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I. ZUSAMMENFASSUNG 1

1 Zusammenfassung

RNA-Interferenz (RNAI) ist ein regulatorischer Mechanismus der meisten
eukaryotischen Zellen, der kurze doppelstridngige RNA (dsRNA) Molekile als
Trigger zur Sequenzhomologie-abhdngigen Kontrolle der Genaktivitat nutzt.
Diese kleinen dsRNA MolekUlle werden als small interfering RNAs (siRNAS)
bezeichnet, sind ~21-22 nt lang und besitzen charakteristische 2 nt 3'-
Uberh&nge. Zu Beginn dieser Arbeit wurde in unserem Labor gezeigt, dass in
Sdugerzellen durch Einschleusen von chemisch synthefisierten siRNAs die
Expression einzelner Gene spezifisch unterdrickt werden kann. Diese
Methode erbffnete neue Moglichkeiten zur funktionellen Genanalyse.

Im ersten Teil der Arbeit wurde eine siRNA-Selektionssoftware entwickelt,
um damit siRNA-Sequenzen fUr eine siRNA-Bibliothek gegen RNA-
prozessierende Faktoren auszuwdhlen. Zur Auswahl von siRNAs nach einem
alternativen Design-Ansatz wurde eine weitere siRNA-Selektionssoftware
entwickelt. Diese siRNAs zeichnen sich dadurch aus, dass sie aus zwei partiell
komplementéren Leit-Strdngen mit definierten Ziel-mRNAs bestehen. Die
Anwendbarkeit dieser siRNAs wurde experimentell bestatigt. Zur Herstellung
der siRNAs fUr diese Arbeit wurde die chemische RNA-Synthese nach der ACE-
Methode in unserem Labor etabliert.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden Methoden fur einen RNAi-Screen
mittleren Durchsatzes zur funkfionellen Analyse von RNA-prozessierenden
Faktoren entwickelt. Dazu wurden die Auswirkungen des Gen Knockdowns
auf die Zellproliferation nach Transfekfion von 378 individuellen siRNAs gegen
154 RNA-prozessierende Proteine untersucht. 80 siRNAs gegen 44 Faktoren
fUhrten 72 Stunden nach der Transfektion im Vergleich zur Kontrolle zu einer
starken Reduktion der Zellzahl um mehr als 60%. Der Prp 19/CDC5-Komplex
gehdért zu den nicht-snRNP Komponenten des SpleiBosoms und spielt
vermutlich eine bedeutende Rolle bei der katalytischen Aktivierung. Einige
Proteine dieses Komplexes wurden in weitergehenden Analysen mittels RNAI
untersucht. Zundchst wurde die Stérke des erzielten Knockdowns auf mRNA-
Ebene validiert. Danach wurde die Anwendbarkeit einer Methode zur
Identifizierung von SpleiBdefekten untersucht. Als zelluldre Indikatoren for

einen SpleiBdefekt wurde mit fluoreszenz-mikroskopischen Methoden die
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Lokalisierung des Proteins SC35, dass als Markerprotein fur SpleiBosomen
enthaltende nukleGre Domdanen (sog. Speckles) gilt, der polyA-mRNA und der
SNRNAs U2, U4 und U5 analysiert. Der Knockdown einiger Gene fUhrte zu
deutlichen Phdnotypen, die auf einen SpleiBdefekt hindeuten.

Im dritten Teil der Arbeit wurden in drei Pilotstudien chemisch synthetisierte
siRNAs zur funktionellen Analyse von Ribonukleoprotein-Partikeln eingesetzt: (i)
Der U4/U6.U5-1ri-snRNP ist eine zentrale Einheit des SpleiBosoms und muss nach
AbschluB eines SpleiBzyklus aus seinen Kompenten neu gebildet werden. In
dieser Arbeit wurde untersucht, wo die U4/U6.U5 fri-snRNP Assemblierung im
Kern erfolgt und welche Proteine daran beteiligt sind. Durch Kombination von
RNAI und Fluoreszenzmikroskopie konnte in HelLa-Zellen gezeigt werden, dass
nach Knockdown des U5-spezifischen Proteins hPrpé oder des U4/Ué-
spezifischen Proteins hPrp31 der U4/Ué Recycling-Faktor p110 und
Komponenten des U4/Ué di-snRNPs in den Cajal Bodies akkumulieren. Diese
Daten zeigten u.a. dass hPrp31 und hPrpé zwischen U4/U6 und U5 snRNPs
auch in vivo eine BrUckenfunktion ausbilden, weiterhin bestatigten
Zellproliferationsanalysen eine essentielle zelluldre Funktion fUr diese Proteine.
(i) Neben dem U2-abhdngigen SpleiBosom existiert ein zweites, das
sogenannte Ul12-abhdngige SpleiBosom. Dieses ist fur das SpleiBen von U12-
Typ Intfrons verantwortlich. Zu Beginn dieser Arbeit wurden in unserem Labor
neue Komponenten des U12-abhdngigen SpleiBosom identifiziert. Durch RNAI
vermittelten Knockdown und anschlieBender Proliferationsanalyse konnte fir
vier dieser UT1/U12- bzw. Ul1-assoziierten Proteine eine essentielle zelluldre
Funktion nachgewiesen werden. (i) SnoRNPs (small nukleolar RNPs) bestehen
wie sNRNPs aus einer RNA-Komponente, der sogenannten snoRNA, und einem
Multi-Protein-Komplex. C/D-Box snRNPs sind essentielle Faktoren fur die
Biogenese von Ribosomen. Die Assemblierung und Reifung der C/D-Box
SNRNPs erfolgt vermutlich in zwei Phasen, die im Nukleoplasma bzw. in den
Cajal-Bodies ablaufen. Der nukleoplasmatische U3 snoRNP enthdlt neben den
Haupt C/D-Box Proteinen weitere nicht-snoRNP Faktoren. Durch RNAI konnte
fOr die meisten dieser Faktoren eine essentielle Funktion fUr die C/B-Box
snoRNP Bildung gezeigt werden. Zellproliferationsanalysen machten deutlich,
dass jedes der untersuchten Proteine essentiell fUr die Aufrechterhaltung des

