellung der PLA-
Signale pro Zelle der unterschiedlichen Versuchsansitze aus (A) von je drei biologisch unabhéngigen
Experimenten je Versuchskondition (schwarzer Balken: Median; roter Balken: Mittelwert). C: Quantitative
Darstellung der EDC4-positiven P-Body-Anzahlen pro Zelle der unterschiedlichen Versuchsansatze aus (A) von
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neun biologisch unabhangigen Experimenten (schwarzer Balken: Median; roter Balken: Mittelwert). D:
Zusammenfassende Darstellung der ausgewerteten Zellzahlen und die relative Veranderung der PLA-
Signalanzahlen in Prozent zu den Versuchsansatzen aus (A) von je drei biologisch unabhéngigen Experimenten
je Versuchskondition. Die Signifikanzanalyse wurde unter Verwendung des Wilcox-Mann-Whitney-Test
durchgefihrt (*: p < 0,001). E: Prozentuale Darstellung der P-Bodies, welche einen merge mit PLA-Signalen
aufweisen ( Standardabweichung), zu den unterschiedlichen Versuchsanséatzen aus (A) von je drei biologisch
unabhéngigen Experimenten je Versuchskondition. F: Zusammenfassende Darstellung der ausgewerteten Zellen
und deren P-Bodies in Prozent, welche einen merge mit PLA-Signalen aufweisen, zu den Ergebnissen aus (E)
von je drei biologisch unabhéngigen Experimenten je Versuchskondition.

3.10. Relevanz von DCP1a, EDC4 und XRN1 auf den Metabolismus von IL-1-
induzierten mRNAS

3.10.1. Einfluss von DCP1la, EDC4 und XRN1 auf die Induktion der mRNA-Expression

Neben der Untersuchungen der Auswirkungen eines CRISPR/Cas9-vermittelten knockdowns
von DCP1la, EDC4 und XRN1 auf den IL-1-abhéngigen proinflammatorischen Signalweg auf
Proteinebene, sollten die Auswirkungen der knockdowns auf die Regulation von IL-1-
induzierten prototypischen mRNAs untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden sowohl die
basalen, als auch die IL-1-induzierten mMRNA-Mengen von IL8, IL6, CXCL3 und NFKBIA in

den verschiedenen Zellsystemen bestimmt.

Dazu wurden Zellen mit CRISPR/Cas9-vermitteltem knockdown von DCP1la (sg3-DCP1a),
EDC4 (sgpool-EDC4), XRN1 (sg1-XRN1) und die Kontroll-Zelllinie (px459) fur 1 hund 3 h
mit IL-1 (10 ng/ml) stimuliert. Anschlielend wurde die Gesamt-RNA der Zellen isoliert und
die mRNA-Mengen unterschiedlicher Gene (IL8, IL6, CXCL3, NFKBIA) mittels einer RT-
gPCR ermittelt.

Bei der Untersuchung der basalen mRNA-Mengen wurde deutlich, dass im Vergleich mit den
px459-Zellen die mRNA-Mengen in den unterschiedlichen knockdown-Zellen erhoht sind,
wobei diese Erh6hung unterschiedlich stark ausfallt. Lediglich in den sgl-XRN1-Zellen
konnte im Vergleich zu den px459-Zellen eine Verringerung der basalen mRNA-Menge von
IL8 beobachtet werden (Abb.3.22).

Nach der Stimulation der Zellen fir 1 h mit IL-1 konnte in allen Zelllinien eine deutliche
Induktion der Expression der untersuchten Gene beobachtet werden. Im zeitlichen Verlauf der
Stimulation der Zellen fir 3 h mit IL-1 wurde in allen Zelllinien wieder die erwartete
Abnahme der mMRNA-Mengen beobachtet. Dabei konnten bei der Starke der IL-1-induzierten

Genexpression Unterschiede in den verschiedenen knockdown-Zellen verzeichnet werden.
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Abb.3.22: IL-1 induzierte Genexpression von proinflammatorischen Genen in CRISPR-Zellen. HeLa-
Zellen mit stabilem CRISPR/Cas9-vermitteltem knockdown von DCPla (sg3-DCP1a), EDC4 (sgpool-EDC4),
XRN1 (sg1-XRN1) und die Kontroll-Zelllinie (px459) wurden fur 1 h und 3 h mit IL-1 (10 ng/ml) behandelt
oder unbehandelt verwendet. Anschliefend wurden die mRNA-Mengen von prototypischen IL-1-induzierten
Genen (IL8, 1L6, CXCL3, NFKBIA) durch eine RT-gPCR ermittelt. Die Ergebnisse wurden nach der AACt-
Methode auf die unbehandelten px459-Zellen normiert und als Mittelwert (+Standardabweichung) aus

mindestens zwei unabhéngigen biologischen Replikaten je Versuchsbedingung dargestelit.

Insgesamt  fiel die Induktion der untersuchten Gene in den Zellen mit
CRISPR/Cas9-vermitteltem knockdown von DCP1la, EDC4 und XRN1 im Vergleich zu den
Kontrollzellen geringer aus. Fir die einzelnen mRNAs konnten in diesem Zusammenhang
unterschiedlich starke Verringerungen der Transkriptmenge in den verschiedenen Zelllinien
beobachtet werden. Lediglich in den sg1-XRN1-Zellen wurde im Vergleich zu den px459-

Zellen nach der Stimulation der Zellen fur 1 h mit IL-1 eine vergleichbare Induktion der
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Genexpression von IL6 beobachtet. Nach der Stimulation der Zellen fir 3 h mit IL-1 konnte
in den sgpool-EDC4 Zellen im Vergleich zu den px459-Kontrollzellen eine leichte Erhéhung
der mMRNA-Menge fur IL8, IL6 und NFKBIA verzeichnet werden. Parallel dazu waren die
MRNA-Mengen von IL6 und NFKBIA in den sgl-XRN1-Zellen erhoht. In allen anderen
Konditionen wurden nach der dreistindigen IL-1-Stimulation im Vergleich zu den px459-

Kontrollzellen verringerte mMRNA-Mengen verzeichnet (Abb.3.22).

3.10.2. Einfluss von DCP1a, EDC4 und XRN1 auf den mRNA-Abbau

Zusétzlich zu diesen Untersuchungen der mRNA-Mengen der ausgewéhlten Gene wurde die
Stabilitdt der einzelnen Transkripte analysiert, um so eine Aussage Uber die Auswirkungen
der Verluste der Proteine DCP1a, EDC4 und XRN1 auf den Abbau von mRNA zu erhalten.

Zu diesem Zweck wurden die Zelllinien mit CRISPR/Cas9-vermitteltem knockdown von
DCP1a (sg3-DCP1a), EDC4 (sgpool-EDC4), XRN1 (sg1-XRN1) und die Kontroll-Zelllinie
(px459) fur 1 h und 3 h mit IL-1 (10 ng/ml) stimuliert oder unstimuliert belassen und
anschlieBend jeweils fur 30 min, 60 min, 120 min und 180 min mit Actinomycin D (5 pg/ml)
behandelt. Actinomycin D stellt dabei ein zellmembrangangiges Zytostatikum dar und
blockiert durch die Interkalation in die DNA die Transkription von mRNA durch die
Polymerase 1l (Chen et al, 2008; Sobell, 1985). Auf diese Art ist es mdglich, nach der
Inhibierung der Transkription die RNA-Stabilitat im zeitlichen Verlauf zu untersuchen. Dazu
wurde die RNA der Gesamtzellen zu jeder Versuchskondition isoliert und die mMRNA-Mengen
unterschiedlicher Gene (IL8, IL6, CXCL3, NFKBIA) mittels einer RT-gPCR ermittelt. Die
relativen mRNA-Mengen wurden zu jedem Zeitpunkt der Actinomycin D-Behandlung
graphisch mittels semilogarithmischer Skalierung dargestellt und eine nicht lineare
Regression der Datenmenge mit dem Programm SigmaPlot durchgefiihrt (Abb.3.23 A). Fir
die Regression wurde folgende Funktionsgleichung verwendet:

fx)=a-et0

AnschlieBend wurde unter Verwendung des ermittelten Koeffizienten (b) die Halbwertszeit
(t1/2) des MRNA-Transkripts mit folgender Formel bestimmt:

In(2)
t1/2[min] = b
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Die so bestimmten Halbwertszeiten wurden zu den jeweiligen Halbwertszeiten in den px459-
Zellen normiert und graphisch dargestellt (Abb.3.23 A).

Fur die IL8-mRNA konnte im unbehandelten Zustand in den px459-Kontrollzellen und den
sgl-XRN1-Zellen eine hohe Stabilitdt der mRNA beobachtet werden, d.h. innerhalb von
180 min erfolgte nahezu keine Degradation. Aus diesem Grund konnten die Halbwertszeiten
in diesen Fallen mathematisch nicht zuverléssig bestimmt werden und wurden als prinzipiell
stabil bewertet. Im Gegensatz dazu wurde eine Verringerung der Stabilitdt in den
sg3-DCP1la-Zellen (t1,=204 min) und den sgpool-EDC4-Zellen (t;,=385 min) verzeichnet.
Die Stimulation der Zellen fur 1 h mit IL-1 flhrte in allen Zelllinien im Vergleich zur
unstimulierten Versuchskondition zu einer Destabilisierung der IL8-mRNA. Beim direkten
Vergleich der unterschiedlichen Zelllinien zur px459-Kontroll-Zellinie (t12=15 min) konnten
jedoch Unterschiede bei der Destabilisierung beobachtet werden. So fiihrte der
CRISPR/Cas9-vermittelte knockdown von DCPla (ti,=42 min), EDC4(t;,=68 min) und
XRN1 (t12=52 min) zu einer Verringerung der IL-1-induzierten Destabilisierung der
IL8-mRNA. Der starkste Effekt zeigte sich flr die sgpool-EDC4-Zellen, wobei hier eine
Erh6hung der Halbwertszeit der IL8-mRNA um den Faktor 4,6 beobachtet wurde. Nach einer
Stimulation der Zellen fir 3 h mit IL-1 wurden analoge Effekte beobachtet, wobei eine
allgemeine Stabilisierung der IL8-mRNA in allen Zelllinien gezeigt werden konnte. Die
Stabilitat der IL8-mRNA erreichte dabei jedoch nicht den unbehandelten Ausgangszustand
(Abb.3.23 A, B; Tab.3.1).

Im Vergleich mit der IL8-mRNA zeigte sich fur die IL6-mRNA im unbehandelten Zustand in
allen Zelllinien eine geringere Stabilitdt. Fur die px459-Kontrollzellen (t1,=28 min), die
sg3-DCP1la-Zellen (t1,=28 min) und die sgl-XRN1-Zellen (t1,=33 min) konnten im
unbehandelten Zustand vergleichbare Halbwertszeiten beobachtet werden, wobei die
sgpool-EDC4-Zellen (t1,=79 min) eine deutliche Erhéhung der Halbwertszeit der IL6-mRNA
zeigten. Nach der Stimulation der Zellen fur 1 h mit IL-1 konnte in den px459-Kontrollzellen
(t12=16 min) eine Destabilisierung der IL6-mRNA beobachtet werden. Im Gegensatz dazu
konnte diese IL-1-induzierte Destabilisierung der IL6-mRNA in den CRISPR-Zellen nicht
beobachtet werden. In den sg3-DCPla-Zellen (t1,=52 min) und den sgl-XRN1-Zellen
(t12=54 min) zeigte sich im Vergleich zu der unbehandelten Versuchskondition eine
Erh6hung der mRNA-Stabilitdt nach einer IL-1-Stimulation der Zellen. Der starkste Effekt
konnte fir die sgpool-EDC4-Zellen (t,=72 min) verzeichnet werden, wobei nach
IL-1-Stimulation nahezu keine Veranderung der Halbwertszeit gegenuber der unbehandelten
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Versuchskondition beobachtet wurden und die Halbwertszeit im Vergleich zu den
px459-Kontrollzellen um den Faktor 4,6 erhéht war. Nach der Stimulation der Zellen fir 3 h
mit IL-1 konnte fir die px459-Kontrollzellen (t1,=33 min) eine Erhéhung der
IL6-mRNA-Stabilitat auf das Niveau der unbehandelten Versuchskondition beobachtet
werden. Im Gegensatz dazu wurde in den sg3-DCPla-Zellen (t12,=59 min), den
sgpool-EDC4-Zellen (t1,=107 min) und den sgl-XRN1-Zellen (t1,=110 min) eine noch
starkere Erhohung der mRNA-Stabilitdt Gber das Niveau der unbehandelten
Versuchskondition hinaus verzeichnet (Abb.3.23 A, B; Tab.3.1).

Fir die CXCL3-mRNA wurden im unbehandelten Zustand in den px459-Kontrollzellen
(t12=34 min), den sg3-DCP1la-Zellen (t1>=26 min) und den sg1-XRN1-Zellen (t;,=31 min)
vergleichbare Halbwertszeiten der mMRNA beobachtet. In den sgpool-EDCA4-Zellen
(t12=75 min) hingegen zeigte sich im unbehandelten Zustand eine erhohte mRNA-Stabilitat.
Die Stimulation der Zellen fir 1 h mit IL-1 fihrte in den px459-Kontrollzellen (t1,=35 min)
und den sgpool-EDC4-Zellen (t,=76 min) im Vergleich zur unbehandelten
Versuchskondition zu nahezu keiner Veranderung der mRNA-Halbwertszeit. Dagegen konnte
in den sg3-DCP1la-Zellen (t1,=94 min) und den sgl-XRN1-Zellen (t12=52 min) eine
IL-1-induzierte Erhohung der mRNA-Stabilitat beobachtet werden. Die Stimulation der
Zellen fur 3 h mit IL-1 fdhrte in den px459-Kontrollzellen (=76 min), den
sg3-DCP1la-Zellen (t12,=98 min) und den sgl-XRN1 (t32=71 min) im Vergleich zur
unbehandelten Versuchskondition zu einer Stabilisierung der CXCL3-mRNA. In den
sgpool-EDC4-Zellen (t1,=86 min) konnte nach der drei-stiindigen Stimulation der Zellen mit
IL-1 nahezu keine Verdnderung der mRNA-Halbwertszeit im Vergleich zur unbehandelten
Versuchskondition beobachtet werden (Abb.3.23 A, B; Tab.3.1).

Fur die NFKBIA-mRNA konnten im unstimulierten Zustand in den px459-Kontrollzellen
(t22=32 min) und den sg3-DCPla-Zellen (t;,=41 min) vergleichbare Halbwertszeiten
beobachtet werden. Im Gegensatz dazu zeigte sich in den sgpool-EDC4-Zellen (t1,=75 min)
und besonders in den sg1-XRN1-Zellen (t1,=173 min) eine massiv erhohte Halbwertszeit der
MRNA. Nach Stimulation der Zellen fur 1 h mit IL-1 konnte in allen Zelllinien eine
Verringerung der mRNA-Stabilitat gegenlber der unbehandelten Versuchskondition um den
Faktor 0,6-0,8 beobachtet werden. Nach der Stimulation der Zellen fir 3 h mit IL-1 zeigte
sich in den px459-Kontrollzellen (t,=24 min) und den sg3-DCP1a-Zellen (t;,=38 min) im
Vergleich zur Versuchskondition mit der Stimulation der Zellen fur 1 h mit IL-1 eine
Stabilisierung der NFKBIA-mRNA. In den sgpool-EDC4-Zellen (t12,=57 min) konnte dagegen
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keine Stabilisierung der mRNA beobachtet werden. In den sg1-XRN1-Zellen (t,=187 min)
zeigte sich eine Stabilisierung der mRNA auf nahezu das Niveau der unstimulierten
Ausgangskondition (Abb.3.23 A, B; Tab.3.1).

3.10.3. Zusammenfassende Beurteilung der Relevanz von DCP1la, EDC4 und XRN1 fur
die steady state level und den Abbau von proinflammatorischen mRNAs

Die vorliegenden Befunde zeigen einen komplexen aber eindeutigen Einfluss der
CRISPR/Cas9-vermittelten knockdowns von DCPla, EDC4 bzw. XRN1 auf die basalen wie
auch die induzierbaren mRNA-Mengen von typischen proinflammatorischen mRNAs. Dabei
konnte in den meisten Féllen eine Erhdhung der basalen mRNA-Pegel der untersuchten Gene
nach den knockdowns von DCP1a, EDC4 und XRN1 beobachtet werden. Das Ausmaf dieser
Erhohung der basalen mRNA-Menge variiert abhdngig vom Transkript und dem
supprimierten Proteinfaktor. In Bezug auf die induzierbare Genexpression durch eine
Stimulation der Zellen mit IL-1 zeigte sich dagegen in den meisten Fallen eine verringerte
Induktion der untersuchten Transkripte, wobei auch hier die Hemmeffekte Transkript- und
knockdown-abhangig unterschiedlich stark ausfielen. DCP1a, EDC4 und XRN1 regulieren
daher sowohl die basalen, als auch die IL-1-induzierten mRNA-Spiegel von den hier
untersuchten proinflammatorischen IL-1 Zielgenen. Bis auf wenige Ausnahmen zeigt die
Analyse der mMRNA-Stabilitdten im basalen und IL-1 stimulierten Zustand eine Stabilisierung
der untersuchten mRNAs durch die jeweiligen knockdowns von DCPla, EDC4 und XRNL1.
Daher kann die Abnahme der steady state mRNA-Spiegel der IL-1 Zielgene nach IL-1
Behandlung in den knockdowns einen kompensatorischen, transkriptionellen Effekt darstellen,
welcher die erhohte mRNA Stabilitat ausgleicht. Gleichzeitig aber konnten EDC4, DCP1la
und XRN1 auch eine aktive Rolle bei der positiven Regulation der Gentranskription im
IL-1-abhéngigen signaling spielen. Der eindriicklichste Befund zeigte sich aber hinsichtlich
der Regulation der NFKBIA-mRNA. Diese sehr instabile mRNA wird in den XRN1
knockdown Zellen massiv stabilisiert und definiert daher XRN1 als einen neuen
., down stream* Regulator des wichtigsten, zytoplasmatischen Inhibitors des kanonischen

NF«B Signalwegs.
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Abb.3.23: Verdnderte mRNA-Stabilitaten in Abhangigkeit von IL-1 in den verschiedenen CRISPR/Cas9-
knockdown-Zellen. A: HelLa-Zellen mit stabilem CRISPR/Cas9-vermitteltem knockdown von DCPla (sg3-
DCP1a), EDC4 (sgpool-EDC4), bzw. (sg1-XRN1) und die Kontroll-Zelllinie (px459) wurden fur 1 h und 3 h mit
IL-1 (10 ng/ml) behandelt oder unstimuliert belassen. AnschlieBend erfolgte die Behandlung der Zellen fiir
jeweils 30 min, 60 min, 120 min oder 180 min mit Actinomycin D (5 pg/ml). Die mRNA-Mengen der IL-1-
induzierten Gene IL8, IL6, CXCL3 und NFKBIA wurden zu jeder Versuchskondition durch eine RT-gPCR
ermittelt. Die Ergebnisse wurden nach der AACt-Methode auf die jeweils nicht mit Actinomycin D behandelte
Versuchskondition normiert und als Mittelwerte (+ Standardfehler) mit semi-logarithmischer Skalierung aus
mindestens zwei unabhéngigen biologischen Replikaten dargestellt. Zur Berechnung der Halbwertszeiten der
mRNA-Transkripte wurde eine nicht-lineare Regression der Datenpunkte mit Hilfe des Programms SigmaPlot
durchgefiihrt. B: Darstellung der relativen Verdnderungen der mRNA-Halbwertszeiten normiert auf die
jeweiligen Halbwertszeiten aus unbehandelten px459-Kontrollzellen. Fir die mathematische Berechnung der
relativen Veranderung wurde in den px459-Kontrollzellen und den sg1-XRN1-Zellen im unbehandelten Zustand
eine Halbwertszeit fiir IL8 von 500 min. eingesetzt.

Tab.3.1: Halbwertszeiten der untersuchten, prototypischen IL-1-induzierten mRNAs. Darstellung der
berechneten Halbwertszeiten (i, min)) der mRNAs von IL8, IL6, CXCL3 und NFKBIA in HeLa Zellen mit
stabilem CRISPR/Cas9-vermitteltem knockdown von DCP1a (sg3-DCP1a), EDC4 (sgpool-EDC4), XRN1 (sgl-
XRN1) und der Kontroll-Zelllinie (px459) in Abh&ngigkeit von einer IL-1-Stimulation (10 ng/ml) fiir 1 h und 3
h oder im unbehandelten Zustand. Der Farbkodierung entspricht einer Verringerung (blau) oder einer Erhéhung
(rot) der mRNA-Halbwertszeit normalisiert auf die unbehandelten px459-Kontrollzelllinien. Die
Halbwertszeiten fur die IL8-mRNA im unbehandelten Zustand in den px459-Kontrollzellen und den sg1-XRN1-
Zellen konnten mathematisch aufgrund der hohen Stabilitat nicht bestimmt werden (stabil).

Halbwertszeit t1/2 (min
Zelllinie IL-1 IL8- IL6- CXCL3- NFKBIA-
(10 ng/ml) mRNA mRNA mRNA mRNA
px459 - stabil 28 34 32
px459 1h
px459 3h
sg3-DCPla -
sg3-DCP1a 1lh
sg3-DCP1a 3h
sgpool-EDC4 -
sgpool-EDC4 1h
sgpool-EDC4 3h
sg1-XRN1 -
sg1-XRN1 1h
sg1-XRN1 3h

mRNA Stabilisierung
(n-fach)

-
v
N
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3.11. Relevanz von EDCA4 fur die Decapping-Aktivitat

Um die mdglichen Grinde fir die Verédnderung der mRNA-Stabilititen in den
CRISPR/Cas9-Zellen zu analysieren, wurden Decapping-Assays zur Bestimmung der
GFP-DCPla-abhéngigen Decapping-Aktivitat durchgefuhrt. Dazu wurden die entsprechenden
HelLa-Zellen mit einem Vektor zur Expression von GFP-DCP1la (peGFP-DCP1la) und dem
Kontroll-Vektor (GFP-C1) transfiziert. Im Anschluss wurden die
GFP-DCPla-Proteinkomplexe unter der Verwendung von GFP-Trap_A-Beads prazipitiert
und das **P-m’-GDP-Produkt der Decapping-Reaktion mittels Diinnschichtchromatographie

mit anschlieRender Autoradiographie detektiert.

Dabei fiihrte der CRISPR/Cas9-vermittelte knockdown von EDC4 zu einem nahezu
kompletten Verlust der GFP-DCPla-abhéngigen Decapping-Aktivitat (Abb.3.24). Dieses
Ergebnis konnte in einem weiteren Experiment bestatigt werden (Daten nicht gezeigt). Fur die
sg3-DCP1la-Zellen und die sgl1-XRN1-Zellen konnten beim Vergleich mit der
Kontroll-Zelllinie (px459) Schwankungen der GFP-DCP1la-abhangigen Decapping-Aktivitat
verzeichnet werden (Abb.3.24). Diese Schwankungen konnten jedoch in weiteren
Experimenten nicht bestatigt werden (Daten nicht gezeigt), sodass in diesen Fallen eine eher

unveranderte Decapping-Aktivitat angenommen werden kann.

Diese Decapping-Assays zeigen, dass die Stabilisierung der mRNAs in den unterschiedlichen
Zelllinien durch eine Beeinflussung der Decapping-Aktivitat der Zellen zustande kommen
kann. Im Fall des knockdowns von EDC4 trifft diese Aussage zu, wobei sich die
Stabilisierung direkt an die nahezu komplett aufgehobene, zelluldare Decapping-Aktivitét
koppeln l&sst. In den Fallen der knockdowns von DCPla und XRN1 jedoch trifft diese
Aussage nicht zu, sodass die Stabilisierung der untersuchten mRNAs von Mechanismen
abhéngt, welche nicht durch Veranderungen der globalen Decapping-Aktivitat eines
prazipitierten GFP-DCP1a-Proteinkomplexes erfassbar sind. Es ist jedoch trotzdem madglich,
dass DCPla oder XRN1 die lokale, transkriptspezifische Decapping-Aktivitdat modulieren.
Eine Uberpriifung dieser Annahme wirde allerdings die Etablierung von
transkriptspezifischen Decapping-Assays erfordern, die den Effekt der enzymatischen
Reaktion auch in vitro noch abbilden.
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Abb.3.24: Die Erfassung der globalen, zelluldren Decapping-Aktivitdt mittels der Isolation eines
GFP-DCP1a-Proteinkomplexes zeigt eine direkte Abh&ngigkeit von EDC4 auf. HeLa-Zellen mit stabilem
CRISPR/Cas9-vermitteltem knockdown von DCPla (sg3-DCPla), XRN1 (sg1-XRN1) und EDC4
(sgpool-EDC4) sowie die Kontroll-Zelllinie (px459) wurden mit einem Vektor zur Expression von GFP-DCPla
(peGFP-DCP1a) und dem Kontrollvektor (peGFP-C1) transfiziert. Anschlieend erfolgte die Prézipitation der
GFP-DCP1la-Proteinkomplexe mit GFP-Trap_A-Beads. Fir die Zelllysate und die prézipitierten
Proteinkomplexe erfolgte ein Proteinnachweis mittels Western Blot (A). Der Decapping-Assay wurde unter der
Verwendung einer *P-markierten, in vitro transkribierten template-mRNA (3’P-luc. nRNA) durchgefiihrt und
das %P-m’-GDP-Produkt der 5'-Cap-Hydrolyse durch Dinnschichtchromatographie mit anschlieBender
Autoradiographie detektiert (B).

