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Zusammenfassung I

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde ein innerhalb der Gruppe der Cardio- und Aphthoviren hochkonser-
viertes Sequenzelement in der viralen internen ribosomalen Eintrittsstelle (IRES) im Bezug auf die
Bindung des eukaryotischen Translationsinitiationsfaktors elF4G und der Translationsaktivitit des
FMDV- (engl. fiir: foot-and-mouth-disease virus) IRES-Elements untersucht.

Das FMD-Virus mit seinen sieben Serotypen ist der einzige Vertreter der Gruppe der
Aphthoviren und gehort zur Familie der Picornaviridae. Im Gegensatz zur Translation zelluldrer
eukaryotischer mRNAs findet die Initiation der Translation bei diesen Virus-RNAs nicht Cap-
abhéngig am 5°‘-Ende der RNA statt, sondern erfolgt intern an einer hoch strukturierten Region im 5°-
nichttranslatierten Bereich der viralen RNA. Aufgrund der Struktur ihrer IRES-Elemente werden die
Picornaviridae in drei Gruppen untergliedert, wobei die FMDV-IRES zu den Typ II Elementen zihlt.
Das IRES-Element besteht aus fiinf unterschiedlich strukturierten Haarnadelstrukturen, den
sogenannten Stem-Loops, denen sich ein Polypyrimidin-Trakt und zwei Translationsstartcodons
anschliefen. Das hier untersuchte konservierte Sequenzelement befindet sich im Stem-Loop 4, der
auch die Hauptbindungsdoméne fiir die zelluldren Initiationsfaktoren elF4G und elF4B ist. elF4G
kommt im Initiationskomplex elF4F zusammen mit den Faktoren eIF4E und elF4A vor und wird als
multifunktionales Adapterprotein angesehen, da es wéhrend der Translationsinitiation noch mit
weiteren Proteinen interagiert. elF4G vermittelt den Kontakt der ribosomalen 40S-Untereinheit mit der
zelluliren beziehungsweise picornaviralen mRNA, was voraussetzt, dass elF4G selbst an die mRNA
binden muss.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das untersuchte Sequenzelement essentiell fiir die
Bindung von elF4G ist. Mit verschiedenen Mutationen, die sowohl nur die Primérsequenz als auch die
Sekundarstruktur verdndern, konnten unterschiedliche Bindungsaffinititen von eIF4G zu den
jeweiligen Mutanten-IRES-RNAs und damit iibereinstimmend auch unterschiedliche Translations-
aktivitdten der jeweiligen IRES-Elemente festgestellt werden. So zeigten die Mutationen in einem
Bereich mit vier gepaarten Nukleotiden, dass sowohl die Primérsequenz als auch die Sekundérstruktur
wichtig sind. Mutationen in zwei ungepaarten Dinukleotid-Bereichen ergaben, dass hier die Sekundar-
struktur wichtiger als die Primérsequenz ist. Verschiedene Mutationen in einem weiteren Bereich mit
zwei gepaarten Dinukleotiden fiihrten zu dem Schluss, dass dieser Bereich nur indirekt an einer
Bindung von elF4G beteiligt ist, sondern eher zur Aufrechterhaltung der sterischen Bedingungen in
dieser konservierten Region beitrdgt. Der Versuch, das Translationsdefizit durch Erhohung der
eingesetzten RNA-Mengen zu kompensieren, fithrte zu der Beobachtung, dass dadurch die Wahl des
Translationsstarts beeinflusst wird.

Die Bindungs- und Translationsstudien wurden bei verschiedenen Kaliumchlorid-Konzentrationen
durchgefiihrt und zeigen, dass die Bindung von elF4G an die Mutanten-IRES-RNAs auch von der
Salzkonzentration beeinflusst wird. Dariiber hinaus wurde ebenfalls ein cis-Effekt des FMDV-IRES-

Elements im dicistronischen Kontext auf das 5'-gelegene Reportergen beobachtet.
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II Abkiirzungen und Fachbegriffe
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Einleitung 1

1 Einleitung

Viren (lateinisch virus: Gift) sind in Proteinhiillen verpackte Stiicke genetischen Materials, die den
Stoffwechsel geeigneter (lebender) Wirtszellen auf die Produktion neuer Viren derselben Art
umprogrammieren konnen. Viren haben keinen eigenen Stoffwechsel, daher lassen sie sich nicht
im klassischen Sinne zu den lebenden Organismen zéhlen. Jedes Virus enthdlt nur entweder
doppel- oder einstringige DNA bzw. RNA. Isolierte virale Nukleinsdure ist in vielen Fillen
infektids, in vielen Féllen wird aber auch die Virusvermehrung erst durch spezielle im
Viruspartikel mitgebrachte Enzyme eingeleitet.

AuBlerhalb der Wirtszelle konnen manche Viren iiber viele Jahre in vollig inaktivem Zustand
verharren. Viren kommen in Bakterien (dort werden sie als Bakteriophagen bezeichnet), in
Pflanzen und in Tieren vor und verursachen beim Menschen neben leichten Erkrankungen wie dem
gewohnlichen Schnupfen oder Mumps auch todliche Krankheiten wie zum Beispiel
hamorrhagisches Fieber (Ebola Virus, Marburg Virus), AIDS (HIV), oder wie im Jahr 2002 SARS
(severe aquired respiratory syndrome). Diese Erkrankung wird durch ein Coronavirus verursacht,
das im Verdacht steht von, Tieren auf Menschen iibergesprungen zu sein (Zoonose).

Die Existenz von Viren wurde 1892 nachgewiesen, als der russische Wissenschaftler Dmitrij
L. Iwanowsky ultrafiltrierbare Partikel des Tabakmosaikvirus isolierte, die kleiner als Bakterien
waren. Der erste Nachweis eines tierpathogenen Virus gelang dann 1898 F. Loffler und P. Frosch,
die das Maul- und Klauenseuche-Virus (engl. foot-and-mouth-disease virus, FMDV) extrahierten
(Loffler & Frosch, 1964).

Bis heute gibt es gegen die Mehrzahl aller Virusinfektionen keine geeigneten Therapien, die nur
geringe Nebenwirkungen fiir den Wirtsorganismus haben, daher lassen sich in erster Linie nur die
Symptome einer Virusinfektion behandelt. Da Viren keinen eigenen Stoffwechsel besitzen, der als
Angriffspunkt fiir eine Therapie dienen kdnnte, bleiben nur die Moglichkeiten einer Schutzimpfung
oder die spezifische Inhibition der Virusvermehrung. Dazu ist es jedoch notwendig, einerseits die
durch die Viren hervorgerufenen pathologischen Verdnderungen in der Wirtszelle und andererseits
die Vermehrungsstrategien der Viren zu verstehen, um gezielt in den Infektionszyklus der Viren
eingreifen zu konnen. Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Regulation eines der
wichtigsten Schritte im Vermehrungszyklus der Picornaviren, zu denen auch das eingangs
erwiahnte Maul- und Klauenseuche-Virus gehort, ndmlich der internen Initiation der Translation

(dem Start der Proteinsynthese).

1.1 Die Familie der Picornaviren

Die Picornaviren bilden eine der grofiten Familien der animal- und humanpathogenen Viren und
weisen eine weltweite Verbreitung auf. Ein Charakteristikum der Picornaviren ist neben ihrer
geringen Gesamtgrofle von ca. 30 nm Durchmesser ein positiv orientiertes einzelstringiges RNA-

Genom, wodurch ihr Name ausgehend von ,,pico®- (griech. , kleine*) RNA gepragt wurde.
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Die Picornaviren werden aufgrund ihrer verschiedenen physikalisch-chemischen Eigenschaften in
sechs verschiedene Genera eingeteilt, die Enteroviren, Rhinoviren, Cardioviren, Aphthoviren,
Hepatoviren und die Parechoviren. Die derzeit giiltige Systematik der Familie Picornaviridae ist in
Tabelle 1 aufgefiihrt.

Zu den wichtigsten humanpathogenen Vertretern der Picornaviridae zdhlen die Polioviren, die
Coxsackie- und die Rhinoviren sowie das Hepatitis A-Virus (HAV). Von diesen stellt das
Poliovirus, welches 1908 von Popper und Landsteiner entdeckt wurde, das am besten untersuchte
Picornavirus dar. Es gehort zur grolen Gruppe der pathogenen Enteroviren und gelangt durch orale
Aufnahme in den Gastrointestinaltrakt. Dort repliziert es und verbreitet sich gelegentlich auch auf
andere Gewebe aus. Das Poliovirus gelangt dabei nur selten (1-2 % aller Infektionen) in das
zentrale Nervensystem (ZNS). Ist es jedoch einmal in das ZNS eingedrungen, vermehrt und
verbreitet es sich bevorzugt in den Motoneuronen der Grauen Substanz des Riickenmarks,
insbesondere in den Vorderhornzellen, und fiihrt zur Lahmung und sogar zum Tod. Diese von
Poliovirus verursachte Krankheit wird abstammend von den griechischen Wortern polios (grau)
und myelos (die Graue Substanz des Riickenmarks) als Poliomyelitis (Kinderlahmung) bezeichnet.

Seit 1999 gilt die Poliomyelitis in den Mitgliedsstaaten der Europdischen Union als ausgerottet.

Unter den domestizierten Tieren gilt die Maul- und Klauenseuche als eine der dkonomisch
bedeutendsten Krankheiten, die durch das Maul- und Klauenseuche- Virus (FMDV), einem
Vertreter der Aphthoviren, ausgeldst wird. Die Gruppe der Aphthoviren wird von sieben FMDV-
Serotypen gestellt (den europiischen A, C, O, den afrikanischen SAT 1, SAT 2, SAT 3 und dem
asiatischen Asia-1) und neuerdings dem Equine Rhinitis A-Virus.

Normalerweise beféllt FMDV ausschlieSlich Paarhufer, besonders Rinder, Schweine, Schafe und
Ziegen, selten kann es jedoch auch zum Befall von Fehlwirten kommen, etwa von
immundefizienten Menschen. Die Virusinfektion beginnt typischerweise an den Mukosae des
Gastrointestinaltraktes, wo sich nach der frithen Infektion histologisch nachweisbare Priméraphthen
(Lasionen) bilden, die besonders im Bereich des Mauls und des Rachenraumes auftreten. In den
Priméraphthen findet eine starke Virusvermehrung statt. Die Virionen treten {iber den Lymphweg
in die Blutbahn ein, wo sie bereits 20 Stunden nach der Infektion nachweisbar sind. Uber eine
Virdmie kommt es zur Entstehung von makroskopisch sichtbaren Sekundéraphthen, die sich
wiederum vorwiegend im Maul- und Rachenraum, aber auch an den Klauen bilden. Die
schmerzhaften Wunden fiihren zu einer verminderten Nahrungsaufnahme und damit zu
Gewichtsverlust, was zwangsldufig zu einer verschlechterten Produktivitidt der Tierzucht fiihrt.
Durch Impfkampagnen und rigorose Schlachtung infizierter Herden wurde die Seuche in West- und

Zentraleuropa bis heute ausgerottet.
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Genus Serotypen Vertreter
Rhinovirus 100 HRYV (Human rhinoviruses)
2 BRYV (Bovine rhinoviruses)
Enterovirus 3 Poliovirus
23 Coxsackievirus A
6 Coxsackievirus B
30 ECHO-Virus
4 Human Enterovirus 68-71
18 Simian Enterovirus (Affe)
2 Bovine Enterovirus (Rind)
8 Porcine Enterovirus (Schwein)
1 Enterovirus der Maus
Aphthovirus 7 Maul- und Klauenseuche-Virus (FMDV)
Cardiovirus 1 Encephalomyocarditis-Virus (EMCV)*
1 Theiler’s Murine Encephalomyelitis-Virus (TMEV)
Hepatovirus 1 Hepatitis A-Virus (HAV)
Parechovirus 2 Human PeV-1 / humanes peV-2

Table 1: Systematik der Picornaviren (Rueckert, 1996). * Die Anzahl der Serotypen sind keine absoluten
Angaben und erheben damit auch nicht den Anspruch der Vollstindigkeit. * weitere Vertreter sind:
Mengoviren, Columbia SK-Viren, Maus-Elberfeld-Viren (MEV), Maiuseencephalomyelitis (ME) und
Maiusemyocarditis-Viren (MM).

Die wenigen Fille von Maul- und Klauenseuche der letzten Jahre in Europa wurden héufig durch
unzureichende Inaktivierung von Vakzinen hervorgerufen (Beck & Strohmaier, 1987), was dazu
gefiihrt hat, dass in der Europdischen Union seit 1992 nicht mehr gegen FMDV geimpft wird. Das
Risiko der Einschleppung von FMDV durch illegale Einfuhr infizierter Tiere oder von ihnen
stammender Erzeugnisse besteht jedoch nach wie vor.

Der letzte groBle Ausbruch fand 2001 in England statt und griff vereinzelt auch auf den

europdischen Kontinent iiber (Frankreich, Belgien).

1.2 Struktur und Genomorganisation

Das Plusstrang-RNA-Genom der Picornaviren besteht aus etwa 7000-8500 Nukleotiden und ist von
einem ca. 30 nm groBen Kapsid umgeben. 12 Protein-Pentamere bilden das Kapsid, das die
charakteristische Form eines Ikosaeders (zwanzigflachiges Gebilde) zeigt. Fiinf gleiche Bausteine
(Protomere) bilden ein Pentamer. Die 60 in einem Kapsid vorkommenden Protomere bestehen aus
den vier Struktur-Proteinen 1A (VP4), 1B (VP2), 1C (VP3) und 1D (VP1) (Rueckert, 1996).

Nach der Infektion der Zelle wird die virale RNA im Cytoplasma freigesetzt und dort repliziert
(Follet et al., 1975). In Abbildung 1 sind schematisch die RNA-Genome von Poliovirus und
FMDYV dargestellt.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Genomstruktur der Picornaviren und der viralen
Proteasen am Beispiel von Poliovirus und FMDYV. Die virus-codierten Proteine sind in Kapitel 1.3
beschrieben. Die schnelle Spaltung von elF4G wird bei Poliovirus durch die 2A-Protease und bei FMDV
durch die L-Protease katalysiert. Eine langsamere Spaltung von elF4A und elF4G erfolgt bei FMDV durch
die 3C-Protease, die Spaltung von PABP bei Poliovirus durch die 2A-Protease. Die IRES von FMDV und
Poliovirus sind gekennzeichnet. Die Anwesenheit eines Poly(C)-Traktes bei FMDV und die Poly(A)-
Schwinze am 3’-Ende des Genoms von FMDV und Poliovirus sind markiert. Abkiirzungen: 4E, elF4E; 4A,
elF4A; 4G, elF4G; 3Dpol, die virale RNA-Polymerase (Belsham & Jackson, 2000).

Im Gegensatz zur zelluldiren mRNA besitzen Picornaviren keine Cap-Struktur am 5°-Ende, sondern
ein kleines viruscodiertes VPg-Protein (viral protein, genome-linked; 3B), welches kovalent iiber
eine Phosphodiesterbindung an die RNA gebunden ist. Vermutlich wird dieses Protein nach der
Infektion der Zelle vom RNA-Genom abgespalten. Neben seiner essentiellen Rolle bei der
Replikation der Virus-RNA (Kuhn & Wimmer, 1987) ist das VPg wahrscheinlich auch an der
korrekten Verpackung der RNA in das Kapsid beteiligt (Rueckert, 1996). Allerdings ist es nicht
essentiell fiir die Infektion, da vollstdndige in vitro synthetisierte RNAs (ohne VPg) infektios sind.
Die meisten Picornaviren besitzen nur eine Kopie des VPg-Gens, wihrend bei FMDV drei Gene
direkt hintereinander im Genom liegen (Forss et al., 1984).

Das RNA-Genom der Picornaviren codiert ein langes Polyprotein, welches noch wihrend der
Translation in kleinere Proteine gespalten wird. Die protein-codierende Region wird am 5°-Ende
und am 3‘-Ende von ungewohnlich langen, nichttranslatierten Regionen, den sog. NTR’s (non
translated region) flankiert. Die 5°-nichttranslatierte Region des Genoms zeigt innerhalb der
Picornaviren eine besonders grofle Variabilitdt ihrer Lange; sie reicht von 624 Nukleotiden beim
humanen Rhinovirus bis zu ca. 1200 Nukleotiden bei FMDV.

Charakteristisch fiir die 5°-NTRs ist eine Region mit ausgepriagter Sekundir- und Tertidrstruktur,
die eine Liange von etwa 450 Nukleotiden erreicht und eine zentrale Rolle bei der Initiation der
Translation der Virus-RNA spielt. Diese Region wird als ,,Internal Ribosome Entry Site” (IRES)

bezeichnet, da sie die interne Bindung von Ribosomen und Translationsfaktoren an die RNA
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ermdglicht. Hinter der 3°-NTR schlieit sich, wie bei zelluliren mRNAs, ein Poly(A)-Schwanz
unterschiedlicher Lénge an, der jedoch im Gegensatz zu dem der zelluliren mRNA genomisch

codiert und fiir die Initiation der Minusstrang-Synthese von Bedeutung ist (Andino et al., 1993).