Zellwachstums ist.
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2 EINLEITUNG

2.1 RNA-Interferenz

RNA-Interferenz (RNAI) ist ein evolutiondr konservierter regulatorischer
Mechanismus der Genexpression. Dieser Mechanismus wird  durch
doppelstrdngige RNA (dsRNA) akfiviert und bewirkt den Abbau von mRNA,
deren Sequenz identisch zu einem Strang der dsRNA ist. Schon bald nach der
Entdeckung wurde, auf diesem Mechanismus basierend, eine Methode zur
funktionellen Genanalyse entwickelt (Elbashir et al., 2002; McManus und
Sharp, 2002; Paddison und Hannon, 2002).

2.1.1 Doppelstrangige RNA ist der Trigger der RNA-Interferenz

Die Unterdrickung der Genexpression durch dsRNA ist fUr verschiedene
Organismen gut dokumentiert. Das Phdnomen RNAiI wurde zum ersten Mal
bei Pflanzen beobachtet (Napoli et al., 1990). Durch Uberexpression der
Chalkon Synthetase (CHS), eines wichtigen Enzyms der
Anthocyanbiosynthese, sollfen violette Petunien erzeugt werden. Die
Uberexpression resultierte hingegen in weiBen Petunien und in einer stark
reduzierten mMRNA-Menge der CHS. Die Autoren folgerten daraus, dass das
eingefUhrte Transgen die endogene CHS co-unterdrickte und bezeichneten
das Phdnomen deshalb als Co-Unterdrickung. Ein dhnliches Phdnomen
wurde 1992 fur den Pilz Neurospora crassa beschrieben und als ,,quelling*
(engl. unterdricken) bezeichnet (Romano und Macino G, 1992). In Tieren
wurde RNA Silencing erstmals beobachtet als Guo und Kemphues (Guo und
Kemphues, 1995) einzelstrngige Sinn- oder Gegensinn-mRNA, homolog bzw.
komplementdr zur par-1 mRNA, in den Fadenwurm Caenorhabditis elegans
injizierten. Uberraschenderweise fUhrten sowohl einzelstrangige Gegensinn- als
auch Sinn-mRNA zu einem Abbau der par-1 mRNA. Fire und Mello (Fire et al.,
1998) wiederholten die Experimente indem sie intensiv aufgereinigte
einzelstrngige Sinn- und Gegensinn-mRNA, und dsRNA in die Wurmer
einbrachten und dann die mRNA-Menge des Ziel-Gens untersuchten. Die
Ergebnisse zeigten deutlich, dass doppelstrdngige RNA der Ausldser der
spezifischen mRNA-Reduktion ist. Es wurde gefolgert, dass Guo und Kemphues

in ihren Experimenten vermutlich mit Gegensinn-RNA verunreinigte Sinn-RNA
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verwendet hatten.

2.1.2 RNA-Interferenz bei Saugern

FrUhe Versuche, lange dsRNA (>30 bp) als Trigger fur Gen-Silencing in
Sdugerzellen zu nutzen, schlugen fehl, da eine Kaskade von antiviralen
Interferon-stimulierten Genen akfiviert wurde, die for PKR und 2'-5'-
Oligoadenylat Synthetase kodieren (Minks et al., 1979; Stark et al., 1998). Die
Interferon Antwort fUhrt zu globalem post-transkriptionalen Gen-Silencing und
fUhrt in den meisten Zellen zum Zelltod (Dorsett und Tuschl, 2004). Der
Durchbruch gelang mit der Entdeckung, dass kleine dsRNAs den sequenz-
spezifischen Abbau der Zie-mRNA vermitteln und RNAI in Sdugerzellen
auslésen, ohne dabei eine Interferon-Antwort zu initiieren (Elbashir et al.,
2001a). Diese kleinen dsRNA MolekUle werden als siRNAs (engl. small
interfering RNAs) bezeichnet, sind 21-23 bp lang und besitzen an den 3'-
Enden jeweils einen Uberhang von zwei Nukleotiden mit einer 3'-OH-Gruppe
und einer Phosphat-Gruppe am 5'-Ende (Elbashir et al., 2001b; Hannon und
Rossi, 2004; Meister und Tuschl, 2004).