3.12. IL-1-induzierte Expression der IL8-mRNA und Translokation von NFkB
p65 in den Zellkern in Einzelzellen mit DCP1a, EDC4 oder XRN1 knockdown

In den vorangegangenen Experimenten konnte eine differentielle Regulation der
MRNA-Expression ~ von  prototypischen  IL-1-induzierten = Genen  nach  dem
CRISPR/Cas9-vermittelten knockdown von DCPla, XRN1 oder EDC4 gezeigt werden. Im
Folgenden sollte diese differentielle Regulation der mRNA auf der Ebene von Einzelzellen
untersucht werden, um eine mdogliche Verdnderung der Reaktivitat der Zellen auf den
IL-1-Stimulus und/oder der subzelluldren Lokalisation der IL-1-induzierten Transkripte zu
analysieren. Zu diesem Zweck wurden die Zellen mit dem CRISPR/Cas9-vermitteltem
knockdown von DCPla (sg3-DCPla), XRN1 (sgl-XRN1), EDC4 (sgpool-EDC4), die
Kontroll-Zelllinie (px459) und parentale HeLa-Zellen fur 1 h mit IL-1 (10 ng/ml) stimuliert

oder unstimuliert belassen und anschlieRend eine Immuno-Fluoreszenz-RNA-in-situ-

124



Ergebnisse

Hybridisierung (Immuno-RNA-FISH) durchgefiihrt. Dabei erlaubt die Immuno-RNA-FISH
die gleichzeitige Detektion von Proteinen und einzelnen RNA-Molekilen innerhalb einer
Zelle. In diesem Fall erfolgte die Detektion von NF«xB p65 mittels spezifischen Antikorpern
und der IL8-mRNA durch genspezifische RNA-Sonden.

Bei der Analyse der NFkB p65 Fluoreszenzsignale konnte im unstimulierten Zustand der
Zellen eine diffuse Lokalisation von NFkB p65 im Zytoplasma detektiert werden. Nach der
Stimulation der Zellen fiir 1 h mit IL-1 konnte die bereits beschriebene Translokation von
NFxB p65 in den Zellkern (Brown et al, 1993) beobachtet werden (Abb.3.25 A). Fir die
px459-Kontroll-Zelllinie, die parentalen HelLa-Zellen und die sgpool-EDC4-Zellen konnte in
ca. 60% der Zellen eine Translokation von NFxB p65 in den Zellkern in vergleichbarer Art
beobachtet werden. In den sg3-DCPla-Zellen (36%) und in den sgl-XRN1-Zellen (39%)
hingegen zeigte sich nach der IL-1-Stimulation der Zellen eine verringerte Translokationsrate
von NFkB p65 in den Zellkern (Abb.3.25 A, B, C).

Bei der Untersuchung der Fluoreszenz-Signale flr die IL8-mRNA konnten im unstimulierten
Zustand der Zellen nahezu keine Signale detektiert werden. Nach der Stimulation der Zellen
fir 1 h mit IL-1 konnten hauptsachlich zytoplasmatische Fluoreszenzsignale detektiert
werden. Dabei zeigten sich in den px459-Zellen und in den parentalen HelLa-Zellen in 55%
bzw. 63% der Zellen Signale fir die IL8-mRNA (Abb.3.25 A, B, C). Somit korreliert in
diesen Zelllinien die Rate der nukledren Translokation von NF«xB p65 mit dem prozentualen
Anteil der Zellen, welche auch IL8-mRNA-Signale aufweisen. Im Gegensatz dazu weisen
sgl-XRNZ1-Zellen verglichen mit der Rate der NFxB p65 Translokation (39%) anteilig mehr
Zellen auf, welche IL8-mRNA-Signale (56%) aufweisen. In den sgpool-EDC4-Zellen besteht
ebenfalls eine Diskrepanz zwischen der Zellpopulation mit NFkB p65 Translokation (60%)
und der anteiligen Zellpopulation mit detektierter IL8-mRNA. Hier zeigte sich fur die
Zellpopulation, welche IL8-mRNA-Signale aufweisen, ein prozentualer Anteil von 19%.
Dagegen korreliert in den sg3-DCPla-Zellen die Grolke der Zellpopulation mit NFkB p65
Translokation (36%) mit der GroRRe der Zellpopulation, welche auch IL8-mRNA Transkripte
aufweist (27%; (Abb.3.25 A, B, C)).

Bei der Ermittlung der Anzahlen der Fluoreszenzsignale fir die IL8-mRNA konnten in den
parentalen untransfizierten HeLa-Zellen mit 58 IL8-mRNA Transkripten pro Zelle die hochste
Transkriptanzahl beobachtet werden. In den px459-Kontrollzellen und den sg1-XRN1-Zellen

konnte eine leichte Verringerung der Transkriptanzahlen mit 39 IL8-mRNA Transkripten pro
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Zelle gezeigt werden. Eine weitere Verringerung der Transkriptanzahl pro Zelle zeigte sich in
den sg3-DCP1la-Zellen (28 IL8-mRNA Transkripte pro Zelle) und in den sgpool-EDC4-
Zellen (6 1L8-mRNA Transkripte pro Zelle; Abb.3.25 B, C)). Dabei ist in allen
Versuchsansétzen eine starke Streuung der Messwerte der IL8-Transkripte vorhanden. Der
mathematische Mittelwert sowie der Median der Messwerte unterscheiden sich in den
einzelnen Versuchsansétzen, was eine nicht-normalverteilte Datenmenge verdeutlicht. Eine
Begrundung fur diese nicht-normalverteilte Datenmenge stellt die heterogene Reaktion der
Zellen nach einer Stimulation mit IL-1 dar, was durch die Unterschiede der prozentualen
Anteile der Zellen, welche IL8-Transkripte aufweisen, und die Rate der NFxB p65
Translokation in den Zellkern verdeutlicht wird (Abb.3.25 A, B, C).

Zusammenfassende Beurteilung der Befunde:

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass bereits die parentale HelLa-Zellpopulation
nicht homogen auf eine Stimulation mit IL-1 reagiert. Dabei zeigen nur ca. 50-60% der
parentalen Zellen nach einer einstundigen IL-1-Stimulation eine Translokation von NFkB p65
in den Zellkern. Eine mogliche Erklarung hierfiir konnte eine zeitlich verschobene,
asynchrone Aktivierung derjenigen Zellen darstellen, welche sich in unterschiedlichen
Interphasestadien befinden. Uberwiegend Korreliert dann allerdings die Translokation von
NFkB p65 mit der Produktion von IL8-mRNA in einer gegebenen Zelle. Durch den
CRISPR/Cas9-vermittelten knockdown von DCPla, XRN1 und EDC4 kommt es zu einer
abgeschwachten Reaktion der Zellen nach einem IL-1-Stimulus, sodass die Beobachtungen
aus den RT-qPCR-Experimenten bestatig werden kdnnen. Zuséatzlich fuhrt der knockdown der
jeweiligen Proteine zu einer teilweisen Aufhebung der direkten Korrelation zwischen der
Translokation von NFkB p65 in den Zellkern und der IL8-mRNA-Expression. Diese Daten
deuten daher genau wie die eingangs gezeigten Immunoblotexperimente darauf hin, dass
DCPla, EDC4 und XRN1 einen direkten oder indirekten Einfluss auf die IL-1-
Signaltransduktion auf verschiedenen Ebenen haben. Dabei beeinflusst DCP1 z.B. die
Aktivierung des JNK-Signalwegs (Abb.3.14). Ferner werden DCPla und XRN1 fur die
optimale NFkB p65 Translokalisation in den Zellkern nach dem proteasomalem Abbau von
IxBa im Zytoplasma bendtigt, wahrend EDC4 distal der NFkB p65 Kerntranslokalisation die

Expression von NFxB Zielgenen Genen wie IL8 positiv reguliert.
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Abb.3.25: Einzelzellbasierte Analyse der IL-1 vermittelten Translokation von NFkB p65 in den Zellkern
sowie der Expression und zelluldre Lokalisation von IL8-mRNA in CRISPR/Cas9-Zellen. A: HelLa-Zellen
mit stabilen CRISPR/Cas9-vermitteltem knockdowns von DCP1la (sg3-DCP1a), XRN1 (sg1-XRN1) oder EDC4
(sgpool-EDC4), die Kontroll-Zelllinie (px459) und parentale HeLa-Zellen wurden fiir 1 h mit IL-1 (10 ng/ml)
behandelt oder unbehandelt verwendet. AnschlieBend erfolgte in einer Immuno-RNA-FISH die Analyse der
IL-1-vermittelten, nukledren Translokation von NFxB p65 in den Zellkern mittels anti-p65-Antikorper sowie die
simultane Analyse der zelluldren Lokalisation von IL8-Transkripten mittels spezifischer Sonden. Die Féarbung
der Zellkerne erfolgte mit Hoechst 33342. B: Quantitative Darstellung der IL8-Transkripte pro Zelle (Oben), der
prozentualen Anteile der Zellen mit IL8-Transkripten (Mitte) sowie der prozentualen Anteile der Zellen mit
NFkB p65 Translokation in den Zellkern (Unten) der unterschiedlichen Versuchsansatze aus (A). C:
Zusammenfassende Darstellung der ausgewerteten Zellzahlen und der Ergebnisse aus (B).

3.13. Relative, subzellulare Lokalisation der IL8- und NFKBIA-mRNA zu
P-Body-Strukturen in den DCP1a, EDC4 oder XRN1 knockdown Zellen

Die bisherigen Ergebnisse zeigen einen eindeutigen Einfluss von DCP1a, EDC4 und XRN1
auf die steady state level und den mRNA-Abbau von IL8 und NFKBIA. Die Immuno-RNA-
FISH-Analysen verdeutlichen die Wichtigkeit von Einzelzellanalysen, um die Aussagekraft
der Befunde zur Responsivitat der Zellpopulation zu korrelieren. Diese Analysen ermdglichen
es aber auch, die zentrale Fragestellung zu klaren, ob spezifische, Decapping-Faktor-abhangig

regulierte mRNAs tatsachlich in P-Bodies kolokalisieren.

Aus diesem Grund wurden weitere Immuno-RNA-FISH-Experimente zur Analyse der I1L-1-
induzierbaren Expression der IL8- und NFKBIA-mRNA, sowie zur Analyse der relativen

Lokalisation dieser mRNAs zu P-Bodies durchgefihrt.

Dazu wurden Zellen mit CRISPR/Cas9-vermitteltem knockdown von DCPla (sg3-DCP1la)
oder XRN1 (sg1-XRN1) und die Kontroll-Zelllinie (px459) fur 1 h und 3 h mit IL-1
(10 ng/ml) stimuliert oder unstimuliert belassen und Immuno-RNA-FISH-Experimente mit
genspezifischen Sonden fir IL8 und NFKBIA sowie spezifischen Antikdrpern gegen EDC4
durchgefihrt.

Im unstimulierten Zustand konnten in allen Zelllinien wie zuvor nahezu keine IL8-Transkripte
detektiert werden. Durch die Stimulation der Zellen fir 1 h mit IL-1 zeigte sich eine Induktion
der mRNA-Expression. Diese Induktion fiel in den px459-Kontrollzellen mit 86 IL8-
Transkripten pro Zelle am starksten aus. In den sg1-XRN1-Zellen (59 IL8-Transkripten pro
Zelle) und den sg3-DCPla-Zellen (17 IL8-Transkripten pro Zelle) war diese Induktion
verringert. Durch die fortgefiihrte Stimulation der Zellen fir 3 h mit IL-1 konnte in den
px459-Kontrollzellen (48 [IL8-Transkripten pro Zelle) eine Verringerung der IL8-
Transkriptmenge detektiert werden, welche jedoch nicht die Menge der Ausgangssituation
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erreichte. Dagegen konnte diese Verringerung der IL8-Transkriptmenge in den sg3-DCP1la-
Zellen (12 1L8-Transkripten pro Zelle) und den sg1-XRN1 (61 IL8-Transkripten pro Zelle)
nicht in diesem Ausmaf beobachtet werden (Abb.3.26 A, C, E).

Fur die NFKBIA-mRNA konnten im Gegensatz zur IL8-mRNA auch im unstimulierten
Zustand Transkripte in den Zellen detektiert werden. Dabei zeigten die px459-Kontrollzellen
und die sg3-DCP1a-Zellen identische Mengen an NFKBIA-Transkripten (jeweils 36 NFKBIA-
MRNA- pro Zelle), wéahrend die sg1-XRN1-Zellen erhéhte Transkriptanzahlen aufwiesen (79
Transkripte pro Zelle). Nach der Stimulation der Zellen fur 1 h mit IL-1 konnte in allen
Zelllinien eine Induktion der NFKBIA-mRNA-Expression beobachtet werden. Verglichen mit
der unstimulierten Versuchskondition zeigte sich in den px459-Kontrollzellen die stérkste
Induktion der NFKBIA-mRNA mit 176 Transkripten pro Zelle. In den sg3-DCPla-Zellen
(115 NFKBIA-Transkripte pro Zelle) und den sg1-XRN1-Zellen (183 NFKBIA-Transkripte
pro Zelle) war diese Induktion im Vergleich zu der px459-Kontrollzelllinie abgeschwacht.
Trotzdem konnte in den sgl-XRN1-Zellen die hdchste NFKBIA-mRNA-Menge beobachtet
werden. Nach der Stimulation der Zellen fir 3 h mit IL-1 zeigte sich in den px459-
Kontrollzellen und den sg3-DCP1a eine Verringerung der NFKBIA-mRNA-Menge auf ein
vergleichbares Niveau von 57 bzw. 51 NFKBIA-Transkripten pro Zelle. Im Gegensatz dazu
konnte diese Verringerung in den sgl-XRN1-Zellen nicht beobachtet werden. Die
Transkriptmenge zeigte mit 166 NFKBIA-Transkripten pro Zelle eine vergleichbare Menge
wie bei der Stimulation der Zellen fir 1 h mit IL-1 (Abb.3.26 A, B, E).

Bei der Auswertung der P-Body-Anzahlen pro Zelle konnten die bisherigen Ergebnisse
bestatigt werden. Der CRISPR/Cas9-vermittelte knockdown von DCP1la fuhrte zur starken
Erh6hung der P-Body-Anzahlen pro Zelle. Der knockdown von XRN1 hatte dagegen keinen
starken Einfluss auf die P-Body-Assemblierung. Jedoch konnte in diesem Fall eine Erhéhung
der P-Body-GroRe beobachtet werden, was durch eine intensivere Fluoreszenzférbung
deutlich wird (Abb.3.26 A, D, E).

Die IL8-mRNA kolokalisiert dabei nur sehr selten mit den P-Bodies. In den px459-
Kontrollzellen konnte nach der Stimulation der Zellen fur 1 h und 3 h eine Kolokalisation von
9% bzw. 5% der P-Bodies mit IL8-Transkripten beobachtet werden. In den sg3-DCP1a-Zellen
war diese Rate weiter erniedrigt. Die héchste Rate der Kolokalisationen konnte fiir die sgl-
XRN1-Zellen beobachtet werden, wobei nach der Stimulation der Zellen fiir 1 h und 3 h 8%,
bzw. 16% der P-Bodies mit den IL8-Transkripten kolokalisierten (Abb.3.26 A, C, E).
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Fur die NFKBIA-mRNA konnte im Vergleich zur IL8-mRNA eine erhéhte Kolokalisation der
Transkripte mit den P-Bodies beobachtet werden. In den px459-Kontrollzellen und den sg3-
DCPla-Zellen zeigte sich dabei mit 21%, bzw. 35% die maximale Rate der Kolokalisation
nach der Stimulation der Zellen fir 1 h mit IL-1. Der deutlichste Effekt konnte fiir die sgl-
XRN1-Zellen beobachtet werden. Hier zeigte sich fir die Kolokalisation der NFKBIA-mRNA
und den P-Bodies in unstimulierten wie auch in stimulierten Versuchskonditionen eine Rate
von 76-85% (Abb.3.26 A, B, E).

Zusammenfassende Beurteilung der Befunde:

Die vorliegenden Experimente bestatigen auf Einzelzellebene die Erhéhung der NFKBIA-
MRNA-Menge in den sg1-XRN1-Zellen, welche bereits durch RT-gPCR-Experimente gezeigt
wurde. Zusatzlich ist in den Immuno-RNA-FISH-Experimenten die erhOhte Stabilitat der
NFKBIA-mRNA zu erkennen, was durch die erhéhten Transkriptmengen nach der Stimulation
der Zellen fir 3 h mit IL-1 verdeutlicht wird. Auch diese Daten passen zu den bereits
erhaltenen Ergebnissen aus den RT-gPCR-Experimenten. Des Weiteren zeigen die Ergebnisse
eine unerwartete Selektivitat der P-Bodies fur bestimmte Transkripte. Wéhrend die NFKBIA-
Transkripte in den P-Bodies lokalisieren kénnen, findet diese Kolokalisation bei den IL8-
Transkripten nicht statt. Dabei ist eine erhohte Rate der Lokalisation der NFKBIA-mRNA in
den P-Bodies nur nach dem knockdown von XRNL1 in den sg1-XRNZ1-Zellen moglich. Diese
XRN1-abhéngige Kolokalisation der NFKBIA-mRNA in den P-Bodies deutet auf eine
Madoglichkeit der Regulation der RNA-Zusammensetzung der P-Bodies durch XRN1 hin.
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Abb.3.26: Analyse der relativen zellularen Lokalisation von IL8-Transkripten, NFKBIA-Transkripten
und P-Bodies in  verschiedenen = CRISPR/Cas9-Zellen. A: HelLa-Zellen mit stabilem
CRISPR/Cas9-vermitteltem knockdown von DCPla (sg3 DCPla) oder XRN1 (sgl XRN1) und die
Kontroll-Zelllinie (px459) wurden fiir 1 h und 3 h mit IL-1 (10 ng/ml) behandelt oder unstimuliert belassen.
AnschlieBend erfolgte in einer Immuno-RNA-FISH die Analyse der rdumlichen N&he von IL8-Transkripten und
NFKBIA-Transkripten zu P-Bodies mittels genspezifischer Sonden und EDC4-Antikorper. Die Farbung der
Zellkerne erfolgte mit Hoechst 33342. B: Quantitative Darstellung der NFKBIA-Transkripte pro Zelle (oben;
schwarzer Balken: Median; roter Balken: Mittelwert) sowie der prozentuale Anteil der P-Bodies, welche eine
Uberlagerung (merge) mit den Transkripten aufweisen (unten; Mittelwert + Standardabweichung), zu den
unterschiedlichen Versuchsansétzen aus (A) von zwei biologisch unabhangigen Experimenten. C: Quantitative
Darstellung der IL8-Transkripte pro Zelle (oben; schwarzer Balken: Median; roter Balken: Mittelwert) sowie der
prozentuale Anteil der P-Bodies, welche eine Uberlagerung (merge) mit den Transkripten aufweisen (unten;
Mittelwert + Standardabweichung), zu den unterschiedlichen Versuchsansédtzen aus (A) von zwei biologischen
Experimenten. D: Quantitative Darstellung der P-Body-Anzahlen pro Zelle (schwarzer Balken: Median; roter
Balken: Mittelwert) zu den unterschiedlichen Versuchsansétzen aus (A). E: Zusammenfassende Darstellung der
ausgewerteten Zellzahlen und der Ergebnisse aus (B, C, D).

3.14. Subzellulare Lokalisation der IL6-mRNA und P-Bodies in DCP1la, EDC4
und XRN1 knockdown Zellen

In Abhéngigkeit des knockdowns von XRN1 konnte eine Akkumulation von NFKBIA-
Transkripten, aber nicht von IL8-Transkripten in P-Bodies beobachtet werden. Um zu

unterscheiden, ob diese Beobachtungen Extremfalle darstellen, oder reprasentativ fir Gruppen
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an Genen stehen koénnten, welche diesem Phénotypen folgen, wurden zusétzliche Immuno-

RNA-FISH Experimente fur IL6, einem weiteren IL-1 Zielgen durchgefihrt.

Zu diesem Zweck wurden HeLa-Zellen mit CRISPR/Cas9-vermitteltem knockdown von
XRN1 (sg1-XRN1) und die Kontroll-Zelllinie (px459) fur 1 h mit IL-1 (10 ng/ml) behandelt
oder unstimuliert belassen. AnschlieBend erfolgte in Immuno-RNA-FISH-Experimenten die
Analyse der IL6-mRNA mittels einer genspezifischen Sonde und der relativen Lokalisation

der mRNA zu P-Bodies durch eine gleichzeitige Detektion von EDCA4.

Dabei konnten im unstimulierten Zustand der Zellen nahezu keine Signale fur IL6-Transkripte
detektiert werden. In den px459-Kontrollzellen konnte nach der Stimulation der Zellen fur 1 h
mit IL-1 eine Induktion der mRNA-Expression mit 129 Transkripten pro Zelle beobachtet
werden. Im Vergleich dazu zeigte sich in den sgl-XRN1-Zellen eine Erhohung der
Transkriptmenge auf 187 IL6-Transkripte pro Zelle (Abb.3.27 A, B, D).

Bei der Auswertung der P-Body-Anzahl pro Zelle konnten die bisherigen Ergebnisse erneut
bestatigt werden. Der knockdown von XRNL1 fiihrte nur zu einer geringfugigen Veranderung
der P-Body-Anzahlen pro Zelle, allerdings wurde auch eine GroéRenzunahme beobachtet
(Abb.3.27 A, C).

Bei der Betrachtung der relativen Lokalisation der IL6-mRNA und der P-Bodies zeigten in
den px459-Kontrollzellen nach der Stimulation der Zellen mit IL-1 15% der P-Bodies eine
Kolokalisation mit den IL6-Transkripten. In den sg1-XRN1-Zellen konnte eine Erhéhung der
Rate der Kolokalisation von IL6-Transkripten und P-Bodies (35%) beobachtet werden
(Abb.3.27 A, B, D).

Diese Ergebnisse zeigen, dass neben der NFKBIA-mRNA ebenfalls die IL6-mRNA in
Abhéngigkeit des knockdowns von XRN1 in P-Bodies akkumulieren kann. Dabei findet die
Akkumulation der IL6-mRNA im Vergleich mit der NFKBIA-mRNA auf einem niedrigeren,

jedoch im Vergleich mit der IL8-mRNA auf einem deutlich hdheren Niveau statt.
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Abb.3.27: Analyse der relativen zelluldren Lokalisation der IL6-mRNA und P-Bodies in ausgewahlten
CRISPR/Cas9-Zellen. A: HelLa-Zellen mit stabilem CRISPR/Cas9-vermitteltem knockdown von XRN1 (sgl-
XRN1) und die entsprechende Kontroll-Zelllinie (px459) wurden fur 1 h mit IL-1 (10 ng/ml) behandelt oder
unstimuliert belassen. AnschlieRend erfolgte in einer Immuno-RNA-FISH die Analyse der raumlichen Nahe von
IL6-Transkripten zu P-Bodies mittels genspezifischer Sonden und EDC4-Antikdrper. Die Farbung der Zellkerne
erfolgte mit Hoechst 33342. B: Quantitative Darstellung der IL6-Transkripte pro Zelle (oben; schwarzer Balken:
Median; roter Balken: Mittelwert) sowie der prozentualen Anteil der P-Bodies, welche einen Uberlagerung
(merge) mit den Transkripten aufweisen (unten; Mittelwert + Standardabweichung), zu den unterschiedlichen
Versuchsansatzen aus (A) von zwei biologisch unabhangigen Experimenten. C: Quantitative Darstellung der
P-Body-Anzahlen pro Zelle (schwarzer Balken: Median; roter Balken: Mittelwert) zu den unterschiedlichen
Versuchsansatzen aus (A). E: Zusammenfassende Darstellung der ausgewerteten Zellzahlen und der Ergebnisse
aus (B, C).

3.15. Manipulation des P-Body remodellings durch pharmakologische Inhibitoren
des RNA-Metabolismus und des IL-1 signalings

In den voran gegangen Experimenten konnte gezeigt werden, dass NFKBIA- und IL6-
Transkripte nach dem knockdown von XRN1 in P-Bodies akkumulieren kénnen. Dies ist fiir
die IL8-mRNA nicht der Fall, sodass eine selektive Transkriptauswahl der P-Bodies bzw. eine
transkriptspezifische Remodellierung dieser makromolekularen Strukturen angenommen
werden kann. Aus diesem Grund sollte in den nachsten Experimenten geprift werden, ob eine
Manipulation des RNA- und Protein-Metabolismus durch verschiedene pharmakologische

Inhibitoren in den sg1-XRN1-Zellen zu einer differentiellen Veranderung der Expression der
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NFKBIA-mRNA, der Expression des IkBa-Proteins sowie der Lokalisation der NFKBIA-
MRNA fiihren kann.

Zu diesem Zweck wurden die Inhibitoren PHA-408, MG132, Cycloheximid, Actinomycin D
und Flavopiridol verwendet. PHA-408 stellt einen ATP-kompetitiven Inhibitor von IKK2 dar
und inhibiert die Phosphorylierung und den Abbau von IxBa und somit die Aktivierung von
NFkB p65 nach einem proinflammatorischen Stimulus und damit auch die mRNA-Synthese
von IL-1-Zielgenen (Mbalaviele et al, 2009). MG132 ist ein Tripeptidinhibitor des
Proteasoms und verhindert dadurch unter anderem den IL-1-induzierten proteasomalen Abbau
von IkBa, was wiederum zu einer indirekten Inhibierung der Aktivierung von NF«B p65 fiihrt
(Fiedler et al, 1998; Tsubuki et al, 1996). Cycloheximid gehort zur Klasse der
Glutarimidantibiotika und blockiert die Proteinsynthese durch die Inhibierung der
Translationselongation (Obrig et al, 1971). In frihen Studien konnte in Hefen nach einer
Behandlung von Zellen mit Cycloheximid die Auflésung der P-Body-Strukturen beobachtet
werden, was durch die Depletion freier zytoplasmatischer mRNASs erkléart wurde (Teixeira et
al, 2005). Actinomycin D blockt als Zytostatikum nach der Interkalation in die DNA die
korrekte Formation des Transkriptionsinitiationskomplexes und dadurch die de novo Synthese
von RNA durch die RNA-Polymerase Il (Chen et al, 2008; Sobell, 1985). Des Weiteren
wurde nach einer langfristigen Behandlung von Zellen fir 24 h mit Actinomycin D eine
Auflésung von P-Bodies beobachtet (Aizer et al, 2008). Flavopiridol fihrt durch die
Inhibierung von Cyclin-abhéngigen-Kinasen (CDKSs) zu einem Stop des Zellzyklus.
Gleichzeitig aber hemmt Flavopiridol durch die Inhibierung von CDK9, welches im Komplex
mit Cyclin T den Translationselongationsfaktor P-TEFb bildet, die Transkription, indem die
Phosphorylierung der C-terminalen-Domane der RNA-Polymerase Il durch P-TEFb
verhindert wird (Bensaude, 2011; Blagosklonny, 2004; Chen et al, 2005). Dabei erfolgt die
Hemmung von CDK9 im Vergleich zu den anderen CDKSs bereits bei einer 5-10-fach
geringeren Dosis (Blagosklonny, 2004), wodurch der transkriptionelle Hemmeffekt hier

dominiert.