1.3 Infektionszyklus

Picornaviren lagern sich an spezifische Rezeptoren (Integrine) in der Plasmamembran der
Wirtszelle an. was moglicherweise zur Endozytose in die Wirtszelle fiithrt. Hierbei werden die
Virus-Partikel in die wirtseigene Zellmembran eingehiillt. Dann wird die RNA aus dem Kapsid
freigesetzt, ein Prozess, der als ,,uncoating* bezeichnet wird, dem sich die Abspaltung des VPg
vom 5°‘-Ende der RNA anschliet. Die Translation des Virus-Genoms wird durch den
Translationsapparat der Wirtszelle durchgefiihrt. Nachdem das freigesetzte Virus-RNA-Molekiil
translatiert und die Proteine, die fiir die RNA-Synthese verantwortlich sind, ko- und posttrans-
lational modifiziert wurden, beginnt die Synthese der Minusstrang-RNA, die dann wiederum als
Matrize zur Synthese von Plusstrang-RNA dient (Abb. 2).

Die viral codierte 3D-Polymerase synthetisiert sowohl Minus- als auch Plusstrang-RNA, indem sie
das virale VPg-Protein als Primer nutzt. Ein Teil der neu translatierten Plusstrang-RNAs dient
vermutlich ebenfalls als Matrize fiir die Synthese weiterer viraler Proteine und fiir die RNA-
Replikation, bevor die RNAs in die Kapside verpackt werden. Die Replikation der RNA und das
»assembly* (die Zusammenlagerung) der Kapside erfolgt assoziiert an Membranen des glatten
Endoplasmatischen Retikulums. Die volle Leistung der Proteinsynthese ist bei FMDV und
Poliovirus bereits nach 2,5 — 4 Stunden erreicht. Bereits nach 6 Stunden kénnen mehr als 100.000
Viren durch Lyse der infizierten Zelle freigesetzt werden.

Das picornavirale Polyprotein besitzt eine kalkulierte Grofe von 253,4 kDa, und seine
Prozessierung ist von zentraler Bedeutung fiir einen korrekten Ablauf des Infektionszyklus. Hierbei
wird es kotranslational und posttranslational in kleinere Proteine gespalten. Das Polyprotein der
Picornaviren wird in drei Precursor (Vorlaufer) P1, P2 und P3 eingeteilt. Diese erscheinen zunéchst
als Einheiten, bevor sie proteolytisch in einzelne Proteine gespalten werden. Der Precursor P1
beinhaltet die vier Kapsidproteine 1A (VP4), 1B (VP2), 1C (VP3) und 1D (VP1). Den Proteinen
des Precursors P2 werden verschiedene Funktionen zugeschrieben; so haben 2B und 2C offenbar
eine Funktion bei der Replikation des Virus (Bernstein ef al., 1986; Li & Baltimore, 1988).

Das Protein 2A ist bei FMDV im Gegensatz zum Poliovirus homologen Protein nur 16
Aminosduren lang und proteolytisch inaktiv. Bei Polioviren hat 2A eine Funktion als Protease, die
die Abspaltung des Precursors P1 katalysiert sowie die Spaltung von elF4G {ibernimmt (Bernstein
et al., 1985; Krausslich et al., 1987).
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Abbildung 2: Der Replikationszyklus von Picornaviren. Nach Eindringen des Virus und Freisetzung des
viralen Plusstrang-Genoms wird dieses translatiert (1) und das synthetisierte Polyprotein wird durch die
Aktivitdt der Proteasen 2A und 3C/3CD in funktionelle Proteine gespalten (2). Hierbei wird das VPg auch
uridinyliert, welches sich dann an das 3'-Ende der Plusstrang-RNA anlagert (4) und als Primer fiir RNA-
abhéngige RNA-Polymerase fungiert (5). Der VPg-pUpU-Komplex lagert sich auch an das 5°-Ende des
Minusstrangs an und dient hier ebenfalls als Primer fiir die Plusstrang-Synthese (6 — 8). Diese Plusstrang-
RNAs werden beim Zusammenbau des Kapsids in dieses verpackt (iibernommen aus: Molekulare Virologie,
S. Modrow & D. Falke; Spektrum Akademischer Verlag Heidelberg/ Berlin).

Der Precursor P3 wird in die Proteine 3A, 3B, 3C und 3D gegliedert. Das Gen 3B codiert das zuvor
erwidhnte VPg. Die Virus-spezifische Protease 3C ist mit seinem Precursor 3CD an der
Prozessierung von P1, P2 und P3 beteiligt (Hanecak et al., 1982) und kann als 3C-Form auch das
PABP (Poly(A) Bindungsprotein) spalten (bei Coxackieviren). Das Gen 3D codiert die virale
RNA-Polymerase, die fiir die Plus- und Minusstrang-Synthese der viralen RNA verantwortlich ist
(Flanegan et al., 1977).



Einleitung 7

Cardio- und Aphthoviren codieren zusétzlich ein sogenanntes Leader-Protein (L) , welches sich
kotranslational und autokatalytisch vom Polyprotein abspaltet (Beck et al., 1983). Bei der
Translation des FMDV-Genoms werden zwei unterschiedlich lange L-Proteine (Cysteinprotease)
synthetisiert, die sich in ihrer zentralen Funktion, der Spaltung des eukaryotischen
Initiationsfaktors eIF4G, nicht unterscheiden. Aus der proteolytischen Spaltung von elF4G
resultiert die Abschaltung der zelluldren Translation (Belsham, 1992; Kirchweger et al., 1994; Cao
et al., 1995). Bei einer Poliovirus-Infektion wird die Spaltung von eIF4G von der Protease 2A
iibernommen (Ehrenfeld, 1996; Etchison et al., 1982), wihrend bei EMCV keine Spaltung von
elF4G erfolgt (Borman et al., 1997a; Borman et al., 1997b).

1.4 Die Translation

1.4.1 Die Translation bei Eukaryoten

In Eukaryoten ist die Translation zeitlich und rdumlich von der Transkription getrennt. Nach der
Synthese der mRNA im Zellkern folgen die posttranskriptionalen Modifikationen: 1) Anlagerung
eines Cap-Nukleotids, 2) Entfernung der Introns durch Spleilen und 3) Synthese eines Poly(A)-
Schwanzes am 3‘-Ende der mRNA.

Das ,,Cap* (engl. fiir ,,Kappe®) ist ein 7-Methylguanosin, das iiber eine 5°-5°-Triphosphat-Briicke
mit dem ersten Nukleotid der mRNA verkniipft ist (Furnichi; Shatkin PINAS 75). Dieses und das
folgende Nukleotid sind oft zusitzlich durch Methylreste an den 2°‘-OH-Gruppen der Ribose
modifiziert. Das Cap-Nukleotid erleichtert den Transport der fertigen mRNA in das Cytoplasma
und ist zudem fiir die Stabilitdt der mRNA mit verantwortlich. Die wichtigste Funktion des Cap-
Nukleotids besteht allerdings in der Einleitung der eukaryotischen Translation (Palmer et al., 1993;
Gunnery & Mathews, 1995). Zwischen dem Cap-Nukleotid und dem Startcodon (AUG) der
zelluliren mRNA befindet sich eine Region von iiblicherweise 50 bis 100 Nukleotiden, die als 5°-
nichttranslatierter Bereich (kurz 5‘-NTR fiir 5°-non translated region) bezeichnet wird (Kozak,
1989). Dem offenen Leseraster folgt eine 3 ‘-nichttranslatierte Sequenz, die meist aus einigen zehn
bis hundert Nukleotiden besteht und am Ende einen typischen homopolymeren Poly(A)-Trakt
besitzt, der eine Lénge von bis zu 250 Adenin-Nukleotiden erreichen kann. Der Poly(A)-Schwanz
spielt eine entscheidende Rolle fiir die Stabilitdit der mRNA (Wahle, 1995) und ist am Export der
mRNA aus dem Nukleus beteiligt. An den Poly(A)-Schwanz lagern sich die sogenannten PAB-
Proteine (Poly(A) binding protein) an, die wiederum mit Initiationsfaktoren am 5°-Ende der RNA
interagieren konnen. Hierbei kommt es vermutlich zu einem ,,Ringschluss®, so dass translatierende
Ribosomen direkt wieder auf das 5'-Ende der mRNA aufspringen und so einen neuen
Synthesezyklus beginnen konnen (Lloyd et al., 1988; Gallie, 1991; lizuka et al., 1994). Hinweise
fiir die Richtigkeit dieses Modells zeigten Atom-Mikroskopie-Analysen in Hefe, in denen
ringféormige RNA-Strukturen identifiziert wurden, die vermutlich durch eine Verbindung der 5°-
und 3‘-Enden der mRNA zustande kommen (Wells ef al., 1998).
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An der eukaryotischen Translationsinitiation sind neben den ribosomalen 40S- und 60S-
Untereinheiten mehr als ein Dutzend Faktoren beteiligt. Eine Zusammenstellung der
eukaryotischen Initiationsfaktoren (elF) zeigt die Tabelle 2, und ein Modell der eukaryotischen
Translationsinitiation ist in Abbildung 3 gezeigt. Die Translationsinitiation beginnt mit der
Anlagerung des komplexen Faktors elF4F an das am 5-Ende gelegene Cap. elF4F setzt sich aus
den Initiationsfaktoren elF4G, elF4A und elF4A zusammen. elF4G ist das groBte Protein (170
kDa) des Komplexes und besitzt die Funktion eines multifunktionellen Adapters (Henze, 1997).
Am N-Terminus von elF4G befindet sich eine Bindungsstelle fiir eIF4E, wihrend der C-terminale
Bereich zwei elF4A-Bindungsstellen aufweist (De Gregorio et al., 1999; Lamphear et al., 1995;
Mader et al., 1995). Die Bindung des elF4F-Komplexes an die Cap-Struktur wird durch das 24
kDa-Protein elF4E vermittelt (Sonenberg et al., 1978). Das dritte Protein des elF4F-Komplexes,
elF4A (46 kDa), ist eine bidirektional arbeitende RNA-Helikase, die unter ATP-Verbrauch und mit
Hilfe des Initiationsfaktors elF4B als Kofaktor doppelstringige Bereiche der RNA entwindet
(Rozen et al, 1990; Pause et al, 1994). So wird durch Glétten der Sekundéarstrukturen der mRNA
diese fiir das Entlanggleiten (,,Scannen®) des Ribosoms zum Initiator-AUG vorbereitet (Lawson et
al., 1989; Van Heugten et al., 1992).

Untersuchungen weisen daraufhin, dass der elF4F-Komplex eine deutlich hohere Helikase-
Aktivitét als eIF4A allein aufweist und durch elF4B und elF4H stimuliert wird (Rozen et al., 1990;
Rogers et al., 1999). Daher wird angenommen, dass eI[F4A im Komplex mit e[F4G und elF4E die
physiologisch relevante Form von elF4A zur Auflésung von Sekundirstrukturen in der mRNA
darstellt.

Unabhéngig von der Bildung des Initiationskomplexes an der Cap-Struktur der mRNA dissoziieren
die 80S-Ribosomen in ihre 40S- und 60S-Untereinheiten durch die Bindung von elF3 und elF1A
an die ribosomale 40S-Untereinheit (Benne & Hershey, 1976; Goumans et al., 1980). Des weiteren
entsteht der ,terndre Komplex*“ aus der Methionyl-tRNA (Met-tRNA;) und dem mit GTP-
beladenen Initiationsfaktor elF2. Dieser Komplex lagert sich an die 40S-Untereinheit an (Goumans
et al., 1980; Peterson et al., 1979) und bildet so den 43S-Préinitiationskomplex (Benne & Hershey,
1978). Der Kontakt zwischen mRNA und dem 43S-Komplex wird durch elF4G vermittelt. Dabei
bindet das an die N-terminale Doméne von elF4G gebundene elF4E an die mRNA, wihrend
zusitzlich der carboxyterminale Bereich von elF4G mit dem an die ribosomale 40S-Untereinheit
gebundenen Faktor elF3 interagiert (Lamphear ef al., 1995). Nach der Anlagerung des 43S-Pra-
initiationskomplex an die mRNA wird dieser 48S-Initiationskomplex genannt.

Der Prozess, bei dem der 48S-Initiationskomplex die mRNA abtastet, um das Initiator-AUG zu
erreichen, wird in einem allgemein akzeptierten Modell als ,,Scanning* bezeichnet und verbraucht
vermutlich Energie in Form von ATP (Lawson et al., 1989; Van Heugten et al., 1992). Die
Faktoren elF1 und elF1A spielen fiir das ,,Scanning® des 48S-Komplexes eine wichtige Rolle.
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Kalkuliertes
Eukaryotischer
Molekulargewicht Funktion
Initiationsfaktor
(kDa)

elF1 12.6 AUG Erkennung
elF1A 16.5 Met-tRNA;-Bindung an die 40S-Untereinheit
elF2a 36.2 beeinflusst die el[F2B-Bindung durch Phosphorylierung
elF2p3 39.0 bindet an elF2B, elF5
elF2y 51.8 bindet GTP, Met-tRNA; , hat GTPase-Aktivitit
elF2Ba 33.7 nicht essenziell, unterstiitzt die Erkennung von P-elF2
elF2Bp 39.0 bindet GTP, unterstiitzt die Erkennung von P-elF2
elF2By 50.4 GEF- (guanine nucleotide exchange factor) Aktivitét
elF2Bd 57.8 bindet ATP, unterstiitzt die Erkennung von P-eIF2
elF2B¢g 80.2 GEF-Aktivitat
elF3 (p170, pll6, 167, 99, _ o ) o )

Dissoziation der ribosomalen Untereinheiten, bindet
pl10, p66, p4s, 105, 64, 52,

RNA (p170, p66, p44), elF1 (p116), eIF5 (p116) und
pd7, p44, p4o0, 38, 35, 40, 36,

elF4B (p44)
p36, p35, p28) 29, 25
elF4AIl 44 .4 ATPase, RNA-Helikase
elF4AIl 46.3 ATPase, RNA-Helikase
elF4B 69.2 bindet RNA, stimuliert eIF4A
elF4E 25.1 bindet m’G-cap der mRNA
elF4GI 171.6 bindet eIF4E, eIF4A, elF3, PABP - RNA
elF4GII 176.5 bindet elF4E, eIF4A, elF3, PABP - RNA
elF5 48.9 stimuliert elF2- GTPase
elF5B 139.0 GTPase, unterstiitzt die Bildung des 80S-Komplexes

Tabelle2.: Ubersicht iiber die eukaryotischen Initiationsfaktoren. Die Molekulargewichte beziehen sich
auf die Faktoren von Sdugern. Die Molekulargewichte der Untereinheiten von elF3 stimmen nicht immer mit

der Namensgebung iiberein (Hershey & Merrick, 2000).

Beide Faktoren fordern synergistisch die Bindung der 48S-Komplexe am Initiator-AUG, wahrend
sie gleichzeitig die Dissoziation anormaler Ribosom-mRNA-Komplexe katalysieren (Pestova et al.,
1998). Das Ribosom erkennt vermutlich durch die Interaktion des AUGs und des CAU-Anticodons
der gebundenen Met-tRNA; das Initiator-AUG und bleibt dort stehen (Cigan ef al., 1988a; Cigan et
al., 1988b). Ein Startcodon wird héaufiger genutzt, wenn es innerhalb einer bestimmten Konsensus-
Sequenz liegt. Purine an den Positionen —3 und +4 (wobei das A des AUG als +1 bezeichnet wird)
steigern die Effizienz des Initiations-Codons. AUGs, die sich nicht in einer solchen Konsensus-
Sequenz befinden, werden oftmals nicht von den ,,scannenden Ribosomen erkannt, was dazu

fiihrt, dass die Initiation dann an einem stromabwirts gelegenen AUG erfolgt.
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Abbildung 3: Modell der eukaryotischen Translations-Initiation.
Zusammengestellt aus Merrick (1992) und Pain (1996).

Bevor sich die grofe 60S-Untereinheit des Ribosoms an den 48S-Initiationskomplex anlagert,
dissoziieren einige Initiationsfaktoren vom 48S-Komplex ab. Der Initiationsfaktor elF5 katalysiert
dabei die Dissoziation von elF2 und die Hydrolyse des an eIF2 gebundenen GTP. Die
Regeneration des elF2/GDP-Komplexes iibernimmt elF2, der auch unter dem Namen GEF
(guanine nucleotide exchange factor) bekannt ist.

Fiir die Zusammenfiihrung der beiden ribosomalen Untereinheiten ist die Beteiligung von elF5B
und die Hydrolyse von GTP erforderlich (Pestova ef al., 2000). An die Translationsinitiationsphase
schlieft sich die Elongation der Aminosiurekette an, diese umfasst daher auch die Translokation
des Ribosoms um jeweils eine Tripletteinheit auf der mRNA. Mit Hilfe des Elongationsfaktors
eEFla wird unter Hydrolyse von GTP die Aminoacyl-tRNA in der A-Stelle des Ribosoms
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positioniert, worauf durch eine Peptidyl-Transferase-Reaktion die bereits synthetisierte Peptidkette
in der P-Stelle auf die Aminosdure in der A-Stelle iibertragen wird. Der freigesetzte Komplex aus
eEFla *GDP wird durch den ,guanin nucleotide exchange faktor* (GEF) mit seinen
Untereinheiten eEFIB und eEFly zu eEFla *GTP regeneriert und steht somit dem
Elongationsprozess weiterhin zur Verfiigung.