siRNA-Duplices werden durch das zytoplasmatische RNAse Il Enzym Dicer
erzeugt (Abbildung 1), welches lange dsRNA-MolekUle oder artifizielle,
ektopisch exprimierte Haarnadel-RNAs prozessiert (Amarzguioui et al., 2005;
Brummelkamp et al., 2002; McManus et al., 2002; Paddison et al., 2002; Zeng
et al., 2002).

Chemisch synthetisierte (Elbashir et al., 2001a) oder durch enzymatische
Methoden erzeugte siRNA-Duplices (Amarzguioui et al., 2005; Buchholz et al.,
2006; Kittler und Buchholz, 2005) kénnen auch direkt durch Transfektion in
Zellen eingefUhrt werden.

Ein siRNA-Duplex besteht, relativ zur Ziel-mRNA, aus einem Sinn- und einem
Gegensinn-Strang (siehe Abbildung 1 und Abbildung 2). Der Gegensinn-
Strang wird auch als Leit-Strang bezeichnet, da dieser als Vorlage fir das
sequenz-spezifische Gen-Silencing durch die RNAi-Maschinerie dient. Der
Sinn-Strang wird als Passagier-Strang bezeichnet (Rana, 2007).

Im Zytoplasma wird ein Strang eines siRNA-Duplex in den als RISC (engl.

RNA induced silencing complex) bezeichneten Komplex eingebaut
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(Hommond et al., 2000). Bekannte Komponenten des humanen RISC sind
Dicer, Argonaut Proteine, TRBP (HIV-1 transactiv responsive element (TAR)
RNA-binding protein) und das dsRNA-bindende Protein PACT (Filipowicz et al.,
2005; Rana, 2007).

Haarnadel RNA Lange dsRNA siRNA

Phosphorylierung
Spaltung durch Dicer der 5'-Enden und
und Assemblierung in RISC ~ Assemblierung in RISC

. ~
PO, @s‘l Guide-Strang Einbau .-.'I
HO PO, und Bildung eines PO,
reifen RISC
Erkennung

der Ziel-mRNA

;GO} ; PO,

m'G AAA

3 mRNA Spaltung

Abbildung 1. Lange doppelstrangige RNA oder Haarnadel RNA Substrate werden
durch Dicer zu siRNAs (small interfering RNAs) prozessiert. siRNA-Duplices kénnen
auch direkt in Zellen eingebracht werden, wo die 5'-Enden durch zellul@re Kinasen
phosphoryliert werden. Die siRNAs assemblieren mit der Endonuklease Argonaut 2
(AGO2), Dicer und anderen zelluldren Faktoren zum RNA-induzierten Silencing
Komplex (RISC). Ein siRNA-Strang, der sogenannte Leit-Strang, wird in den RISC
eingebaut, wahrend der sogenannte Passagier-Strang aus dem Komplex freigesetzt
und abgebaut wird. Der akfivierte RISC findet und spaltet die Ziel-mRNA unter Leitung
des eingebauten siRNA-Einzelstranges. RISC unterliegt einem Recycling und kann eine
Vielzahl an Spaltungen durchfUhren (Abbildung nach Rana, 2007 veréndert).

Lange Zeit war unklar, welche Eigenschaften festlegen, welcher der
beiden Einzelstrdnge eines siRNA-Duplex zum  Leit-Strang  wird.
Bioinformatische und biochemische Analysen von siRNA-Duplex-Sequenzen
zeigten, dass die thermodynamische Stabilitdt der beiden RNA Enden
bestimmt, welcher der beiden Stradnge in RISC eingebaut wird (Khvorova et
al., 2003; Schwarz et al., 2003). Ein siRNA-Duplex, der am 5'-Ende des Leit-
Stranges eine geringere thermodynamische Stabilitdt aufweist als am 3'-Ende,

initiiert effizient die gerichtete Entwindungsaktivitat des RISC vom 5’-Ende her.
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Der Leit-Strang wird in einen funktionellen RISC eingebaut, wahrend der
Passagier-Strang aus dem Komplex freigesetzt und abgebaut wird (Leuschner
et al., 2006; Matranga et al., 2005; Rand et al., 2005).