Zur Untersuchung der Fragestellung der Auswirkungen der verschiedenen Inhibitoren auf den
Protein- und mRNA-Metabolismus mittels Analysen im Western Blot und RT-gPCR wurden
HeLa-Zellen mit CRISPR/Cas9-vermitteltem knockdown von XRN1 und die Kontroll-
Zelllinie  (px459) auf unterschiedliche Weise behandelt. Zun&chst erfolgte eine
Vorbehandlung der Zellen mit den verschiedenen Inhibitoren MG132 (30 min
Vorbehandlung; 10 uM), Flavopiridol (60 min Vorbehandlung; 10 uM), PHA-408 (60 min
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Vorbehandlung; 5 uM), Cycloheximid (60 min Vorbehandlung; 10 pg/ml) und Actinomycin
D (60 min Vorbehandlung; 5 pg/ml). Als Kontrolle dienten komplett unbehandelte oder
DMSO-behandelte Zellen (60 min Vorbehandlung; 1mM). Nach der VVorbehandlung mit den
Inhibitoren wurden die Zellen fir 0,5 h; 1 h; 3 h und 8 h mit IL-1 (10 ng/ml) stimuliert oder
als Kontrolle unstimuliert belassen. Nach der Zellernte erfolgte die Herstellung von
Zelllysaten zum Proteinnachweis von IkBa, p(S32)- IkBa, XRN1, EDC4 und DCP1la mittels
Western Blot-Analysen und die Isolierung von RNA zum Nachweis der NFKBIA-mRNA
mittels RT-qPCR.

In unbehandelten, wie auch in mit DMSO-behandelten Zellen konnte auf Proteinebene der
starke CRISPR/Cas9-vermittelte knockdown von XRN1 bestatigt werden. Bei der Betrachtung
der Proteinmengen von EDC4 und DCPla konnte unter allen Bedingungen keine
Verénderung dieser Proteinmengen festgestellt werden (Abb.3.28 A). Der erwartete Abbau
von IkBa nach einer 30-minitigen Stimulation der Zellen mit IL-1 sowie die anschlie}end
stattfindende Resynthese des Proteins konnte in den sgl-XRN1-Zellen und in den px459-
Kontrollzellen gleichermalien beobachtet werden. Zeitgleich konnte mit dem Abbau von IkBa
nach dieser Stimulation eine Induktion der Phosphorylierung von IkBa an Serin 32 beobachtet
werden, welche nach einer 60-minutigen IL-1-Stimulation die maximale Stérke aufwies.
Auch hier ergaben sich keine Unterschiede zwischen den sg1-XRN21-Zellen und den px459-
Kontrollzellen (Abb.3.28 A, B). Bei der Analyse der Menge der NFKBIA-Transkripte konnte
die leichte Erhthung der mRNA-Menge in den unstimulierten sg1-XRN1-Zellen bestatigt
werden. Die IL-1-abhéngige Induktion der NFKBIA-mRNA nach einer Stimulation der Zellen
fur 1 h und 3 h war in den sgl-XRN1-Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen leicht
verringert (Abb.3.28 C).

Die Behandlung der Zellen mit den unterschiedlichen Inhibitoren fiihrte in keinem Fall zu
einer Verdanderung der Proteinmengen von XRN1, EDC4 und DCP1la (Daten nicht gezeigt).
Jedoch konnten in Abhéngigkeit der Inhibitorbehandlungen unterschiedliche Effekte auf die
IxBa-Proteinmenge und Phosphorylierung sowie der NFKBIA-mRNA-Menge beobachtet

werden.

Die Behandlung der Zellen mit MG132 und PHA-408 fuhrte, wie erwartet, zu einem
verminderten Abbau von IkBa nach der Stimulation der Zellen fur 30 min mit IL-1. Auch die
Resynthese von IkBa fand auf einem verringerten Niveau statt. Des Weiteren fiihrte die

Behandlung der Zellen mit MG132 zu einer Zunahme der Phosphorylierung von IkBa an
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Serin 32, wogegen die Behandlung der Zellen mit PHA-408 zu einer verringerten
Phosphorylierung flihrte. Diese Beobachtungen konnten gleichermalRen fiir sg1-XRN1-Zellen
und die px459-Kontrollzellen gemacht werden (Abb.3.28 A, B). Die IL-1-induzierte
Expression der NFKBIA-mRNA war im Vergleich zur Kontrollkondition durch die
Behandlung der Zellen mit MG132 und PHA-408 deutlich verringert. Dieser Effekt wirkte
sich gleichermaRen in den sg1-XRN1-Zellen und den px459-Kontrollzellen aus (Abb.3.28 C).

Die Behandlung der Zellen mit Flavopiridol und Actinomycin D hatte eine nahezu komplette
Inhibierung der Resynthese von IkBa nach der Stimulation der Zellen fiir 30 min mit IL-1 zur
Folge. Daher konnte ebenfalls nahezu kein phosphoryliertes IkBa-Protein detektiert werden.
Diese Auswirkungen auf Proteinebene kdnnten auf die erwarteten Effekte der Inhibierung der
NFKBIA-mRNA-Expression zurlickgefuhrt werden, welche bei beiden Inhibitoren beobachtet
werden konnte. Unter allen Versuchsbedingungen zeigten sich keine Unterschiede zwischen
den sg1-XRN1-Zellen und den px459-Kontrollzellen (Abb.3.28 A, B, C).

Die Behandlung der Zellen mit Cycloheximid fiihrte ebenfalls zu einem reguléren Abbau von
IxBa nach der Stimulation der Zellen fir 30 min mit IL-1, jedoch zu einer stark verringerten
IL-1-induzierten Resynthese des Proteins. Folglich konnte auch die Phosphorylierung des
IxBa-Proteins nach der Behandlung mit Cycloheximid nicht beobachtet werden
(Abb.3.28 A, C). Die IL-1-induzierte Induktion der Expression der NFKBIA-mRNA war von
der Behandlung der Zellen mit Cycloheximid nahezu unbeeinflusst. Dabei konnten in den
Experimenten auf Protein- und mRNA-Ebene keine Unterschiede zwischen den sg1-XRN1-
Zellen und den px459-Kontrollzellen beobachtet werden (Abb.3.28 C).
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Abb.3.28: Einfluss von pharmakologischen Inhibitoren auf den IL-1-abhéngigen IkBao-
Proteinmetabolismus und die NFKBIA-mRNA-Expression. A: HelLa-Zellen mit stabilem CRISPR/Cas9-
vermitteltem knockdown von XRN1 (sgl-XRN1) sowie die Kontroll-Zelllinie (px459) wurden mit den
Inhibitoren MG132 (30 min Vorbehandlung; 10 uM), Flavopiridol (60 min Vorbehandlung; 10 uM), PHA-408
(60 min Vorbehandlung; 5 pM), Cycloheximid (60 min Vorbehandlung; 10 pg/ml) und Actinomycin D (60 min
Vorbehandlung; 5 pg/ml) sowie DMSO (60 min Vorbehandlung; 1 mM) als Kontrolle behandelt oder
unbehandelt belassen. Anschlielend wurden die Zellen fiir 0,5 h; 1 h; 3 h und 8 h mit IL-1 (10 ng/ml) behandelt
oder unstimuliert belassen. Die Proteinmengen von XRN1, EDC4, DCP1a, IkBa und der phosphorylierten Form
von IxBa (p(S32)- IxBa) wurden mittels einem Proteinnachweis im Western Blot bestimmt. B:
Densitometrische Auswertung (mittels Imagel) der Western Blot Ergebnisse aus (A) als Mittelwert
( Standardabweichung). C: Parallel zu den Versuchen aus (A) wurde neben der Analyse der Proteinmengen
ebenfalls eine Untersuchung der mRNA-Menge von NFKBIA derselben Versuchsansdtze mittels RT-gPCR
durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden nach der AACt-Methode auf die unbehandelten px459-Zellen normiert und
als Mittelwert (xStandardabweichung) dargestellt.

3.16. Kolokalisation von NFKBIA-mRNA und P-Bodies in XRN1 knockdown
Zellen in Abhangigkeit von pharmakologischen Inhibitoren

Die vorliegenden Experimente zeigen weitestgehend die erwarteten Effekte der
unterschiedlichen Inhibitoren auf den Protein- und mRNA-Metabolismus des Proteins IkBa,
bzw. dessen Transkript (NFKBIA). Dabei fiihrt der CRISPR/Cas9-vermittelte knockdown von
XRN1, welcher vor allem die Stabilitat der NFKBIA-mRNA massiv beeinflusst, in keiner
Weise zu einer Verénderung der Proteinmenge von IxBa. Auch die Stérungen des zelluldren
Systems durch die unterschiedlichen Inhibitoren fiihren, verglichen mit den px459-
Kontrollzellen, nicht zu einer Veranderung der Aufrechterhaltung der Proteinmenge von
IxBa. Diese Ergebnisse implizieren zusammen mit der erhéhten NFKBIA-mRNA-Menge in
den sgl-XRN1-Zellen eine Entkopplung der mRNA-Expression, des mRNA-Abbaus sowie
der Proteinsynthese. Die beobachtete Akkumulation der NFKBIA-mRNA in den sgl-XRN1-
Zellen in den P-Bodies konnte einen Mechanismus darstellen, welcher in der Lage ist diese
Entkopplung der mRNA- und Proteinmenge zu erreichen. Deshalb sollte in den néchsten
Experimenten geklart werden, ob eine Behandlung der Zellen mit den Inhibitoren zu einer
Veranderung der Lokalisation der NFKBIA-mRNA und der relativen Lokalisation dieser zu

den P-Bodies fihren kann.

Zu diesem Zweck wurden Hela-Zellen mit CRISPR/Cas9-vermitteltem knockdown von
XRN1 (sg1-XRN1) und die Kontrollzellen (px459) auf unterschiedliche Weise mit den
Inhibitoren behandelt. Zum einen erfolgte eine Vorbehandlung der Zellen vor der IL-1-
Stimulation mit MG132 (0,5 h; 10 uM), Flavopiridol (1 h; 10 uM) und PHA-408 (1 h; 5 uM).
Zum anderen erfolgte die Nachbehandlung der Zellen nach der IL-1-Stimulation mit MG132
(2 h; 10 uM), Flavopiridol (2 h; 10 uM), PHA-408 (2 h; 5 pM) und Actinomycin D (1 h;
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5 pg/ml). Die Zellen wurden entsprechend nach oder vor der Inhibitorbehandlung fir 1 h mit
IL-1 (10 ng/ml) stimuliert. AnschlieBend wurden Immuno-RNA-FISH-Experimente zum
Nachweis der NFKBIA-mRNA durch genspezifische Sonden und der P-Bodies durch einen
EDCA4-Antikorper durchgefuhrt.

Auf eine Durchfihrung der Immuno-RNA-FISH-Experimente unter der Verwendung von
Cycloheximid wurde verzichtet. Fir die Behandlung der Zellen mit Cycloheximid (2 h;
10 pg/ml) konnte wie auch schon aus der Literatur bekannt (Teixeira et al, 2005) in eigenen
vorangegangenen Immunfluoreszenz-Experimenten eine nahezu komplette Auflosung der
P-Body-Assemblierung gezeigt werden. Dabei zeigten sich keine Unterschiede zwischen den
px459-Kontrollzellen und den sg1-XRN1-Zellen (Abb.Anh.12).

Bei der Betrachtung der Auswirkungen der verwendeten Inhibitoren auf die P-Body-
Assemblierung zeigten sich in den Immuno-RNA-FISH-Experimenten zum Teil drastische
Effekte auf die P-Body-Anzahlen.

Die Vorbehandlung und auch die Nachbehandlung mit MG132 fiihrten in den px459-
Kontrollzellen tiber alle Versuchskonditionen hinweg zu einer starken Reduktion der P-Body-
Anzahlen pro Zelle um ca. 85%. Im Gegensatz dazu konnte in den sg1-XRN1-Zellen keine
Reduktion der P-Body-Anzahlen pro Zelle durch die Behandlung mit MG132 beobachtet
werden (Abb.3.29 A, B, C; Abb.Anh.13; Abb.Anh.16). Diese Beobachtung der ausbleibenden
Auflosung der P-Body-Strukturen in den XRN21 knockdown Zellen kénnte dadurch erklart
werden, dass ein XRN1-abhangiger Faktor existiert, dessen proteasomaler Abbau fiir die

Assemblierung von P-Bodies notwendig ist.

Bei der Vorbehandlung der Zellen mit Flavopiridol konnte in den px459-Kontrollzellen und
den sgl-XRN1-Zellen eine leichte Erhoéhung der P-Body-Anzahl pro Zelle beobachtet
werden. Die Behandlung der Zellen mit Flavopiridol nach der IL-1-Stimulation fihrte nicht
zu dieser Erhdhung der P-Body-Anzahlen (Abb.3.29 A, B, C; Abb.Anh.14; Abb.Anh.15).

Die Vorbehandlung, wie auch die Nachbehandlung der Zellen mit PHA-408 hatte in den
px459-Kontrollzellen und den sgl-XRN1-Zellen keinen wesentlichen Einfluss auf die
P-Body-Assemblierung (Abb.3.29 A, B, C; Abb.Anh.16; Abb.Anh.17).

Die Nachbehandlung der Zellen mit Actinomycin D fihrte in den px459-Kontrollzellen zu
einer leichten Erhéhung der P-Body-Anzahl pro Zelle. In den sg1-XRN1-Zellen konnte dieser
Effekt nicht verzeichnet werden (Abb.3.29; Abb.Anh.13).
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Bei der Analyse der NFKBIA-Transkripte zeigten sich ebenfalls differentielle Auswirkungen

der unterschiedlichen Inhibitoren auf die mMRNA-Menge.

Zunéchst zeigte sich in den sgl-XRN1-Zellen unter allen Versuchskonditionen im
unbehandelten Zustand im Vergleich zu den px459-Kontrollzellen eine erhohte Menge der
NFKBIA-Transkripte, was auch schon in den vorangegangenen Experimenten beobachtet
werden konnte (Abb.3.29 A, B, C).

Die Vorbehandlung der Zellen mit MG132 und PHA-408 fiihrte in den px459-Kontrollzellen
und den sgl-XRN1-Zellen zu keiner Veranderung der basalen Transkriptmengen von
NFKBIA. Bei der anschliefenden Stimulation der Zellen mit IL-1 zeigte sich fir beide
Zelltypen eine schwachere Induktion der NFKBIA-mRNA (Abb.3.29 A, B, C; Abb.Anh.13;
Abb.Anh.17).

Die Vorbehandlung der Zellen mit Flavopiridol flhrte in den px459-Kontrollzellen und den
sgl-XRN1-Zellen zu einer Verringerung der basalen NFKBIA-Transkriptmenge. Dabei war
dieser Effekt in den sgl-XRN1-Zellen im Vergleich zu den px459-Kontrollzellen
abgeschwacht. Bei der darauf folgenden Stimulation der Zellen mit IL-1 konnte in beiden
Zelltypen keine Induktion der NFKBIA-mRNA beobachtet werden (Abb.3.29 A, B, C;
Abb.Anh.14).

Die Behandlung der Zellen mit Flavopiridol und Actinomycin D nach der Stimulation der
Zellen mit IL-1 fuhrte in den px459-Kontrollzellen und den sgl-XRN1-Zellen zu einer
Verringerung der IL-1-induzierten NFKBIA-Transkriptmenge. Dabei konnte dieser Effekt in
den sg1-XRN1-Zellen in abgeschwachter Form beobachtet werden. Zusétzlich wirkte sich die
Inhibitorbehandlung der Zellen verringernd auf die Transkriptmengen im basalen Zustand aus
(Abb.3.29 A, B, C; Abb.Anh.13; Abb.Anh.15).

Die Behandlung der Zellen mit MG132 nach der IL-1-Stimulation wirkte sich in beiden
Zelltypen ebenfalls mit einer Verringerung der induzierten Transkriptmenge von NFKBIA
aus. Im basalen Zustand konnten bei der Behandlung der Zellen mit MG132 nahezu keine
Veranderungen der NFKBIA-Transkriptmenge beobachtet werden (Abb.3.29 A, B, C;
Abb.Anh.16).

Bei der Behandlung der Zellen mit PHA-408 nach der IL-1-Stimulation konnte in den px459-
Kontrollzellen eine stark reduzierte Menge der NFKBIA-mRNA beobachtet werden. In den
sgl-XRN1-Zellen hingegen konnte bei der Behandlung der Zellen mit PHA-408 eine
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schwachere Reduktion der Transkriptmenge von NFKBIA beobachtet werden. Im basalen
Zustand hatte die Behandlung der Zellen mit PHA-408 in beiden Zelltypen nahezu keinen
Einfluss auf die Menge der NFKBIA-mRNA (Abb.3.29 A, B, C; Abb.Anh.16).

Bei der Analyse der Kolokalisation der NFKBIA-mRNA mit den P-Bodies konnte in den
px459-Kontrollzellen kaum eine Uberlagerung der Signale der mRNA mit denen der
P-Bodies beobachtet werden. Auch die Behandlung der Zellen mit den unterschiedlichen
Inhibitoren fuhrte nicht zu einer Anhdufung der Kolokalisierungen der NFKBIA-mRNA in
den P-Bodies. Lediglich durch die Stimulation der Zellen mit IL-1 und somit in einer
Situation mit stark erhohter Transkriptmenge in der Zelle konnte eine geringflgige
Kolokalisation in den Kontrollzellen beobachtet werden (Abb.3.29 A, B, C). Fur die
sgl-XRN1-Zellen zeigte sich in allen Experimenten eine hohe Rate der Kolokalisation der
Transkripte mit den P-Bodies, wie es auch in den vorangegangen Experimenten der Fall war.
In den sgl-XRN1-Zellen fihrte eine Behandlung der Zellen mit den unterschiedlichen
Inhibitoren zu keiner merklichen Verdnderung der Rate der Kolokalisation der NFKBIA-
MRNA mit den P-Bodies (Abb.3.29 A, B, C). Eine Wiederherstellung der urspriinglichen
Rate der Kolokalisationen in den sg1-XRN1-Zellen auf dem Niveau der Kontroll-Zelllinie

war somit durch die Inhibitorbehandlungen nicht méglich.

Die Ergebnisse der Immuno-RNA-FISH-Experimente zeigen die erwarteten, differentiellen
Effekte der unterschiedlichen Inhibitoren auf die Expression von mRNAs am Beispiel der
NFKBIA-mRNA. Die Effekte der Inhibitoren auf den RNA-Metabolismus zeigen sich dabei
in den px459-Zellen und den sg1-XRN1-Zellen in vergleichbarer Weise. Die zum gréRten
Teil verringerten Effekte der Inhibitoren in den sg1-XRN1-Zellen sind auf die Erhéhung der
Stabilitdt der NFKBIA-mRNA zurlickzufiihren und duf3ern sich in den Immuno-RNA-FISH-
Experimenten vor allem durch erhdhte mMRNA-Mengen in den sgl-XRN1-Zellen unter den
verschiedenen Versuchsbedingungen. Bei den Auswirkungen der Inhibitoren auf die P-Body-
Assemblierung ist besonders der Effekt der Behandlung mit MG132 hervorzuheben. Wahrend
die Behandlung der px459-Kontrollzellen zu einer nahezu kompletten Aufhebung der P-
Body-Assemblierung flhrte, konnte diese Beobachtung fir die sgl-XRN1-Zellen nicht
gemacht werden. Die Griinde fur diese interessante Beobachtung konnten jedoch im Rahmen
dieser Arbeit nicht weiter aufgeklart werden. Es kann jedoch spekuliert werden, dass es einen
MG132-sensitiven Faktor gibt, welcher zusétzlich XRN1-abhéngig ist und die positive
Regulation der P-Body-Assemblierung ermdglicht. Des Weiteren fiihrte eine kurzfristige
Inhibierung der mMRNA-Expression auf der Ebene der Transkription durch Flavopiridol und
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auch Actinomycin D zu einer geringfligigen Zunahme der P-Body-Assemblierung, im
Gegensatz zu den bereits erwahnten, publizierten Ergebnissen aus der Literatur mit der
Aufhebung der P-Body-Assemblierung bei einer langfristigen Behandlung der Zellen mit
Actinomycin D (Aizer et al, 2008). Offensichtlich fallen die zytoplasmatischen mRNA-
Spiegel erst nach einer langen Actinomycin D Behandlung soweit ab, dass P-Bodies sich
auflosen. Diese Bedingung induziert allerdings auch bereits Zelltod (Wu & Yung, 1994). Die
hier gewéhlte Bedingung ist daher deutlich schonender fur die Zellen und zeigt, dass eine
kurze Actinomycin D Behandlung eher eine stressvermittelte Zunahme der P-Bodies bewirkt,
was ebenfalls mit einer Aktivierung von JNK durch Actinomycin D kompatibel ist (Ho & Li,
2010; Kileeff et al, 2000). Zusatzlich flhrte die Behandlung der Zellen mit den
unterschiedlichen Inhibitoren nicht zu einer Veranderung der Kolokalisationen der NFKBIA-
mMRNA mit den P-Bodies. In den px459-Kontrollzellen konnte durch die
Inhibitorbehandlungen keine Situation etabliert werden, in der es zu einer massiven
Akkumulation der NFKBIA-mRNA in den P-Bodies kommt, wie es in den sg1-XRN1-Zellen
der Fall ist. Analog dazu konnte durch die Inhibitorbehandlungen der sg1-XRN1-Zellen keine
Situation erreicht werden, die zu einer Rekonstitution der Kolokalisation auf dem Niveau der

px459-Kontrollzellen flhrte.

Zusammenfassende Beurteilung der Befunde:

Zusammenfassend zeigen die Daten aus der vorliegenden Arbeit, dass die mRNA-Spiegel von
NFKBIA keine Determinante der P-Body-Assemblierung darstellen und die Stabilisierung
oder Destabilisierung der NFKBIA-mRNA durch P-Body-Faktoren unabhdngig vom P-Body-
Status erfolgt. Verallgemeinert bedeutet dies, dass, entgegen einiger verdffentlichter Befunde,
die mRNA-Spiegel von der Ausbildung der P-Bodies entkoppelt sind. Daher korreliert die
Anzahl an P-Bodies nicht mit der Stabilisierung von IL8, IL6, CXCL3 und NFKBIA. Der
Exzess an NFKBIA-mRNA, wie sie durch die fehlende Prozessierung in den XRN1-
defizienten Zellen entsteht, wird dagegen in den P-Bodies gelagert. Weiterhin sind unter
diesen Bedingungen die Proteinspiegel unabhéngig vom XRN1-vermittelten mRNA-Abbau
und der Lokalisation in den P-Bodies reguliert. Das ist insofern sinnvoll, als dass der
Hauptabbaumechanismus von IkBa eine schlagartig erfolgende, signalvermittelte Destruktion

des Proteins darstellt. Entsprechend weist das IkBa Protein eine hohe Halbwertszeit auf, was
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durch unveroffentlichte Daten der Arbeitsgruppe gezeigt werden konnte, wogegen die

Halbwertszeit der entsprechenden NFKBIA-mRNA, wie in dieser Arbeit gezeigt, sehr kurz ist.