Die Translokation des Ribosoms auf der RNA wird durch den Faktor eEF2 unter GTP-Verbrauch
katalysiert. Die Termination wird eingeleitet, sobald das Ribosom ein Stoppcodon (UAG, UAA,
UGA) der mRNA erreicht. Durch den eukaryotischen Terminations- oder Release-Faktor (eRF)
wird die synthetisierte Polypeptidkette von der Peptidyl-tRNA freigesetzt und gleichzeitig die

Dissoziation des Translationskomplexes induziert.

1.4.2 Der eukaryotische Initiationsfaktor eIF4G

elF4G erregte das erste Mal Aufmerksamkeit, als man erkannte, dass seine proteolytische Spaltung
mit der Inhibition der cap-abhingigen Translation in poliovirus-infizierten HeLa-Zellen zusammen
fiel (Etchison et al., 1982). In Sduger-, Hefe- und Pflanzenzellen wurden bisher zwei verschiedene
Isoformen identifiziert (Abb. 4A und B) und ihre Gene kloniert (Yan ef al., 1992; Gradi et al.,
1998) (Tab. 3).

Séuger? Pflanzen? Hefe?
Name |MW Name MW Name Gene MW | %ID? | Funktion

bindet elF4E, 4A, 3,
PABP-RNA

bindet eIF4E, 4A, 3,
PABP-RNA

elF4GI | 171.6 |elF4G 153.2 elF4GI | TIF4631 |107.1 |22

elF4GIL | 176.5 |elFiso4G |87.0 elF4GII | TIF4632 |103.9 |21

Tabelle 3: Isoformen des Initiationsfaktors eIF4G aus Siugern, Pflanzen und Hefe
t Die molekulare Masse (kDa) bezieht sich auf die Faktoren des Menschen, Arabidopsis thaliana and
S. cerevisiae.
2 % ID: Sequenzhomologie zwischen Menschen und Hefe. Diese Prozentangaben treffen auch in etwa fiir

die Homologie der pflanzlichen Proteine zu.

Das menschliche elF4GI (der Prototyp der 4G-Gruppe) ist 1560 Aminosduren lang und lauft auf
einem SDS-Polyacrylamidgel bei einem apparenten Molekulargewicht von etwa 200 kDa. Es kann
in drei funktionelle Doménen unterteilt werden. Das aminoterminale Drittel (AS 1 bis 634)
beinhaltet die Bindungsstellen fiir das Poly(A)-Bindungsprotein (PABP) und den cap-bindenden
Initiationsfaktor eIF4E. Das zentrale Drittel (AS 635 bis 1039) beinhaltet ein RRM (RNA
recognition motif), welches eine direkte Bindung an die RNA ermdoglicht (Goyer ef al., 1993). In
diesem Dirittel befinden sich ebenfalls die Motive fiir die Bindung der Faktoren elF3 und elF4A
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(Lampbhear et al., 1995). Das carboxyterminale Drittel weist eine zweite Bindungsstelle fiir eI[F4A
auf und eine Bindungsstelle fiir die elF4E-phosphorylierende Kinase MnK1 (Imataka &
Sonenberg, 1997; Pyronnet et al., 1999).

In Rontgenstruktur-Analysen der evolutiondr konservierten zentralen Doméne von elF4GII
konnten fiinf sogenannte HEAT-Doménen (Huntingtin, Elongation 3, A subunit of protein
phosphatase 2A, Target of rapamycin) lokalisiert werden. Solche HEAT-Dominen zeigen die
Struktur von antiparallelen Alpha-Helices; man findet sie in Proteinen, die an der Bildung von
Multiproteinkomplexen beteiligt sind (Andrade & Bork, 1995).

Durch die Modglichkeit, gleichzeitig mit verschiedenen anderen Proteinen (unter anderem
Initiationsfaktoren) zu interagieren, wird elF4G eine Schliisselrolle als multifunktionales

Adapterprotein in der zelluldren Translationsinitiation zugeschrieben (Hentze, 1997).

PABP elF4E elF4A  elF3 elF4A  Mnk1
[T I A e ere
1 123 160 572-78 722-943 975-1005 1201 1411 1560
B 46%
I B B oIF4GI
1 [ | [ I L_11427
83% 66% 82%
C 30%
P97/
(T T NAT-1/
1 L1 907 DAP-5

53%

Abbildung 4: Schematische Darstellung von eIF4GI und homologer Proteine

Die verschiedenen Interaktionsdoménen mit Bindungspartnern, so wie deren Aminosédurepositionen sind
angegeben. Homologien zwischen elF4GI, eIF4GII und p97/NAT-1/DAB-5 sind als prozentuale Identitét der
Aminosduresequenz angegeben. Nummerierung nach (Piron ef al.,1998; (Imataka et al., 1998)

Modifiziert nach (Prévot ef al., 2003)

Die Ergebnisse aus Southern-Blot-Analysen und Chromosomen-Kartierungen weisen darauf hin,
dass das elF4G-Gen nur als einzelne Kopie vorliegt (Yan & Rhoads, 1995). Die mRNA des
Faktors elF4GI weist einen starken internen Promotor auf, der mit einem Polypyrimidin-Trakt
assoziiert ist (Han & Zhang, 2002). In vitro Translationen und MS-Analysen (Massenspektro-
skopie) zeigen, dass Isoformen des eIF4GI, die unterschiedlich lange N-terminale Enden
aufweisen, aus der alternativen Nutzung verschiedener Startkodons resultieren (Bradley et al,
2002.; Byrd et al., 2002).

Des weiteren wurden Polypeptide charakterisiert, die eine Homologie zum C-terminalen-Ende von
elF4G aufweisen, so zum Beispiel das Protein p97 (auch NAT1 oder DAP-5 genannt; Abb. 4C) mit
einer Homologie von 30%.

Dieses Protein wird ubiquitir und abundant in normalen Zell- und Gewebekulturen synthetisiert
(Imataka et al., 1997; Levy-Strumpf et al., 1997; Yamanaka et al., 1997) und beinhaltet die
Bindungsstellen fiir die Faktoren eIF4A und elF3. Eine Uberexpression von p97 in Zellkultur
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inhibiert sowohl die cap-abhéingige als auch die IRES-vermittelte Translation, was zu der
Vermutung flihrt, dass es als negativer Regulator fiir die Translation fungiert (Imataka et al., 1997,
Yamanaka ef al., 1997).

Auch zwei weitere Proteine offenbaren eine moderate Homolgie zur zentralen Doméne von elF4GI
und konnen den Faktor e[F4A binden: Paip-1 (poly(A) binding protein interacting protein-1) und
DUG (death upregulation gene) (Craig ef al., 1998; Goke et al., 2002).

1.4.3 Die proteolytische Spaltung von elF4G

Picornaviren wie das Poliovirus oder FMDV kodieren fiir eine Protease (2A beziehungsweise L),
die spezifisch das N-terminale Ende mit der eIF4E-Bindungsdoméine von elF4G abspaltet. Das
verbleibende C-terminale Fragment wird bei der IRES-vermittelten Translation zur Initiation
rekrutiert. Die Schnittstellen der 2A- und L-Protease liegen innerhalb derselben Region nur sieben
Aminosduren auseinander (Kierchweger et al., 1994; Lamphear et al., 1993), so dass hier vermut-
lich eine exponierte protease-sensitive Sequenz vorliegt.

Die proteolytische Spaltung ist effizienter, wenn elF4G im Komplex mit eI[F4E vorkommt (Bovee
et al., 1998(b); Haghigat et al, 1996), wodurch vermutlich eine Umlagerung im elF4G-Polypeptid
zustande kommt, welche die protease-sensitive Sequenz besser zur Exposition bringt (Ohlmann et
al., 1997). Auch die 3C-Protease von FMDYV kann elF4G spalten, jedoch an anderen Stellen als die
L-Protease (Belsham et al., 2000). Wie schon oben erwihnt, fiihrt die Abspaltung des N-terminalen

dann Endes zur Inhibition der cap-abhingigen Translation.(Ohlmann et al., 1997)

Picornaviren sind nicht die einzigen Viren, die diese Strategie verfolgen. So kodiert das Genom des
HIV-1 (human immunodeficiency virus type 1; Lentivirus) ebenfalls fiir eine Protease, die e[F4GI
an mehreren Stellen (AS 678/681 und AS 1085) spaltet (Ventos et al., 2001) . Interessanterweise
wird elF4GII von dieser Protease nicht gespalten, obwohl Homologien um die AS 1085 vorhanden
sind (Ohlmann et al., 2002; Schlick & Skern, 2002). Auch wahrend der frithen Phase der Apoptose
(Zelltod) werden sowohl elF4GI als auch elF4GII durch die Caspase 3 degradiert (Clemens et al.,
1998; Marrissen & Lloyd, 1998; Bushell et al., 1999) (Abb. 5).

Die Degradation von elF4G ist nicht die einzige Mdglichkeit, um die zelluldre Translation zu
inhibieren. So bindet das Protein NSP3 des Rotavirus (Reovirus) an das N-terminale Ende (Abb. 5)
und verhindert die Anlagerung des PABPs und somit die zelluldre Translation. Gleichzeitig ist es
an den Poly(A)-Schwanz der viralen RNA gebunden, wodurch eine pseudo-zirkuldre Struktur der
viralen RNA entsteht (Piron et al., 1998). In dhnlicher Weise verfahrt das Influenzavirus. Hierbei
bindet das NS1-Protein (Abb. 5) dieses Virus sowohl an das 5'-Ende der viralen RNA als auch an
den N-terminalen Teil von elF4G, was zu einer bevorzugten Translation des viralen Transkriptes
fiihrt (Aragon et al., 2000).

Die Dephosphorylierung von elF4E verhindert ebenfalls die cap-abhingige Translation, da eIF4E
nur im phosphorylierten Zustand an das Cap binden kann (Huang & Schneider, 1991; Zhang et al.,
1994). Diesen Umstand nutzen Adenoviren, indem das Protein 100k (100 kDa), das in der spiten

Phase der viralen Expression synthetisiert wird, an die Mnk1-Bindungsdoméne bindet und so die
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Anlagerung von Mnkl und damit die Phosphorylierung von eIF4E verhindert (Abb. 5). Eine
Analogie zeigt das EMC-Virus in dem es die Dissoziation des 4E-BP (4E-Bindungsprotein/
Inhibitor) verhindert. Dieser dissoziiert erst im phosphorylierten Zustand von eIF4E ab (Gingras et
al., 1996).

Influenzavirus
Bindung von NS1und
Rekrutierung von

Rotavirus .
Bindung von elF4G an virale mRNA
\N/SIZ3__und Adenovirus
pagp onaven Caspase 3 Bindung von 100k und
(Sﬁglfgz?ﬂ 36) Verdrangung von Mnk1
[_H I FEEEE—] el
PABP eIF4E elF4A  elF3 elF4A  Mnk1
Rhino-,Entero und HIV-1/HIV-2
Aphthovirus Spaltung durch
Spaltung durch 2A- HIV-Protease
und L-Protease (AS (AS 678/681/1085)

634/641)

Abbildung 5: Interaktion von eIF4GI mit viralen Proteinen und mit Caspase 3

Schematische Darstellung von elF4GI mit seinen translationsrelevanten Protein-Interaktionsdoménen. Die
Interaktionen mit viralen Proteinen sind im oberen Teil der Zeichnung dargestellt (Ausnahme: Caspase 3).
Proteolytische Spaltung durch virale Proteasen sind im unteren Teil der Zeichnung dargestellt. Modifiziert
nach (Prévot et al., 2003).

1.4.4 Der eukaryotische Initiationsfaktor eIF4B

Der eukaryotische Initiationsfaktor eIF4B spielt sowohl bei der Translationsinitiation bei normalen
zelluldaren mRNAs der Eukaryoten als auch bei der Initiation der Translation der Picornaviren eine
wichtige Rolle. Die cDNA von humanem elF4B umfasst ein offenes Leseraster von 3850 bp und
codiert fiir ein Protein von 69,2 kDa, welches im SDS-Polyacrylamidgel jedoch aberrant bei 80
kDa lauft (Milburn et al, 1990). Das humane elF4B ist ein RNA-Bindungsprotein, welches
vermutlich als Homodimer an RNA bindet. Die zentrale, 99 Aminosduren lange Region, die
besonders reich an Asparaginsdure, Arginin, Tyrosin und Glycin ist, wird nach dem Ein-
Buchstabencode dieser Aminosduren als ,,DRYG-Domine” bezeichnet (Méthot et al., 1996a).
Diese Doméne besitzt eine entscheidende Funktion bei der Dimerisierung von elF4B, wobei bisher
unbekannt ist, ob elF4B ausschlie8lich Dimere bildet oder auch Trimere bzw. Tetramere bilden
kann (Méthot et al., 1996a). Zusétzlich konnten eine RRM- (RNA recognition motif) Doméne und
eine C-terminale Doméne, die als ,,carboxyterminal binding site oder ,basic domain®“ (BD)
bezeichnet wird, identifiziert werden. Beide RNA-Bindungs-Doménen binden sequenzspezifisch
(Méthot et al., 1994; Naranda et al., 1994).
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Die BD-Doméne bindet im Vergleich zur RRM-Domaéne stirker an die RNA und ist essentiell fiir
die Stimulierung der RNA-Helikase-Aktivitit von elF4A (Méthot et al., 1994). Die RRM-Doméne
bindet dagegen sehr spezifisch 18S-rRNA (Méthot et al., 1994; Méthot et al., 1996b). Dieser
Umstand fithrte zu der Annahme, dass elF4B eine Art Briicke zwischen mRNA und rRNA der
kleinen ribosomalen Untereinheit herstellt (Méthot et al., 1996b). Neben der Protein- und RNA-
Bindungsaktivitit stimuliert eI[F4B, wie bereits erwidhnt, die ATPase- und Helikase-Aktivitit von
elF4A (Grifo et al., 1982; Ray et al., 1985; Abramson ef al., 1987; Rozen et al., 1990).

1.4.5 Die interne Initiation der Translation

Die Initiation der Translation ist einer der wichtigsten Schritte im Vermehrungszyklus der Picorna-
viren, der einer Regulation unterliegt. Im Gegensatz zur Initiation der Translation bei normalen
mRNAs der Zellen findet die interne Initiation der Translation nicht am 5"-Ende, sondern innerhalb
der mRNA statt. Voraussetzung fiir diese interne Initiation ist eine hoch strukturierte RNA-Region,
die nach ihrer Funktion als ,,Internal Ribosome Entry Site* (IRES) bezeichnet wird und sich im 5°-
nichttranslatierten Bereich der viralen RNA befindet.

Die picornaviralen IRES-Elemente werden aufgrund der Konservierung ihrer Primérsequenz und
Sekundarstruktur in drei Gruppen untergliedert (Jackson & Kaminski, 1995): die der Entero- und
Rhinoviren (Typ I), die der Cardio- und Aphthoviren (einschlieBlich der Parechoviren) (Typ II) und
die des Hepatitis A-Virus (Typ III). Die vierte Gruppe von IRES-Elementen (Typ IV) wird von
HCV und den Pestiviren gestellt, die jedoch zur Familie der Flaviviridae zéhlen (Abb. 5). Daneben
besitzen auch einige zellulire mRNAs IRES-Elemente, wie zum Beispiel die mRNAs fiir c-myec,
FGF-2 (fibroblast groth factor 2) (Molekulare Genetik, Knippers), die Antennapedia mRNA bei
Drosophila (Oh et al., 1992), die mRNA fiir das Immunglobulin Heavy Chain Binding Protein
(BIP) bei Sdugern (Macejak & Sarnow, 1991), die mRNA des Human Fibroblast Growth Factor 2
(FGF-2) (Vagner et al., 1995), sowie weitere Gene in Xenopus-Oocyten (Keiper & Rhoads, 1997).
Bei einigen dieser mRNAs wurden Sekundirstrukturen gefunden, die groBe Ahnlichkeit zur
picornaviralen IRES aufweisen.

Die IRES-Elemente der Picornaviren &hneln sich in Bezug auf die Sekundirstruktur.
Charakteristisch fiir alle IRES-Elemente ist ein grof3er zentraler Stem-Loop, der aus einem langen
Stamm (engl. ,,stem®) aus tiberwiegend doppelstringiger RNA besteht, der im oberen Bereich
kleinere Verzweigungen aufweist. Vor dieser zentralen Doméne befinden sich kleinere Stem-
Loops, die in Groe und Anzahl stark variieren. Ein Stem-Loop mittlerer Grofle, der bei den
Entero- und Rhinoviren eine ausgeprigte Blase aus einzelstringiger RNA besitzt und bei den
Cardio- und Aphthoviren eine Y-formige Struktur aufweist, befindet sich stromabwirts der
zentralen Doméne. Im Gegensatz dazu besitzt die IRES der HCV- und Pestivirus-Gruppe nur eine
grofle zentrale Doméne, die viele Verzweigungen aufweist. Obwohl sich die picornaviralen IRES-
Elemente in ihren Sekundérstrukturen dhneln, existieren nur minimale Homologien auf der Ebene
der Primérsequenz (Jackson & Kaminski, 1995). Konservierte Regionen befinden sich, mit einigen
Ausnahmen, in einzelstrdngigen Arealen, die vermutlich fiir die Bindung von Proteinen benétigt

werden oder an der Ausbildung der Tertidrstruktur beteiligt sind (Pilipenko et al., 1992). Dagegen
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befinden sich die nicht konservierten Bereiche bevorzugt in den basengepaarten Regionen der
Stdmme.