Hat der Leit-Strang den RISC durch seine Sequenz programmiert, dirigiert
diese siRNA den Proteinkomplex zur Ziel-mRNA, die eine hochkomplementdre
Sequenz tragt (Martinez et al., 2002; Nykanen et al., 2001). Die Ziel-mRNA wird
dann durch eine RISC-Komponente, die Endonuklease Argonaut 2, exakt 10
Nukleotide vom 5'-Ende der eingebauten siRNA entfernt, gespalten. Die
MRNA Fragmente werden in der Folge durch zellul@re Endonukleasen
gespalten und die Expression der betreffenden Gene wird somit unterdrickt
(Elbashir et al., 2001c; Liu et al., 2004; Rand et al., 2004; Rivas et al., 2005).

2.1.3 Anwendung zur funktionellen Genomanalyse

FOhrt man siRNA-Duplices, die gegen zelluldre mRNAs gerichtet sind,
durch Transfektion in Humanzellen ein, kann die Expression eines Ziel-Gens
Uber mehrere Tage drastisch reduziert werden. Damit bieten siRNAs die
Méglichkeit zur schnellen funktfionellen Genomanalyse in somatischen Zellen,
indem Knockdown Phdé&notypen der Ziel-Gene in Zellkultur erzeugt und

untersucht werden.

2.1.4 Design funktioneller siRNAs

Zu Beginn dieser Arbeit gab es kaum experimentelle Daten fur ein
rationales SIRNA Design. Die sogenannten Tuschl-Regeln
(http://www.rockefeller.edu/labheads/tuschl/sirna.html) waren die Richtlinie
fur das Design, das auch als konventionelles Design bezeichnet wird. Eine
konventionelle siRNA besteht aus zwei 21-nt siRNAs, die einen 19 bp Duplex
mit 2-nt 3’-Uberhdngen bilden, ist gegen das Sequenzmotiv AA(N19)UU oder
NA(21) gerichtet (A - Adenin, U - Uracil, N — jedes Nukleobase) und hat einen
Gehalt an Cytosin und Guanin (GC-Gehalt) zwischen 30% und 70% (Elbashir
et al., 2002).

In den letzten Jahren wurden durch verschiedene Sequenzanalyse-
Studien eine Vielzahl von Charakteristika funktioneller siRNAs identifiziert
(Patzel, 2007; Pei und Tuschl, 2006).
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Am bedeutendsten ist die thermodynamische Asymmetrie der siRNAs.
Aktive siRNAs besitzen die Nukleobasen Uracil oder Adenin in Position 1 und
eine Uracil- und Adenosin-reiche Sequenz im Bereich von Position 1 bis 7
relativ zum 5’-Ende des Leit-Stranges (Abbildung 2-A). Entsprechend ist in
Position 19 am 3'-Ende des Leit-Stranges héaufig eine Cytosin- oder Guanin-
Nukleobase zu finden. Des Weiteren sind bei aktiven siRNAs in Position 10 - der
Spaltungsstelle - Adenin oder Uracil Uberreprdsentiert. Modglicherweise
unterstUtzen die Nukleotide in dieser Position die RISC vermittelte Spaltung des
Passagier-Stranges und der Ziel-mRNA.

Andere Analysen funktioneller siRNAs zeigten, dass diese meist einen GC-
Gehalt zwischen 30% und 52% besitzen (Chalk et al., 2004; Reynolds et al.,
2004). Vermutlich destabilisiert ein zu geringer GC-Gehalt siRNA-Duplices,
wdahrend ein hoher GC-Gehalt die Beladung des RISC und/oder die
Freisetzung des Spaltungsproduktes behindert (Pei und Tuschl, 2006).

Auch die Sekunddrstrukturen der mRNA-Ziel-Sequenzen und der siRNA
Leit-Strange wurden untersucht. Prinzipiell sind unstrukturierte
Sequenzabschnitte  besser  zugdnglich  fir die  Hybridisierung  mit
komplementdren Sequenzen als basengepaarte Abschnitte. Verschiedene
Studien zeigten, dass der Ausschluss unzugdnglicher mRNA-Abschnitte die
Auswahl funktioneller siRNAs deutlich verbesserte (Ding et al., 2004; Luo und
Chang, 2004; Yiu et al., 2005). In anderen Studien wurde ein Zusammenhang
zwischen Struktur der Ziel-mRNA und der siRNA-Aktivitat jedoch nur teilweise
bestatigt (Heale et al., 2005; Holen et al., 2002; Schubert et al., 2005; Vickers et
al., 2003; Xu et al., 2003). Des Weiteren gibt es Hinweise, dass unstrukturierte
Leit-Strdnge, die keine interne Basenpaarungen ausbilden, vermutlich
generell st@rkeres Silencing zeigen als siRNA Leit-Strdnge, die interne Strukturen
ausbildenden (Patzel et al., 2005).