Diese Befunde zeigen daher (berraschenderweise, dass die P-Body Formation und die
MRNA-und Proteinspiegel voneinander entkoppelt werden kdnnen, wodurch die letztlich
entscheidenden Proteinspiegel — hier gezeigt am Beispiel des IkBa Proteins - (ber einen
breiten dynamischen Bereich gepuffert werden kénnen. Das ist biologisch insofern sinnvoll,
da im Fall von IxBa bereits ein geringer Abfall der konstitutiven Proteinspiegel zu einer
Freisetzung von NFkB p65 und dessen Translokalisation in den Zellkern fiihren kann. Eine
solchermalRen erhdhte Aktivitat des NFkB Signalweges ist ein zentrales Kennzeichen vieler
Tumoren und autoimmunologischer Erkrankungen (Courtois & Gilmore, 2006; Perkins, 2012;
Smahi et al, 2002), wodurch die exakte Kontrolle der IxBa-Proteinspiegel durch zellulére

Mechanismen an Bedeutung gewinnt.
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Abb.3.29: Einfluss von pharmakologischen Inhibitoren auf die relative zelluldre Lokalisation von
NFKBIA-mRNA und P-Bodies in CRISPR/Cas9-Zellen. A: HeLa-Zellen mit stabilem CRISPR/Cas9-
vermitteltem knockdown von XRN1 (sg1-XRN1) und die Kontroll-Zelllinie (px459) wurden fir 1 h mit IL-1
(10 ng/ml) stimuliert oder unstimuliert belassen. Abhéngig von der Fragestellung erfolgte neben der IL-1-
Stimulation ebenfalls eine Behandlung der Zellen mit den Inhibitoren MG132 (10 pM), Flavopiridol (10 pM),
PHA-408 (5 uM) und Actinomycin D (5 pg/ml) pré IL-1-Stimulation oder post IL-1-Stimulation mit den jeweils
angegebenen Behandlungsdauern. Zur Kontrolle wurden die Zellen unbehandelt verwendet. Anschlielend
erfolgte in einer Immuno-RNA-FISH die Analyse der rdumlichen N&he von NFKBIA-mRNA zu P-Bodies
mittels genspezifischer Sonden und einem EDC4-Antikorper. Die Farbung der Zellkerne erfolgte mit Hoechst
33342. B, C: Quantitative Darstellung der NFKBIA-Transkripte pro Zelle (oben; schwarzer Balken: Median;
roter Balken: Mittelwert), der P-Body-Anzahl pro Zelle (mitte; schwarzer Balken: Median; roter Balken:
Mittelwert) sowie der prozentuale Anteil der P-Bodies , welche einen Uberlagerung (merge) mit den
Transkripten aufweisen (unten; Mittelwert + Standardabweichung), zu den unterschiedlichen Versuchsansétzen
aus mindestens 50 Zellen je Versuchskondition.
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4. Diskussion
4.1. Die mRNA-Expression als vielschichtiger, zellularer Prozess

Das klassische Modell der eukaryotischen Genexpression basiert auf einem linearen,
mehrstufigen Prozess, welcher mit der Transkription und der Synthese einer pra-mRNA
beginnt und im Abbau der reifen mMRNA nach der Translation endet. Zwischen diesen zwei
Endpunkten erfolgt die Prozessierung der pra&-mRNA mit der Anbringung von Modifikationen
wie der 5'-Cap-Struktur und des 3'-Poly(A)-Uberhangs sowie das SpleiRen zur reifen mRNA
und der Export der mRNA fur die Translation in das Zytoplasma. Schon wéhrend der
Transkription im Zellkern wie auch spater im Zytoplasma erfolgt die Assoziation der mMRNA
durch RNA-bindende Proteine, wobei diese Komplexe aus Proteinen und RNA als messenger
ribonucleoprotein particle (MRNPs) bezeichnet werden. Eine kontinuierliche Anderung der
Zusammensetzung der mRNPs, im Sinne eines molekularen remodellings, ermdglicht
anschlieBend eine vielschichtige, kompartimentalisierte und sequentielle Regulation der
unterschiedlichen biologischen Prozesse des RNA-Metabolismus, wobei diese nicht
notwendigerweise nach dem erwéhnten klassischen, linearen Prozess ablaufen missen
(Moore, 2005). So erfolgt die Anbringung der 5'-Cap-Struktur zeitgleich mit dem Beginn der
Transkription, sobald die ersten 40-60 Nukleotide durch die Polymerase Il (Pol I1I)
synthetisiert wurden. Hierflr erfolgt die Rekrutierung der beteiligten Proteine in Abhangigkeit
einer Phosphorylierung am Serin 5 der 52 Heptapeptide der C-terminalen Doméne (CTD) von
Pol Il durch CDK7 (Cyclin-dependent kinase 7). Diese multisite Phosphorylierung generiert
eine Bindeplattform fir die Rekrutierung der Cap-modifizierenden Enzyme. Die 5'-Cap-
Struktur wiederum stellt ihrerseits ebenfalls eine Bindeplattform flr weitere Proteinkomplexe
dar, welche das Schicksal der neu-synthetisierten mRNA bestimmen, sodass bereits sehr friih
wéhrend der Transkription spétere posttranskriptionelle Ereignisse determiniert werden
kénnen. Wéhrend der anschlielenden Elongation des Transkripts leitet die Phosphorylierung
der C-terminalen Domane der Pol 11 die Rekrutierung der Spleil3-Maschinerie ein. Zusétzlich
erfolgt die Prozessierung des 3-mRNA Endes in Koordination mit der Termination der
Transkription (Braun & Young, 2014). Dieses ineinander greifende Zusammenspiel von
unterschiedlichen zellularen Mechanismen zur mRNA-Prozessierung setzt sich auf weiteren
Ebenen der Regulation fort. So kann bereits im Zellkern kotranskriptionell eine
exoribonukleolytische Degradierung von naszenten, aberrant abgelesenen und synthetisierten

Transkripten durch die nukledre 5'-3’-Exoribonuklease XRN2 erfolgen, wobei DCP2 als
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Decapping-Enzym ebenfalls in unmittelbarer Ndhe zur RNA und dem Chromatin vorliegen
kann (Brannan et al, 2012; Reines, 2012). Dies ist ein eindrickliches Beispiel dafur, wie der
Abbau von RNA und die Transkription als biologische Prozesse miteinander verschmolzen
sein konnen, wobei dhnliche Mechanismen und Faktoren wie beim zytoplasmatischen
MRNA-Abbau beteiligt sind (Davidson et al, 2012). Umgekehrt kénnen die Rpb4 (DNA-
directed RNA polymerase Il subunit RPB4) und Rpb7 (DNA-directed RNA polymerase Il
subunit RPB7) Untereinheiten der Pol Il durch ihre dauerhafte Bindung an die naszente
MRNA im Zytoplasma regulatorische Effekte auf die Abbaurate der mRNA ausiben, indem
sie stimulierend auf die Deadenylierung wirken und so alle folgenden Schritte des mRNA-
Abbaus eingeleitet werden koénnen (Braun & Young, 2014). Zuséatzlich kénnen diese
Untereinheiten der Pol Il aber auch eine positive Regulation der Translation durch die
Interaktion mit dem Initiationsfaktor elF3 (Eukaryotic translation initiation factor 3)
bewirken (Harel-Sharvit et al, 2010). Prinzipiell ist das Decapping als einleitender Schritt
zum RNA-Abbau von der Dissoziation der Translationsmaschinerie (z.B. elF4E) von der
5'-Cap-Struktur abh&ngig. Jedoch konnte in Hefen gezeigt werden, dass auch hierbei
Ausnahmen vorhanden sein konnen, bei welchen der Abbau der mRNA ebenfalls
kotranslational stattfinden kann, wahrend sich die mRNA noch immer im aktiven
Translationsprozess durch das Ribosom befindet (Hu et al, 2009). Des Weiteren sind die
Vorgange der Deadenylierung und des Decappings der mRNA als initiale Ereignisse des
MRNA-Abbaus nicht endgultig und konnen rickgéngig gemacht werden (Kiss et al, 2016;
Mauer et al, 2017; Mukherjee et al, 2012). So ist in meiotisch inaktiven Frosch-Oozyten ein
Verbleib von mRNAs mit einem verkiirzten 3'-Poly(A)-Uberhang in einem translational
inaktiven Status maoglich, wobei beim Fortschreiten der Meiose eine erneute Adenylierung der
MRNA und somit die Initiierung der Translation stattfinden kann (Richter & Sonenberg,
2005). Daneben konnte in Trypanosomen gezeigt werden, dass ein spezifisches Decapping
von mRNA durch TbDcp?2 stattfindet, wobei eine erneute Synthese der 5’-Cap-Struktur durch
ThCel und ThCmtl erfolgen kann. Im Zustand mit entfernter 5’-Cap-Struktur steht die
MRNA nicht fur die Translation zur Verfugung, wahrend durch das erneute Einbringen der

5'-Cap-Struktur die Translation initiiert werden kann (Ignatochkina et al, 2015).

Diese vielschichtige Involvierung verschiedenster Proteinfaktoren zur Steuerung der
Genexpression auf mMRNA- und Protein-Ebene sowie das Ineinandergreifen von
unterschiedlichen biologischen Prozessen verdeutlicht die Komplexitat der Regulation des

RNA-Metabolismus. Eine attraktive Hypothese ist hierbei, dass die unterschiedlichen
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Aufgaben im RNA-Metabolismus einer Zelle kompartimentalisert, also rdumlich getrennt
voneinander ablaufen konnen. Dieses wirde tber die erhdhte lokale Konzentration von
Protein-Faktoren und spezifischen mRNAs eine erhohte Prozessivitat dieser Transkripte
ermoglichen und so schnelle posttranskriptionelle oder sogar epigenetische Mechanismen zur
Genregulation bereitstellen. Bei den in dieser Arbeit im Fokus stehenden P-Bodies handelt es
sich um solch distinkte, zellulare Kompartimente, die in der Literatur als subzellulare Orte der
Lagerung, aber vor allem auch des gezielten Abbaus von RNA beschrieben wurden (Coller &
Parker, 2005; Zheng et al, 2011). Die letztere Hypothese ist allerdings fir S&ugerzellen bisher
nicht bewiesen und wirde den konkreten Nachweis von spezifischen mRNAs und deren
Abbau in P-Bodies erfordern. Zusatzlich stellen die zellulédren, signalabhangigen Ereignisse
und die darauf folgende Steuerung der genauen Protein- und RNA-Zusammensetzung der
P-Bodies und des Decappings als einleitender Schritt zum mRNA-Abbau einen wenig
erforschten Aspekt der P-Body-Forschung dar (Valkov et al, 2017). Die Analyse der
molekularen Zusammensetzung von P-Bodies und deren mdgliche signalabhangige

Regulation standen daher im Zentrum dieser Arbeit.

4.2. Regulation der Decapping-Aktivitat und der Interaktion von P-Body-
Faktoren durch signalabhéngige, posttranslationale Modifikationen

Die Maoglichkeiten der Regulation der P-Body-Assemblierung, sowie des Decappings durch
posttranslationale Modifikationen (PTM) der regulatorischen Untereinheit des Decapping-
Komplexes DCP1la im Zuge des IL-1- abhdngigen, proinflammatorischen signalings wurden
zu Beginn dieser Arbeit untersucht. Dabei zeigte insbesondere die Phosphorylierung von
DCP1a an Serin 315 durch JNK und die K63-abhangige, regulatorische Ubiquitinylierung
durch TRAF6 die Relevanz von posttranslationalen Modifikationen durch signalabhéngig
aktivierte Effektorproteine. Dabei konnen diese Verdnderungen von DCPla direkt oder
indirekt die Assemblierung von P-Bodies, die Induktion der Genexpression und die Stabilitét
von mRNAs beeinflussen (Rzeczkowski et al, 2011; Tenekeci et al, 2016). Diese Ergebnisse
werden zusétzlich dadurch unterstiitzt, dass JNK als Kinase von DCP1a nicht nur konstitutiv
im Zytoplasma mit DCP1a interagiert, sondern auch spezifisch in P-Bodies rekrutiert werden
kann und somit integraler Bestandteil eines groferen, zelluldren Kompartiments sein kann
(Wasserman et al, 2010). Daneben konnte die Phosphorylierung von DCP1la ebenfalls in
anderen Konditionen wie der neuronalen Entwicklung, der Adipozytendifferenzierung und

beim Eintreten von Zellen in die Mitose beobachtet werden (Aizer et al, 2013; Blumenthal et
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al, 2009; Chiang et al, 2013). In zwei dieser Arbeiten wurde die Phosphorylierung von DCP1la
an Serin 315 bestétigt, wobei sie in diesen Fallen durch ERK erfolgte. Dieses ist insofern
interessant, als dass die MAPK-Konsensussequenzen um Serin 315 (und Serin 319) damit
offenbar einen Konvergenzpunkt fir verschiedene intrazellulare Signalwege darstellen
konnen (Aizer et al, 2013; Chiang et al, 2013). In Hefen wurde ebenfalls die
Phosphorylierung von P-Body-Faktoren gezeigt. So fiihrte die Phosphorylierung von Patl
durch PKA (cAMP-dependent protein kinase) zu einer Inhibition der Formation von P-Bodies
(Ramachandran et al, 2011). Daneben kann DCP2 in Hefen durch eine Ste20-homologe
Kinase phosphoryliert werden (Yoon et al, 2010).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte zusatzlich gezeigt werden, dass durch die posttranslationalen
Modifikationen von DCP1a eine Regulation der Decapping-Aktivitét erfolgen kann. So fiihrt
die dominant-negative Expression von DCP1la-Varianten, welche vermindert ubiquitinyliert
werden, zu einer Reduktion oder einer fast kompletten Aufhebung der Decapping-Aktivitat
(Abb.3.1). Im Gegenteil dazu sorgt die allgemeine Aktivierung der Ubiquitinylierung durch
die Uberexpression der Ubiquitin-E3-Ligase TRAF6 fiir eine Steigerung der Decapping-
Aktivitdt (Abb.3.2). Zusétzlich fiihrt die Expression der K63R-Variante von Ubiquitin zu
einer Auflosung der P-Body-Assemblierung und damit einem ,,Einfrieren* der dynamischen,
zytoplasmatischen Interaktion von DCP1a mit EDC4, XRN1 und EDC3 (Abb.3.4).

Diese Ergebnisse kdnnen in ein Modell integriert werden, bei welchem durch die TRAF6-
vermittelte K63-abhéngige Ubiquitinylierung von DCPla eine schnelle und vor allem
reversible Mdglichkeit der Regulation der Decapping-Aktivitat, der P-Body-Assemblierung
und der Interaktion von DCP1a mit anderen P-Body-Proteinen wie EDC4, XRN1 oder EDC3
erfolgt (Tenekeci et al, 2016). Dieser Mechanismus stellt nicht nur in der P-body Forschung
eine neue Beobachtung dar, sondern zeigt auch eine bisher nicht bekannte Funktion von
TRAF6 auf. Die relativ gut charakterisierte, durch TRAF6 Kkatalysierte, K63-abhangige
Ubiquitinylierung von anderen Faktoren, welche am proinflammatorischen signaling beteiligt
sind, fuhren in Zytokin- und LPS-induzierten Signalwegen zur Aktivierung von NF«B und
somit zur Genexpression (Tarantino et al, 2014). Die hier beschriebene duale Funktion von
TRAF6 definiert diese E3-Ubiquitin-Ligase als einen Mediator, welcher gleichzeitig die
Transkription aber auch den mRNA-Abbau reguliert, indem das Decapping durch die K63-
abhéngige Ubiquitinylierung von DCPla und die Assemblierung von P-Bodies gefordert
wird. Weitere Untersuchungen mdissen zeigen, ob DCPla in Abhdngigkeit von diesen
posttranslationalen Modifikationen auch eine Funktion als nukleérer Kofaktor einnimmt und
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so zusammen mit den Ubrigen Faktoren des IL-1-Signalwegs die Induktion der Genexpression
steuert. Hinweise hierauf sind die (relative schwache) transaktivierende Domane, die nukledre
Lokalisation und der dominant negative Effekt einer DCP1a Uberexpression auf die NFxB
p65 vermittelte Reportergenaktivitat (Bai et al, 2002; Dickey et al, 2015; Rzeczkowski et al,
2011). So ist es moglich, dass auf der Ebene von Decapping-Faktoren die vermeintlich
getrennten biologischen Prozesse der mRNA-Expression und des mRNA-Abbaus unter der
Beteiligung von TRAF6 und DCP1a aneinander gekoppelt werden und in Zusammenspiel
regulativ auf die allgemeine Genexpression wirken (Rzeczkowski et al, 2011; Tenekeci et al,
2016). In einem anderen zellularen System konnte ebenfalls eine Relevanz der
Ubiquitinylierung fur die P-Body-Assemblierung gezeigt werden. Dabei fiihrte ein siRNA-
vermittelter knockdown und die Uberexpression von USP4, einem Enzym zur
Deubiquitinylierung von Proteinen oder der knockdown der Ubiquitin-E3-Ligase Ro52 zur
eingeschrankten P-Body-Assemblierung (Zheng et al, 2011). Zwei weitere Arbeiten
beschreiben eine ubiquitinabhéngige, proteasomale Degradation von DCP2 oder DCP1a und
eine damit einhergehende Beeinflussung der P-body Formation und des Decapping Prozesses
(Erickson et al, 2015; Singh et al, 2012). Aus diesen Ergebnissen wird deutlich, dass die
Ubiquitinylierung von P-Body-Faktoren in direkter Weise regulativ auf die Formation von
P-Bodies wirken kann und die vorherrschende Menge der einzelnen Faktoren genau

kontrolliert sein muss, um eine regulére P-Body-Assemblierung zu gewahrleisten.

4.3. Etablierung von Zellsystemen zur CRISPR/Cas9-abhangigen Depletion von
P-Body-Faktoren

Die Relevanz von IL-1-induzierten posttranslationalen Modifikationen eines Decapping-
Faktors wie DCP1a, die Abhéangigkeit der P-Body-Assemblierung von diesen PTMs und die
Folgen fir die Genexpression lenkten ein besonderes Interesse auf die Funktionen der
P-Bodies und deren Komponenten beim proinflammatorischen signaling. Um diesen Aspekt
funktionell weiter zu analysieren, wurden im Rahmen dieser Arbeit CRISPR/Cas9-abhéngige
Depletionen der P-Body-Faktoren DCP1a, DCP2, EDC3, EDC4 oder XRN1 durchgefiihrt.
Mit den etablierten zelluldren Systemen sollte untersucht werden, welche Auswirkungen die
Verluste der unterschiedlichen Proteine auf die proinflammatorischen Signalkaskaden haben

kdnnen.
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Die Etablierung der verschiedenen CRISPR/Cas9-Zellsysteme gelang mit unterschiedlichem
Erfolg. Fur die Depletion von DCPla (Abb.3.6), EDC4 (Abb.3.10) und XRN1 (Abb.3.11;
Abb.3.12) konnten stabile Zellsysteme etabliert werden, wéhrend dies fiir die Depletion von
DCP2 (Abb.3.7; Abb.3.8) und EDC3 (Abb.3.9) nicht mdglich war. In mehreren Versuchen
konnten hier keine stabilen Zelllinien generiert werden, welche eine Verringerung der
jeweiligen Proteinmenge zeigten. Dieser Ausgang der Experimente konnte unterschiedliche
Ursachen haben. Eine biologische Erklarung kénnte darin liegen, dass die Verringerung der
Proteinmenge von DCP2 oder EDC3 letale Auswirkungen zur Folge haben kénnen. Somit
konnten Zellen, welche eine starke CRISPR/Cas9-vermittelte Reduzierung der jeweiligen
Proteinmengen aufweisen, nicht mehr lebensfahig sein, wodurch eine Etablierung einer
Zelllinie mit verringerter Proteinmenge nicht moglich ist. Diese Argumentation wird dadurch
unterstiitzt, dass in einer anderen Studie in HEK293-Zellen nur ein partieller shRNA-
vermittelter knockdown von DCP1a, DCP2 und EDC3 etabliert werden konnte (Brannan et al,
2012). In murinen, embryonalen Fibroblasten ist es dagegen mdglich, durch Ruptur des DCP2
Lokus Zellen mit einem ca. 90%-igen knockout von DCP2 herzustellen, wobei dies keinen
Effekt auf die globale Decapping-Aktivitat hat. In der Maus und im humanen Zellsystem
finden sich zudem eine ausgeprégte zelltyp- und gewebespezifische Varianz der Expression
von DCP2. Daher wird in diesen Zellen der Verlust von DCP2 mdglicherweise komplett
durch andere Nudix Enzyme wie Nudt16 kompensiert (Li et al, 2012; Song et al, 2010). Eine
weitere Erklarung fir die fehlende CRISPR/Cas9-vermittelte Depletion von DCP2 und EDC3
konnte darin liegen, dass die verwendeten sgRNAS eine zu geringe Spezifitat und Effektivitat
aufweisen. Wie aus der Literatur bekannt ist (Ran et al, 2013) und auch in den eigenen
Experimenten beobachtet wurde, kdnnen verschiedene sgRNAs fir dasselbe Zielgen eine
variable Verringerung der Proteinmenge bewirken. So fiihrte z.B. der CRISPR/Cas9-
vermittelte knockdown von DCP1a in HeLa-Zellen mit den verschiedenen sgRNAs (sgl, sg3
oder sg6) in jedem Ansatz zu einer unterschiedlich starken Reduktion der DCPla-
Proteinmenge (Abb.3.6), obwohl sich die genomischen Zielsequenzen aller sgRNAS in einem
eng beschrankten Rahmen (90 Basenpaare) um den Translationsstart befinden. Diese
Variabilitat deutet darauf hin, dass die verschiedenen sgRNAs eine unterschiedlich starke
Rekrutierung der Cas9-Nuklease an den genomischen Lokus bewirken oder sich die durch
NHEJ bewirkten, DNA-Reparatur-bedingten, genomischen Veranderungen variabel
auswirken. Zuséatzlich deuten die vorliegenden Ergebnisse darauf hin, dass sich die gesamten
Zelllinien Gber einen langen Zeitraum in einer permanenten Entwicklung befinden. Da HelLa-

Zellen polyploid sind und oft mehr als drei Kopien eines Gens besitzen (Landry et al, 2013),
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konnte bei einer permanenten Expression der Cas9-Nuklease in den Zellen eine
kontinuierliche Exzision der einzelnen Allele erreicht werden. So zeigt sich am Beispiel der
Depletion von DCP1a eine stdrkere Verringerung der Proteinmenge nach der langfristigen
Etablierung der Zelllinie, wobei dies abhangig von den jeweils verwendeten sgRNAs und der

stabilen Integration der Cas9-Kassette zu sein schien (Abb.3.6).

Des Weiteren flihren vermutlich zuféllige Ereignisse, welche im Rahmen dieser Arbeit nicht
naher untersucht werden konnten, dazu, dass sich CRISPR/Cas9-Zelllinien aus
unterschiedlichen Transfektionen mit dem selben Kontrollvektor (px459) im Kontext einer
proinflammatorischen Stimulation mit IL-1 variabel verhalten konnen (Abb.3.13). Um
maogliche Fehlinterpretationen in spéteren Versuchen beim Vergleich der unterschiedlichen
CRISPR/Cas9-Zelllinien mit den Kontrollvektor-Zelllinien zu vermeiden, wurden die drei
verfiigharen HelLa-px459-Kontrollvektor-Zelllinien mit parentalen HelLa-Zellen auf Ihre
Reaktion nach einer IL-1-Stimulation verglichen. Aus diesen Experimenten wurde eine
allgemeine px459-Kontrollvektor-Zelllinie abgeleitet (px459pcp1a) UNd in allen folgenden
Experimenten verwendet (Abb.3.13). Dieses Auftreten von variablen Ergebnissen bei der
Untersuchung der Reaktion der Zelllinien auf einen IL-1-Stimulus fuhrte ebenfalls zur
Entscheidung, die etablierten Zelllinien als Zell-pools zu nutzen und keine monoklonalen
Zelllinien zu etablieren. Bei monoklonalen Zelllinien ist es nicht auszuschlieBen, dass
Zellklone erhalten werden, welche ein artifizielles Verhalten des proinflammatorischen
signalings aufweisen. Diese Problematik von monoklonalen Zelllinien ist ebenfalls aus der
Literatur bekannt (Ran et al, 2013) und wurde im Rahmen dieser Arbeit speziell fur das
proinflammatorische signaling beachtet. Aus diesem Grund war es mit der Nutzung der Zell-
pools moglich, diese negativen, zufalligen Ereignisse zu minimieren, um so mdgliche
Artefakte bei der Ergebnisinterpretation zu vermeiden. Gleichzeitig musste dadurch aber auf
die Madoglichkeit eine kompletten (100%-igen) CRISPR/Cas9-vermittelten knockout der
jeweiligen Proteine verzichtet werden, da bei der Nutzung der Zell-pools dieser Zustand nicht
erreicht werden kann. So konnten sowohl im Proteinnachweis mittels Western Blot
(Abb.3.14), als auch bei der Untersuchung der Zellen mittels Immunfluoreszenz (Abb.3.15)
entsprechende Restsignale fur die einzelnen Proteine detektiert werden.
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4.4. Die Assemblierung von P-Bodies ist von DCP1a, XRN1 und EDC4 abhéangig

Bei der Untersuchung der Effekte der Depletion von DCPla, XRN1 oder EDC4 auf die
P-Body-Assemblierung mittels Immunfluoreszenz konnten gravierende Unterschiede
festgestellt werden. Wahrend der CRISPR/Cas9-vermittelte knockdown von EDC4 zu einer
nahezu kompletten Auflosung der P-Body-Assemblierung fiihrte (Abb.3.15), zeigte sich fir
den knockdown von DCP1a eine starke Zunahme der P-Bodies (Abb.3.15). Der knockdown
von XRNL1 fuhrte zu einer Etablierung einer homogenen Verteilung der P-Body-Anzahlen pro
Zelle und zu einer sichtbaren Zunahme der GroRe der P-Bodies, was durch eine stérkere

Fluoreszenzintensitét der einzelnen P-Bodies deutlich wurde (Abb.3.15).

Diese Beobachtungen bestétigen die tGberwiegend in Hefen oder in Drosophilazellen und zu
einem geringen Anteil auch in humanen Zellen erhobenen, bereits publizierten
Forschungsergebnisse (Eulalio et al, 2007). So fiihrte die Depletion von DCP1a und XRNL1 in
Hefen zu einer starken Erhéhung der P-Body-Anzahlen der Zellen und/oder der P-Body-
GroRe (Coller & Parker, 2004; Cougot et al, 2004; Sheth & Parker, 2003). Im Gegensatz dazu
konnte, wie auch in dieser Arbeit gezeigt, fir die Depletion von EDC4 die Aufhebung der
P-Body-Assemblierung gezeigt werden (Seto et al, 2015; Yu et al, 2005). Daruber hinaus
resultierte die Depletion oder Uberexpression einer Vielzahl von weiteren P-Body-Proteinen
in Hefen oder im humanen Zellsystem in einer Deregulation der P-Body-Formation. So kann
die Depletion von Sbpl, elF4E-T (elF4E transporter), GW182, RAP55 (RNA-associated
protein 55), RCK/p54 und Faktoren des CCR-CAF1-NOT- oder Lsm1-7-Komplexes oder die
Uberexpression von EDC3, DCP2 und RCK/p54 zu einer Aufhebung der P-Body-
Assemblierung fuhren. Dagegen kann eine Erhéhung der P-Body-GrélRe und/oder deren
Anzahl durch eine Depletion von DCP2, UPF2 (Regulator of nonsense transcripts 2), UPF3
(Regulator of nonsense transcripts 3), Rpb4 und Faktoren des Lsm1-7-Komplexes oder durch
eine Uberexpression von Shpl (Single-stranded nucleic acid-binding protein 1), Patl, SMG7
und RCK/p54 erreicht werden. Zusétzlich kann die Depletion von Patl zu einer verringerten
P-Body-GroRe fihren (Eulalio et al, 2007). Diese Befunde zum basalen Status und der
stimulusunabhangigen Deregulation der P-Body-Formation durch Proteinfaktoren sind in
Tabelle 4.1 zusammengefasst. Die beobachteten Abhéngigkeiten der Assemblierung von
sichtbaren P-Bodies von den einzelnen Proteinkomponenten konnten dabei evolutionar
konserviert sein, da die Effekte speziesibergreifend vergleichbar ausfallen kdnnen. Die
zugrunde liegenden Prinzipien und deren Mechanismen sind jedoch weitestgehend
unverstanden (Jain & Parker, 2013).
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Tab.4.1: Veranderungen der P-Body-Assemblierung durch Depletion oder Uberexpression von P-Body-
Proteinen. Gezeigt ist eine Zusammenstellung von Ergebnissen, bei denen eine Veranderung der P-Body-
Formation nach einer Depletion oder Uberexpression von P-Body lokalisierenden Proteinen in Hefen oder im
humanen Zellsystem beobachtet wurde. Dabei wurden der Verlust der P-Body-Assemblierung (Verlust) und
positive (1) bzw. negative (J) Veradnderungen der P-Body-GroRe (@) und P-Body-Anzahl (n) beobachtet. Die
Zusammenstellung erfolgte verandert nach Eulalio et al, 2007, wobei Ergebnisse aus der vorliegenden Arbeit

(grau hinterlegt) hinzugefiigt wurden.