Eine wichtige Gemeinsamkeit der Picornaviren und gleichzeitig ein Kriterium fiir ihre Abgrenzung
gegeniiber der HCV- und Pestivirus-Gruppe ist die charakteristische Anordnung eines Tandems
von cis-Elementen am 3‘-Ende der IRES. Diese Anordnung besteht aus einem Oligopyrimidin-
Trakt von ca. 10 Pyrimidin-Nukleotiden und einem AUG, dessen Abstand vom Oligopyrimidin-
Trakt von etwa 15 bis 20 Nukleotiden von grofer Bedeutung fiir die Effizienz der Translation ist.
Beim Encephalomyocarditis-Virus (EMCV), einem Vertreter der Cardioviren (Typ II IRES-
Element), beginnt die Translation vorwiegend an diesem AUG (Initiator-AUG, 11. AUG), welches
sich im entsprechendem Abstand zum Oligopyrimidin-Trakt befindet (Kaminski et al., 1994).
Diese Region wird auch als ,,starting window* (Startfenster) bezeichnet (Pilipenko et al., 1994).
Nur in seltenen Féllen beginnt die Translation am néchsten 12. AUG, welches sich 12 Nukleotide
stromabwirts des 11. AUGs befindet, und nie erfolgt die Translation an dem etwa 8 Nukleotide
stromaufwarts vor dem Initiator-AUG liegenden 10. AUG (Kaminski et al., 1990; Kaminski et al.,
1994).

Bei den Cardioviren wird davon ausgegangen, dass das Ribosom direkt im ,,starting window*
platziert wird und dort die Translationsinitiation beginnt. Im Gegensatz zu EMCV erfolgt die
Initiation der Translation bei FMDYV jedoch parallel an zwei unterschiedlichen Initiator-AUGs. Das
11. AUG im FMDV-Stamm O;K (analog zu AUG 11. in der EMCV IRES) befindet sich
stromabwiérts vom Oligopyrimidin-Trakt im ,,starting window®. Das 12. AUG liegt im gleichen
Leserahmen wie das 11. AUG, jedoch weitere 84 Nukleotide stromabwérts (Sangar et al., 1987;
Belsham, 1992). Es wird davon ausgegangen, dass alle Ribosomen am 11. AUG an die RNA
binden, aber nur wenige Ribosomen an Ort und Stelle die Translation beginnen (20-33 %),
wihrend die meisten Ribosomen zum 12. AUG ,,scannen® und dort die Translation beginnen.

Bei den Entero- und Rhinoviren binden die Ribosomen an einem konservierten AUG (Position 586
in der Poliovirus (Mahoney) IRES) am 3‘-Ende der IRES. Dieses AUG liegt ebenfalls wie bei den
Cardio- und Aphthoviren in definiertem Abstand zum Oligopyrimidin-Trakt, befindet sich bei
Poliovirus allerdings in einer Stem-Loop-Struktur. Im Gegensatz zu den Cardio- und Aphthoviren
erfolgt bei den Entero- und Rhinoviren fast keine (Ohlmann & Jackson, 1999) oder keine Initiation
(Pestova et al., 1994) an diesem konservierten AUG am 3‘-Ende der IRES, wihrend bevorzugt das
ca. 160 Nukleotide stromabwirts gelegene AUG (Position 743 in Poliovirus Typ 1) fiir die
Initiation der Translation verwendet wird. Es wird angenommen, dass die Ribosomen vom
konservierten AUG zum Initiator—rAUG ,,scannen” und dass dieser Mechanismus dem bei

Eukaryoten sehr dhnlich ist.
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Abbildung 5: Organisation der wichtigsten viralen IRES-Elemente.
Die Stem-Loops sind nummeriert, und Nicht-Standart-Initiationsfaktoren sind aufgelistet (Abb. Aus
Niepmann 1999)

1.4.6 An der Initiation der Translation bei Picornaviren beteiligte eukaryotische Protein-
faktoren

Fiir die interne Initiation der Translation der Picornaviren ist nicht nur die Struktur der RNA von
Bedeutung, sondern es bedarf auch trans-aktiver Protein-Faktoren. Mit Ausnahme des ,,cap binding
protein® elFAE werden alle Standard-Initiationsfaktoren verwendet, die auch an der Cap-
abhingigen eukaryotischen Translations-Initiation beteiligt sind. Fiir die eukaryotischen
Initiationsfaktoren konnte gezeigt werden, dass elF2, elF3 und die Faktoren elF4G und elF4A
essentiell fiir die Initiation der EMCV-Translation sind und dass dieser Prozess durch elF4B
stimuliert wird (Pestova et al., 1996). Eine Schliisselfunktion in der internen Initiation scheint dabei
elF4G zu libernehmen.

Die Spaltung des 170 kDa groBen elF4G-Proteins in zwei funktionell aktive Fragmente erfolgt bei
einer FMDV-Infektion durch die L-Protease. Das N-terminale Fragment des gespaltenen elF4G
bindet elF4E, wihrend das C-terminale Fragment sowohl mit eIF3 (welches an die 40S-
Untereinheit bindet) als auch mit der RNA-Helikase elF4A interagiert (Lamphear et al., 1995).
Wahrend die Interaktion der N-terminalen Doméne des intakten eIlF4G mit elF4E absolut
notwendig filir die Cap-abhingige Translation ist, wird die C-terminale Doméne des gespaltenen

elF4G fiir die Einleitung der internen Initiation benotigt und erfolgt bei einigen Picornaviren in
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Abwesenheit von elF4E (Ohlmann et al., 1996; Borman et al., 1997b). Eine Sonderstellung nimmt
dabei die Hepatitis A IRES (HAV) ein, die im Gegensatz zu den anderen picornaviralen IRES-
Elementen intaktes eIF4G fiir die Translation benétigt (Borman & Kean, 1997).

elF4G bindet an den Y-formigen Stem-Loop der EMCV und FMDYV IRES (Pestova et al., 1996;
Kolupaeva et al., 1998; Lopez de Quinto & Martines-Salas, 2000; Saleh et al., 2001). Ahnlich wie
dies fiir die eukaryotische Translationsinitiation postuliert wird, konnte elF4G den Kontakt
zwischen IRES-RNA und dem Initiationskomplex vermitteln, indem es sowohl mit der IRES als
auch mit dem Faktor elF3, der mit der 40S-Untereinheit assoziiert ist, interagiert.

Ein weiteres flir die interne Translationsinitiation wichtiges Protein ist eI[F4B. eIF4B bindet an den
Stem-Loop 4 der FMDYV IRES (Golini et al., 1976; Baglioni et al., 1978; Meyer et al., 1995; Rust
et al., 1999). Da die Bindung an die FMDV IRES nur in Anwesenheit von ATP erfolgt und elF4B
selbst keine ATPase-Aktivitdt besitzt, wird angenommen, dass die RNA-Helikase elF4A als
Kofaktor an der Bindung von elF4B an die FMDV IRES beteiligt ist (Meyer et al., 1995). In
Experimenten konnte gezeigt werden, dass Deletionsmutanten, die die elF4B-Bindung
beeintrachtigen, gleichzeitig auch erheblich die Translationseffizienz der FMDV IRES vermindern
(Rust et al., 1999). Des weiteren konnte elF4B mit der FMDYV IRES in ribosomalen 48S- und 80S-

Initiationskomplexen nachgewiesen werden (Ochs et al., 1999).

1.4.7 Das Polypyrimidintrakt-Bindungs-Protein (PTB)

Das Polypyrimidin-Trakt Bindungs-Protein (PTB) (Gar¢ia-Blanco et al., 1989; Patton et al., 1991),
das an der zelluldren Translation nicht beteiligt ist, spielt besonders bei FMDYV eine grofie Rolle
(Luz & Beck, 1990). Fiir dieses Protein wurde auch eine Bindung an andere virale IRES-RNAs
nachgewiesen, so zum Beispiel bei EMCV (Jang & Wimmer, 1990), Poliovirus (Hellen et al.,
1994), humanem Rhinovirus-2 (HRV) (Borman et al., 1993), Hepatitis A-Virus (Schultz et al.,
1996) und interessanterweise auch bei der IRES des zu den Flaviviridae gehorenden Hepatitis C-
Virus (Ali et al., 1995).

PTB hat ein Molekulargewicht von 57 kDa und existiert in drei verschiedenen Spleifivarianten, die
hiufig als Doppel- oder Triplett-Banden im SDS-Polyacrylamidgel sichtbar werden (Gargia-Blanco
etal., 1989; Gil et al., 1991; Patton et al., 1991). In der eukaryotischen Zelle kommt es vorwiegend
im Zellkern vor, ist jedoch auch im Cytoplasma vieler Zellen enthalten. PTB bindet bevorzugt an
Pyrimidin-Trakte verschiedener mRNAs. Es scheint als negativer Regulator beim alternativen
SpleiBen eine Rolle zu spielen und so zur gewebsspezifischen Expression einiger Gene beizutragen
(Gil et al., 1991; Lin & Patton, 1995; Southby et al., 1999, Valcarcel & Liebauer, 1997).
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollte eine innerhalb der Cardio- und Aphthovirus-Gruppe hochkonser-
vierte Nukleotidsequenz im Stem-Loop 4 — 1 des FMDV-IRES-Elements im Bezug auf die
Bindung des eukaryotischen Initiationsfaktors elF4G charakterisiert werden. In diesem

Zusammenhang sollten folgende Fragestellungen beantwortet werden:

1. Welche Rolle spielen die einzelnen mutierten Bereiche fiir die Bindung des Initiationsfaktors
elF4G ?

2. Ist der mogliche Einfluss der Mutationen auf die Bindung von elF4G auf die Verdnderung der
Primédrsequenz und/oder der Sekundéarstruktur zuriickzufiihren?

3. Wie verhalten sich die FMDV-IRES-Mutanten in in vitro- und in vivo-Translationen?

Das IRES-Element ist ein hochstrukturierter Bereich des picornaviralen RNA-Plusstrang-Genoms.
Daher sollten zur Beantwortung der oben angefiihrten Fragestellungen 14 Mutationen in dieser
konservierten doppelstringigen Region eingefiihrt werden, die entweder nur die Primirsequenz
oder sowohl die Primérsequenz als auch die Sekundérstruktur verdndern. Der Stem-Loop 4 — 1 ist
die Hauptbindungsdomine des Faktors elF4G, daher sollten diese IRES-Mutanten in Bindungs-
analysen auf die Affinitdt von elF4G untersucht werden.

Um den indirekten FEinfluss der Mutationen auf die Funktionalitit des IRES-Elements zu
untersuchen, sollten die FMDV-IRES-Mutanten in in vitro- und in vivo-Translationen auf eine
mogliche Verdnderung der Translationseffizienz der FMDV-IRES analysiert werden.

Weiterhin sollte in Rekonstitutionsexperimenten mit gereinigtem elF4G in Form des elF4F-
Komplexes analysiert werden, ob die funktionellen Defizite der IRES-Mutanten durch Erhéhung
der Konzentration des Initiationsfaktors auf der einen Seite oder Erhdhung der Konzentration der

Transkripte auf der anderen Seite ausgeglichen werden kann.



Ergebnisse und Diskussion — Teil I 20

2 Ergebnisse I

2.1  Analyse eines konservierten Sequenzelementes der internen ribosomalen
Eintrittsstelle (IRES)

Ein Charakteristikum der Picornaviren, von Viren allgemein, ist ihre Abhéngigkeit von einer
Wirtszelle, die es ihnen ermoglicht, sich zu reproduzieren. Hierzu verwenden die Picornaviren den
zelluldren Translationsapparat mit den meisten eukaryotischen Initiationsfaktoren (elFs), allerdings
ohne das Cap-Bindungsprotein eIF4E. Dariiber hinaus rekrutieren diese Viren fiir ihre
Translationsinitiation andere zellulire RNA-bindende Proteine, die bei der normalen zelluldren
Initiation der Translation keine Funktion haben (zum Beispiel das Polypyrimidintrakt-Bindungs-
Protein, PTB; Jang & Wimmer, 1990).

Bei der Initiation der Translation {ibt das Briickenprotein elF4G eine zentrale Funktion aus und
bietet zusitzlich den Picornaviren (wie FMDV und Polioviren) ein Ziel, um die Translation der
Wirtszelle auszuschalten (,,shut off). Dabei wird die im N-terminalen Bereich von elF4G
lokalisierte elF4E-Bindungsstelle proteolytisch abgespalten, so dass elF4G nicht mehr indirekt
iiber elF4E eine gecappte zellulire mRNA binden kann. Das C-terminale Fragment von elF4G
bindet weiterhin an die Virus-IRES. Mehrere Arbeitsgruppen haben gezeigt, dass die
Hauptbindungsstelle von elF4G am ,,Stem-Loop 4 (SL 4), unter anderem in der Subdoméne SL 4
—1, der FMDV-IRES lokalisiert ist (Lopez de Quinto, S. & Martinez-Salas, E., 2000, Saleh, L., et
al. 2001).

Ein weiteres Charakteristikum von RNA-Viren ist ihre relativ hohe Mutationsrate, die in der Regel
das gesamte Genom betrifft. Dem gegeniiber stehen Sequenzelemente, die innerhalb einer
Virusgruppe hochkonserviert sind. Ein solches konserviertes Sequenzelement findet sich bei
FMDYV im Stem-Loop 4 — 1 (Stem-Loop J-L bei EMCV) der internen ribosomalen Eintrittsstelle
(IRES) der Familie der Cardio- und Aphtoviren (Jackson & Kaminski, 1995). Die Tatsache, dass
das IRES-Element der Ausgangspunkt der viralen Translation ist, und damit eine wichtige Region
der Virus-RNA ist, lasst die Existenz solche konservierten Bereiche innerhalb einer Virusgruppe
plausibel werden.

Die oben beschriebenen Zusammenhédnge fiihrten zu der Frage, welchen Einfluss Mutationen
innerhalb dieses konservierten Sequenzelements auf das Bindungsverhalten von e[F4G und anderer
Proteine haben, die an der Cap-unabhédngigen Initiation der Translation beteiligt sind. Weiterhin
wurde untersucht, ob und wie die Funktionalitit des IRES-Elements durch die eingebrachten
Mutationen beeintridchtigt wird und welchen Effekt monovalente Kationen sowohl auf das

Bindungsverhalten der Faktoren als auch auf die Funktionalitit des IRES-Elements haben.

Zur Untersuchung dieser Problematik wurde in dieser Arbeit die Methode des UV-Crosslink-
»Assays® benutzt. Kennzeichnend fiir diese Methode ist die Darstellung von RNA-Protein-
Interaktionen mit beiden Bindungspartnern in ihrer nativen Konformation. Eine Bestrahlung von

intern radioaktiv markierter RNA mit UV,s4 ,n - Licht bewirkt, dass sich freie Radikale an den
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Pyrimidinen bilden, die bei genauer raumlicher Nihe eines RNA-bindenden Proteins, mit dessen
Aminoséduren eine kovalente Bindung eingehen konnen. Nach RNase-Verdau verbleibt dann ein
kurzes radioaktiv markiertes Oligonukleotid kovalent am Protein gebunden. Dadurch wird also
radioaktive Markierung von der RNA auf das RNA-bindende Protein {ibertragen. Die
Bindungsaffinitit von Proteinen hidngt von verschiedenen Bedingungen wie Temperatur, Inkuba-
tionszeit, Art des verwendeten radioaktiven Nukleotids, sowie den Pufferbedingungen und
Salzkonzentrationen ab, vor allem aber von der genauen rdumlichen Beschaffenheit der Bindung
des Proteins an die RNA.

Hauptséchlich aus letzterem Grund konnen nicht alle gegebenen Interaktionen von RNA-bindenden
Proteinen mit einer RNA mit dieser Methode dargestellt werden. Es ist bekannt, dass nur 11
Aminosduren, wie Cystein, Tyrosin, Phenylalanin, Histidin, Arginin, Lysin, Serin, Methionin,
Threonin und Tryptophan, kovalente Bindungen unterschiedlicher Intensitdt mit Urazil bei UV-
Bestrahlung eingehen (Smith, 1976). Daher ist dieser Assay eine selektive Methode der

Untersuchung von RNA-Protein-Interaktionen.

2.1.1  Ubersicht der untersuchten Mutationen im konservierten Sequenzelement
des Stem-Loops 4 — 1 der FMDV-IRES

Mittels der PCR-Technik wurden, wie in Abbildung 7 dargestellt, insgesamt 14 Mutationen in die
hier untersuchte konservierte Region eingebracht. Aus Griinden der Ubersicht wurde dieses
Sequenzelement in drei Hauptsektoren aufgegliedert, die wiederum in einen aufsteigenden ( 1) und
einen absteigenden ( | ) Ast des Stem-Loops 4 — 1 unterteilt wurden. Dabei steht das ,,M* fiir miss-
match-Mutanten im aufsteigenden Ast, wihrend das ,,D“ (downstream) miss-match-Mutanten im
absteigenden Ast benennt, wobei die Zahlen die Anzahl der mutierten Nukleotide angeben. Bei den
mit ,,R* (random) bezeichneten Mutanten wurden die im Namen enthaltenen Nukleotide zufallig
verdndert. Steht ein ,,D* vor diesen Nukleotiden, sind sie deletiert. Revertanten tragen die Namen
beider miss-match-Mutanten, wobei das ,,M* entféllt. Bei den AT-Mutationen wurde die originale
Sequenz durch ein AT-Dinukleotid ausgetauscht.