Zu Beginn dieser Arbeit gab es keine Programme zur Auswahl von siRNAs.
In den letzten Jahren wurde eine Reihe von Algorithmen zur Auswahl von
siRNA-Sequenzen entwickelt, die die beschriebenen und weitere Kriterien zur
Selektion nutzen (Boden et al., 2004; Chalk et al., 2004; Ding et al., 2004; Holen
et al., 2003; Huesken et al., 2005; Patzel et al., 2005; Reynolds et al., 2004;
Santoyo et al., 2005; Yiu et al., 2005; Yuan et al., 2004). Wenngleich groBe

Fortschritte erzielt wurden nicht-aktive siRNAs herauszufiltern, sind diese
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Algorithmen noch weit von einer verlGsslichen in-siico Vorhersage
hocheffektiver (weniger als 5% der Ziel-mRNA 24 Stunden nach der siRNA
Transfektion) siRNAs entfernt. Um hocheffektive siRNAs zu identifizieren, ist es

immer noch nétig, eine Anzahl potentieller siRNA-Kandidaten experimentell zu

untersuchen.
A
Seed-Region
19-bp Duplex 2-nt 3-Uberhang
]
1 1
= OH 3
IRRNNNNNRNNRENRRRNRNNE
3 HO IIIIIIIIIII‘IIIIIIIIII 5 p
*
2-nt 3-Uberhang Spaltungs-basierte

Erkennungsregion

s GIC Gehalt = 30-52%

» |J oder A an Position 1 (Leit-Strang)

s C oder G an Position 19 {Leit-Strang)

* A oder U in Positionen 1bis 7 (Leit-Strang)
» A oderJ an Position 10 {Leit-Strang)

» Smith-Waterman, WU-BLASTn oder BLAST Algorithmus
(Passagier- und Leit-Strang)

Abbildung 2. Eigenschaften von siRNAs. (A) Struktur, Spezifit&t und Aktivit&t. Es ist ein
Standard-siRNA-Duplex dargestellt. Die siRNA vermittelte Spaltung bendfigt eine
hoch-komplementdre Region (blau hinterlegt) in der Umgebung der Spaltungsstelle.
Das schwarze Dreieck markiert die Position an welcher die komplementdare Ziel-mRNA
(nicht gezeigt) gespalten wird. Sterne reprdsentieren wichtige Nukleotide im Leit-
Strang caktiver siRNAs. Gelbe Sterne markieren Adenin- oder Uracil-Reste. Der rote
Stern markiert einen Cytosin- oder Guanin-Rest. Die zu Off-Target-Effekten fUhrende
microRNA-&hnliche Destabilisierung von mRNAs bendtigt eine Paarung mit dem
Analog der microRNA Seed-Region (hellrot hinterlegt). (B) Design-Regeln zur Auswanhl
aktiver und spezifischer siRNAs (Abb. verdndert nach Pei&Tuschl, 2006).

2.1.5 siRNA-Design zur Vermeidung von Off-Target-Effekten

Unter Off-Target-Effekten wird die Beeinflussung der Expression von Genen
verstanden, die in nichtspezifischer Beziehung zum Ziel-Gen steht.
Untersuchungen verschiedener Gruppen machten deutlich, dass das siRNA

vermittelte Gen-Silencing weniger spezifisch ist als zun&chst angenommen
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wurde. Es wurde beobachtet, dass siRNAs unter bestimmten experimentellen
Bedingungen indirekt oder direkt die Expressionsprofile von nicht-Ziel-mRNAs
beeinflussen (Jackson et al., 2003; Persengiev et al., 2004; Saxena et al., 2003;
Scacheri et al., 2004; Sledz et al., 2003). Darum wird empfohlen, mehrere
unabhdngige siRNAs gegen ein Ziel-Gen einzusetzen. Ein reproduzierbarer
Phanotyp gilt als Bestatigung einer ausreichenden Sperzifitdt der
ausgewdhlten siRNA-Sequenzen fUr ex vivo Experimente (Editors, 2003).
Off-Target-Effekte kdnnen vom Leit- oder Passagier-Strang sequenz-
abhdngig oder sequenz-unabhdngig ausgeldst werden. Sequenz-abhdngige
Effekte kbnnen durch geeignetes Design signifikant reduziert bzw. vermieden

werden.

2.1.5.1 Sperizifische Off-Target-Effekte

2.1.5.1.1 Sequenzhomologien

Sequenzhomologien von nur 11 bp zwischen siRNA und einer nicht Ziel-
MRNA kdnnen bereits zu einem Knockdown dieser mRNA fUhren (Jackson et
al., 2003). Darum ist es besonders wichtig, die SpezifitGdt der siRNAs zu
gewdhrleisten. Dies erfolgt durch Analyse von Homologien zum untersuchten
Transkriptom auf der Basis von Sequenz-Alignments (Patzel, 2007).
Typischerweise werden zwischen Position 2 und 19 des Leit-Stranges
mindestens drei Basenfehlpaarungen zu allen nicht Ziel-mRNAs empfohlen.
Dabei sind die zentrale Positionen und das 5-Ende von besonderer
Bedeutung (Pei und Tuschl, 2006), denn die Nukleotide 2-7 oder 2-8 am 5'-
Ende des Leit-Stranges kdnnen eine bedeutende Ursache fur Off-Target-
Effekte darstellen. Diese Hexamer oder Heptamer Region entspricht der
sogenannten Seed-Region am 5'-Ende von microRNAs. microRNAs sind
wichtig fur die Genregulation, die sie durch Inhibition der Translation und/oder
durch mRNA-Abbau beeinflussen (Bagga et al., 2005; Lai, 2002; Lewis et al.,
2003; Stark et al., 2003; Yekta et al., 2004). Es wurde nachgewiesen, dass
Seed-Region-Analoga von siRNAs in der 3'-UTR von nicht Ziel-mRNAs
hybridisieren und diese regulieren kdnnen (Birmingham et al., 2006; Jackson et
al., 2006). Durch eine 2'-O-Methyl Modifikation der Base an Position 2 des Leit-