Faktor Spezies Depletion | Uberexpression Literaturverweis

CCR-CAF1-NOT | Human, Hefen Verlust (Andrei et al, 2005; Sheth & Parker, 2003)
Hefen g=1; n=1 (Coller & Parker, 2005; Sheth & Parker,

DCP1a 2003)
Human n="1 ?0=1; n=17 vorliegende Arbeit; (Rzeczkowski et al, 2011)

DCP2 Human @=1; n=17 Verlust (Andrei et al, 2005; Fenger-Gron et al, 2005)

EDC3 Human Verlust (Fenger-Gron et al, 2005)

oca Human Verlust B=1; n=1 g(Fueztg(ae:"—g(r)c())r;)et al, 2005; Seto et al, 2015;
Human Verlust Verlust vorliegende Arbeit

elF4E-T Human Verlust (Andrei et al, 2005; Ferraiuolo et al, 2005)

R e sy oo e

Lsm1-7 Human Verlust (Andrei et al, 2005; Chu & Rana, 2006; Sheth
Hefen n=_ & Parker, 2003)

Pab1l Hefen =1 (Brengues & Parker, 2007)

Pati Hefen 0=1 B=1; n=t (zc()?)l;r & Parker, 2005; Sheth & Parker,

RAP55 Human Verlust (Yang et al, 2006)
Human, Hefen Verlust )

wopse [t ot | Ut s ot 206,
Human @=1; n=1

Rpb4 Hefen @=1; n=1 (Lotan et al, 2005)

Sbhp1l Hefen Verlust @=1; n=17 (Segal et al, 2006)

SMG7 Human g=1 (Unterholzner & Izaurralde, 2004)

UPF2 Hefen =1 (Sheth & Parker, 2006)

UPF3 Hefen g=1 (Sheth & Parker, 2006)

XRN1 Hefen @=1; n=1 (Cougot et al, 2004; Sheth & Parker, 2003)
Human =1 vorliegende Arbeit

Insbesondere ist unklar, inwieweit diese Ergebnisse (patho)physiologische Situationen
abbilden, in denen angeborene oder erworbene Storungen in der korrekten Menge von P-Body

Proteinen vorliegen konnten.

Die hier erhobenen eigenen Daten in stabilen Hela-Zellkulturen und die publizierten

Forschungsergebnisse verdeutlichen, dass die genaue Konstitution der Proteinkomponenten
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von P-Bodies streng geregelt sein muss. Infolgedessen fiihrt offenbar jeglicher Eingriff in die
Proteinmengen der einzelnen Komponenten durch Depletion oder Uberexpression zu einer
Verénderung der P-Body-Assemblierung. Aus diesem Grund kann die korrekte Formation der
P-Bodies wahrscheinlich nur dadurch gewéhrleistet werden, dass eine enge Kontrolle der
Proteinmengen der einzelnen Komponenten stattfindet. Die molekularen Sensoren dieser
Mengenédnderungen von P-Body Faktoren und deren Koppelung an die signal- und PTM-
abhangigen Mechanismen der P-Body Assemblierung oder auch der Dissemblierung sind
nicht bekannt. Sehr interessant ist allerdings, dass eine Reihe an Doménen in DCP2, DCP1a,
EDC4 und XRN1 durch Mutationsanalysen und umfangreiche, hochauflésende
Strukturanalysen bestimmt werden konnten, die fiir ,,higher order assemblies und die
Funktionalitdt von Decapping-Faktoren essentiell sind (Chang et al, 2014; Jonas & lzaurralde,
2013; Valkov et al, 2017). Dabei zeigt sich eine mdgliche, evolutiondare Entwicklung dieser
Regulation durch eine Zunahme der Komplexitat der Proteinstrukturen und der zugrunde
liegenden Mechanismen. So findet sich in Hefen im Vergleich zu hoher entwickelten
Eukaryoten eine deutlich verkiirzte Form von DCPla mit einem weniger komplexen C-
Terminus (Abb.1.4), welcher regulative Funktion ausiben kann. Daneben existiert das
scaffold Protein EDC4 in Hefen nicht (Beelman et al, 1996; Chang et al, 2014; Fenger-Gron
et al, 2005).

Hinzu kommt, dass eine Reihe von experimentellen Beobachtungen zeigen, dass die P-Body-
Assemblierung durch Stérungen im mRNA-Metabolismus geférdert oder gehemmt werden
kann. Daher besteht ein Konsens in der Literatur, das P-Bodies immer auch einen ,,Kern“ aus
mMRNA enthalten (Eulalio et al, 2007). Neueste in vitro Untersuchungen zeigen, dass
ansteigende Mengen von langeren mRNA Fragmenten zusammen mit rekombinanten
DCPla-, DCP2- und EDCS3-Proteinen die Ausbildung von schwer l6slichen mRNP-
Aggregaten hervorrufen. Dieses Phdnomen ist spezifisch und nicht durch eine Form von
,molecular crowding* bedingt, da andere Proteine wie BSA diesen Effekt nicht hervorrufen
konnen (Schutz et al, 2017). Moglicherweise ist der Ubertritt von hochmolekularen Strukturen
aus RNA und Proteinen in eine unlésliche Phase daher auch ein generelles Prinzip der

Bildung von ,,cellular bodies* in intakten Zellen (Banani et al, 2016).
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P-Body P-Body P-Body
Auflésung Assemblierung Auflésung

1
Regulatoren der P-Body-Assemblierung

Abb.4.1: Die Assemblierung von P-Bodies erfolgt durch unterschiedliche Regulatoren. Zu diesen
regulativen Mechanismen und Faktoren gehéren die Trimerisierung von DCPla, die posttranslationalen
Modifikationen von DCP1a durch JNK- bzw. TRAF6-abhéngige Phosphorylierung (P) bzw. Ubiquitinylierung
(Ub), die aktuelle, zellulare mMRNA-Menge sowie die Proteinmenge von verschiedenen P-Body-lokalisierenden
Faktoren, welche hier exemplarisch durch DCPla, DCP2, EDC3, EDC4 und XRN21verdeutlicht sind. In
Abhéngigkeit der genauen Verhéltnisse der Faktoren erfolgt die Assemblierung der P-Bodies, wéhrend zu

geringe oder auch zu hohe Mengen dieser die Auflésung von P-Bodies herbeifiihren kénnen.

Die Assemblierung von P-Bodies konnte dabei damit beginnen, dass die vorliegende,
zytoplasmatische RNA durch Proteine gebunden wird und sich einzelne mRNPs bilden,
welche sich dann zu groBeren Strukturen organisieren (Decker & Parker, 2012). Die
funktionellen Konsequenzen der Assemblierung von P-Bodies fiir den zellularen RNA-
Metabolismus sind dabei weitestgehend unerforscht. So kdnnte die Mdglichkeit bestehen,
dass die Veranderungen der mRNP-Gro6Re von einzelnen Protein-RNA-Komplexen bis hin zu
den mikroskopisch sichtbaren, komplexen P-Bodies, neben der molekularen Remodellierung
auch eine Veranderung der Funktion der mRNPs induziert (Parker & Sheth, 2007). Dies wird
ferner dadurch unterstutzt, dass membranlose Kompartimente wie P-Bodies Eigenschaften
von Flussigkeiten aufweisen und aus diesem Grund auch mit anderen intrazelluléren Partikeln
wie z.B. Stress Granula fusionieren kénnen. Aufgrund dieser Eigenschaften konnte in einem
zellfreien System gezeigt werden, dass die oben beschriebenen ,,in vitro processing bodies*

aus DCP1la, DCP2, EDC3 und mRNA nicht nur spontan aggregieren, sondern durch diese
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artifiziellen mRNPs ein Schutz der RNA vor Degradation besteht und die Decapping-
Aktivitat von DCP2 erniedrigt ist (Fromm et al, 2014; Schutz et al, 2017). Aus den bis hierher
erhobenen und diskutierten Befunden ergibt sich ein Modell der Protein- und mRNA-
abhangigen Ausbildung von mRNPs und der Assemblierung von P-Bodies (Abb.4.1).

Im Rahmen dieses Modelles konnte in den eigenen Experimenten zur Rekonstitution von
DCPla und EDC4 in den entsprechenden CRISPR/Cas9-knockdown Zellen ein weiterer
besonderer Einfluss von EDC4 auf die P-Body-Assemblierung beobachtet werden. Wéhrend
die Rekonstitution von DCP1a knockdown Zellen keine zusatzliche Verédnderung der P-Body-
Assemblierung bewirken konnte (Abb.3.17), war es durch die Rekonstitution von EDC4
maoglich, die Formation von P-Bodies in den EDC4-CRISPR/Cas9-Zellen wieder
herbeizufiihren, welche wie beschrieben im basalen Zustand keinerlei P-Bodies aufweisen
(Abb.3.19). Zusatzlich dazu zeigte sich bei einer starken Expression von exogenem EDC4 in
diesen Zellen eine Aufhebung der P-Body-Assemblierung (Abb.3.19). Dieses Ergebnis zeigt,
dass es in der Zelle eine fest definierte EDC4-Konzentration geben muss, wobei ober- und
unterhalb dieser keine korrekte P-Body-Assemblierung méglich ist, wodurch die Hypothese
unterstutzt wird, dass allein die Proteinmenge die Assemblierung von P-Bodies fordern oder
negativ regulieren kann. Diese Beobachtung kontrastiert mit den wenigen Befunden zu EDC4
aus humanen Zellsystemen, in denen fiir die Uberexpression von EDC4 z.B. in HeLa-Zellen
gezeigt wurde, dass eine Zunahme der P-Body-GrofRe sowie deren Anzahl erfolgen kann
(Fenger-Gron et al, 2005). Hingegen bestatigt diese Beobachtung die typische Funktion eines
zelluldren ,,scaffold Proteins, welches Uber mehrere unterschiedliche Bindungsdomanen
Multiproteinkomplexe mit verschiedenen Partner-oder client-Proteinen ausbilden kann.
Ubersteigt die Konzentration des scaffolds allerdings die seiner client-Proteine, kommt es zur
Sequestrierung dieses hohermolekularen Komplexes (Burack & Shaw, 2000). Aus diesem
Grund konnte die enge Kontrolle der Proteinmenge von EDC4 einen zelluldaren Mechanismus
darstellen, welcher die Regulation der P-Body-Assemblierung im Sinne des beschriebenen
Modells erlaubt (Abb.4.1).

Zusitzlich dazu filthrte die Uberexpression von DCP1a in EDC4 knockdown Zellen (sgpool-
EDC4) zur Rekonstitution von remodellierten, P-Body-&hnlichen Strukturen. Diese
zeichneten sich dadurch aus, dass sie DCPla und EDC3, jedoch nicht XRN1 enthielten
(Abb.3.20). Dies deutet darauf hin, dass EDC4 fur die korrekte Rekrutierung von XRN1 und
maoglicherweise auch von anderen Proteinen in die P-Bodies notig ist. Die Funktionalitit von
diesen P-Body-artigen Strukturen, welche sich auch noch in der Abwesenheit von EDC4
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ausbilden konnen, und ihre Relevanz fiir die Decapping-Aktivitat wurden in dieser Arbeit
durch einen Decapping-Assay untersucht. Dabei zeigte sich in den EDC4 knockdown Zellen
nahezu keine in vitro Decapping-Aktivitdt eines mittels GFP-DCPla koprazipitierten
Decapping-Komplexes, wéhrend solche aus DCPla oder XRN1 knockdown Zellen eine
normale in vitro Decapping-Aktivitat aufwiesen (Abb.3.24). Keiner dieser Befunde erlaubt
jedoch eine klare Zuordnung der verédnderten Decapping-Aktivitat zu den (remodellierten)
P-Body-Strukturen, da es bis heute nicht mdglich ist, zelluldre P-Bodies in hoher Reinheit zu
isolieren und ihre putative, enzymatische Aktivitdit zu bestimmen. Diese Befunde
unterstreichen jedoch die Bedeutung des EDC4-Proteins und suggerieren, dass dieser nur in
hoher entwickelten Zellen zu findende Faktor deutlich mehr ist als ein enhancer of decapping,
da seine Anwesenheit flr die Decapping-Aktivitat erforderlich ist, wie es bereits auch im
Uberexpressionssystem in HEK293-Zellen gezeigt wurde (Fenger-Gron et al, 2005). Die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigen daher eindriicklich die Bedeutung und Notwendigkeit der
Untersuchung von P-Bodies sowie deren Komponenten und Funktionen auf einem endogenen
Proteinniveau. Da eine alleinige Uberexpression von DCPla die Assemblierung von
inkompletten P-Body-artigen Strukturen induzieren kann, ist davon auszugehen, dass eine
Vielzahl von verschiedenen Prozessen durch die Uberexpression von DCP1a oder anderen
P-Body-Faktoren beeinflusst sein konnten. Obwohl GFP-DCPla in endogene P-Body-
Strukturen integriert wird und daher haufig im Uberexpressionssystem zur Visualisierung von
P-Bodies eingesetzt wurde, fiihrt das GFP-DCP1a-Protein auch zur Hemmung der NFkB p65-
abhangigen  Genexpression, welches mdglicherweise einen dominant negativen
Uberexpressionseffekt darstellt (Rzeczkowski et al, 2011; Sheth & Parker, 2003; Tritschler et
al, 2009). Umso wichtiger sind die in dieser Arbeit etablierten loss of function Zelllinien flr
die funktionelle Analyse von Decapping-Faktoren.

4.5. Abhéangigkeit der Protein:Protein-Interaktion von DCP1la, EDC4 und XRN1
von der Proteinmenge der einzelnen Faktoren

Die Hypothese, dass die Proteinmenge von P-Body-Faktoren eine kritische Determinante der
Assemblierung dieser sein konnten, wurde neben der Analyse der Formation von
mikroskopisch sichtbaren P-Bodies in dieser Arbeit ebenfalls auf der Ebene von endogenen
Protein-Komplexen aus DCP1a, EDC4 und XRN1 untersucht. Dazu wurden in den jeweiligen
CRISPR/Cas9 knockdown Zellen die Protein:Protein-Interaktionen der drei Proteine

untereinander sowie die subzellulare und relative Lokalisation dieser zu P-Bodies mittels
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Immuno-proximity ligation assay (Immuno-PLA) untersucht. Dabei konnte aus technischer
Sicht die robuste Detektion der einzelnen Protein:Protein-Interaktionen durch diese noch
relativ wenig verwendete Methode verifiziert werden. So fiihrte die Depletion der einzelnen
Proteine in allen Féllen erwartungsgemal? auch zu einer Reduktion der spezifischen PLA-
Signale bei der Verwendung der jeweiligen Proteine als einen der Interaktionspartner flr das
Experiment (Abb.3.21). Zusatzlich konnten statistisch signifikante Verénderungen der
Interaktionen zwischen DCPla, EDC4 oder XRN1 mit variablem Ausmall durch die
Depletion eines der drei Proteine beobachtet werden (Abb.3.21). Interessant ist zum Beispiel,
dass eine Abnahme der gesamten, zelluldren Protein:Protein-Interaktionen von XRN1 und
EDC4 im DCP1la knockdown beobachtet wurde (Abb.3.21), obwohl im DCPla knockdown
mehr P-Body Strukturen auftreten. Dieses zeigt, dass eine Verringerung von DCPla das
shuttling von XRN1 und EDC4 aus den P-Bodies in das Zytoplasma inhibieren kdnnte oder
die Migration von mRNAs vermindert ist, welche fir die Ausbildung von XRN1- und EDC4-
Komplexen wichtig sind. Das Fehlen von EDC4 dagegen hat keinen Einfluss auf die
Gesamtanzahl der XRN1- und DCP1-Komplexe, obwohl unter dieser Bedingung keine P-
Bodies mehr vorhanden sind (Abb.3.21). Die PLA-Ergebnisse verdeutlichen daher erneut die
Abhangigkeit der (dynamischen) Interaktion der verschiedenen P-Body-Proteine von der
Proteinmenge aller beteiligten Faktoren, wie dies bereits bei der Assemblierung der P-Bodies
beobachtet werden konnte. Gleichzeitig lassen diese Beobachtungen vermuten, dass neben
den mikroskopisch sichtbaren P-Bodies ebenfalls submikroskopische Strukturen gebildet
werden konnen, welche eine deutlich geringere Grolle besitzen, jedoch éhnliche Funktionen
wie P-Bodies aufweisen kdnnten. Somit ist davon auszugehen, dass die Proteinkomplexe der
P-Body-Proteine ein Kontinuum unterschiedlicher Grolie aufweisen und madglicherweise die
mikroskopisch sichtbaren P-Bodies im Vergleich zu den Strukturen auferhalb dieser die
maximale GrolRe und vielleicht auch die inaktivste oder am wenigsten dynamischste Form

dieser darstellen.

Die relative Lokalisation der einzelnen, mittels PLA detektierten Protein:Protein-
Interaktionen zu P-Bodies zeigte variable Verdnderungen. Wéhrend beispielsweise die PLA-
Signale fiir die Interaktion von DCP1a und EDC4 mit einer vergleichsweise hohen Rate eine
Kolokalisation mit P-Bodies aufwiesen, wurde fiir PLA-Signale fir die Interaktion von XRN1
und DCP1a eine geringere Kolokalisation mit P-Bodies beobachtet. Allerdings zeigte sich bei
allen untersuchten Protein:Protein-Interaktionen, dass nur wenige Zellen eine Uberlagerung
der PLA-Signale mit allen P-Bodies aufweisen (Abb.3.21). Dieser Umstand ist
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maoglicherweise darauf zuriickzuftihren, dass durch die Fixierung und die darauf folgende
Analyse der Protein:Protein-Interaktionen eine Momentaufnahme der zelluldren Prozesse
entstent. Die beschriebene hohe Dynamik der P-Body-Assemblierung und die transiente
Lokalisierung von unterschiedlichen P-Body-Proteinen in diesen (Andrei et al, 2005) kénnten
den Zustand der teilweisen Uberlagerung der PLA-Signale mit den P-Bodies weiter
beginstigen. Aus diesem Grund kénnte es sich bei den detektierten merges um transiente,
zelluldre Ereignisse handeln, welche die zelluldare Bewegung der einzelnen Faktoren
wiederspiegelt. Eine weitere Erklarung fur diese geringe Rate der Kolokalisation kénnte in
der rdumlichen Organisation von P-Bodies liegen. Dazu konnte in publizierten
Forschungsergebnissen gezeigt werden, dass P-Bodies eine duale Organisation aufweisen
kénnen, wobei bestimmte Proteine in peripheren oder in zentralen Regionen von P-Bodies
lokalisiert sein konnen (Cougot et al, 2012). Unter den Annahmen, dass P-Bodies eine Grofie
von 100-300 nm (Eulalio et al, 2007) aufweisen und die maximale Distanz zur Entstehung
eines PLA-Signals zwischen zwei Proteinen 30 nm nicht Ubersteigen darf (Soderberg et al,
2006), konnte es je nach Konstitution und Organisation eines einzelnen P-Bodies mdglich
sein, dass die zwei mittels PLA untersuchten Proteine an den &ulReren Grenzen der P-Bodies
lokalisieren und somit eine Ausbildung des PLA-Signals aufgrund der zu hohen Entfernung
nicht moglich ist. Somit zeigen die vorliegenden Ergebnisse aus den PLA-Experimenten
ebenfalls diese duale und rdumlich gerichtete Organisation der einzelnen Faktoren von
P-Bodies.

Insgesamt lassen sich diese Ergebnisse aus den PLA-Experimenten in das beschriebene
Modell der P-Body-Assemblierung (Abb.4.1) implementieren. Die hohe Anzahl der PLA-
Signale auBerhalb der P-Bodies deutet darauf hin, dass ein groRer Teil der Protein:Protein-
Interaktionen von P-Body-Proteinen ubiquitdr im Zytoplasma stattfindet, wobei die
Funktionalitat dieser nicht geklart ist. Die Proteine kdnnen dabei zwischen den P-Bodies und
dem Zytoplasma shuttlen, was moglicherweise durch die transiente Kolokalisation von PLA-
Signalen und P-Bodies abgebildet wurde. Die Validierung dieser Dynamik konnte mittels
live cell imaging erfolgen, wobei dies aufgrund der oben beschriebenen Effekte bei einer
Uberexpression von GFP- oder anderen Fusionsproteinen problematisch sein konnte.
Interessant wére es auch, die PLA-Untersuchungen durch eine gleichzeitige Detektion von
spezifischen mRNAs zu erweitern und diese mittels hochauflosender Mikroskopie zu
analysieren, um die genaue Lokalisation von Proteinen und mRNA in einem P-Body und den

Proteinkomplexen zu untersuchen, wie es bereits fir die allgemeine Untersuchung von
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P-Bodies mittels SOFI (Super-resolution optical fluctuations imaging) durchgefiihrt werden
konnte (Gallina et al, 2013). In einem Modell, bei welchem die Ausbildung der P-Bodies von
der Proteinmenge der einzelnen Faktoren abhéngig ist, konnte die vermehrte Ausbildung von
zytoplasmatischen Proteinkomplexen auf3erhalb der P-Bodies eine indirekte Moglichkeit der
negativen Regulation dieser RNA-Granula darstellen. Dies steht im Einklang mit einem
Befund aus dieser Arbeit, bei welchem die Expression von K63-Ubiquitin die PLA-Signale
im Zytoplasma erhéht, jedoch die Anzahl an P-Bodies supprimiert (Abb.3.4; (Tenekeci et al,
2016)).

4.6. Relevanz von P-Bodies und P-Body-Faktoren fur das IL-1-abhangige
proinflammatorische signaling

Der Einfluss der DCPla-, EDC4- oder XRN1-regulierten P-Body-Assemblierung auf den
IL-1-abhangigen, proinflammatorischen Signalweg stand im weiteren Verlauf dieser Arbeit
im Fokus der Forschungsinhalte. Dabei konnten nach der Depletion von DCP1a, EDC4 oder
XRN1 auf Protein- und mRNA-Ebene unterschiedliche Auswirkungen auf das

proinflammatorische signaling beobachtet werden.

In den EDC4 knockdown Zellen (sgpool-EDC4) zeigte sich eine verminderte
Phosphorylierung von DCPla, wéhrend die zustandige Kinase JNK in ihrer Menge und
Aktivierung unverandert vorlag (Abb.3.14). Alle anderen untersuchten Ereignisse der IL-1-
Signalkaskade zeigten nahezu keine Verdnderungen. Damit ist die Phosphorylierung von
DCPla durch JNK von der Anwesenheit von EDC4 abhdngig. Dabei kénnte EDC4 durch
seine Funktion als Plattform die Rekrutierung von JNK bewirken, obwohl keine direkte
Interaktion zwischen EDC4 und JNK detektiert werden kann (Rzeczkowski et al, 2011).
Zusétzlich kénnte EDC4 zu einer Stabilisierung des konstitutiv vorliegenden Komplexes aus
DCPla und JNK beitragen und so die Phosphorylierung von DCP1la ermdglichen. Da auch
die Anwesenheit von TRAF6 die Phosphorylierung von DCP1a erhoht (Tenekeci et al, 2016),
konnte die Bindung von JNK an DCPla auch indirekt Gber Polyubiquitinketten stabilisiert
werden, wobei die Rolle von EDC4 fir diesen Prozess geklart werden muss. Zur
Untersuchung dieser EDC4-abhangigen Stabilisierung der Interaktion zwischen DCPla und
JNK und deren phosphorylierten Formen kodnnten vergleichende PLA-Experimente in

Kontroll- und EDC4 knockdown-Zellen durchgefiihrt werden, um die Interaktion von DCP1a
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und JNK sowie die Rolle von EDC4 bei der IL-1-abhangigen Phosphorylierung von DCPla

weiter zu untersuchen.

Dabei ist zu betonen, dass die Phosphorylierung von DCPla durch IL-1 transient erfolgt,
wéhrend diese durch Sorbitol oder Anisomycin, welche osmotischen bzw. translationalen
Stress hervorrufen und ebenfalls Aktivatoren von JNK und p38 darstellen, starker und
langanhaltend induziert werden kann (Rzeczkowski et al, 2011). Die Auswirkungen der
Phosphorylierung von DCP1la auf die P-Body-Assemblierung sind jedoch in diesen Fallen
gegenldufig zu den Effekten, welche durch IL-1 hervorgerufen werden. Wéhrend die
Zunahme der Phosphorylierung von DCP1a durch IL-1 mit einer Zunahme der P-Body-
Formation korreliert, fuhrt die starke Phosphorylierung von DCPla durch Sorbitol oder
Anisomycin direkt oder indirekt zu einer Aufhebung der P-Body-Strukturen. Somit ist davon
auszugehen, dass unterschiedliche Mechanismen bei der Regulation der P-Body-
Assemblierung beteiligt sind, wobei die Phosphorylierung von DCPla in bestimmten
Situationen, wie der IL-1-Stimulation, dabei eine Rolle spielen kann (Rzeczkowski et al,
2011).