Folgende Bereiche wurden mutiert: 1. : Die vier gepaarten Nukleotide im unteren Bereich des
Elementes mit den Mutanten 4M ( 1 ), D4 ( | ) und der Revertante 4/D4 ( 1| ); 2. : Die gepaarten
Dinukleotide mit den Mutanten 2M ( 1), D2( | ), der Revertante 2/D2 ( 1] ), 2MAT ( 1),

D2AT (] ), der Revertante 2/D2AT( 1] ) und 3. : Die ungepaarten Dinukleotide mit den Mutanten

RAC(1); RGA (]),DAC(1),DGA (| ) und der Doppeldeletionsmutante D/DD ( 1] ).
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Abbildung 7: Ubersicht der Mutanten. A: Schematische Darstellung des Typ II IRES-Elementes des
FMD-Virus. B: AusschnittsvergroBerung des Stem-Loops 4 mit der genauen Positionierung der einge-
brachten Mutationen in der konservierten Region. Revertanten bezichungsweise die Doppeldeletion sind
nicht aufgefiihrt.

Die Sequenz der ungepaarten Dinukleotiden wurde sowohl zuféllig mutiert (RAC, RGA), als auch deletiert
(DAC, DGA, D/DD). Dabei bieten die Revertanten (4/D4, 2/D2, 2/D2AT) die Moglichkeit, die Auswirkung
eines Sequenzaustausches zu untersuchen, ohne dass die Sekundarstruktur des Stem-Loops beeintrachtigt ist.
Fiir eine bessere Ubersicht sind diese Mutationen nochmals auf einem Faltblatt am Ende dieser Arbeit

dargestellt.
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2.1.2 Bindung von elF4G an die FMDV-IRES-Mutanten-RNAs

Abbildung 8 zeigt einen Crosslink mit markierter FMDV-IRES-Wildtyp- bezichungsweise
Mutanten-RNAs unter optimierten Pufferbedingungen fiir die Bindung von elF4G (Saleh). Zur
weiteren Optimierung wurden die Transkripte mit dem radioaktivem Nukleotid [o->*P]-rUTP intern
markiert, da es sich gezeigt hatte, dass die Qualitit der erhaltenen Signale hoher ist als bei der
Verwendung der anderen drei Nukleotide (Ochs ef al., 1999; Rust et al., 1999; Saleh et al., 2001).
Als Quelle fiir die IRES-bindenden Proteine wurde Kaninchen-Retikulozyten-Lysat (RRL; Rabbit
reticulocyte lysate) (Promega) verwendet, das mit Micrococcus aureus (S7-) Nuklease (Ca*" -
abhingig) behandelt ist. Durch diese Behandlung wird die endogene mRNA des Lysates verdaut.
Die Nuklease wird anschlieBend durch Zugabe von EGTA (Ca”>" -Chelator) gehemmt, so dass das
Lysat anschlieBend nun praktisch ausschlielich die zugesetzte in vitro RNA translatiert. Dieses
Lysat besitzt laut Angaben des Herstellers 113 mM bei der Produktion zugesetztes Kaliumacetat,
zuziiglich einer nicht quantifizierten Konzentration von 25-40 mM Kaliumionen aus den lysierten
Retikulozyten (Pelham & Jackson, 1976).

Mehrere Proteine binden mit unterschiedlicher Signalstirke an die FMDV-Wildtyp-IRES (Abb. 8,
Spur 1). Das stdrkste Signal zeigt ein 57 kDa groBes Protein, das als ,,Polypyrimidine-Tract-
Binding Protein“ (PTB) identifiziert wurde (Luz & Beck, 1991; Hellen et al., 1994; Borman et al.,
1993). Hierbei iiberlagern sich die Signale von drei Banden, die bei einer kiirzeren Exposition oder
wie in Spur 12 sichtbar werden (Garcia-Blanco et al., 1989). Unterhalb der PTB-Bande, bei etwa
50 kDa, lauft ein Polypeptid, das auch auffillig stark an die FMDV-IRES bindet. Bisher ist nicht
bekannt, um was fiir ein Protein es sich handelt und ob es in irgendeiner Form in die IRES-
vermittelte Translation involviert ist. Es konnte sich dabei um das an RNA unspezifisch bindende
Protein La handeln. Mit einem apparenten Molekulargewicht von 80 kDa bindet der eukaryotische
Translationsinitiationsfaktor 4B an die radioaktiv markierte Wildtyp-IRES (Meyer et. al., 1995).
Die fiir diese Arbeit wichtige Bande zeigt sich bei einem Molekulargewicht von etwa 200 kDa,
namlich eIF4G (Lopez de Quinto, S. & Martinez-Salas, E. 2000; Saleh et al., 2001).

Die miss match-Mutanten im unteren Bereich des konservierten Sequenzelementes 4M (UGGA —
GCCU, Spur 2), D4 ( AUCU — CGGA, Spur 3) und ihre Revertante 4/D4 (Spur 4), zeigen ein
vom Wildtyp deutlich abweichendes Bandenmuster. Im Vergleich mit dem Wildtyp ist die
Intensitit der PTB-Bande reduziert, die des 50 kDa Proteins (p50) bleibt konstant oder nimmt zu
(Spur 3), aber die Bindungssignale von elF4B und elF4G dagegen sind kaum zu detektieren.
Ahnlich erscheinen die Ergebnisse mit den Deletionsmutanten der ungepaarten Dinukleotide DAC
( Spur 10), DGA (Spur 11) und D/DD (Spur 12), wobei die Signale des 50 kDa Polypeptids noch
stiarker (Spur 10 und 11) beziechungsweise die von PTB noch weiter reduziert werden (Spur 12).
Die Bindungsaffinitit von PTB an die IRES-RNA mit der Doppeldeletion D/DD (Spur 12) der
ungepaarten Dinukleotide ist am geringsten, obwohl diese Doméne (SL 4 — 1) keine Bindungsstelle
fiir PTB enthilt (Rust ef al., 1999).
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Abbildung 8: Bindung eukaryotischer Initiationsfaktoren (eIFs) aus Kaninchen-Retikulozytenlysat
(RRL) an die RNA der FMDV-IRES-Mutanten. Als Matrize fiir die in vitro transkribierte FMDV-IRES-
RNAs diente das mit Smal linearisierte Plasmid pSP449 beziehungsweise dessen Derivate. Es enthilt die
FMDV O;K IRES von der Position 363 bis 831 bezichungsweise die IRES mit den jeweils eingebrachten
Mutationen.

In einem Gesamtvolumen von 10 pl wurden 0,3 — 0,4 pmol [a-szP]-rUTP markierte FMDV-IRES-RNA
(Wildtyp beziehungsweise Mutanten) mit 4,4 ul RRL in Anwesenheit von Crosslinkpuffer (10 mM HEPES,
pH 7,5; 1 mM DTT; 1,7 mM MgCly; 1 pg/ul tRNA; 10% Glycerin; 0,05% NP-40; 0,1 mM ATP) fiir 30
Min. bei 30°C inkubiert und gleichzeitig mit UV-Licht der Wellenlédnge 254 nm bestrahlt. Die iiberschiissige
RNA wurde mit 3 mg/ml RNase A (45 min. bei 37°C) verdaut und die Proteine auf einem SDS - 8%
Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Die molaren Massen der '*C markierten Markerproteine und die Positionen
von elF4G, elF4B und PTB sind angegeben. Zur besseren Ubersicht sind die Mutationen innerhalb der

konservierten Region grau unterlegt.

Bis auf das p50-Protein sind alle Banden, die mit der Wildtyp-IRES-RNA detektiert werden
koénnen, verschwunden oder zumindest in ihrer Intensitét stark reduziert.

Der zufillige Sequenzaustausch dieser ungepaarten Dinukleotide resultiert bei beiden Mutationen
(RAC, AC — CG, Spur 8; RGA GA — AU, Spur 9) in einer schwachen, aber detektierbaren
Bindung von elF4G und elF4B. Das PTB-Signal ist schwécher als beim Wildtyp, aber intensiver
im Vergleich zu den Banden in den Spuren 2 — 4.

Im Gegensatz zu allen bisher beschriebenen Mutationen scheinen die miss match-Mutationen in
den gepaarten Dinukleotiden 2M (CC — GG, Spur 5), D2 (GG — CC, Spur 6) und ihrer
Revertante 2/D2 (Spur 7) die Bindung von elF4G, eIlF4B und PTB am geringsten zu beeinflussen.
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Die Intensitdt der erhaltenen Banden wird in folgender Reihenfolge stirker: 2M — D2 — 2/D2.
Auffillig ist, dass die Bandenintensitdt des 50 kDa Proteins in der selben Reihenfolge abnimmt,

was auf eine unspezifische Kompetition hindeutet.

Dieses Gesamtbild liefert eine grobe Charakterisierung der einzelnen Mutationen. Die Mutationen
4M und D4 (Spur 2 und 3) 16sen einen Grossteil der Sekundérstruktur in der Subdoméne 4 — 1 auf,
wodurch auf eine Reduzierung der Bindungsaffinitit der beschriebenen elFs geschlossen werden
konnte. Die Wiederherstellung der Sekundérstruktur des Stem-Loop 4- 1 in der Revertante 4/D4
(Spur 4) zeigt jedoch, dass auch die urspriingliche primire Nukleotidsequenz an dieser Stelle fiir
die Bindung von elF4G und 4B wichtig ist. Bei den ungepaarten Dinukleotide verhilt es sich
umgekehrt. Die Deletion einer dieser Regionen allein (DAC, DGA, Spur 10 — 11) erlaubt keine
Bindung der elFs mehr, und wenn beide Dinukleotide abwesend sind (D/DD, Spur 12), beeinflusst
sie auch die Bindung von Proteinen, wie zum Beispiel PTB, deren Bindungsstellen nicht im SL 4 —
1 lokalisiert sind. Ein Sequenzaustausch (RAC, RGA, Spur 8 — 9) hingegen erlaubt noch eine
minimale Bindung der Faktoren elF4G und elF4B.

Eine solche klare Abgrenzung der Rolle von Priméirsequenz und Sekundérstruktur bei der Bindung
der elFs lasst sich dagegen bei den gepaarten Dinukleotiden nicht vollziehen. Eine Auflésung der
Sekundirstruktur durch die Mutanten 2M und D2 (Spur 5 — 6) fithren zu unterschiedlichen
Bindungsaffinititen, und bei der Wiederherstellung der sekundéren Struktur, durch ihre Revertante
2/D2 (Spur 7) wird die Bindung teilweise wiedergewonnen. Das ldsst den Schluss zu, dass sowohl
die Sekundarstruktur als auch die Primirsequenz wichtig sind, wobei allerdings eine Verdnderung
der Primérsequenz keine so gravierenden Folgen hat wie bei der Mutation der 4-Basenpaar-

Struktur.

2.1.3 Analyse der Bindungsspezifitit der eukaryotischen Initiationsfaktoren eIF4G
und elF4B

Die radioaktive Markierung der Polypeptide im Crosslink beruht auf der durch die UV-Bestrahlung
resultierenden kovalenten Bindung der Proteine an die radioaktiv markierte RNA. Hierflir miissen
sich die Aminosduren und die Pyrimidine in einer geeigneten sterischen Anordnung befinden. Um
zu bestétigen, dass die Verminderung der Bandensignale mit den Mutanten-IRES-RNAs, wie sie
oben beschrieben wurden, nicht moglicherweise allein auf einer Stérung dieser sterischen
Anordnung beruht, sondern auf den Verlust der Bindung des ganzen Proteins zuriickzufiihren ist,
wurden Kompetitionsversuche durchgefiihrt. Radioaktiv markierte Wildtyp-IRES-RNA wurde mit
nicht-markierten Wildtyp-IRES- beziehungsweise Mutanten-IRES-RNAs an der Bindung an die
Proteine verdringt. Hierbei wurde je ein 4-facher, 16-facher und 64-facher molarer Uberschuss an
nicht-markierten RNAs in einem Crosslinkansatz verwendet. Die Abbildung 9 stellt die Ergebnisse
dieser Untersuchung dar. Die Kompetition mit der nicht-markierten Wildtyp-IRES-RNA (Spuren 1
— 4) zeigt, dass die Intensitit der elF4G-Bande proportional zum molaren Uberschuss an kompe-
tierender RNA reduziert wird und die Bande bei einem 64-fachen Uberschuss (Spur 4) fast nicht

mehr zu sehen ist. Analog hierzu verhilt sich die Bindung von elF4B. Das Bindungssignal wird, im
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Vergleich zu elF4G, nicht so stark abgeschwicht, was man auf eine hohere Abundanz von elF4B
im Lysat zuriickzufiihren sein konnte. Allgemein lésst sich feststellen, dass die hier erkennbaren
Protein-RNA-Interaktionen sich typisch fiir eine solche Verdriangung einer markierten RNA oder

DNA mit homologen Kompetitor verhalten.

WT
kDa M 0 4 16 64 0 4 1664 0 4 16 64. 0 4 16 64 0 4 16 64 0 4 16 64 molarer
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Abbildung 9: Kompetitions-Assay. Radioaktiv markierte Wildtyp-IRES-RNA wurde mit nicht-radioaktiver
Wildtyp-IRES-RNA beziehungsweise Mutanten-IRES-RNAs bei den molaren Uberschiissen wie oben
angegeben kompetiert. Alle ausgesuchten Mutanten-IRES-RNAs zeigten in Abbildung 2 eine Bindung von
elF4G. Die molaren Massen der '*C markierten Markerproteine und die Positionen von elF4G, eIF4B und
PTB sind angegeben. Zur besseren Ubersicht sind die Mutationen innerhalb der konservierten Region grau
unterlegt.

WT = Wildtyp

Einen solchen kompetitiven Effekt auf die eI[F4G-Bande bei der Verdrangung der Wildtyp-IRES-
RNA kann man mit der IRES-RNA der Mutante 2M selbst bei einem 64-fachen Uberschuss (Spur
8) nicht feststellen. Schon bei einem 16-fachen (Spur 7) und erst recht bei einem 64-fachen
Uberschuss (Spur 8) ist dagegen ein Einfluss des Kompetitors auf das Bindungssignal fiir eIF4B
erkennen. Auffillig bei dieser Kompetition ist, dass die Bande (p50) unterhalb der PTB-Bande
starker mit der 2M Mutanten-IRES-RNA verdrdngt wird als mit der Wildtyp-IRES-RNA. Bei PTB
tritt ein schwacher kompetitiver Effekt erst bei einem 16-fachen Uberschuss ein, und die
Kompetition ist auch bei 64-fachen Uberschuss weniger stark als mit der Wildtyp-IRES-RNA
(Spuren 4 und 8). Tatsédchlich scheint diese Mutation die Bindungsaffinitdt von elF4G und auch

PTB herabzusetzen und ermdglicht so vermutlich eine bessere Bindung des p50 Proteins.
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Ein dhnliches Bild zeigt die Durchfithrung des Versuches mit der IRES-RNA der Mutante D2. Es
wird keine Verdringung von der markierten Wildtyp-IRES-RNA an elF4G sichtbar. Die konstante
Abnahme der Bandenintensitdt von PTB ist vergleichbar mit der Kompetition durch die Wildtyp-
IRES-RNA. Die IRES-RNA dieser Mutante kompetiert die markierte Wildtyp-IRES-RNA schon
bei einem geringeren Uberschuss von dem 50 kDa Protein als Wildtyp-IRES-RNA selbst. Auch
diese Mutation reduziert die Affinitit von elF4G zu dieser IRES-RNA. Im Gegensatz zu elF4G
scheint die elF4B-Bindung weniger und die PTB-Bindung iiberhaupt nicht durch die D2-Mutation
betroffen zu sein. Die stirkere Kompetition des p50 Polypeptids lédsst sich vermutlich auf dieselbe

Ursache wie bei der 2M-Mutante zuruckfithren.

Die Revertanten-IRES-RNA 2/D2 zeigt ein analoges Kompetitionsmuster (Spuren 13 bis 16) wie
das der Wildtyps. Der Unterschied besteht lediglich in einer geringeren Verdrangungseffizienz der
markierten RNA von den Proteinen, was dazu fiihrt, dass die Bandenintensitéten starker sind als die

in den Spuren 1 bis 4.