Stranges konnten diese Off-Target-Effekte signifikant reduziert werden
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(Jackson et al., 2006).

In der Regel wird fUr die transkriptomweite Homologie-Analyse NCBI BLAST
(Altschul et al.,, 1990) eingesetzt. Dieser Algorithmus verzichtet jedoch
zugunsten der Geschwindigkeit auf Sensitivitdt. FUr die Analyse von siRNA-
Sequenzen sind wegen der hdheren Sensitivitdt WU-BLASTN (Lopez et al., 2003)
und der Smith-Waterman Algorithmus (Smith und Waterman, 1981) geeignete

Alternativen.

2.1.5.1.2 Duplex Asymmetrie

Off-Target-Effekte kbnnen auch dadurch ausgeldst werden, dass der Sinn-
Strang in RISC eingebaut wird und als Leit-Strang fungiert. Darum ist es wichtig,
siRNA-Duplices nach thermodynamischen Prinzipien auszuwdhlen (Khvorova
et al., 2003; Schwarz et al., 2003). Das thermodynamische Profil nicht-aktiver
siRNAs kann durch Modifikationen im Sinn-Strang in ein thermodynamisches
Profil aktiver siRNAs umgewandelt werden. Dies kann durch Basenaustausch
am 3'-Ende des Sinn-Stranges erfolgen, so dass Basenfehlpaarungen in den
Duplex eingebracht und der Duplex am 5'-Ende des Leit-Stranges
destabilisiert wird. Durch chemische Modifikationen am 5'-Ende des Sinn-
Stranges kann der Einbau dieses Stranges blockiert werden (Dorsett und
Tuschl, 2004; Rana, 2007).

2.1.5.1.3 Toxisches Sequenzmotiv und TLR Sequenz

siRNAs mit den spezifischen Sequenzmotiven 5'-UGUGU-3' und 5'-
GUCCUUCAA-3" im Leit-Strang kénnen in Zellen einen toxischen Effekt
hervorrufen (Fedorov et al., 2006). Der zugrundeliegende Mechanismus ist
noch nicht bekannt. Durch sequenzabhdngige Interaktion von siRNA-Duplices
mit Toll-Ghnlichen-Rezeptoren (engl. toll like receptors - TLR) auf der
Lelloberfldche von Endosomen kann die immanente Immunantwort akfiviert
werden. Obwohl dieses Phdnomen bisher nur bei primdren Leukozyten in
peripherem Blut und plasmazytoid-dendritischen Zellen beobachtet wurde
(Hornung et al., 2005; Judge et al., 2005a; Judge et al., 2005b), sollten die

betreffenden Sequenzmuster bei der siRNA Auswahl ausgeschlossen werden.



2. EINLEITUNG 11

2.1.5.2 Unsperzifische Off-Target-Effekte

Neben sequenzabhdngigen Off-Target-Effekten wurden charakteristische
Verdnderungen des Genexpressionsprofils von nicht Ziel-mRNAs auch in
Abhdangigkeit vom verwendeten Transfektionsreagenz beobachtet (Fedorov
et al., 2005). Hohe siRNA-Konzentrationen fGhren ebenfalls zu Off-Target-
Effekten (Persengiev et al., 2004; Semizarov et al., 2003; Sledz et al., 2003), die
durch Reduktion der siRNA-Konzentration vollsténdig vermieden werden

k&dnnen (Fedorov et al., 2006).

2.2 Chemische RNA-Synthese

Die chemische RNA-Synthese spielte gegenUber der DNA-Synthese
(Khorana, 1971) eine lange Zeit eine untergeordnete Bedeutung. Die Kosten
fUr die chemische RNA-Synthese waren im Vergleich zur DNA-Synthese hoch
und die Lange der RNA-Oligonukleotide auf maximal etwa 40 Basen limitiert.
Darum wurde RNA in den meisten Laboratorien enzymatisch mittels in-
vitroTranskription durch RNA-Polymerasen hergestellt (Losick, 1972; Milligan et
al.,, 1987). Das Interesse an synthestischer RNA nahm erstmals mit der
Entdeckung katalytisch akfiver RNAs zu und stieg mit der Entdeckung der
SiRNAs sprunghaft an.