Zuséatzlich konnte in den eigenen Experimenten gezeigt werden, dass die Ausbildung von
P-Bodies eine Voraussetzung fiir die Phosphorylierung von DCP1a darstellen kénnte, wobei
in einem System mit verringerter EDC4-Proteinmenge und somit einer gestorten P-Body-
Assemblierung die Phosphorylierung von DCP1l1a stark reduziert ist. Dies konnte darauf
zuriickzufuhren sein, dass JNK ebenfalls in P-Bodies lokalisieren kann (Rzeczkowski et al,
2011) und moglicherweise die Phosphorylierung von DCPla in den P-Bodies erfolgt. In
EDC4 knockdown Zellen mit einer Aufhebung der P-Body-Assemblierung kénnte es folglich
nach einer IL-1-Stimulation zu einer reduzierten Phosphorylierung von DCPla kommen,
sodass hier nicht die beschriebene Funktion von EDC4 als scaffold maRgeblich, sondern die
Phosphorylierung vom P-Body-Status abhédngig ist. Dies konnte dadurch experimentell
untersucht werden, indem die EDC4 knockdown Zellen mit einem stérkeren Stimulus wie
Sorbitol oder Anisomycin behandelt werden, welche neben der Phosphorylierung von DCP1a
auch die Auflésung von P-Bodies bewirken (Rzeczkowski et al, 2011). Somit kdnnte geklart
werden, ob die Phosphorylierung tatsachlich von der Anwesenheit von EDC4 oder von einer
vorherigen Formation von P-Bodies abhéngig ist. Diese Ergebnisse verdeutlichen
zusammenfassend, dass die Phosphorylierung von DCP1a ebenfalls in das vorgestellte Modell

der P-Body-Assemblierung integriert werden konnte (Abb.4.1). Demnach kodnnte eine
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,,optimale*“ Menge an phosphoryliertem DCP1la die Assemblierung der P-Bodies regulieren,

eine zu starke Phosphorylierung dagegen wieder die Aufhebung der P-Bodies bewirken.

Parallel dazu konnte fiir den knockdown von DCPla (sg3-DCPla) eine weitreichendere
Storung der IL-1-Signalkaskade auf Proteinebene beobachtet werden. So zeigten sich eine
verminderte, IL-1-induzierte Phosphorylierung von JNK, p38, HSP27, NFkB p65 und IxBa
sowie ein verminderter Abbau von IxkBa (Abb.3.14). Diese Beobachtungen kdnnten auf einen
indirekten Effekt hinweisen, welcher z.B. auf die Herstellung der Zelllinien mittels
CRISPR/Cas9 zurlckzufihren ist und eine globale Reduzierung der zellularen Antwort auf
einen proinflammatorischen Stimulus zur Folge hat. Diese Erklarung ist jedoch
unwabhrscheinlich, da in den den Gbrigen Zelllinien (px459, sgpool-EDC4 und sg1-XRN1) im
Vergleich mit den parentalen HelLa-Zellen keine weitreichenden Schwankungen der IL-1-
Signalkaskade auf Proteinebene beobachtet werden konnten, obwohl diese ebenfalls dem
gleichen Prozess zur Herstellung der CRISPR/Cas9-Zelllinien unterlagen. Somit ist von einer

direkten Beteiligung von DCP1a bei der Signaltransduktion im IL-1 signaling auszugehen.

Die Veranderungen der IL-1-Signalkaskade auf Proteinebene wurden durch eine differentielle
Regulation der Expressionen der mMRNAs von IL8, IL6, CXCL3 und NFKBIA begleitet, wobei
hierbei starkere Schwankungen beobachtet werden konnten. So konnte in den CRISPR/Cas9-
Zelllinien eine selektive Erhohung der basalen Menge dieser mRNAs detektiert werden.
Dabei lagen die 1L8- und CXCL3-mRNA in den DCP1la (sg3-DCP1la) und EDC4 (sgpool-
EDC4) knockdown Zellen erhéht vor, wahrend die Mengen der IL6- und NFKBIA-mRNA in
den DCP1a, EDC4 und XRN1 (sg1-XRN1) knockdown Zellen erhéht waren (Abb.3.22). Nach
der kurzfristigen Stimulation der Zellen fur 1 h mit IL-1 konnte in allen Zelllinien eine
reduzierte Induktion der mRNA-Expression der unterschiedlichen Gene in variablem Ausmal}
beobachtet werden (Abb.3.22). Eine langer andauernde Stimulation der Zellen fur 3 h mit
IL-1 flhrte dazu, dass in den CRISPR/Cas9 knockdown Zellen die Suppression der
MRNA-Expression nicht beobachtet werden konnte. Stattdessen wurde im Vergleich mit der
Kontroll-Zelllinie eine anhaltendere Expression der mRNAs beobachtet (Abb.3.22).

Diese Beobachtungen der Relevanz von DCP1a fir die allgemeine oder auch IL-1-induzierte
Genexpression bestétigen frihere Ergebnisse aus HEK293IL-1R-Zellen. So konnte bei der
Expression von phosphorylierungsdefizienten Varianten von DCPla eine Verringerung der
genomweiten Genexpression nach einer IL-1-Stimulation beobachtet werden. Speziell konnte

dabei fir die IL-8-mRNA eine komplette Aufhebung der Geninduktion und eine starke
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Reduzierung der Induktion der NFKBIA-mRNA gezeigt werden. Diese Effekte kdnnten
maoglicherweise auf eine Funktion von DCPla als positiven, transkriptionellen Regulator
zuriickgefuhrt werden, da zusatzlich eine nukledre Lokalisation und eine Interaktion von
DCPla mit dem Transkriptionsfaktor NFkB p65 bestehen kann (Rzeczkowski et al, 2011).
Diese Befunde werden weiterhin durch die beschriebene Funktion von DCPla als
transkriptioneller Koaktivator im TGF-B-Signalweg (Bai et al, 2002) und die Mdglichkeit der
Interaktion von DCP1a mit dem Transkriptionsfaktor PNRC2 (Cho et al, 2009) gestérkt. Es
konnte dartber hinaus die Mdglichkeit bestehen, dass DCP1a bei der Regulation der IL-1-
induzierten Translokation von NFxB p65 in den Zellkern beteiligt ist. Diese Beobachtung
konnte in den eigenen Experimenten gemacht werden, da in den DCP1la knockdown Zellen
eine geringfugige Verringerung der Translokation von NFkB p65 gezeigt werden konnte. Auf
Einzelzellebene flihrte diese verminderte Translokation von NF«xB p65 zu einer im Verhaltnis
starkeren Reduzierung der IL8-mRNA Expression (Abb.3.25). In Anbetracht dessen, dass
eine Vielzahl von signalabhéngigen, posttranslationalen Ereignissen durch die Depletion von
DCP1a vermindert sind, welche jedoch in einer relativ reguldren, nukledren Translokation von
NF«B p65 in den Zellkern resultieren, kann der Schluss gezogen werden, dass entweder
NFkB p65 oder zusétzliche transkriptionelle Kofaktoren in ihrer Funktion eingeschréankt sind
oder DCP1a eine direkte Rolle bei der Regulation der Transkription spielt. Zusammen zeigen
diese Daten, dass DCP1a eine neue Komponente im IL-1 Signalweg darstellt und damit neben
seiner Beteiligung beim zytoplasmatischen RNA-Abbau auch als nukledres, funktionelles

Protein agieren kann.

Die vergleichbaren, tGiberwiegend inhibitorischen Auswirkungen der Depletion von EDC4 und
XRN1 auf die IL-1-induzierte Genexpression kdnnten darauf hinweisen, dass ein globaler
Zusammenhang zwischen den P-Body-Faktoren und der Induktion der Genexpression
bestehen kann. Aufgrund der vorliegenden Datenlage kdnnte im Fall des CRISPR/Cas9-
abhéngigen knockdowns von EDC4 die reduzierte Phosphorylierung von DCPla einen
indirekten Mechanismus darstellen, welcher, wie zuvor beschrieben, ber den DCPla
Signalweg die verminderte Induktion der Genexpression zur Folge hat. Diese Interpretation
wird dadurch unterstitzt, dass in den EDC4 knockdown Zellen im Vergleich zu den
Kontrollzellen oder auch parentalen HelLa-Zellen auf Einzelzellebene keine Abweichungen
der Translokationsrate von NFkB p65 in den Zellkern (Abb.3.25) und der Aktivierung von
NF«xB p65 durch Phosphorylierung (Abb.3.14) beobachtet werden konnte. Im Gegensatz zu

DCPla findet sich EDC4 in der Immunfluoreszenzanalyse auch nicht im Zellkern, was

168



Diskussion

ebenfalls gegen einen direkten Effekt auf NFxB p65-abhangige Transkription spricht. Im
Falle der Depletion von XRN1 konnte eine geringfligige Verringerung der Translokationsrate
von NFkB p65 in den Zellkern (Abb.3.25) mit unverdnderter Aktivierung von NFxB p65
durch Phosphorylierung (Abb.3.14) beobachtet werden, wobei die Effekte auf die
Translokation von NFkB p65 vergleichbar mit dem DCP1a knockdown sind. Die Grinde fir
diese verminderte Translokation von NFkB p65 konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht
weiter geklart werden. Jedoch zeigen diese Ergebnisse, besonders im Hinblick auf die
deutlichen Unterschiede der P-Body-Assemblierung im Vergleich zu den DCP1a oder EDC4
knockdown Zellen, dass in den XRN1 knockdown Zellen von einem komplexeren
Mechanismus  auszugehen ist, welcher eine inhibierte =~ Genexpression im
proinflammatorischen signaling bewirkt. Letztlich konnten auch alle drei knockdowns
(DCP1a, EDC4 und XRN1) (lber eine indirekte Deregulation von Genprodukten, welche
MAPK Kaskaden oder den IKK-IkBa-p65 Signalweg regulieren, das IL-1 signaling
beeinflussen. Kandidaten dafiir wéren z.B. verschiedene IL-1-regulierte negative feedback
Inhibitoren wie dualspezifische Phosphatasen oder TNFAIP3/A20 (Schmitz et al, 2011).

4.7. DCP1a, EDC4 und XRN1 weisen einen transkriptselektiven Einfluss auf die
MRNA-Stabilitat auf

Diese Relevanz der P-Body-Proteine und mdoglicherweise auch der Formation von P-Bodies
fur die IL-1-induzierte Signalkaskade setzt sich auf der Ebene der Regulation der mRNA-
Stabilitdt fort, sodass sich insgesamt eine duale Funktion dieser Faktoren, sowohl bei der
Geninduktion, als auch beim mRNA-Abbau ergibt. So kann in den DCP1a, EDC4 oder XRN1
CRISPR/Cas9-Zellen die erhdhte Expression von IL8, IL6, CXCL3 oder NFKBIA im basalen
Zustand sowie deren verminderte Repression nach einer lang anhaltenden Stimulation der
Zellen mit IL-1 (Abb.3.22) auf eine transkriptspezifische Erhéhung der mRNA-Stabilitat
zurlickgefuhrt werden (Abb.3.23). Dabei zeigte sich abhéngig vom jeweiligen Transkript und
des jeweiligen depletierten Proteins eine Stabilisierung der mRNAs in einem variablen
Ausmal. Davon ausgenommen ist die IL8-mRNA, welche im basalen Zustand in den DCP1la
und EDC4 knockdown Zellen eine Destabilisierung aufweist. Die stérksten Effekte der
Stabilisierung wurden fiir die NFKBIA-mRNA in den XRN1 knockdown Zellen verzeichnet
(Abb.3.23). Diese Beobachtung ist ungewohnlich, da in einer Vielzahl von publizierten
Experimenten mit einer Relevanz flr das proinflammatorische signaling keine Stabilisierung

der NFKBIA-mRNA beobachtet wurde. So konnte in HEK293IL-1-R-Zellen, welche eine
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stabile Expression von GFP-DCPla und dessen phosphorylierungsdefizienten Varianten
aufweisen, nach einer IL-1-Stimulation keine Verdnderung der NFKBIA-mRNA-Stabilitét
beobachtet werden (Rzeczkowski et al, 2011). Auch eine Manipulation des Ubiquitinsystems
durch einen knockdown des endogenen Ubiquitins, die dominant negative Expression der
Ubiquitin K63R-Variante oder die Depletion der Ubiquitin E3-Ligase TRAF6 fuhrten nicht zu
einer Veranderung der mRNA-Stabilitat von NFKBIA (Tenekeci et al, 2016). Im Gegenteil
dazu konnte bei Verwendung eines alternativen Stimulus durch einen Hitzeschock eine p38-
abhéngige Erhthung der mRNA-Stabilitait von NFKBIA beobachtet werden, was erhohte
zellulare mMRNA-Mengen zur Folge hatte (Dunsmore et al, 2006). Eine dhnliche Erhéhung der
mRNA-Stabilitdt konnte ebenfalls fiir eine Behandlung von Zellen mit kurzwelligem Licht
(UV-Strahlung) beobachtet werden (Gowrishankar et al, 2006). Somit kann die Regulation
der mRNA-Stabilitdt abhéngig vom jeweiligen Stimulus und der Manipulation auf
verschiedenen Ebenen differentiell erfolgen. Diese prézise Regulation der NFKBIA-Stabilitat
und damit deren Expression ist vor allem fiir das rasche Wiedererreichen der Proteinmenge
von IkBa nach dessen IL-1-induziertem Abbau essentiell und spielt somit gleichzeitig eine
wichtige Rolle bei der Termination des proinflammatorischen signalings, indem die erneute
Ausbildung des zytoplasmatischen, inhibitorischen Komplexes stattfindet und die
Deaktivierung von NF«B p65 als Transkriptionsfaktor erfolgt (Brown et al, 1993; Sun et al,
1993).

Die ausgepréagten Effekte der Depletion der unterschiedlichen Proteine auf die mRNA-
Stabilitdt deuteten auf einen globalen Einfluss von DCPla, EDC4 oder XRN1 auf den
MRNA-Abbau hin. Obwohl jede der etablierten Zelllinien nach der Depletion des
entsprechenden Proteins eine unterschiedliche Regulation der P-Body-Assemblierung
aufweist, fuhrt der knockdown jedoch bei nahezu jeder Bedingung unabhéangig von der IL-1-
Stimulation zu einer Stabilisierung der untersuchten mRNAs. Diese Entkoppelung der
Formation von P-Bodies vom RNA-Abbau stellt einen zentralen Befund dieser Arbeit dar und
zeigt, dass die Effekte der mRNA-Stabilisierung primdr auf Funktionen der jeweiligen
Proteine aulerhalb der P-Bodies zurtickgefuhrt werden konnen. Diese Beobachtungen
sprechen gegen eine Funktion von P-Bodies als Orte des mRNA-Abbaus in einer Séugerzelle
und suggerieren vielmehr eine Beteiligung der P-Bodies bei der Speicherung von mRNAs und
Proteinen. Diese Beobachtungen werden ferner dadurch unterstiitzt, dass nach dem
knockdown von DCPla oder XRN1 eine vergleichbare Decapping-Aktivitat eines in

Abhangigkeit von GFP-DCP1la prazipitierten Proteinkomplexes beobachtet wurde, obwohl
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sich die P-Body-Anzahlen in den DCP1a knockdown Zellen erhéhen. Nach der Depletion von
EDC4 sind dagegen weder Decapping-Aktivitat, noch P-Bodies detektierbar, sodass hier nicht
zwischen Ursache und Konsequenz unterschieden werden kann (Abb.3.15; Abb.3.24).
Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf hin, dass der Abbau der mMRNAs unabhéngig von der
P-Body-Assemblierung und moglicherweise sogar dem Decapping beeinflusst werden kann.
Im Rahmen dessen zeigte eine kirzlich vertdffentliche Forschungsarbeit in Hefen, dass die
Assemblierung von P-Bodies nach einem osmotischen Stress zunimmt und dadurch Faktoren
des Decappings und der Deadenylierung sequestriert werden und somit nicht mehr im
Zytoplasma zur Verfligung stehen. Infolgedessen kommt es zur Verringerung des
zytoplasmatischen mRNA-Abbaus. In einem zellularen System, bei welchem dagegen die
P-Body-Assemblierung inhibiert ist, erfolgt in Konsequenz die Erh6hung der
zytoplasmatischen Proteinmengen der Faktoren des mRNA-Abbaus, wodurch die Abbaurate
erhéht wird und die Stabilitdt von mRNASs reduziert ist (Huch & Nissan, 2017). Der letztere
Befund ist allerdings nicht mit dem hier beschriebenen Phénotyp des humanen EDC4
knockdowns kompatibel, der einerseits durch diesen die P-Body-Assemblierung verhindert
und andererseits eine Stabilisierung der vier untersuchten mRNAs bewirkt. Zusétzlich wurde
fiir P-Body-Strukturen, welche sich in vitro ausbilden kdnnen, gezeigt, dass die Decapping-
Aktivitat innerhalb dieser P-Body-Strukturen vermindert ist, wodurch eine Funktion von
P-Bodies als ,,passive®, transiente Speicherorte fir mRNAs in den Fokus aktueller Studien
riicken (Schutz et al, 2017).

Die Untersuchungen der Stabilitaten der vier ausgewéhlten mRNAs deuten ferner darauf hin,
dass global weitaus mehr Transkripte in einer dhnlichen Art von dieser Stabilisierung
betroffen sein konnten. Um diese globalen Auswirkungen der Depletion von DCPla, EDC4
oder XRN1 weiter zu untersuchen, konnten  Microarray- oder RNA-
Sequenzierungsexperimente durchgefuhrt werden. Dazu kdnnten die jeweiligen Zellen einer
IL-1-Stimulation mit anschliefender Actinomycin D-Kinetik unterzogen werden, um
anschliel’end eine genomweite Auswertung der mRNA-Menge zu jeder Versuchskondition zu
erhalten und mRNA-Stabilitdten fir jedes Transkript zu ermitteln. Daraus konnte eine
zentrale Datensammlung der Transkripte entsteht, welche in Abhangigkeit von DCP1a, EDC4
oder XNR1 abgebaut werden. Solche Messungen konnten mit Analysen zur Identifikation von
regulatorischen und deterministischen cis-Elementen mittels bioinformatischen Auswertungen
oder die Techniken des PAR-CLIP (Photoactivatable ribonucleoside-enhanced crosslinking

and immunoprecipitation) bzw. iCLIP (Individual-nucleotide resolution UV crosslinking and
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immunoprecipitation) kombiniert werden (Hafner et al, 2010; Spitzer et al, 2014). Dadurch
lieRe sich herausfinden, ob bestimmte Bindestellen fur RNA-bindende Proteine in DCP1,
EDC4 oder XRN1-abhangig regulierten mRNAs angereichert sind. Basierend auf den hier
beschriebenen mRNA Untersuchungen kdnnten so die zellularen Prozesse und Mechanismen,
an welchen P-Body-Proteine beteiligt sind, gezielt weiter im Detail untersucht werden, um so

die allgemeine Funktion von P-Bodies im RNA-Metabolismus besser zu verstehen.

4.8. P-Bodies ermoglichen die transkriptspezifische Speicherung von mRNAs

Die eindeutige Entkopplung der P-Body-Assemblierung und des mRNA-Abbaus, welche in
den vorliegenden Experimenten beobachtet wurde, fuhrte zu der Fragestellung, wie sich die
relative Lokalisation der stabilisierten, endogenen mRNAs zu P-Bodies verhalt. Hierbei ist
auch wichtig, dass in der Literatur keine Daten zur Lokalisation von spezifischen, endogenen
Transkripten in P-Bodies vorliegen.

In Hefen konnte bereits eine transkriptunspezifische Lokalisation von mRNAs in P-Bodies
beschrieben werden. Dabei wurde beobachtet, dass in vitro aufgereinigte P-Bodies fir ihre
Assemblierung RNAs bendtigen, da eine RNase A Behandlung zur Auflésung der P-Bodies
fuhrt (Teixeira et al, 2005). Des Weiteren fiihrt in Hefen die Blockade des mRNA-Abbaus
durch den Austausch des Poly(A)-Uberhangs durch einen Poly(G)-Uberhang zur
Akkumulation einer ektopisch exprimierten Modell-mRNA in den P-Bodies (Sheth & Parker,
2003). Daneben ist die mikroskopische, transkriptunspezifische Detektion der Kolokalisation
von mRNAs in P-Bodies anhand des Poly(A)-Uberhangs mit Oligo d(T)-Sonden méglich
(Cougot et al, 2004). Zusétzlich konnte fir Reporter mMRNAsS, welche spezielle hairpin Motive
fir RNA-bindende Proteine beinhalten und so die Bindung von GFP-Fusionsproteinen
ermaoglichen, sowie fir miRNAs indirekt gezeigt werden, dass eine Kolokalisation von diesen
RNA-Populationen mit den P-Bodies bestehen kann (Aizer et al, 2014; Sheth & Parker, 2003;
Sheth & Parker, 2006; Wang et al, 2017). Alle zitierten, funktionellen Experimente beruhen
auf einer exogenen Expression der jeweiligen mRNA-Konstrukte und Proteine, sodass keine
Daten tber die endogene Verteilung und Lokalisation von mRNAs in P-Bodies vorhanden
sind. Aus diesem Grund besteht die Notwendigkeit, die Rolle von P-Bodies bei der
Lokalisation von mRNAs auf einem endogenen Niveau mit transkriptspezifischen Sonden zu

untersuchen.

172



Diskussion

Zur Untersuchung der Relevanz von P-Body-Proteinen fiir die mRNA-Lokalisation wurden in
den DCPla oder XRN1 knockdown Zellen Immuno-RNA-FISH-Experimente durchgefuhrt
und die subzelluldre Lokalisation der endogenen IL8-, NFKBIA- und IL6-mRNA und die
relative Nahe dieser zu P-Bodies untersucht. Die EDC4 knockdown Zellen wurden aus dieser
Analyse ausgeschlossen, da diese keine P-Bodies aufweisen. Dabei konnte zunéchst die stark
verringerte Induktion der IL8-mRNA in den DCPla knockdown Zellen nach einer IL-1-
Stimulation auf Einzelzellebene bestatigt werden (Abb.3.26). Zusétzlich konnte in XRN1
knockdown Zellen die Erh6éhung der Expression der NFKBIA-mRNA nach einer dreistlindigen
IL-1-Stimulation bestatigt werden (Abb.3.26). Der zentrale Befund dieser Experimente ergab
-unabhéngig von der IL-1-Stimulation- in den XRN1 CRISPR/Cas9-Zellen eine starke,
transkriptspezifische Akkumulation der NFKBIA-mRNA (Abb.3.26) sowie eine erhohte
Kolokalisation der IL6-mRNA (Abb.3.27) in P-Bodies. Im Gegensatz dazu konnten in den
Kontrollzellen und den DCP1a knockdown Zellen keine Akkumulation von NFKBIA in den
P-Bodies detektiert werden. Die IL8-mRNA wurde in keiner Situation in P-Bodies detektiert
(Abb.3.26).

Diese Beobachtungen zeigen, dass es bei einer Storung des mRNA-Abbaus zu einer
transkriptselektiven Akkumulation von mRNAs in den P-Bodies kommt. Da alle drei mittels
Immuno-RNA-FISH untersuchten Transkripte in Abhéngigkeit von DCP1a, EDC4 und XRN1
abgebaut werden, ist die fehlende Kolokalisation im basalen und IL-1-stimulierten Zustand

ein weiterer Hinweis darauf, das P-Bodies nicht am normalen mRNA-Abbau beteiligt sind.

So fuhrt die Depletion von DCP1a zur Erhéhung der P-Body-Assemblierung (Abb.3.15) und
einer Erhohung der mRNA-Stabilitat (Abb.3.23), wahrend keine Akkumulation der NFKBIA-
MRNA in den P-Bodies erfolgt (Abb.3.26). Dies konnte darauf zurlickzufiihren sein, dass in
diesem zelluldren System eine unveranderte Decapping-Aktivitadt gewéhrleistet werden kann
(Abb.3.24) oder aber die verbleibende Proteinmenge von DCPla, nachgewiesen mittels
Western Blot (Abb.3.14) und Immunfluoreszenz (Abb.3.15), ausreicht, um eine minimale
Decapping-Aktivitat aufrecht zu erhalten. Zudem konnte es moglich sein, dass andere
Regulatoren des Decappings in der Lage sind, die aktivierende und regulierende Funktion von
DCP1a zu komplementieren. Folglich konnte der mMRNA-Abbau durch Decapping, wenn auch
vermindert, aul3erhalb der P-Bodies im Zytosol stattfinden, sodass es nicht zur Akkumulation
der NFKBIA-mRNA in den P-Bodies kommt. Unterstiitzt wird diese Argumentation dadurch,
dass in den Kontrollzellen ebenfalls keine Akkumulation der NFKBIA-mRNA in den
P-Bodies detektierbar ist (Abb.3.26). Somit besteht in einem System mit einer reguléren
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Decapping-Aktivitat keine Notwendigkeit der Speicherung von groRen Mengen von mRNAs

in P-Bodies, da der mMRNA-Abbau aulRerhalb der P-Bodies gewéhrleistet werden kann.

Im zweiten Zellsystem mit der Depletion von XRNL1 fiihrt der Verlust des Proteins zu einer
fast vollstandigen Aufhebung des Abbaus von NFKBIA (Abb.3.23). Da davon auszugehen ist,
dass die vorgeschalteten, reguldren Schritte des mMRNA-Abbaus, wie z.B. die Deadenylierung
und auch die Decapping-Reaktion (Abb.3.24) in ihrer Aktivitat unveréndert sind, fuhrt die
Blockierung des 5'-3'-mRNA-Abbaus durch die Depletion von XRN1 beim letzten Schritt der
Prozessierung zur enormen Stabilisierung der NFKBIA-mRNA. Dies hat zur Folge, dass die
zytoplasmatische mRNA-Menge erhoht wird und infolgedessen eine Akkumulation der
MRNA in den P-Bodies stattfindet (Abb.3.26). Dadurch kénnen moglicherweise weiterhin
konstante Proteinspiegel gewahrleistet werden, indem der mangelnde mRNA-Abbau durch
eine Auslagerung der Uberschissigen mRNA in P-Bodies kompensiert wird. Da XRN1 die am
hé&ufigsten beschriebene, zytoplasmatische 5'-3’-Exoribonuklease fur den mRNA-Abbau
darstellt (Nagarajan et al, 2013), ist zusatzlich nicht davon auszugehen, dass andere Enzyme
die Funktion von XRN1 kompensieren konnen und infolgedessen die beobachteten starken
Effekte der mRNA-Stabilisierung und mRNA-Lagerung stattfinden. Des Weiteren kann aus
den beschriebenen Effekten geschlossen werden, dass im Gegensatz zur Depletion von
DCPla die nach dem CRISPR/Cas9-vermitteltem knockdown von XRN1 verbleibende
Proteinmenge nicht dazu ausreicht, einen Abbau der mRNA zu gewahrleisten. Diese
Interpretationen erklaren allerdings nicht die transkriptselektive Anreicherung der NFKBIA-
und IL6-mRNAs in P-Bodies von XRN1-defizienten Zellen, sodass der zugrunde liegende,

deterministische Mechanismus weiter untersucht werden muss.