Wie auch bei den miss match-Mutationen der gepaarten Dinukleotide 2M und D2 findet man bei
Verwendung der IRES-RNAs der RAC- und RGA-Mutanten keine kompetitiven Effekte auf die
elF4G-Bande. In Bezug auf elF4B erkennt man eine klare Verdringung der markierten Wildtyp-
IRES-RNA von diesem Initiationsfaktor bei 16-fachem und 64-fachem Uberschuss. Ein
unterschiedliches Kompetitionsverhalten zwischen diesen beiden Mutanten-RNAs erkennt man bei
PTB und dem 50 kDa groBBen Protein. Die IRES-RNA der RGA-Mutante bindet starker an PTB als
die IRES-RNA der RAC-Mutante (vergleiche die Spuren 23, 24 und 19, 20). Das entgegengesetzte
Bild sieht man bei der Proteinbande, die in Hohe von ca. 50 kDa lduft. Unabhidngig von den
Kompetitionsergebnissen fiir elF4G und elF4B zeigen die IRES-RNAs der Mutationen 2M und
RAC also ein fast identisches Muster im Bezug auf PTB und das p50-Protein. Vermutlich ist der
Grund darin zu finden, dass diese Mutationsstellen in unmittelbarer Nachbarschaft in dem
konservierten Element liegen.

Diese Kompetitionsexperimente zeigen also, dass es sich beim Verlust der Detektion der elF4G-
Bande im UV-Crosslink-Assay tatséchlich um einen Verlust der Bindung des Proteins an die RNA
handelt, und nicht nur um einen Verlust des Transfers der radioaktiven Markierung von der RNA

auf das Protein.

2.1.4 Ergebnisse der in vitro Translation

Zur Bestétigung der aus dem Crosslink erhaltenen Daten wurden in einer in vitro Translation nicht
markierte IRES-Wildtyp- beziehungsweise -Mutanten-RNAs getestet. Nach einer Stunde Inkuba-
tion bei 30°C in RRL wurden die Proben, wie im Material und Methodenteil beschrieben

analysiert. Die erhaltenen Ergebnisse sind in Abbildung 10 dargestellt.
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Abbildung 10: Bestimmung der IRES-AKktivitéit durch in vitro-Translation. Als Matrize fiir die in vitro
Transkripte diente das mit Smal linearisierte Plasmid pD128. Dieser dicistronische Vektor trigt das
Repotergen fiir die Chloramphenicol -Acetyltransferase (CAT) und dahinter das Luziferase-Gen, welches an
das authentische Startkodon am 3’-Ende der FMDV IRES fusioniert ist. In 10 pl Ansétzen wurden je 0,1
pmol der dizistronischen RNAs mit 4,4 ul RRL bei 30°C fiir eine Stunde inkubiert und die Aktivititen wie
im Methodenteil beschrieben ausgewertet. Zur Standardisierung wurde die Aktivitit des Wildtyps auf 100%
gesetzt. Zur Vereinfachung der Orientierung sind die Mutationen innerhalb der konservierten Region grau

unterlegt.

Das Balkendiagramm zeigt die gemessene Aktivitit der synthetisierten Luziferase (in Prozent) im
Bezug auf die Aktivitit des Wildtyps (auf 100% gesetzt). Die Luziferase-Aktivitét, die mit den
Transkripten der IRES-Elemente mit Mutationen im unteren Bereich des konservierten Elementes
(4M, D4, 4/D4) erhalten wurde, liegt zwischen 30 — 40% der Aktivitdt des Wildtyps. Die IRES-
Deletionsmutanten-RNAs (DAC, DGA und D/DD) exprimieren soviel Luziferase, dass noch 25 —
35% der Wildtyp-Aktivitdt erreicht wird. Der Sequenzaustausch der ungepaarten Dinukleotide
zeigte, nach der Analyse der Translation dieser Mutanten-RNA eine Luziferase-Aktivitdt von 75%
(RGA) beziehungsweise 95% (RAC), was in einem gegensétzlichen Verhiltnis zu den gefundenen
Bindungssignalen im Crosslink (Abb. 8) steht. Dies trifft auch auf die Luziferase-Aktivititen der
beiden miss-match-Mutanten der gepaarten Dinukleotide 2M und D2 zu. Mit 60% (2M) und 95%
(D2) der Wildtyp-Aktivitit passen diese Werte nicht zu den im Crosslink erhaltenen Daten.

Nach allen eigenen Ergebnissen und der anderer Arbeitsgruppen und unter der verniinftigen

Annahme, dass die Translation proportional zur Bindung von elF4G an die IRES stehen sollte,
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deuten diese Translationsdaten auf einen systematischen Mangel des experimentellen Systems hin.
Auch die GroBe der Fehlerbalken, die die Abweichung der Messungen zwischen den einzelnen

Messreihen darstellen, unterstiitzen diese Vermutung.

2.1.5 Einfluss monovalenter Kationen auf die Bindung von elF4G an die FMDV-
IRES-Mutanten-RNAs

Wie schon oben erwéhnt (2.1.1), enthilt das verwendete Retikulozyten-Lysat der Firma Promega
eine Konzentration von 113 mM zugesetztem Kalium in Form von Kaliumacetat. Auf der Basis der
Herstellerangaben (Promega) wurde der Kaliumgehalt pro Versuchsansatz auf 50 mM berechnet
(4,4 ul RRL/ 10 pl Endvolumen). Dabei wurde die variable, endogene Kaliumkonzentration von 20
— 40 mM, die zusétzlich im Lysat enthalten ist und aus dem endogenen Kaliumgehalt der lysierten
Retikulozyten resultiert (Pelham & Jackson, 1976), nicht beriicksichtigt. An ausgewahlten
Mutanten-IRES-RNAs wurde das Bindungsverhalten von elF4G bei Kaliumendkonzentrationen
von 50, 75 100, 125 und 150 mM, welches in Form von Kaliumchlorid zugegeben wurde,
untersucht (Abb. 11).

Wie in dieser Abbildung zu sehen ist, wird die Bindung von elF4G an die Wildtyp-IRES-RNA nur
méiBig von der Steigerung der Kaliumkonzentration beeinflusst (Spuren 1 — 5), da die Bandeninten-
sitdt erst bei einer Kaliumendkonzentration zwischen 125 und 150 mM (Spur 4 und 5) geringfiigig
abnimmt. Wesentlich sensitiver scheint der eukaryotische Translationsinitiationsfaktor 4B auf eine
Erhohung der Kaliumkonzentration zu reagieren. Bei einem Anstieg um 25 mM KCl (Spur 2) wird
das Bindungssignal dieses Proteins sichtbar reduziert und ist bei 150 mM kaum noch zu detektieren
(Spur 5). Die Tatsache, dass das Signal von elF4B in diesem Lysat so schwach ist, ist vermutlich
auf die hier verwendete Préparation Reticulozyten-Lysat zurlickzufiihren.

Bei der miss-match-Mutante 4M, die als Negativkontrolle fungiert, ist wie zu erwarten keine
Veranderung im Bindungsverhalten von elF4G sichtbar, dass auch schon bei niedrigen
Salzkonzentrationen nicht mehr zu detektieren war. Die Bande, die eIF4B reprisentiert,
verschwindet schon bei einer Endkonzentration von 75 mM. Mit der RNA der Mutante 2M ist im
Crosslink eine Abschwichung der elF4G-Bande bis zu einer Konzentration von 100 mM zu
erkennen, wobei dieses Signal (Spur 13) sehr schwach ist. Dartiber hinaus ist sie in bei Kaliumkon-
zentrationen von 125 und 150 mM (Spuren 14 und 15) nicht mehr zu detektieren. Ahnliche
Resultate erhdlt man bei der eIF4G-Bindung an die IRES-RNA der D2-Mutante.
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Abbildung 11: Bindung von elF4G an ausgesuchte IRES-Mutanten bei verschiedenen Konzentra-
tionen monovalenter Kationen. In diesem Ansatz wurden IRES-Mutanten eingesetzt, die eine unerwartete
Translationsrate zeigten. Die Mutante 4M diente als Negativkontrolle. Der Standard-Crosslink wurde bei
verschiedenen Konzentrationen an Kaliumchlorid wie oben angegeben durchgefiihrt. Die molaren Massen
der "C markierten Markerproteine und die Positionen von eIF4G, eIF4B und PTB sind angegeben. Zur
besseren Ubersicht sind die Mutationen innerhalb der konservierten Region grau unterlegt. WT = Wildtyp-
IRES

Bei Zunahme der Salzkonzentration nimmt die Intensitit des Bindungssignal bis zu einer
Endkonzentration von 100 mM KCI ab (Spuren 16 — 18) und geht bei 125 mM verloren (Spur 19).
Mit der IRES-RNA der Revertante 2/D2 (Spuren 21 — 25) verliert die Bindung von elF4G bei
steigender Kaliumchloridkonzentration an Affinitdt. Obwohl die Intensitdt der Bande konstant
abnimmt, ist sie aber noch bei einer Endkonzentration von 150 mM zu detektieren.

Diese Experimente zeigen, dass die Konzentration an Kaliumionen einen groflen Einfluss auf die
Bindung der eukaryotischen Initiationsfaktoren an Mutanten-IRES-RNAs hat. Eine Optimierung
der Kaliumionenkonzentration sollte zu einer ausgeglicheneren Korrelation der beiden
Untersuchungsansitze fiir den UV-Crosslink auf der einen Seite und der in vitro-Translation auf
der anderen Seite (2.1.2 und 2.1.3) fithren. Zur weiteren Klarung wurden im Folgenden die IRES-
Aktivitidten ausgesuchter IRES-Mutanten ebenfalls bei unterschiedlichen Kalium-Konzentrationen

analysiert.
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2.1.6  Untersuchung zur IRES-Aktivitit von ausgesuchten Mutanten-IRES-RNAs
bei unterschiedlichen Kaliumchloridkonzentrationen

Abbildung 12 zeigt die Ergebnisse der in vitro-Translation von Wildtyp-IRES- und Mutanten-
IRES-RNAs bei Kaliumchlorid-Endkonzentrationen von 50, 75, 100, 125 und 150 mM. Zusétzlich
zu den in 2.1.3 beschriebenen Mutanten wurde auch die IRES-Aktivitit der RAC- und RGA-
Mutanten untersucht, die einen zufilligen Sequenzaustausch der ungepaarten Dinukleotide im
konservierten Sequenzelement tragen.

Die Expression des Luziferase-Gens verlduft bei den hier untersuchten RNAs bei Erhéhung der
KCl-Konzentration sehr unterschiedlich. Die Menge des Translationsproduktes der Wildtyp-IRES-
RNA steigt mit konstanter Zugabe von KCI proportional an und findet sein Maximum bei 100
beziehungsweise 125 mM (Spuren 1 — 4). Eine Konzentration von 150 mM reduziert die Menge
des Translationsproduktes auf das Niveau von 50 mM KCIl (vergleiche die Spuren 1 und 5). Die
Translationseffizienz der 4M-Mutanten-RNA dagegen ist schon ohne weitere Zugabe von KCl sehr
niedrig (Spur 1), und es findet auch bei steigender Kaliumchlorid-Konzentration keine weitere
Steigerung statt. Trotzdem zeigt sich noch bei 100 mM Translationsprodukt, welches aber ab 125
mM nicht mehr zu detektieren ist. Die 2M-Mutanten-IRES zeigt bei 50 und 75 mM eine etwa
gleichbleibende Effizienz der Translation, wobei sie bei 125 mM Kaliumchlorid (Spur 14) noch
eine geringe Translation erlaubt. Eine Konzentration von 150 mM unterbindet die Translation bei
dieser Mutante komplett (Spur 15). Wie auch bei der Wildtyp-RNA, steigt die Synthese der
Luziferase bei der D2-Mutanten-IRES-RNA bis zu einer Konzentration von 100 mM KCI an (Spur
16 — 18), wird dann im Gegensatz zur Wildtyp-IRES aber bei 125 mM stark reduziert (Spur 19)
und kommt bei 150 mM ganz zum Erliegen.

Wie aus den vorangegangenen Daten abzuleiten ist, zeigt die Revertanten-RNA der gepaarten
Dinukleotide (2/D2) ein dhnliches Translationsmuster wie die Wildtyp-RNA. Proportional zur
Erhohung der Salzkonzentration steigt auch die Translationsrate bis zu einem Maximum bei 100
mM an. Die Intensitdt der Luziferase-Bande bei 125 mM (Spur 24) ist mit der bei 75 mM (Spur 22)
vergleichbar. Ein abrupte Reduzierung der Syntheserate findet etwas ausgeprigter als beim
Wildtyp, bei 150 mM KCl statt.

Auf die Translation der RNA der RAC-Mutante scheint die Erhohung der Salzkonzentration auf
den ersten Blick keinen nennenswerten Effekt zu haben. Bei genauerer Betrachtung sieht man, dass
das Translationsoptimum bei 75 mM KCI liegt (Spur 27). Die Intensititen der flankierenden
Banden sind anndhernd gleich stark (Spuren 26 und 28). Wie auch bei den Mutanten-IRES-RNAs
2M und D2 wird hier die Translationsrate bei einer Kaliumchlorid-Konzentration von 125 mM
stark gesenkt (Spuren 14, 19 und 29). Analog zur RAC-Mutanten-RNA befindet sich die hochste
Translationsrate der RGA-Mutante bei 75 mM KCI. Im Gegensatz zur RAC-Mutanten-RNA
(Spuren 26, 28) ist die Bandenintensitit bei 100 mM (Spur 33) geringer, als die Bandenintensitit in
Spur 31.
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Abbildung 12: In vitro-Translation ausgesuchter Mutanten bei verschiedenen Salzkonzentrationen.
Der Vektor pD128 (mit Smal linearisiert) diente als Matrize fiir die unmarkierten FMDV-IRES-RNAs
ausgesuchter Mutanten. Diese (Wildtyp- beziehungsweise Mutanten-RNA) wurden bei verschiedenen Kon-
zentrationen von Kaliumchlorid wie oben angegeben mit RRL und unter Zugabe von **S — Methionin fiir 1 h

bei 30°C inkubiert und die Proteine auf einem SDS — 12% - Polyacrylamid-Gel aufgetrennt.
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In Spur 34 (125 mM KCl) findet man nur noch eine sehr schwache detektierbare Luziferase-Bande,
die bei weiterem Anstieg des Salzgehaltes ganz verschwindet (150 mM, Spur 35).

Die Expression des CAT-Gens (Chloramphenicol-Acetyltransferase), welches 5’-abhingig
translatiert wird, lduft im wesentlichen bei allen hier untersuchten IRES-RNAs gleich ab. Mit
zunehmendem Salzgehalt verringert sich die Synthese dieses Proteins. Auffillig dabei ist, dass die
Translation des CAT-Reportergens abhéngig von der benutzten Mutanten-IRES-RNA bei unter-
schiedlichen KCl-Konzentrationen nicht mehr stattfindet. Dieser Befund wird im zweiten

Ergebnissteil einem spiteren Zeitpunkt ndher untersucht und diskutiert.

Wie oben erwihnt, versetzt der Hersteller Promega das Kaninchen-Retikulozyten-Lysat mit
Kaliumacetat (KAc). In unserer Arbeitsgruppe konnte vergleichend gezeigt werden, dass KAc
einen anderen Effekt auf die Translation hat als das in dieser Arbeit benutzte Kaliumchlorid.
Sowohl die Kaliumkationen, als auch die Chloridanionen weisen eine héhere Stimulation auf die
FMDV Translation auf (Niepmann 2003). Ubereinstimmend mit den Ergebnissen anderer Arbeiten
(Jackson, 1991) wurde dargelegt, dass eine Translation der FMDV-IRES noch bei unphysiologisch
hohen Kaliumkonzentrationen moglich ist, wenn Kaliumacetat verwendet wird (Niepmann, 2003).

Auf Grund der beschriebenen Resultate (2.1.4) wurden alle folgenden Untersuchen bei einer KCI-
Endkonzentration von 120 mM durchgefiihrt. Die so simulierten physiologischen Kaliumbeding-
ungen tragen dabei auch der variablen Menge an Kaliumionen (Pelham & Jackson, 1976)
Rechnung, so dass die gesamte im Ansatz vorhandene Konzentration an Kaliumionen etwa bei 140

— 150 mM liegen sollte und damit weitgehend der intrazelluldren Kalium-Konzentration entspricht.

2.1.7 Die Bindung der eukaryotischen Translationsinitiationsfaktoren elF4G und
elF4B bei den gewiihlten Hochsalzbedingungen (120 mM KCl)

Eine eukaryotische Zelle verfiigt im Durchschnitt iiber einen endogene Konzentration von ca. 140
mM an Kaliumionen. Der hier in Abbildung 7 dargestellte Crosslink zeigt zusammenfassend das
Bindungsverhalten der oben (2.1.1) beschriecbenen Proteine bei einer eingesetzten
Endkonzentration von 120 mM KCI. Diese Konditionen sollen anndhernd zellphysiologische
Bedingungen simulieren, wobei die von Jackson beschriebene variable K -Konzentration (von etwa
22 — 40 mM Kalium im Lysat) beriicksichtigt wurde, so dass die tatsdchliche Konzentration an
Kaliumionen 140 mM nicht {iberschreitet.

Im Vergleich zu dem Crosslink bei Niedrigsalzbedingungen (bei 50 mM KCl; Abb. 8) ist das
Bindungssignal von elF4G an die IRES-RNAs der 2M- und D2-Mutanten bei 120 mM KCI stark
reduziert (Abb. 13). Auch die Bandenintensitit von elF4G in Spur 7 (Revertante 2/D2) ist
vermindert. Banden, die die Bindung von e¢IF4B an die IRES-RNAs der gepaarten
Dinukleotidmutanten représentieren, sind in den Spuren 5, 6 und 7 nicht mehr zu detektieren.