Zur chemischen Synthese einer RNA-Polymerkette beliebiger Sequenz
werden in einem  zyklischen Prozess  schritftweise monomere
Nukleotidbausteine an eine wachsenden Polymerkette gekoppelt. Als erster
Baustein wird ein Tradger mit einem immobilisierten Start-Nukleotid verwendet,
der in einer Synthesesdule eingeschlossen ist. Verschiedene RNA-
Synthesemethoden finden heute Anwendung. Diese werden anhand der
reaktiven Spezies unterschieden, welche an der Kopplung der Einzelbausteine
beteiligt ist. Am hdaufigsten verbeitet ist die Synthese nach der

Phosphoramidit-Methode (Beaucage und Caruthers, 1981).

2.2.1 Der Synthesezylus

Im ersten Schritt eines Synthesezykluses wird eine freie reaktive
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Hydroxylschutzgruppe  zur  Kopplung eines chemisch  akfivierten
Monomerbausteins zur Verfugung gestellt. Dies erfolgt durch Entfernen der 5'-
Hydroxylgruppe am immobilisierten Monomer/Oligomer. Im Nachfolgenden
Schritt wird der zu koppelnde Baustein in Form eines Phosphoramidits
zusammen mit dem Aktivator auf das Trdgermaterial gegeben. Nach der
Kopplungsreaktion wird nicht-reagiertes Phosphoramidit aus der Séule
ausgewaschen. Im darauffolgenden Schritt werden alle 5’-Hydroxylgruppen
blockiert, die nicht abreagiert sind, da diese sonst im ndchsten Zyklus
reagieren kdnnten, und so zu verkurzten Polymeren fUhren. Im letzten Schritt
wird das nach der Phoshoramiditkopplung vorliegende Phophit zum Phosphat
oxidiert. Ein neuer Zyklus beginnt durch Entfernung der 5'-

Hydroxylschutzgruppe am neu angekoppelten Nukleotid.

2.2.2 Die TBDMS-Methode

Wdhrend der gesammten Synthese muss die 2'-Hydroxylgruppe geschutzt
sein, um unerwunschte Nebenreaktionen zu unterbinden. Die Phosphoramidit-
Methode wird mit u.a. mit der TBDMS-Methode zum Schutz der 2'- bzw. 5'-
Hydroxylfunktion eingesetzt. Der Name der TBDMS-Methode leitet sich von
der zum Schutz der 2'-Hydroxylgruppe verwendeten tert-
Butyldimethylsilylschutzgruppe (TBDMS) (Ogilvie et al.,, 1988) ab. Diese
Schutzgruppe ist sowohl unter sauren als auch unter basischen Bedingungen
stabil und wird im Anschluss an den Syntheseprozess durch eine Reaktion mit
wasserfreien Fluoridionen entfernt. Die 5’-Hydroxylgruppe wird durch eine
sGurelabile Dimethoxytritylgruppe (DMT) geschitzt (Smith et al., 1962), die in
jedem Zyklus bei sauren Bedingungen, z.B. 2-3%-ige Dichloressigséure (DCA) in
Methylenchlorid, entfernt wird.

Weitere basenlabile Schutzgruppen werden fiOr die exozyklischen
Aminofunktionen und den Phosphorsauerstoff der Amidite bendtigt. Zum
Schutz der exozyklischen Aminofunktionen werden oft Phenoxyacetyl-
Derivate verwendet. Diese lassen sich bereits unter leicht basischen
Bedingungen entfernen, wodurch die Abspaltung der 2'-O-Silylether und die
basische Hydrolyse der Phosphodiestherbindungen unterbunden wird. Eine

Cyanoethylschutzgruppe hindert den Phosphorsauerstoff an der Reaktion.
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Zum Abschluss des Syntheseprozesses werden diese Schutzgruppen alle
gleichzeitg unter leicht basischen Bedingungen entfernt und vom

Festphasentrdger gelost.

T S T
{%Hﬁ - Hf

K N
i~
Adenosin-2'-TBDMS-Amidit Adenosin-2'-ACE-Amidit

Abbildung 3. Strukturvergleich der Phosphoramidite fir TBDMS- und ACE-Methode.
Beispielhaft sind die Strukturen der Adenosin-Amidite dargestellt. (A) Die exozyklische
Aminofunktionen des 2'-TBDMS-Amidits ist mit einer tert-Butyl-phenoxyacetyl-
schutzgruppe blockiert, (B) wd&hrend bei dem 2'-ACE-Amidit eine Isobutyryl-
schutzgruppe die Schutzfunktion Gbernimmt. Die 2'- bzw. 5'-Schutzgruppen sind in rof,
die Schutzgruppe am Phosphat in blau dargestellt.