Maoglicherweise findet im normalen Zustand stédndig ein Austausch von mRNAs zwischen
P-Bodies und dem Ubrigen Zytoplasma stattfindet. Im Falle der Depletion von XRN1 konnte
das Decapping als einleitender, katalytischer Schritt zum Abbau der mRNA in den P-Bodies
erhalten sein, obwohl der anschlielend exoribonukleolytische mRNA-Abbau durch XRN1
nicht mehr stattfinden kann. Folglich wiirde es zur Akkumulation der NFKBIA-mRNA in den
P-Bodies kommen. Diese Argumentation lasst sich jedoch bei der Betrachtung aller
Ergebnisse in den DCP1a oder EDC4 CRISPR/Cas9-Zellen widerlegen, da die Stabilisierung
der mRNA komplett unabhangig von der P-Body-Assemblierung erfolgen kann, und sie nicht
mit dem Vorhandensein von P-Bodies korreliert und in den DCP1a knockdown Zellen keine
Akkumulation der NFKBIA-mRNA in den P-Bodies stattfindet.
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Des Weiteren deuten die vorliegenden Ergebnisse darauf hin, dass eine starke
transkriptspezifische Auswahl der mRNAs vorliegen kann. Wahrend die NFKBIA- und IL6-
MRNA in variablem Ausmal} in P-Bodies lokalisieren kdnnen, ist dies fur die IL8-mRNA
nicht der Fall. Dieser Befund ist eindeutig, da sehr viele individuelle IL8 mRNA-spots in den
Zellen detektiert wurden. Zusétzlich zeigen unpublizierte Ergebnisse der Arbeitsgruppe, das
zwei unterschiedlich markierte 1L8-Sonden zu hundert Prozent kolokalisieren, sodass ein
sondenspezifischer Artefakt fir die fehlende Kolokalisation von IL8 mit P-Bodies

ausgeschlossen werden kann.

Diese Daten waéren damit vereinbar, dass der Abbau der unterschiedlichen mRNAs durch
verschiedene, zellulare mMRNA-Abbaumechanismen stattfindet. Allerdings zeigt die
Beeinflussung der mRNA-Stabilitat von IL8 durch den knockdown von DCPla und auch
EDC4, dass auch dieses Transkript dem Decapping-abhangigen mRNA-Abbau unterliegt und
vermutlich nicht unabhé&ngig davon durch z.B. das Exosom degradiert wird. Alternativ
konnten transkriptselektive, RNA-bindende Proteine fiir die Rekrutierung und Lokalisation
von mRNAs in den P-Bodies verantwortlich sein. In diesem Fall missten sich IL8, NFKBIA
und IL6 in den relevanten, regulatorischen cis-Elementen deutlich unterscheiden. Alle drei
MRNAs sind durch AU-reiche Regionen gekennzeichnet (Hao et al, 2008; Mahmoud et al,
2014), sodass diese regulatorischen Elemente fur diese Hypothese nicht in Frage kommen.
Folglich unterstltzt die Stabilisierung von IL8 durch den knockdown von DCP1la und EDC4
erneut einen Abbau von inflammatorisch relevanten mRNASs unabhdngig von der P-Body-
Assemblierung im Zytoplasma. Ferner implizieren diese Beobachtungen, dass in den XRN1
knockdown Zellen weitere mRNAs von dieser Akkumulation betroffen sein kénnen. Die
XRN1 CRISPR/Cas9 Zellen kénnten somit dazu verwendet werden, um alle Transkripte zu
identifizieren, welche im Prinzip eine Lokalisation in P-Bodies aufweisen koénnen. Zur
Identifizierung dieser Transkripte kénnten P-Bodies in den XRN1 knockdown Zellen auch in
Abhangigkeit einer IL-1-Stimulation durch geeignete Aufreinigungsmethoden wie z.B. der
Lasermikrodissektion von P-Bodies aus fixierten Zellen oder auch durch differentielle
Zentrifugationsschritte isoliert werden, um anschlieBend die mRNAs durch eine RNA-
Sequenzierung oder Microarrayexperimente zu bestimmen. Im Rahmen dessen konnte bereits
in Hefen mittels CLIP-Experimenten gezeigt werden, dass die P-Body-Komponenten Patl,
Lsml, Dhhl und Sbpl in der Lage sind Uberlappend eine enge Gruppe an Transkripten zu
binden. Diese uberlappende Bindung von distinkten Transkriptgruppen kénnten vor allem

darauf zurtickgefthrt werden, dass zwischen den genannten Proteinen physikalische
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Abb.4.2: P-Bodies ermdglichen eine transkriptspezifische Speicherung von mRNAs. Im Rahmen dieser
Arbeit konnten NFKBIA und IL6 (jedoch nicht IL8) als Transkripte identifiziert werden, welche nach einem
knockdown von XRN1 eine spezifische Akkumulation in P-Bodies aufweisen kénnen. Obwohl der knockdown
von XRNL1 eine starke Erhdhung der mRNA-Stabilitét zur Folge hat, fuhren die erhohten zellularen mRNA-
Mengen nicht zu einer erhhten Proteinexpression. Diese Stabilisierung der mRNAs konnte ebenfalls in DCP1a
und EDC4 knockdown Zellen beobachtet werden, welche eine unterschiedliche P-Body-Assemblierung
aufweisen, sodass die Formation von P-Bodies unabhéngig von dem mRNA-Abbau stattfindet. Somit ist davon
auszugehen, dass der Abbau der mMRNA Uberwiegend oder sogar komplett auerhalb der P-Bodies stattfindet und
diese somit einen Ort der mRNA-Speicherung darstellen. XRN1 kann dabei als kritischer Faktor betrachtet
werden, welcher in der Lage ist die transkriptspezifischne mMRNA-Rekrutierung in die P-Bodies zu regulieren, da

nach der Depletion von XRN1 eine Akkumulation bestimmter Transkripte in P-Bodies stattfinden kann.

Interaktionen vorhanden sind und diese koordiniert in einem Netzwerk die betreffenden
Transkripte binden kdnnen (Mitchell et al, 2013).

Diese Daten aus dem Hefemodell zeigen eine starke transkriptabhangige Lokalisation von
MRNAs in P-Bodies, deren funktionelle Bedeutung unklar ist. Durch die Etablierung
geeigneter Untersuchungstechniken kénnte die Rolle von P-Bodies im proinflammatorischen
Signalweg besser untersucht werden, indem die transkriptspezifische Lokalisierung von
MRNAs in P-Bodies ermittelt wird und so die identifizierten Transkripte besser biologischen
Prozessen zugeordnet werden konnen. Diese transkriptspezifische Mdoglichkeit der
(Re)Lokalisation von mRNAs in P-Bodies kénnte somit einen ,,Uberlauf“-Mechanismus
darstellen, welcher es der Zelle erlaubt, auch in Stresssituationen die Homgostase des RNA-
und Protein-Metabolismus aufrecht zu erhalten. So zeigen die eigenen Ergebnisse am Beispiel

von IkBa, dass dessen starke mRNA-Expression nach einem proinflammatorischen Stimulus,
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welche primér auf einen inhibierten RNA-Abbau zurlickzufuhren ist, ohne Einfluss auf die
exprimierte Proteinmenge bleibt. Die Proteinmenge wird demnach durch eine Speicherung
der Uberschiissigen MRNA in den P-Bodies konstant gehalten (Abb.4.2).

4.9. P-Bodies sorgen durch die Speicherung von mRNAs fir die
Aufrechterhaltung der Proteinmenge

Um die Hypothese der Rolle der P-Bodies als Speicherorte fir mRNAs, welche eine
Aufrechterhaltung oder Pufferung der zelluldaren Proteinmengen erlauben, weiter zu
verfolgen, wurde eine Reihe von zellpermeablen Inhibitoren verwendet, die auf verschiedenen
Ebenen einen Eingriff in den RNA- und Proteinmetabolismus erlauben. Dabei wurde auch
erneut das Konzept Uberpruft, dass ein Anstieg oder Abfall der zytoplasmatischen mRNA die
Bildung von P-Bodies beeinflusst (Cougot et al, 2004; Eulalio et al, 2007; Teixeira et al,
2005). Der Hemmstoff PHA-408 inhibiert spezifisch den IKK-Komplex und damit den
phosphorylierungsabhdngigen Abbau von IxkBa, wahrend MG132 eine globale Hemmung des
Proteasoms bewirkt, womit ebenfalls u.a. der IxkBa-Abbau blockiert wird. Beide Inhibitoren
hemmen daher die Aktivierung von NF«kB p65 und somit die Transkription NFxB-abhéngiger
Gene wie IL8 oder NFKBIA. Zusatzlich wurde die Transkription global durch Flavopiridol
und Actinomycin D sowie die Translation durch Cycloheximid blockiert. Bei diesen
Experimenten wurden anschlieBend die Effekte der Inhibitoren auf die totalen mMRNA-Spiegel
von NFKBIA und die Akkumulation der NFKBIA-mRNA in den P-Bodies der XRN1
knockdown Zellen beurteilt. Hierbei wurden die Anderungen der P-Body-Anzahl und der

mRNA-sowie Proteinmenge von IkBa jeweils miteinander in Korrelation gebracht.

Bei der IL1-abhéngigen Expression der NFKBIA-mRNA konnten bei der Verwendung der
unterschiedlichen Inhibitoren die erwarteten Effekte beobachtet werden. Die Inhibierung der
Transkription durch Flavopiridol und Actinomycin D und auch die upstream Blockade des
IL-1-Signalwegs durch PHA-408 und MG132 fihrten zu einer starken Suppression der IL-1-
induzierten NFKBIA-mRNA-Transkription, wahrend bei der Verwendung von Cycloheximid
kein Einfluss auf die mRNA-Expression beobachtet werden konnte (Abb.3.28). Auf
Proteinebene fuhrte die Verwendung aller Inhibitoren erwartungsgemal zu einer verringerten
Reexpression von IkBa nach dem induzierten, IL-1-vermittelten Abbau, wobei die
Proteinmenge mit der vorher exprimierten RNA-Menge korrelierte (Abb.3.28). Zusatzlich
konnte unter allen Bedingungen keine differentielle Regulation der mRNA-und Protein-
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Expression zwischen den Kontrollzellen und den XRN1 knockdown Zellen beobachtet werden
(Abb.3.28).

Bei der Untersuchung der P-Body-Assemblierung konnten variable Effekte der Inhibitoren
beobachtet werden. Die Behandlungen mit Flavopiridol, PHA-408 oder Actinomycin D
fihrten zu keiner Verdnderung bzw. zu einer leichten Erhéhung der P-Body-Assemblierung.
Die Behandlung mit MG132 fiihrte in den Kontrollzellen zu einer Auflésung der P-Body-
Assemblierung, wahrend dieser Effekt in den XRN1 knockdown Zellen interessanterweise
ausblieb (Abb.3.29). Die Behandlung mit Cycloheximid fiihrte hingegen in beiden Zelltypen
zu einer Auflésung der P-Body-Assemblierung, weshalb in diesem Fall auf die Durchfiihrung
von Immuno-RNA-FISH-Experimenten verzichtet wurde (Abb.Anh.12).

Ferner konnte in den Immuno-RNA-FISH-Experimenten die Kolokalisation und
Akkumulation der NFKBIA-mRNA in den P-Bodies in den XRN1 knockdown Zellen bestétigt
werden, wobei die Rate der Kolokalisation mit den Effekten der Inhibitoren auf den totalen
NFKBIA-mRNA-Spiegel Kkorrelierte. Ferner fuhrten die Behandlungen weder zu einer
ubermaliiigen Erhohung der Akkumulation von NFKBIA in den P-Bodies der Kontrollzellen,
noch zu einer allgemeinen Verringerung der Akkumulation von NFKBIA in den P-Bodies der
XRN1 knockdown Zellen (Abb.3.29).

Der Effekt von Cycloheximid in Bezug auf die Aufhebung der P-Body-Assemblierung ist aus
der Literatur bekannt und konnte in den eigenen Experimenten bestatigt werden. So fihrt die
Inhibierung der Translationselongation in Hefen zu einer Verringerung der Decapping-
Aktivitat (Beelman & Parker, 1994) sowie zu einer Auflosung der P-Bodies innerhalb von 10
Minuten (Sheth & Parker, 2003). Dabei wird vermutet, dass Cycloheximid durch seine
Wirkung einen Verbleib der mMRNAs an Ribosom bewirkt und dadurch eine Verringerung der
zelluldr frei verfugbaren RNA herbeifuhrt. Infolgedessen ist aufgrund der verringerten RNA-
Mengen eine Assemblierung von P-Bodies nicht mehr moglich (Sheth & Parker, 2003). Fir
die Auswirkungen der Behandlung der Zellen mit Actinomycin D wurde in den eigenen
Experimenten eine leichte Erhdhung der P-Body-Anzahlen beobachtet. Im Gegenteil dazu
konnte in publizierten Forschungsergebnissen ein gegenteiliger Effekt mit einer Aufhebung
der P-Body-Assemblierung gezeigt werden. Dabei tritt die Verringerung der P-Bodies bereits
nach einer zweistiindigen Behandlungen der Zellen auf, wobei eine nahezu komplette
Aufhebung der P-Body-Assemblierung nach 24 Stunden erfolgt (Cougot et al, 2004). Diese

gegenteiligen Beobachtungen kénnen moglicherweise darauf zuriickgefiihrt werden, dass in
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den eigenen Experimenten eine Behandlung der Zellen fir lediglich eine Stunde durchgefiihrt
wurde. Somit kann davon ausgegangen werden, dass eine kurzzeitige Behandlung von Zellen
mit Actinomycin D eine Erhéhung der P-Body-Assemblierung zur Folge haben kann,
wahrend eine langfristige Behandlung die Abnahme der P-Body-Formation bewirkt. Fur die
Effekte von Flavopiridol, PHA-408 und MG132 auf die P-Body-Assemblierung sind in
bereits publizierten Forschungsergebnissen keine Referenzdaten vorhanden, sodass die hier in
der Arbeit vorgestellten Effekte neuartig sind. Der variable Effekte von MG132, welcher in
den Kontrollzellen eine Aufhebung der P-Body-Assemblierung bewirkt, jedoch nicht in den
XRN1 knockdown Zellen, konnte im Rahmen dieser Arbeit experimentell nicht weiter
untersucht werden. Dabei kdnnte ein XRN1-abhéngiger Faktor, dessen proteasomaler Abbau
fir die positive Regulation der P-Body-Assemblierung notwendig ist, fur diese
Beobachtungen verantwortlich sein. Die Identifikation von solch einem Faktor kdnnte durch
genom- und proteomweite Ansatze erfolgen. Neben den bereits erwahnten Inhibitoren konnte
in publizierten Forschungsergebnissen fir eine Reihe von zusétzlichen Substanzen und
Stimuli ein Einfluss auf die P-Body-Assemblierung gezeigt werden. Die Vielfaltigkeit dieser
Effektoren und die unterschiedlichen Einflusse auf die Formation der P-Bodies sind in
unterschiedlichen Zellsystemen erhoben worden und in Tabelle 4.2 zusammengefasst. Diese
Daten sowie die eigenen Befunde verdeutlichen die vielfaltigen Regulationsmdglichkeiten der
P-Bodies und die dabei beteiligten, berwiegend chemischen Trigger und Effektorsysteme,
die direkt oder indirekt die P-Body-Assemblierung beeinflussen kdnnen. Aus diesem Grund
bleibt es weiterhin schwierig, diese Beobachtungen in ein einheitliches Konzept der (patho-)
physiologischen Funktionen von P-Bodies zu integrieren. Insbesondere mussen die Schlisse,
die durch die Verwendung von zum Teil sehr toxischen, chemikalischen Verbindungen
erhoben wurden, in geeigneten physiologischen Modellen Gberprift werden. Eine
zusammenfassende Interpretation der vorhandenen Daten ist aber, dass es keinen singuldren
Signalweg gibt, der die P-Body-Assemblierung fordert oder hemmt, sodass die dynamischen
Verénderungen der P-Bodies eher eine Folge der Integration sehr unterschiedlicher zellulérer

Signalsysteme darstellen.
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Tab.4.2: Veranderungen der P-Body-Assemblierung durch verschiedene Substanzen und Stimuli. Gezeigt
ist eine Zusammenstellung von Ergebnissen, bei welchen eine Veranderung der P-Body-Formation nach der
Behandlung von Zellen mit Substanzen oder extrazelluldren Triggern in Hefen oder im humanen Zellsystem
beobachtet wurde. Dabei wurden der Verlust der P-Body-Assemblierung (Verlust) und positive (1) bzw.
negative (J,) Veranderungen der P-Body-GroRe (@) und P-Body-Anzahl (n) beobachtet. Die Zusammenstellung
erfolgte anhand von verfiigbaren, publizierten Forschungsergebnissen und wurde zusatzlich durch die

Beobachtungen im Rahmen dieser Arbeit (grau hinterlegt) ergénzt.

Mechani Effekt auf P-
Substanz/Stimulus | Spezies echanismus ekt ?u Literaturverweis
Bodies
Actmor.'nch b Human n="7 vorliegende Arbeit
(kurzfristig) Inhibi q
- . nhibierung der
Actinomycin D
H ioti Verl I, 2004
(langfristig) uman Transkription erlust (Cougot et al, 2004)
Flavopiridol Human n="7 vorliegende Arbeit
Anisomycin Human Verlust (Rzeczkowski et al, 2011)
Hefe Verlust (Teixeira et al, 2005)
Cycloheximid Human Inhibierung der Verlust (Andrei et al, 2005; Cougot et al,
Translation 2004), vorliegende Arbeit
Emetin Human Verlust (Kedersha et al, 2005)
Puromycin Human @=1; n=1 | (Aizer et al, 2008)
Kaliumchlorid Hefe Induktion von @=1; n=1 | (Teixeira et al, 2005)
Sorbitol Human osmotischem Stress Verlust (Rzeczkowski et al, 2011)
Arsenit Human I.ndu'ktlon von n=m (Kedersha et al, 2005)
oxidativem Stress
Nocodazol Human Destabilisierung von Verlust (Aizer et al, 2008)
Vinblastin Human Mikrotubuli Verlust (Aizer et al, 2008)
Abbau der zellular -
RNase A Hefe verfiigbaren RNA Verlust (Teixeira et al, 2005)
. Human, Storung hydrophober (Kroschwald et al, 2015;
1,6-Hexandiol Hefe Wechselwirkungen Verlust Sfakianos et al, 2016)
Inhibierung des Verlust bzw. . .
MG132 Human . vorliegende Arbeit
Proteasoms kein Einfluss
PHA-408 Human InhlblleKrll:;g von kein Einfluss | vorliegende Arbeit
Aminosauremangel | Human n="m (Aizer et al, 2014)
Glucosemangel Hefe @=1; n=1 | (Teixeira et al, 2005)
UV-Strahlung Hefe @=1; n=1 | (Teixeira et al, 2005)
Trotz der zum Teil drastischen Einflisse der Inhibitoren auf den RNA- und

Proteinmetabolismus, konnte bei keiner der verwendeten Substanzen eine Auflésung der
Akkumulierung der NFKBIA-mRNA in den P-Bodies der XRN1 knockdown Zellen erreicht
werden. Ebenfalls konnte durch die Behandlungen keine Akkumulation von NFKBIA in den
P-Bodies der Kontrollzellen induziert werden. Diese Beobachtungen favorisieren eindeutig
das Modell der P-Bodies als Speicherorte fir mRNA (Abb.4.2). Ein biologischer Sinn der
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beobachteten Effekte konnte darin liegen, dass die durch den knockdown von XRN1 bedingte,
starke Verringerung des zytoplasmatischen Abbaus von NFKBIA und der dadurch erfolgende
starke Anstieg der mRNA-Menge im Zytoplasma durch die Auslagerung der RNA in
P-Bodies kompensiert wird. Obwohl der Abbau der NFKBIA-mRNA in den DCPla oder
EDC4 knockdown Zellen ebenfalls verringert ist, zeigt sich hier keine deutliche Akkumulation
der RNA in den P-Bodies (Abb.3.26). Fir die Depletion von DCP1a zeigen diese Daten, dass
die Stabilisierung der mRNA unabh&ngig vom vorherrschenden P-Body-Status der Zelle
geschieht. Die Akkumulation von NFKBIA in den XRN1 knockdown Zellen kann demnach
darauf zuriick geflihrt werden, dass XRN1 einen Faktor oder zellularen Prozess reguliert, der
in die RNA-Zusammensetzung von P-Bodies eingreifen kann und speziell in dem hier
gezeigten Fall fir den Austritt der mRNAs aus den P-Bodies verantwortlich sein kdnnte.
Diese noch unbekannten Faktoren oder Prozesse konnten ebenfalls die transkriptspezifische
Akkumulation der drei getesteten mRNAs NFKBIA, IL6 und IL8 in den P-Bodies
mitbedingen, wobei XRN1 durch die Bindung an spezifische RNA-Motive eine Rekrutierung

individueller mRNAs in die P-Bodies regulieren konnte oder eben deren Austritt.

Die Beobachtung, dass eine Manipulation der Lokalisation von mRNAs in P-Bodies durch
eine Verringerung oder Erhdhung der zytoplasmatischen mRNA-Menge mittels der
angewandten Inhibitoren nicht méglich ist, weist zusatzlich darauf hin, dass P-Bodies andere
ubergreifende Funktionen haben konnten. So weist die Mdglichkeit der Regulation der
P-Body-Assemblierung und auch der einzelnen Faktoren durch signalabhangige,
posttranslationale Modifikationen auf die Relevanz der P-Bodies im proinflammatorischen
Signalweg hin (Rzeczkowski et al, 2011; Tenekeci et al, 2016). Diese Uberlegungen lassen
sich in ein Modell integrieren, in welchem P-Bodies zusammen mit dem zytoplasmatischen
RNA-Abbau auBerhalb der P-Bodies in Summe eine Kontrolle von transkriptspezifischen
MRNA-Mengen einer Zelle erlauben. Dabei dienen P-Bodies als hochdynamische
Speicherorte fur spezifische, biologische, hochrelevante mRNAs, wobei sie aber auch die
Konzentration von zytoplasmatischen RNA-Abbaufaktoren regulieren konnen. Auf diese
Weise konnen die effektiven Proteinmengen von Chemokinen (IL-8), Zytokinen (IL-6) und
dem zentralen zytoplasmatischen Regulator des kanonischen NF«kB-Signalwegs (IxBa) auch
in Situationen eines beeintrachtigen MRNA-Abbaus konstant gehalten werden, um die

zellularen Funktionen im Rahmen einer Entztindungsreaktion zu gewahrleisten (Abb.4.3).
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Abb.4.3: P-Bodies gewdhrleisten durch die Speicherung von RNA-Abbaufaktoren und spezifischen
MRNAs die Aufrechterhaltung einer regulierten mMRNA- und Proteinexpression. Auf Basis der im Rahmen
dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse lassen sich P-Bodies als subzelluldre Strukturen definieren, welche eine
voribergehende Speicherung von spezifischen mRNAs (z.B. NFKBIA) erlauben, um eine mdglichst korrekt
regulierte Genexpression zu gewahrleisten. Im Gegensatz dazu findet der Decapping-vermittelte Abbau der
mRNAs im Zytoplasma statt. Dabei erfolgt ein kontinuierlicher Austausch von mRNAs zwischen dem
Zytoplasma und den P-Bodies. Durch zellul&ren Stress oder durch einen proinflammatorischen Stimulus wie
IL-1, kdnnen P-Bodies durch die voriibergehende Lagerung von spezifischen mRNAs eine Feinregulation der
zytoplasmatischen mRNA-Mengen ermdglichen. Auf diese Weise wird auch unter Konditionen eines stark

inhibierten, zytoplasmatischen mRNA-Abbaus die translatierbare mMRNA-Menge und folglich auch die
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exprimierte Proteinmenge reguliert und konstant gehalten. Inhibitoren, welche auf unterschiedlichen Ebenen eine
Manipulation des RNA- und Proteinmetabolismus erlauben, sind nicht in der Lage, den Status der mRNA-
Speicherung unter Konditionen eines vorherrschenden, XRN1 knockdown bedingten, inhibierten mRNA-Abbaus
zu veréndern. Dagegen konnte XRNL1 in dieser Arbeit als ein Faktor identifiziert werden, welcher direkt oder
indirekt die RNA-Zusammensetzung von P-Bodies regulieren kann. P-Bodies fungieren somit als eine Art
membranloses ,,Uberlauf*“-Kompartiment, welches im Zusammenspiel mit dem zytoplasmatischen mRNA-

Abbau die robuste Expression von mRNAs und Proteinen in einer zellularen Entzindungsreaktion gewahrleistet.

4.10. Ausblick

Die in dieser Arbeit dargestellten Forschungsergebnisse verdeutlichen die Relevanz der
Untersuchung von P-Bodies und der Einflisse dieser auf biologische Ereignisse wie das
proinflammatorische signaling einer Zelle. Besonders die Akkumulation der NFKBIA-mRNA
in den P-Bodies in einem zelluldren System mit einer stark verringerten XRN1-Menge und
einem stark verringerten RNA-Abbau zeigt die Rolle von P-Bodies bei der Speicherung von

proinflammatorisch relevanten mRNAs.