Ebenfalls mit der Wildtyp-IRES-RNA findet man eine etwas geringere Intensitdt dieser Bande.
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Abbildung 13: Bindung von elF4G an FMDV-IRES-RNAs bei Hochsalzbedingungen (120 mM KCl).
Der Standard-Crosslink wurde bei einer Endkonzentration von 120 mM KCl durchgefiihrt, so dass die
Bindung von eIlF4G an FMDV-IRES-RNAs niherungsweise bei physiologischen Bedingungen stattfinden
konnte. Als Matrize fir die FMDV-IRES-RNAs dienten das Plasmid pSP449 beziechungsweise seiner

Derivate (Smal linearisiert).
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Die hier eingesetzten Hochsalzbedingungen beeinflussen auch das Bindungsverhalten von PTB. Im
Vergleich zu den Spuren 1 — 4 in Abbildung 2 nimmt die Affinitit von PTB zu den Mutanten-
IRES-RNAs scheinbar zu (Abb. 13, Spuren 1 - 4). Der gleiche Effekt zeigt sich auch deutlich in
den Spuren 9 und 11 (Abb. 13) mit der RGA- beziehungsweise DGA-Mutanten-IRES-RNA. Im
Gegensatz hierzu verringert sich die Affinitit von PTB zu den IRES-RNAs der 2M-Mutante und
2/D2-Revertante (vergleiche Abb. 8, Spur 5 und 7 und Abb. 13, Spur 5 und 7). Bedingt durch die
hohe Salzkonzentration und in Abhéngigkeit von der Mutation ist anzunehmen, dass sich die
Raumlichkeiten in oder an der IRES moglicherweise so gedndert haben, dass die Bindungsmdog-
lichkeit von PTB verbessert bezichungsweise verschlechtert wird. Die Endkonzentration von 120
mM Kaliumionen scheint dagegen keinen vergleichbaren Einfluss auf die PTB-Bindung an die
IRES-RNAs der D2-, RAC-, DAC- und D/DD-Mutanten zu haben (Spuren 6, 8, 10 und 12 in den
Abb. 8 und 12).
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Ein homogenes Bindungsmuster présentiert sich auch fiir das 50 kDa Polypeptid (p50). Im
Gegensatz zu den in Abbildung 8 erzielten Resultaten zeigt sich eine gesteigerte Affinitit zu allen
IRES-RNAs, besonders zu der IRES-RNA der DGA-Mutante (Abb. 13, Spur 11). Die durch die
Mutationen bedingten strukturellen Verdnderungen der IRES im Zusammenhang mit den
Hochsalzbedingungen haben vermutlich zur Folge, dass insgesamt weniger Proteine an das IRES-

Element binden, so dass p50 dann besser an die IRES binden kann.

2.1.8  Untersuchungen zur IRES-Aktivitit bei hohen Kaliumkonzentrationen (120
mM KCl) und in vivo

Die Abbildung 14 zeigt eine zusammenfassende Darstellung der in dieser Arbeit untersuchten
IRES-Aktivitdten unter physiologischen Bedingungen. Dabei wurden diese in Bezug auf die
Kaliumionenkonzentration physiologischen Bedingungen in zwei verschiedenen Systemen getestet
und miteinander verglichen. In Abbildung 8 A wurde durch Zugabe von KCI die lonenmenge im
Reticulocyten-Lysat, also im in vitro-Experiment, kiinstlich auf 120 mM. Abbildung 8B ist die
grafische Darstellung der Resultate des in BHK-Zellen in vivo translatierten Reportergens Luzifer-
ase im Kontext des dicistronischen Vektors pD128 (Wildtyp) beziehungsweise der Mutanten. Die
in diesem Zusammenhang erhaltenen Daten zur Translation des CAT-Reportegens werden an
anderer Stelle beschrieben und diskutiert.

In Abbildung 14A ist zu erkennen, dass bei erhohter KCl-Konzentration die Translation der IRES-
RNAs der Mutanten 4M, D4, 4/D4 und den Deletionsmutanten auf ein sehr niedriges basales
Niveau gedriickt wird. Auch die IRES-Aktivitit der RAC- und RGA-Mutanten-RNA ist im
Vergleich zu den vorher verwendeten Niedrigsalzbedingungen deutlich reduziert. In den Spuren 5,
6 und 7 sieht man eine zunehmende IRES-Aktivitit der gepaarten Dinukleotidmutanten 2M, D2
und 2/D2.

Vergleichbare Ergebnisse erhélt man aus der Analyse der in vivo Translation (Abb. 14B). Wie auch
in dem in vitro Experiment sind die Mutanten 4M, D4, 4/D4, DAC, DGA, und D/DD nur zu einer
basalen Translation fahig. Das Verhéltnis der gemessenen Luziferaseexpression der gepaarten (2M,
D2, 2/D2) und ungepaarten (RAC, RGA) Dinukleotidmutanten zueinander und zum Wildtyp
weisen unter Berilicksichtigung der verschiedenen Methodik eine addquate Korrelation auf.

Auch der in Abschnitt 2.1.5 beschriebene Effekt auf die CAT-Expression wird in Abbildung 14A
sichtbar. Es entsteht der Eindruck, dass das IRES-Element des dicistronischen Transkriptes auf die
5’-abhingige Translation einen prinzipiellen Einfluss hat. Dieser Einfluss scheint zum einen
abhingig von der Salzkonzentration zu sein und zum anderen von der eingefiihrten Mutation in das

IRES-Element. Weitere Untersuchungen werden im Ergebnissteil II beschrieben und diskutiert.
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Abbildung 14: Vergleich von in vitro Translation bei Hochsalzbedingungen (120 mM KCI) und In vivo

Translation. (A) Unmarkierte Wildtyp-RNA beziehungsweise Mutanten-RNAs wurden unter Zugabe von

Kaliumchlorid bei einer Endkonzentration von 120 mM KCI bei Anwesenheit von **S — Methionin mit RRL
bei 30°C fir 1 h inkubiert. Als Matrize fir die in vitro Transkription diente das Plasmid pD128

beziehungsweise seiner Derivate (Smal-linearisiert).

(B) Transfektion der Mutanten.
dicistronischem Plasmid (pD128; Wildtyp beziehungsweise

BHK-Zellen (,,Baby hamster kidney-cells”) wurden mit je 1 pg
Mutanten) und Lipofectamin 2000™

transfiziert, nach 24 h geerntet und mit ,passivem Lysepuffer (PLB; ,Passive Lysis Buffer®)

aufgeschlossen. Die Luziferase-Aktivitdt wurde wie im Material- und Methodenteil beschrieben, untersucht.

Der Wildtyp wurde als Standard auf 100% gesetzt.
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2.1.9 Die Zugabe von elF4F kann den funktionellen Defekt der IRES-Aktivitit

nicht wiederherstellen

Der Translationsinitiationsfaktor 4F beinhaltet das Cap-Bindungsprotein eIlF4E, die RNA-Helikase
elF4A und das Adapterprotein el[F4G. Da in den IRES-Mutanten die Bindung von elF4G beein-
trachtigt war, sollte in diesem Versuch geklart werden, ob nach Mallgabe des Massenwirk-
ungsgesetzes eine Erhohung der Konzentration des verfiigbaren eIF4G durch Zugabe de Initiations-
faktors elFAF die IRES-Aktivitidt der translationsschwachen Mutanten erhéhen kann. Hierzu
wurden in vitro-Translationen (bei 120 mM KCI) mit der IRES-RNA des Wildtyps, der 4M-, 2M-
und 2/D2-Mutante unter Zugabe von gereinigtem elF4F (dankend erhalten von A. Thomas/
Utrecht) durchgefiihrt. Wie in Abbildung 15 dargestellt, konnten bei einer Konzentration von 0.2
uM (0.3 pmol elF4F) die IRES-Aktivitit der 4M- und 2M-Mutanten um den Faktor 14
beziehungsweise 3 erhoht werden. Dennoch bleiben sie auf einem sehr niedrigen Aktivitétsniveau,
das nicht mehr als 5% der Wildtyp-Aktivitit ausmacht. Die IRES-Aktivitdt der gepaarten
Dinukleotid-Revertante wurde leicht (um 6%) erhoht, wihrend die Aktivitit der Wildtyp-IRES aus

unbekannten Griinden um 20% verringert wurde.

pmol
— 100.0 0.2 1.4 43.5
0.3 89.9 0.3 1.6 43.7
1.0 82.3 0.8 2.6 46.1
3.0 79.6 2.8 4.9 49.5
100
80+ H [
60 H H H
% M H M
40H HH H -
20H H H H =

pmol
- 031030 - 031030 — 03 10 30 — 03 10 30 gE4F

Abbildung 15: In vitro-Translation ausgesuchter Mutanten bei Zugabe steigender Mengen elF4F.
elF4F setzt sich aus den eukaryotischen Initiationsfaktoren 4A, 4E und 4G zusammen. Zur potentiellen
Steigerung der Translationsaktivitit wurde ein Standard-Translationsansatz bei steigenden Mengen (wie oben
angezeigt) von gereinigtem elF4F (dankend erhalten von Adri Thomas) durchgefiihrt.

In der Tabelle sind die Aktivititen in Prozent in Bezug auf den Wildtyp ( WT ohne elF4F = 100%)
dargestellt. Zur besseren Ubersicht sind die Mutationen innerhalb der konservierten Region grau unterlegt.

wt = Wildtyp
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Die Ergebnisse dieser Untersuchung haben gezeigt, dass durch die eingebrachten Mutationen die
Affinitét von elF4G zu den FMDV-Mutanten-IRES-RNAs verloren geht und durch Erhdhung der

Konzentration dieses Faktors auch nicht zu kompensieren ist.

2.1.10 Einfluss von elF4F auf die Bindung der endogenen Initiationsfaktoren 4G
und 4B an die FMDV-IRES-RNA

Analog zu den Translationsexperimenten wurden die gleichen Rekonstitutions-Experimente im
UV-Crosslink unter Hochsalzbedingungen mit radioaktiv markierten IRES-RNAs derselben
Mutanten beziehungsweise dem Wildtyp (2.1.8) durchgefiihrt.

Abbildung 16 zeigt, dass bei steigender Konzentrationen von elF4F die Bindung von elF4G wie
auch des p50-Proteins an die Wildtyp-IRES-RNA abnimmt. Dem gegeniiber scheint die Bindung
von elF4B und eines Polypeptids von 170 kDa (Pfeil) stimuliert zu werden (Spuren 3 und 4). Das
170 kDa-Protein ist anderen Experimenten im Labor Niepmann zufolge mit hoher
Wahrscheinlichkeit die p170-Untereinheit des Initiationsfaktors elF3 (Lopez de Quinto ef al., 2001;
Saleh Dissertation).

C-G

cIC-G

Ay

G-U

G-C

AU

c-G|A

U-A

WT 2m

kba M _-031 3 _031 3 _031 3 _ pmol 4F
220—r . — elF4G
97—

’ - . . elF4B

69—"

PTB

46—”

1 2 3 4 5 6 7 8 9101112 13 14 15 16

Abbildung 16: Bindung von elF4G an ausgesuchte Mutanten-IRES-RNAs bei Zugabe steigender
Mengen elF4F. In einem Standard-Crosslink-Ansatz wurden radioaktiv markierte Wildtyp- beziehungsweise
Mutanten-IRES-RNAs bei steigenden Mengen an gereinigtem elF4F wie oben angezeigt in RRL inkubiert
und die Proteine auf einem SDS - 8% Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. WT = Wildtyp

Die Bindung von elF4G an die miss-match-Mutanten 4M und 2M kann durch die Zugabe von
elF4F nicht sichtbar beeinflusst werden (Spuren 5 — 12). Die Affinitit von elF4G zur IRES-RNA
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der Dinukleotid-Revertante 2/D2 wird im Gegensatz zur Wildtyp-RNA etwas erhoht, was sich
durch ein intensiveres Bindungssignal zeigt (Spuren 13 bis 16). Wie in den Ansdtzen mit der
Wildtyp-IRES (Spuren 1 — 4) wird auch bei dieser Mutante die Affinititen von elF4B und des
durch den Pfeil gekennzeichneten Proteins p170 stimuliert. Die hier erhaltenen Resultate bestétigen
die Daten aus den Translationsexperimenten (2.1.8) und unterstiitzen die dort aufgestellte Theorie,
dass die in das konservierte Sequenzelement eingebrachten Mutationen zu einem Verlust der
Bindung von elF4G fiihren.

2.1.11 Crosslink — Analyse alternativer Mutation der gepaarten Dinukleotide

Analog zu den oben beschriebenen Mutationen dieser Nukleotide, die aus dem Austausch von
Cytosin nach Guanin und umgekehrt bestehen, wurden die Basen CC beziehungsweise GG gegen
die Basenfolge AT ausgetauscht, um das Bindungsverhalten der eukaryotischen Translationsinitia-
tionsfaktoren weiter zu analysieren. Abbildung 11 stellt die Untersuchungsergebnisse bei
Niedrigsalzbedingungen (50 mM KCI; A) und bei Hochsalzbedingungen (120 mM KCI; B) dar.

A B
kDa M WT 2MAT D2AT 2/D2AT kDa M WT 2MAT D2AT 2/D2AT
220 —
R —elF4G — —elF4G
220 —
97 — i
97—
—elF4B —elF4B
69— l'l‘
—PTB

—PTB

46 —

Abbildung 17: Bindung von eIF4G an die AT-IRES-Mutanten der gepaarten Dinukleotide. Im Bereich
der gepaarten Dinukleotide wurden mittels PCR die beiden Cytosine im aufsteigend Ast beziehungsweise die
beiden Guanine im absteigenden Ast des ,,Stem-Loops“ 4 — 1 gegen Adenin und Thymin ausgetauscht und
ebenfalls die entsprechende Revertante generiert. Die radioaktiv markierten in vitro-Transkripte wurden in
einem Standard-Crosslink-Ansatz ohne (A) und bei Zugabe von KCl (Endkonz. 120 mM) (B) auf die
Bindung von elF4G getestet. Als Matrize diente der mit Sma I linearisierte Vektor pSP449 beziehungsweise
dessen Derivate. Die molaren Massen der '*C markierten Markerproteine und die Positionen von eIF4G,
elF4B und PTB sind angegeben. Zur besseren Ubersicht sind die Mutationen innerhalb der konservierten

Region grau unterlegt. WT = Wildtyp
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Unter beiden Salzbedingungen ist zu erkennen, dass eIF4G und elF4B an die IRES-RNA aller
Mutanten binden. Vergleicht man in beiden Abbildungen die Intensitit dieser Banden mit den
jeweiligen elF4G-Signalen in Spur 1 (Wildtyp), so scheint die Erhohung der Kaliumchlorid-
Konzentration keinen reduzierenden Einfluss auf die eIF4G Bindung zu haben. Sie fiihrt aber, wie
auch in Abbildung 12 zu sehen, zu einem homogeneren Bindungsmuster der p50-Banden. Des
weiteren treten mehrere Banden bei Molekulargewichten von ca. 63, 75, 110 und 170 kDa (Abb.
17B) deutlicher hervor. Im Kontrast zu den ,,C-G*“- Mutanten (Abb. 13) zeigen elF4G und elF4B
die niedrigste Affinitdt zu der IRES-RNA der D2AT-Mutante (Abb.17). An die IRES-RNA der
Mutante 2/D2AT binden die elFs nur geringfiligig stirker als an die IRES-RNA der 2MAT-
Mutante. Es ist bekannt, dass in einer RNA Guanin sowohl mit Uracil als auch mit Adenin
Basenpaarungen eingehen kann, was in diesem Fall anzunehmen ist. Die geringe Bindung von
elF4G an die D2AT-IRES-RNA ist folglich auf das Unvermoégen des Cytosins zuriickzufiihren,

eine solche Basenpaarung einzugehen.

2.1.12 In vitro- und in vivo-Translationsdaten Kkorellieren mit den Resultate der
Bindungsstudien mit den AT-Mutanten

Die IRES-Aktivitit dieser Mutanten wurde mit einer in vitro-Translation bei 120 mM KCI (A) und
einer in vivo-Translation (B) getestet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 18 dargestellt. In
Abbildung 18A ist zu erkennen, dass die Produkte der IRES-abhidngigen Translation (LUZ) der
Mutanten-RNAs bis auf Spur 3 (Mutante D2AT) in anndhernd gleichen Mengen gebildet werden
wie mit der Wildtyp-RNA. Zu den gleichen Ergebnissen fiihrt auch die Analyse der in vivo erhalten
Luziferase-Aktivitdt (18B). Im Gegensatz zur Mutante D2AT, die eine Luziferase-Aktivitit von
etwa 30% aufweist, wird das Luziferase-Gen der Mutante 2/D2AT im gleichen Male exprimiert
wie das des Wildtyps (sieche Abb. 18B). Obwohl die Stem-Loop-Struktur der 2MAT-Mutanten-
IRES-RNA gestort sein sollte, zeigt auch diese keine verminderte Luziferase-Aktivitdt an. Dieses
wire ein Beispiel fiir eine ,,stille Mutation auf der Ebene der Sekundarstruktur.

Wie schon im Abschnitt 2.1.12 vermutet, sind die Translationsergebnisse aller Wahrscheinlichkeit
nach das Resultat der auflergewOhnlichen Basenpaarungen von Guanin mit Uracil und/ oder

Adenin beziehungsweise die Unfdhigkeit der Cytosine zu solch einer Paarung.
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Abbildung 18: Gegeniiberstellung der in vitro (A) und in vivo (B) Translation der AT-IRES-Mutanten.
A: Die nicht radioaktiv markierten Transkripte wurden in Gegenwart von *>S-Methionin und bei einer
Kaliumchlorid-Endkonzentration von 120 mM in der in vitro-Translation eingesetzt. Die Proben wurden auf
ein SDS-12%-Polyacrylamid-Gel geladen. Die Positionen der radioaktiv markierten Translationsprodukte
(Luziferase und CAT) sind angegeben. Unterhalb der Abbildung A sind die resultierenden Basenpaarungen
dargestellt. = 3 Wasserstoff-Briickenbindung; — 2 Wasserstoff-Briickenbindungen;
keine Bindung zwischen den Nukleotiden
B: Mit je 1 pg Plasmid (Wildtyp beziehungsweise Mutanten) wurden BHK-Zellen transfiziert und die in in

vivo erhaltenen Expressionsprodukte wie beschrieben analysiert. WT = Wildtyp
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2.1.13 Der C-terminale Teil von eIF4G hat einen stimulierenden Effekt auf die
Translation der Mutanten-IRES-RNA

Die L-Protease des FMD-Virus spaltet bei einer Infektion der Wirtszelle, den Initiationsfaktor
elF4G, so dass das Cap-erkennende Protein eIF4E, das im N-terminalen Bereich von elF4G bindet,
abgetrennt wird und somit die Cap-Erkennung nicht zustande kommt. Dadurch kommt die zelluldre
Translation zum Erliegen, und nur Gene mit IRES-Elementen werden translatiert. Daher war es
von Interesse, ob dieser Umstand einen Einfluss auf die Translation der Mutanten-IRES-RNAs hat.
Hierzu wurden in vitro-Translationen unter Hochsalzbedingungen von ausgesuchten Mutanten-
IRES-RNAs beziechungsweise der Wildtyp-IRES-RNA im mit L-Protease behandeltem RRL
durchgefiihrt. Abbildung 19 zeigt eine Gegeniiberstellung dieser Resultate mit Translations-

ergebnissen derselben RNAs, die in unbehandeltem RRL translatiert wurden.

ohne L-Protease mit L-Protease
kDa M |WT 2M 2/D2 RACHWT 2M 2/D2 RAC

69— . P " — Luz

46— |

Abbildung 13: In vitro-Translation mit dem C-terminalen Fragment von elF4G Die L-Protease des
FMD-Virus spaltet eI[F4G an der Aminoséureposition 634. So entsteht ein N — terminales Fragment von 634
AS und ein C — terminales Fragment von 926 AS, welches fiir die Cap — unabhéngige Translation von
Bedeutung ist.

50 ul RRL wurden mit 0.8 nmol RNA, die fiir die L — Protease codiert, fiir eine halbe Stunde bei 30°C
vorinkubiert. In diesem Lysat wurden Standard —Translationsansédtze mit ausgesuchten FMDV-IRES-
Mutanten-RNAs bezichungsweise Wildtyp-RNA bei einer Kalium— Endkonzentration von 120 mM und in
Anwesenheit von *’S-Methionin durchgefiihrt (Spuren 5 — 8). Parallel wurden diese Ansitze in
unbehandeltem RRL durchgefiihrt (Spuren 1 — 4) und die Proteine auf ein SDS — 12% Polyacrylamid-Gel
geladen. Die molaren Massen der '*C markierten Markerproteine und die Positionen der radioaktiv

markierten Translationsprodukte (Luziferase und CAT) sind angegeben.

Es wurden IRES-Mutanten ausgewdhlt, die eine reduzierte Translation aufweisen (2M, RAC) und
die Revertante der gepaarten Dinukleotide 2/D2, bei der eine Teilrekonstitution der Wildtyp-IRES-
Aktivitdt gefunden wurde. Bei allen eingesetzten IRES-RNAs wird die Translationseftfizienz durch
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das C-terminale Ende von elF4G um einen Faktor zwei (Wildtyp, 2M, 2/D2) beziehungsweise ein
Faktor drei bis vier (RAC) gesteigert.

Es ist anzunehmen, dass durch das Fehlen des N-terminalen Endes von elF4G, welches ein Drittel
des Gesamtproteins ausmacht, die sterische Anordnung der Aminosauren zu den RNA-Nukleotiden
in den verwendeten Mutanten-IRES-RNAs und auch in der Wildtyp-IRES-RNA so verbessert
werden kann, dass die reduzierte Bindung an das konservierte Sequenzelement durch andere

Bindungsstellen zum Teil kompensiert werden kann.

2.1.14 Das ,,Ribosomenscanning® wird durch die Mutationen in der konservierten
Region beeinflusst

Die Bindung von elF4G ist die Voraussetzung dafiir, dass sich der 43S Priinitiationskomplex,
bestehend aus dem terndren Komplex (elF2, GTP, Met-tRNA), der 40S ribosomalen Untereinheit
und den elFs 1, 1A und 3, an die FMDV-IRES anlagert. Dabei wird der ribosomale Pra-
Initiationskomplex in das sogenannte Startfenster (Pilipenko et al., 1994, Kaminski et al., 1994)
platziert, in dem sich das 11. AUG des FMDV-Genoms befindet, und kann dann gegebenenfalls
von dort an der RNA entlang zum 12. AUG gleiten, das 84 Nukleotide weiter stromabwdérts auf der
viralen lokalisiert ist. Je nach Wahl des Startkodons werden zwei Formen der L-Protease
translatiert, die sich jedoch anscheinend in ihrer Aktivitdt nicht unterscheiden. In der Regel wird
bei der Translation des FMDV-Genoms das 12. AUG als Startcodon bevorzugt (Sangar et al.,
1987). Bisher ist unklar, warum dies so ist, aber es ist essentiell, da eine Deletion dieses 12. AUGs
im Kontext des FMDV-Genoms die Vermehrung der Viren unterbindet (Cao et al., 1994).
Weiterhin ist auch nicht bekannt, ob und welche Rolle das 11. AUG bei der Expression spielt.
Urspriinglich sollte mit diesem Experiment untersucht werden, ob steigende Mengen RNA das
Translationsdefizit mancher IRES-Mutanten ausgleichen konnen. Bei vorldufigen Experimenten
war allerdings schon zu beobachten, dass mit steigenden RNA-Mengen die Wahl des Startcodons
beeinflusst wurde (Daten nicht gezeigt). Hierzu wurden weitere Translationsversuche mit
verschiedenen Mengen Wildtyp-IRES- beziehungsweise Mutanten-IRES-RNAs wie in der
Legende beschrieben durchgefiihrt (Abb.20). Um die Translationsprodukte, die ab dem 11. bezieh-
ungsweise ab dem 12. AUG synthetisiert wurden, zu unterscheiden wurde das Luziferasegen um
314 Nukleotide gekiirzt. Die Expositionszeiten der Ansédtze mit den IRES-Mutanten 4M, 2M und
RAC mussten verldngert werden, wie an den Markerspuren zu erkennen ist, um eine bessere
Darstellung der Translationsergebnisse zu erhalten.

Die Steigerung der Transkriptmenge fithrt beim Wildtyp und den Mutanten der gepaarten
Dinukleotide (2M, D2, 2/D2) zunichst zu einer erhohten IRES-Aktivitdt, fiihrt dann aber im
weiteren Verlauf zu einer Reduzierung. Die sehr niedrigen IRES-Aktivititen der Mutanten 4M und
RAC lassen sich zwar bis zu einem gewissen Grad steigern, zeigen aber keine Reduzierung.

Bei diesen Experimenten wurde die interessante Beobachtung gemacht, dass eine Erhohung der
Transkriptmengen zu einer Verlagerung des Translationsstartes fiihrt, mit Ausnahme der IRES-
Mutante RAC. Der Wechsel vom 12. zum 11. AUG setzt bei den hier getesteten IRES-RNAs bei

etwas unterschiedlichen RNA-Konzentrationen ein und endet auch bei verschiedenen Mengen der
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eingesetzten RNAs. Zu dieser Beobachtung sind die Ergebnisse der Abbildung 20 in der

tabellarisch dargestellt.

WT 4AM 2M D2 2/D2 RAC
Spur 1 (60 ng) 12. AUG 12. AUG 12. AUG 12. AUG 12. AUG 11. AUG
Spur 2 (125 ng) 12. AUG 12. > 11. 12. > 11. 12. AUG 12. AUG 11. AUG
Spur 3 (250 ng) 12. > 11. 12. —> 11. Paritét 12. - 11. 12. - 11. 11. AUG
Spur 4 (500 ng) Paritit Paritit 12. > 11. Paritit 12. > 11. 11. AUG
Spur 5 (750 ng) 12. > 11. 12. > 11. 12. > 11. 12. > 11. Paritit 11. AUG
Spur 6 (1000 ng) | 11. AUG 12. > 11. 12. > 11. 12. > 11. Paritit 11. AUG
Spur7 (1250 ng) | 11. AUG 12. > 11. 11. AUG 12. > 11. Paritiit 11. AUG
Spur 8 (1500 ng) n.d. 12. > 11. 11. AUG nd. 12. > 11. 11. AUG

Tabelle 4: Verlagerung des Translationsstartes der untersuchten Wildtyp-IRES beziehungsweise
Mutanten-IRES-RNAs, in Abhéngigkeit von der eingesetzten Transkriptmenge.

12. —» 11.: Wechsel vom 12. AUG zum 11. AUG, wobei die fettgedruckte Nummer das bevorzugte
Startcodon reprasentiert; 12. — 11.: Wechsel vom 12. AUG zum 11. AUG, wobei die fettgedruckte Nummer
das bevorzugte Startcodon reprisentiert; Paritdt: Keine Bevorzugung eines der beiden Startcodons; n.d.: nicht

bestimmt.

Im Rahmen dieser Untersuchung weichen die beobachteten Ergebnisse mit der IRES-Mutante RAC
ginzlich ab vom Gesamtbild, da in der Translation mit dieser IRES-RNA nur das 11. AUG als
Translationsstart genutzt wird. Den verbleibenden IRES-Mutanten ist mit dem Wildtyp gemein,
dass sie bei einer niedrigen RNA-Menge nur das 12. AUG zum Translationsstart benutzen. Der
Wechsel vom 12. zum 11. AUG zeigt sich schon bei 125 ng (4M und 2M) und ist noch bei der
2/D2-IRES-Mutante bei 500 ng zu detektieren. Die Paritit wird bei einer distinkten RNA-Menge
um 500 ng (+/- 250 ng) erreicht. Eine Ausnahme findet man bei der Revertante 2/D2, deren Paritdt
iiber drei RNA-Konzentrationen besteht. Bis auf den Wildtyp und die IRES-Mutante 2M findet
kein abgeschlossener Wechsel vom 12. AUG zum 11. AUG statt. In Spur 8 der IRES-Mutante D2
wird die Translation soweit reduziert, dass keine Produktbanden mehr zu detektieren sind.

Bei der Cap-abhingigen Translation ist bekannt, dass die eukaryotischen Initiationsfaktoren 1 und
1A, der auch eine RRM-Domine aufweist, zur Lokalisation des Startcodons benétigt werden
(Pestova et al., 1998). Diese Faktoren sind in der Regel mit der 40S-Untereinheit der Ribosomen
assoziiert und kommen nur in geringen Konzentrationen im Cytosol vor (siehe auch Tabelle 5). Da
die Ribosomen natiirlich von der FMD-Virus-RNA zur Translation rekrutiert werden miissen, lasst
sich annehmen, dass elF1 und elFla diese Aufgabe auch bei der IRES-vermittelten Translation
eine Rolle bei der Lokalisation insbesondere des 12., durch Scanning erreichten Startcodons spielt.
Die Tatsache, dass ihr Vorkommen im RRL limitiert ist (Thomas et al., 1979), spricht dafiir, dass
diese Faktoren moglicherweise bei einer Erh6hung der RNA-Menge austitriert werden, was so zu
einem Wechsel des Translationsstartes vom 11. zum 12. AUG fiihren wiirde, da das 11. AUG
durch direkte Platzierung des Ribosoms in das Startfenster erreicht wird. Es ist anzunehmen, dass
die Platzierung des Ribosoms unabhéngig von der Anwesenheit von elF1 und elF1A ist, wihrend

zum Erreichen des 12. AUGs durch Scanning diese Faktoren bendtigt werden.
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Abbildung 20: In vitro Translation mit verschiedenen Mengen von FMDV-IRES-Mutanten-RNA. Als
Matrize fiir die in vitro Transkripte diente das Plasmid pM13x. Diese beinhaltet das FMDV-IRES-Element,
an dessen 3°- Ende sich das 11. und 12. AUG anschlieen. Das 12. AUG dient als Startcodon fiir das
anfusionierte Luziferase-Gen. Zwischen den beiden Startcodons liegen 81 Nukleotide, so dass das
Translationsprodukt des 11. AUGs zusitzlich 27 AS am N - terminalen Ende aufweist. Zur besseren
Trennung der beiden Produkte wurde die Matrize mit EcoRV linearisiert und damit das Reporter-Gen am 3°-
Ende um ca. 300 Nukleotide verkiirzt. Die Ansitze wurden bei einer KCl-Endkonzentration von 120 mM und
mit folgenden RNA Mengen durchgefiihrt: Spur 1: 60 ng, 2: 125 ng, 3: 250 ng, 4: 500 ng, 5: 750 ng, 6: 1000
ng 7: 1250 ng, 8: 1500 ng. Die Translationsprodukte wurden auf ein SDS-15%-Acrylamid-Gel aufgetrennt.
Die Probe in Spur 7 der Mutante 4M ist ausgefallen.
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2.1.15 Diskussion zu Teil I

Synthese von RNAs durch in vitro-Transkription

Eine qualitativ gute RNA ist die Voraussetzung fiir die unten beschriebenen Analysen. Die
Durchfiihrung der RNA-Synthese ist theoretisch ein relativ einfacher Vorgang. Bei Verwendung
von sterilen beziehungsweise autoklavierten Materialien und bei sauberem Arbeiten sollte man in
der Regel eine qualitativ gute RNA erhalten. Die Problematik, die hierbei auftritt, ist die Kontrolle
der Giite der synthetisierten RNA. Die Synthese an sich lasst sich gut visuell auf einem Agarosegel
kontrollieren. Diese Methoden sagen aber nichts iiber die korrekte Ausbildung der in dieser Arbeit
wichtigen Sekundérstruktur aus. So kann es vorkommen, dass RNAs, die auf einem Agarosegel
eine klare und scharfe Bande zeigen, im Crosslink beziechungsweise in der Translation von schon
bekannten Ergebnissen stark abweichende oder gar keine Resultate liefern. Die Griinde hierfiir
sind nicht bekannt.

Aus Erfahrungswerten ist zu vermuten (personliche Mitteilung von M. Niepmann), dass eine
Ursache fiir Probleme bei der in vitro-Transkription in der Verwendung von zu lange gelagerten
Matrizen-DNAs liegt, oder dass die Matrizen aus Plasmidpriparation erstellt wurden, die lange
gelagert wurden. Vermutlich unterliegen Plasmid-DNAs, trotz Lagerung bei niedrigen
Temperaturen (-20 — -40°C) einem Verdnderungsprozess. Diese Beobachtung sollte bei der
Durchfiihrung von qualitativen und quantitativen Untersuchungen, wie sie in dieser Arbeit
verwendet wurden, in jedem Fall beriicksichtigt werden, um eine Verfédlschung der Ergebnisse so
gering wie moglich zu halten. Es sollte also moglichst frische préparative Plasmid-DNA als

Matrize fiir die in vitro Transkription und Translation verwendet werden.

Der UV-Crosslink — die Methode der Wahl

Die kovalente Bindung eines Protein-Molekiils an ein RNA-Molekiil im UV-Crosslink-Assay ist
ein statistisches Ereignis. Zunédchst muss sich das Protein an die RNA-Struktur so anlagern, dass
die Reaktionspartner (Aminosdurereste und Pyrimidine) sich in rdumliche Ndhe zueinander
befinden. Dann miissen Photonen auf die Pyrimidine treffen und so freie Radikale entstehen lassen,
damit eine kovalente Bindung zustande kommen kann. Dabei ist die Intensitédt des Photonenflusses,
der auf den Reaktionsansatz trifft, abhingig von der Stirke der Strahlungsquelle und ihrem
Abstand zum Reaktionsansatz. Dies sind in der Regel etablierte Parameter, so dass die Dauer der
Bestrahlung von Bedeutung wird. Je ldnger die Bestrahlung bei gleichzeitiger Inkubation
durchgefiihrt wird, desto wahrscheinlicher wird es, dass richtig positionierte Proteine an die RNA-
Molekiile gekoppelt werden und aus dem Reaktionsgleichgewicht zwischen Assoziation und
Dissoziation der RNA-Protein-Komplexes entfernt werden, bis theoretisch alle freien Proteine

kovalent an RNA gebunden sind (Rust, Diplomarbeit). Die Dauer der Bestrahlung kann, abhéngig
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