Aus diesem Grund wére es auch in Zukunft von Interesse, diese XRN1-abhéngige
Akkumulation der NFKBIA-mRNA in den P-Bodies und die zugrundeliegenden
Mechanismen weiter zu untersuchen. Dazu koénnten zundchst Experimente durchgefihrt
werden, welche neben der Depletion von XRN1 ebenfalls eine Auflésung von P-Bodies
induzieren, ohne moglichst andere zellulare Mechanismen zu beeinflussen. Im Rahmen
dessen konnte eine gleichzeitige Depletion von XRN1 und EDC4 unter der Verwendung eines
Multiplex-CRISPR/Cas9-Systems (Kabadi et al, 2014; Yan et al, 2016), welches den
gleichzeitigen knockdown beider Proteine ermdglicht, durchgefihrt werden. Der knockdown
von XRN1 sollte in diesem Fall die beschriebenen Effekte der mRNA-Stabilisierung
herbeifihren, wobei der zusatzliche knockdown von EDC4 die Auflésung der P-Bodies
bewirken sollte, wie es im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden konnte. Alternativ dazu
konnte die Auflésung von P-Bodies nach einem knockdown von XRN1 durch die Behandlung
der Zellen mit 1,6-Hexandiol erreicht werden. Fur diese Substanz konnte in Hefen und auch
im humanen Zellsystem gezeigt werden, dass eine Aufhebung der P-Body-Assemblierung
erfolgt (Kroschwald et al, 2015). In diesen Systemen mit einem stark verringerten mRNA-
Abbau sollte folglich keine Lagerung der mRNAs mehr mdglich sein, sodass die zelluléren
Mengen dieser stark erhoht vorliegen. Infolgedessen sollte davon ausgegangen werden, dass

diese stark erhéhten mRNA-Mengen auch in einer Erhéhung der effektiven Proteinmengen
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resultieren. Dadurch kénnte erneut die Notwendigkeit von P-Bodies als Speicherorte flr

MRNAS bestatigt werden.

Ahnliche Untersuchungen zur Akkumulation von mRNAs in P-Bodies konnten ebenfalls in
den EDC4 CRISPR/Cas9 Zellen durchgefiihrt werden, in welchen eine Uberexpression von
DCP1a in der erneuten Ausbildung von P-Bodies resultiert. Diese P-Bodies, welche durch die
Depletion von EDC4 eine differentielle Zusammensetzung aufweisen, kdnnten in der Lage
sein eine Speicherung von mRNAs durchzufuhren, wobei die Untersuchung dieser mittels

einer Immuno-RNA-FISH erfolgen kann.

Die gezeigte transkriptspezifische Akkumulation von NFKBIA und IL6, jedoch nicht IL8, in
den XRN21 knockdown Zellen und die anschlielende Aufrechterhaltung der effektiven
Proteinmenge von IkBoa impliziert, dass ein direkter Zusammenhang zwischen der
Lokalisation von mRNAs in P-Bodies und der anschlieenden Proteinexpression besteht. Um
diese Beobachtungen weiter zu stirken, kénnten die Proteinmengen von IL-6 und auch IL-8
ermittelt werden, um eine direkte Korrelation zwischen den exprimierten mMRNA-Mengen, der
Akkumulation der mRNAs in den P-Bodies und der effektiven Proteinmengen herzustellen. In
diesem Fall ware zu erwarten, dass moglicherweise eine Verédnderung der Proteinmenge von

IL-8 auftreten kann, da diese nach der Depletion von XRN1 nicht in den P-Bodies lokalisiert.

Die Aufrechterhaltung der effektiven Proteinmenge durch eine Speicherung der
uberschussigen mRNA in der P-Bodies der XRN1 knockdown Zellen, kdnnte neben diesem
Effekt auch auf eine differentielle Regulation der Proteinbiosynthese zuriickgefiihrt werden.
Dabei konnte die Proteinsynthese in den XRN1 knockdown Zellen verringert sein, um die
erhdhten zelluldaren RNA-Mengen und den verringerten RNA-Abbau zu kompensieren. Aus
diesem Grund konnten Polysome Profiling- oder Ribosome Profiling-Experimente
durchgefiihrt werden, mit welchen es maglich ist die Translationsrate einer gegebenen mRNA
zu ermitteln oder sogar eine genomweite Analyse der aktiv translatierten mMRNAS
durchzufthren (Piccirillo et al, 2014). Anhand dieser Experimente kdnnte ausgeschlossen
werden, dass die Aufrechterhaltung der effektiven Proteinmenge auf eine verringerte
Proteinbiosynthese zuriickzuftihren ist, sodass indirekt die Funktion von P-Bodies als

Speicherorte von mRNAs weiter gestarkt wird.

Des Weiteren konnten die in dieser Arbeit etablierten und charakterisierten XRN1 knockdown
Zellen dazu verwendet werden, typische mRNAs zu identifizieren, welche in den P-Bodies
lokalisieren konnen. In Anbetracht dessen, dass in den P-Bodies dieser Zellen eine
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transkriptspezifische Akkumulation von NFKBIA und IL6 stattfindet, ist davon auszugehen,
dass mdoglichweise weitere mMRNAs von dieser Akkumulation betroffen sind. Um diese
MRNAs zu bestimmen, konnten die P-Bodies der XRN1 knockdown Zellen durch eine
zentrifugale Anreicherung oder Lasermikrodissektion aufgereinigt werden, um anschlieRend
die mRNAs aus dieser aufgereinigten Fraktionen zu isolieren. Die mRNAs konnten dann
durch RNA-Sequenzierungen oder Microarrayexperimente identifiziert werden. Die so
bestimmten mRNAs konnten zusatzlich in ihrer Sequenz untersucht werden, um gemeinsame
Motive zu identifizieren, sodass eine Aussage Uber einen Ubergeordneten Mechanismus,
welcher von der Sequenz der mRNA abhéngig ist und die Lokalisation von mRNAS in

P-Bodies regulieren kann, getroffen werden kann.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Daten zur Relevanz von P-Bodies im proinflammatorischen
signaling auf mRNA- und Proteinebene konnten so um die genannten, zusétzlichen
Experimente erweitert werden, um weitere Erkenntnisse zur Rolle von P-Bodies zu erhalten.
Besonders die Mdglichkeit der gleichzeitigen Untersuchung der mRNA- und
Proteinkomponenten auf einem endogenen Niveau ermdglichen es, ein besonders genaues
Bild der zelluldren VVorgange und Mechanismen zu erhalten, bei welchen P-Bodies und deren
Proteinfaktoren eine gezielte Feinregulation der mRNA-Mengen herbeifiihren und so die

zellulére Genexpression steuern kénnen.
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6. Anhang

" Translationsstart Bindestelle: sg3
GG CTAGGC TC TG GGATTCAAGATG GAGGC GC TG AGTCGAGC TGGGCAGGAGATGAGCCTAGEGGCCCTGAAGCALCACGACCCCTATATCACCAGCATCGCAGACCTCACGGGCCAGGTCGC
sg3-
DCP1la
GG CTAGGCTCTOGOATTCARGATO[6AGOEGETOAGTCOAGCTOGGCAGGAGATGAG-CTAGEGGCCCTORAGCRACRCOACECCTATATCACCAGCATCOCAGACCTEACOGGECAGOTEGE
sg3-
DCPla
GG CTAGGCTCTAGOATTCARGAGO[GAGOCGGTOAGTCOAGCTGGGCAGGRGATOAG-CTAGEGOCCCTOANGCAACRCOACECCTATATCACCAGCATCOCAGAECTEICOGGCCAGOTEGE
px459
GGCTAGGCTCTGGGATTCALGIATGGAGGCGC TG AGTCGAGCITGGGCAGGAGATGAGCCTAGICGGCCCTGAAGCAACACGACCCCTATATCACCAGCATCGCAGACCTCACGGGCCAGGTCGC
Translationsstart Bindestelle: sgl
Trrccsrs cToacTocoATTACTETTSaceATCoa M ToloGaGTCCCCIaGTTTTACAGATEGATCTCAGAGCCETATCCCTOTCTCAGCCAAGTGOTOAMACACCATCACETCOETEAGEELCES
I ol . ‘ I Y
sgl- i A ,{ I w\\ fi
Yol B L AN
XRN1 {W A )\ e H' TN IUI _l/

.'|
L

|f,,|L \H n / ‘!/ f‘)m,\w

Abb.Anh.1l: CRISPR/Cas9-vermittelte genomische Sequenzveradnderungen. Genomische DNA wurde aus
HeLa-Zellen mit stabilem CRISPR/Cas9-vermitteltem knockdown von DCP1la (A, sg3-DCP1a) oder XRN1 (B,
sg1-XRN1) und der Kontroll-Zelllinie (px459) isoliert. Anschliefend wurde der genomische DNA-Lokus der
Bindestelle der sgRNA durch PCR amplifiziert und das entstandene Amplikon durch Sanger-Sequenzierung
sequenziert. Die Sequenzierung wurde durch die Firma LGC Genomics durchgefiihrt. Markiert sind der

Translationsstart

sowie die Sequenz der

sgRNA-Bindestelle.

Rote Dreiecke markieren zuséatzlich

Punktmutationen im CRISPR/Cas9-vermitteltem knockdown von DCPla (A, sg3-DCP1a).
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A XRN1 EDC4 merge merge
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px459 + px459 +
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sg1+3+6-DCP1la + sg1+3+6-DCP1la +
sg1l+3+6-DCPla+1lh IL1 + sgl+3+6-DCPla+1h IL1 +
Anzahl der Zellen || 174 | 137 | 144 | 173 Anzahl der Zellen || 565 | 557 | 669 | 627
P-Bodies pro Zelle || 3,1 | 58 | 50 | 6,4 P-Bodies pro Zelle || 41 | 43 | 6,2 | 6,5
Relative Veranderung [%] || 100 | 189 | 163 | 210 Relative Veranderung [%] || 100 | 106 | 153 | 160

Abb.Anh.2: Einfluss des DCPla knockdowns auf die Assemblierung von P-Bodies in HEK293IL-1R-
Zellen. A, B: HEK293IL-1R-Zellen mit stabilem CRISPR/Cas9-vermitteltem knockdown von DCP1a (sg1+3+6-
DCP1la) und die Kontroll-Zelllinie (px459) wurden fir 1 h mit IL-1 (10 ng/ml) behandelt oder unstimuliert
verwendet. AnschlieBend erfolgte die Analyse des P-Body-Phénotyps durch indirekte Immunfluoreszenz mit
XRN1- und EDC4-Antikdrpern (A) und DCP1a- und EDC4-Antikdrpern (B). C, D: Quantitative Darstellung der
P-Body-Anzahlen pro Zelle der unterschiedlichen Antikdrper-Kombinationen aus (A) und (B).
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Abb.Anh.3: Einfluss des EDC4 knockdowns auf die Assemblierung von P-Bodies. A: Der P-Body-Phéanotyp
von HelLa-Zellen mit stabilem CRISPR/Cas9-vermitteltem knockdown von EDC4 (sg1-EDC4) und der Kontroll-
Zelllinie (px459) wurde durch eine indirekte Immunfluoreszenz mittels DCPla- und EDCA4-Antikérpern
analysiert. Die Pfeile markieren Zellen mit einer sehr starken Verringerung der EDC4-Proteinmenge. Die
Farbung der Zellkerne erfolgte mit Hoechst33342. B: Quantitative Darstellung der P-Body-Anzahl pro Zelle
(schwarzer Balken: Median; roter Balken: Mittelwert) der unterschiedlichen Versuchsansitze aus (A). C:
Zusammenfassende Darstellung der ausgewerteten Zellzahlen und der P-Body-Anzahl pro Zelle (Mittelwert) zu
den Versuchsansatzen aus (A).
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Abb.Anh.4: Uberexprimiertes HA-DCP1a kolokalisiert mit EDC3 auch in Abwesenheit von EDC4 in
zytoplasmatischen foci. HeLa Zellen mit CRISPR/Cas9-vermitteltem knockdown von EDC4 (sgpool-EDC4)
und die Kontroll-Zelllinie (px459) wurden mit HA-DCP1la (pcDNA3-HA-DCP1la,,) sowie dem Kontrollvektor
(pcDNA3-HA-LV) transfiziert. Anschliefend wurde der P-Body-Phé&notyp der transfizierten Zellen mittels einer
indirekten Immunfluoreszenz (IF) unter der Verwendung von HA-Antikérper (A, B), XRN1-Antikdrper (A) und
EDC3-Antikorper (B) analysiert. Die IF-Kontrollen wurden ohne Primarantikdérper durchgefihrt (C).
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Abb.Anh.5: Uberexprimiertes GFP-DCPla und dessen Varianten kolokalisieren mit EDC3 auch in
Abwesenheit von EDC4 in zytoplasmatischen foci. HeLa-Zellen mit CRISPR/Cas9-vermitteltem knockdown
von EDC4 (sgpool-EDC4 (B), (D)) und die Kontroll-Zelllinie (px459 (A), (C)) wurden mit GFP-DCPla
(peGFP-DCP1la,,) sowie den verdnderten Varianten GFP-DCPlaysyo.577r(peGFP-DCPlaksy.s77r) und GFP-
DCPlayt3(GFP-DCPlayrs) und dem Kontrollvektor (peGFP-C1-LV) transfiziert. Anschliefend wurde der
P-Body-Phénotyp der transfizierten Zellen mittels einer indirekten Immunfluoreszenz unter der Verwendung von
EDC3-Antikorper (A, B), XRN1-Antikorper (C, D) und der GFP-Eigenfluoreszenz analysiert. Die IF-Kontrollen
wurden ohne Primdrantikorper durchgefiihrt. Die Farbung der Zellkerne erfolgte mit Hoechst 33342.
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Abb.Anh.6: Analyse der endogenen DCPla:EDC4-Proteininteraktionen in CRISPR/Cas9-Zellen. Die
Interaktion von DCP1la und EDC4 sowie die zelluldre Lokalisation und rdumliche N&he zu P-Bodies dieser
Interaktionen wurde in HelLa-Zellen mit stabilem CRISPR/Cas9-vermitteltem knockdown von DCPla (sg3-
DCP1a), XRN1 (sg1-XRN1), EDC4 (sgpool-EDC4) und in der Kontroll-Zelllinie (px459) durch Immuno-
proxymity-ligation-assay  (Immuno-PLA) analysiert. Dazu wurden die gezeigten Priméarantikdrper
unterschiedlicher Spezies (ms=Maus, rb=Kaninchen) fur die Detektion der Interaktionen mittels PLA verwendet.
Zeitgleich erfolgte eine Detektion der P-Bodies durch eine indirekte Immunfluoreszenz mit einem EDC4-
Antikorper einer dritten Spezies (gt=Ziege). Die Immuno-PLA-Kontrollen wurden jeweils ohne
Primérantikdrper durchgefihrt. Die Farbung der Zellkerne erfolgte mit Hoechst 33342.
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Abb.Anh.7: Analyse der endogenen XRN1:DCPla-Proteininteraktionen in CRISPR/Cas9-Zellen. Die
Interaktion von XRN1 und DCP1la sowie die zellulére Lokalisation und rdumliche N&he zu P-Bodies dieser
Interaktionen wurde in HelLa-Zellen mit stabilem CRISPR/Cas9-vermitteltem knockdown von DCPla (sg3-
DCP1a), XRN1 (sg1-XRN1), EDC4 (sgpool-EDC4) und in der Kontroll-Zelllinie (px459) durch Immuno-
proxymity-ligation-assay  (Immuno-PLA) analysiert. Dazu wurden die gezeigten Priméarantikdrper
unterschiedlicher Spezies (ms=Maus; rb= Kaninchen) fiir die Detektion der Interaktionen mittels PLA
verwendet. Zeitgleich erfolgte eine Detektion der P-Bodies durch eine indirekte Immunfluoreszenz mit einem
EDC4-Antikorper einer dritten Spezies (gt=Ziege). Die Immuno-PLA-Kontrollen wurden jeweils ohne
Primérantikdrper durchgefihrt. Die Farbung der Zellkerne erfolgte mit Hoechst 33342.
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Abb.Anh.8: Analyse der endogenen XRN1:EDCA4-Proteininteraktionen in CRISPR/Cas9-Zellen. Die
Interaktion von XRN1 und EDC4 sowie die zellulére Lokalisation und rdumliche N&he zu P-Bodies dieser
Interaktionen wurde in HelLa-Zellen mit stabilem CRISPR/Cas9-vermitteltem knockdown von DCPla (sg3-
DCP1a), XRN1 (sg1-XRN1), EDC4 (sgpool-EDC4) und in der Kontroll-Zelllinie (px459) durch Immuno-
proxymity-ligation-assay  (Immuno-PLA) analysiert. Dazu wurden die gezeigten Priméarantikdrper
unterschiedlicher Spezies (ms=Maus, rb=Kaninchen) fur die Detektion der Interaktionen mittels PLA verwendet.
Zeitgleich erfolgte eine Detektion der P-Bodies durch eine indirekte Immunfluoreszenz mit einem EDC4-
Antikorper einer dritten Spezies (gt=Ziege). Die Immuno-PLA-Kontrollen wurden jeweils ohne
Primérantikdrper durchgefihrt. Die Farbung der Zellkerne erfolgte mit Hoechst 33342.
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Abb.Anh.9: Analyse der endogenen XRNZ1:XRN1-Proteininteraktionen und Proteinexpression in
CRISPR/Cas9-Zellen. Die Interaktion von zwei XRN1-Proteinmolekdilen, deren Expression sowie die zelluldre
Lokalisation und réumliche N&he zu P-Bodies dieser Interaktionen wurde in HelLa-Zellen mit stabilem
CRISPR/Cas9-vermitteltem knockdown von DCP1la (sg3-DCPla), XRN1 (sg1-XRN1), EDC4 (sgpool-EDCA4)
und in der Kontroll-Zelllinie (px459) durch Immuno-proxymity-ligation-assay (Immuno-PLA) analysiert. Dazu
wurden die gezeigten Priméarantikdrper unterschiedlicher Spezies (ms=Maus, rb=Kaninchen) fir die Detektion
der Interaktionen mittels PLA verwendet. Zeitgleich erfolgte eine Detektion der P-Bodies durch eine indirekte
Immunfluoreszenz mit einem EDC4-Antikdrper einer dritten Spezies (gt=Ziege). Die Immuno-PLA-Kontrollen
wurden jeweils ohne Primarantikdrper durchgefihrt. Die Férbung der Zellkerne erfolgte mit Hoechst 33342.
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Abb.Anh.10: Analyse der endogenen DCPla:DCPla-Proteininteraktionen und Proteinexpression in
CRISPR/Cas9-Zellen. Die Interaktion von zwei DCP1a-Proteinmolekilen, deren Expression sowie die zelluldre
Lokalisation und réumliche N&he zu P-Bodies dieser Interaktionen wurde in HelLa-Zellen mit stabilem
CRISPR/Cas9-vermitteltem knockdown von DCP1la (sg3-DCPla), XRN1 (sg1-XRN1), EDC4 (sgpool-EDCA4)
und in der Kontroll-Zelllinie (px459) durch Immuno-proxymity-ligation-assay (Immuno-PLA) analysiert. Dazu
wurden die gezeigten Priméarantikérper unterschiedlicher Spezies (ms=Maus, rb=Kaninchen) fir die Detektion
der Interaktionen mittels PLA verwendet. Zeitgleich erfolgte eine Detektion der P-Bodies durch eine indirekte
Immunfluoreszenz mit einem EDC4-Antikdrper einer dritten Spezies (gt=Ziege). Die Immuno-PLA-Kontrollen
wurden jeweils ohne Primarantikdrper durchgefihrt. Die Farbung der Zellkerne erfolgte mit Hoechst 33342.
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Abb.Anh.11: Analyse der endogenen EDC4:EDC4-Proteininteraktionen und Proteinexpression in
CRISPR/Cas9-Zellen. Die Interaktion von zwei EDC4-Proteinmolekilen, deren Expression sowie die zelluldre
Lokalisation und réumliche N&he zu P-Bodies dieser Interaktionen wurde in HelLa-Zellen mit stabilem
CRISPR/Cas9-vermitteltem knockdown von DCP1la (sg3-DCPla), XRN1 (sg1-XRN1), EDC4 (sgpool-EDCA4)
und in der Kontroll-Zelllinie (px459) durch Immuno-proxymity-ligation-assay (Immuno-PLA) analysiert. Dazu
wurden die gezeigten Primérantikdrper unterschiedlicher Spezies (gt=Ziege, rb=Kaninchen) fir die Detektion
der Interaktionen mittels PLA verwendet. Zeitgleich erfolgte eine Detektion der P-Bodies durch eine indirekte
Immunfluoreszenz mit einem DCPZla-Antikorper einer dritten Spezies (ms=Maus). Die Immuno-PLA-
Kontrollen wurden jeweils ohne Primarantikorper durchgefiihrt. Die Farbung der Zellkerne erfolgte mit Hoechst
33342
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Abb.Anh.12: Einfluss von Cycloheximid auf die P-Body-Assemblierung in CRISPR/Cas9-Zellen. HelLa-
Zellen mit stabilem CRISPR/Cas9-vermitteltem knockdown von XRN1 (sg1-XRN1) und die Kontroll-Zelllinie
(px459) wurden fiir 2 h mit Cycloheximid (10 pg/ml) behandelt oder zur Kontrolle unbehandelt belassen.
AnschlieBend erfolgte in einer Immunfluoreszenz die Analyse der P-Body-Assemblierung mittels DCP1a- und
EDC4-Antikorper. Die Farbung der Zellkerne erfolgte mit Hoechst 33342.
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Abb.Anh.13: Einfluss von MG132 und Actinomycin D auf die relative zellulédre Lokalisation von
NFKBIA-Transkripten und P-Bodies in CRISPR/Cas9-Zellen. HelLa-Zellen mit stabilem CRISPR/Cas9-
vermitteltem knockdown von XRN1 (sg1-XRN1) und die Kontroll-Zelllinie (px459) wurden fiir 1 h mit IL-1 (10
ng/ml) stimuliert oder unstimuliert belassen. Neben der IL-1-Stimulation erfolgte ebenfalls eine Behandlung der
Zellen mit MG132 (10 uM) fur 0,5 h pré IL-1-Stimulation und Actinomycin D (5 pg/ml) fir 1 h post IL-1-
Stimulation. Als Kontrolle wurden unbehandelte Zellen verwendet. Anschlielend erfolgte in einer Immuno-
RNA-FISH die Analyse der rdumlichen Nahe von NFKBIA-Transkripten zu P-Bodies mittels genspezifischer
Sonden und einem EDC4-Antikdrper. Die Farbung der Zellkerne erfolgte mit Hoechst 33342.
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Abb.Anh.14: Einfluss von
Flavopiridol auf die relative
zellulare Lokalisation von
NFKBIA-Transkripten und
P-Bodies in CRISPR/Cas9-Zellen.
HeLa-Zellen mit stabilem
CRISPR/Cas9-vermitteltem
knockdown von XRN1 (sg1-XRN1)
und die Kontroll-Zelllinie (px459)
wurden fur 1 h mit IL-1 (10 ng/ml)
stimuliert oder unstimuliert belassen.
Neben der IL-1-Stimulation erfolgte
ebenfalls eine Behandlung der Zellen
mit Flavopiridol (10 uM) fur 1 h pra
IL-1-Stimulation. Als Kontrolle
wurden unbehandelte Zellen
verwendet. AnschlieRend erfolgte in
einer Immuno-RNA-FISH die
Analyse der rdumlichen Néhe von
NFKBIA-Transkripten zu P-Bodies
mittels genspezifischer Sonden und
einem EDC4-Antikdrper. Die
Farbung der Zellkerne erfolgte mit
Hoechst 33342.
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Abb.Anh.15: Einfluss von
Flavopiridol auf die relative
zellulare Lokalisation von
NFKBIA-Transkripten und P-
Bodies in CRISPR/Cas9-Zellen.
HelLa-Zellen mit stabilem
CRISPR/Cas9-vermitteltem
knockdown von XRN1 (sg1-XRN1)
und die Kontroll-Zelllinie (px459)
wurden fur 1 h mit IL-1 (10 ng/ml)
stimuliert oder unstimuliert belassen.
Neben der IL-1-Stimulation erfolgte
ebenfalls eine Behandlung der Zellen
mit Flavopiridol (10 uM) fir 2 h post
IL-1-Stimulation. Als Kontrolle
wurden unbehandelte Zellen
verwendet. Anschliefend erfolgte in
einer Immuno-RNA-FISH die
Analyse der rdumlichen Néhe von
NFKBIA-Transkripten zu P-Bodies
mittels genspezifischer Sonden und
einem EDC4-Antikdrper. Die
Farbung der Zellkerne erfolgte mit
Hoechst 33342.
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Abb.Anh.16: Einfluss von MG132 und PHA-408 auf die relative zellulare Lokalisation von NFKBIA-
Transkripten und P-Bodies in CRISPR/Cas9-Zellen. HelLa-Zellen mit stabilem CRISPR/Cas9-vermitteltem
knockdown von XRN1 (sg1-XRN1) und die Kontroll-Zelllinie (px459) wurden fir 1 h mit IL-1 (10 ng/ml)
stimuliert oder unstimuliert belassen. Neben der IL-1-Stimulation erfolgte ebenfalls eine Behandlung der Zellen
mit MG132 (10 uM) fir 2 h post IL-1-Stimulation und PHA-408 (5 pM) fir 1 h post IL-1-Stimulation. Als
Kontrolle wurden unbehandelte Zellen verwendet. AnschlieBend erfolgte in einer Immuno-RNA-FISH die
Analyse der rdumlichen Nahe von NFKBIA-Transkripten zu P-Bodies mittels genspezifischer Sonden und einem
EDC4-Antikorper. Die Farbung der Zellkerne erfolgte mit Hoechst 33342.
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Abb.Anh.17: Einfluss von PHA-
408 auf die relative zellulare
Lokalisation von NFKBIA-
Transkripten und P-Bodies in
CRISPR/Cas9-Zellen. HeLa-Zellen
mit stabilem CRISPR/Cas9-
vermitteltem knockdown von XRN1
(sg1 XRN1) und die Kontroll-
Zelllinie (px459) wurden fir 1 h mit
IL-1 (10 ng/ml) stimuliert oder
unstimuliert belassen. Neben der IL-
1-Stimulation erfolgte ebenfalls eine
Behandlung der Zellen mit PHA-408
(5 uM) fir 1 h pra IL-1-Stimulation.
Als Kontrolle wurden unbehandelte
Zellen verwendet. Anschliel3end
erfolgte in einer Immuno-RNA-FISH
die Analyse der rdumlichen Néhe
von NFKBIA-Transkripten zu P-
Bodies mittels genspezifischer
Sonden und einem EDC4-
Antikorper. Die Farbung der
Zellkerne erfolgte mit Hoechst
33342.
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