2.2.3 Die ACE-Methode

Eine Methode mit vdllig anderer Schutzgruppenstrategie als die TBDMS-
Methode stellt die ACE-Methode dar. Diese wird so bezeichnet, da sie einen
s@urelabilen Orthoester, bis(2-acetoxyethoxy)-metylorthoester zum Schutz der
2'-Hydroxylgruppen nutzt (Scaringe et al., 1998; Scaringe, 2001). Der
Orthoester ist unter den Reaktionsbedingungen der RNA-Synthese stabil. Die
5'-Hydroxylgruppen werden hier durch eine silylbasierte Schutzgruppe, dem
Bis-(trimethylsiloxy)-benzhydroxysilylether,  geschUtzt.  Diese  fluoridlabile
Schutzgruppe wird am Beginn eines jeden Synthesezyklus durch FlusssGure
entfernt.

Bei der ACE-Methode werden die basenlabilen Schutzgruppen an den
Nukleobasen beim Ablésen vom Trdgermaterial unter Verwendung von
Methylamin sehr schnell abgespalten. Eine O-Methylschutzgruppe hindert
den Phosphorsauerstoff an der Reaktion. Diese wird im Unterschied zu der bei
TBDMS-Methode daflr verwendeten Cyanoethylschutzgruppe nicht beim
Entfernen der Basenschutzgruppen hydrolysiert. Die Entfernung erfolgt

deshalb in einem spdateren Schritt durch Behandlung der 2'-geschitzen RNA-
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Oligonukleotide mit einer Lésung aus Disodium-2-carbamoyl-2-cyano-ethylen-

1,1-dithiolate-trinydrate in einem DMF/Wasser-Gemisch.

2.3 Pra-mRNA Splei3en
2.3.1 Das majore SpleiBosom

Bevor eukaryotische Pr&d-mRNA als funktionelle mRNA ins Zytoplasma
exportiert werden kann, muss diese eine Anzahl posttranskriptioneller
Modifizierungen  durchlaufen. Die  meisten  Pr&d-mRNAs  enthalten
intervenierende Sequenzen (Introns), die entfernt werden mussen, damit die
kodierenden Sequenzen (Exons) korrekt im offenen Leserahmen positioniert
sind. Die Entfernung von Introns und die VerknUpfung der Exons wird durch
einen dynamischen, mehrere Megadalton groBen Multienzym-Komplex, das
SpleiBosom, katalysiert und als Prd-mRNA SpleiBen bezeichnet (Brow, 2002; Will
und Luhrmann, 2006). Die meisten Introns besitzen nahe den 5'- und 3'-Enden
Konsensus-Sequenzen, die durch spleiBosomale Komponenten erkannt
werden, und die fUr die Bildung des SpleiBosoms bendtigt werden. Das
SpleiBosom wird auf jeder Prd-mRNA in einem geordneten Prozess neu
assembliert (Abbildung 4). Dies erfolgt unter Beteiligung der fUnf kleinen Uridin-
reichen kernlokalisierten Ribonukleoprotein-Partikel (uridin rich small nuclear
ribonucleoprotein particels, U snRNPs). Die U snRNPs bestehen jeweils aus
einer (U1, U2 und U5) oder zwei (U4/U6) RNA-Komponenten (snRNA),
gemeinsamen Proteinen, partikel-spezifischen Proteinen und weiteren
Proteinen, die nicht fest mit dem Partikel assoziiert sind (Burge et al., 1999;
Reed und Palandjian, 1997; Will und LUhrmann, 2001; Will und Luhrmann,
2006). Das SpleiBosom nutzt vielfaltige RNA-RNA-, RNA-Protein- und Protein-
Protein-Interaktionen, um die Intfrons prdzise herauszuschneiden und die Exons

in korrekter Abfolge prdzise zu verknUpfen.
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Abbildung 4. Die Assemblierung des SpleiBosoms erfolgt schritweise. Die
Assemblierung des SpleiBosoms verlduft Uber verschiedene Schritte die als
unterschiedliche Intermediate, genannt E-, A-, B-, und B*-Komplex, in-vitrodetektiert
werden kdénnen (Will und Luhrmann, 2006). Die Assemblierung beginnt mit einer
Energie-unabhdngigen Interaktion des UT snRNPs mit der konservierten 5'-SpleiBstelle
der Pr&-mRNA, was zur Bildung des E-Komplexes fGhrt. In dieser Phase ist der U2 snRNP
locker mit der Pr&d-mRNA assoziiert (Das et al., 2000). In dem nachfolgenden ATP-
abhdangigen Schritt interagiert der U2 snRNP stabil mit dem Verzweigungspunkt der
Prd-mRNA und resultiert in der Bildung des A-Komplexes. Aus diesem geht, durch
Integration des vorgeformten U4/U6.U5 tri-snRNP Partikels, der B-Komplex hervor. Der
B-Komplex enthdlt einen kompletten Satz an U snRNAs im prd-katalitischen Zustand.
Nachfolgend erfahrt der B-Komplex eine tiefgreifende Umstrukturierung, welche die
Destabilisierung und Freisetzung der Ul und U4 snRNPs, und die Bindung des
Pro19/CDCS5-Komplexes (Chan et al., 2003) einschlieBt. Dies fuhrt schlieBlich zur
katalytischen Aktivierung und Bildung des sogenannten aktivierten SpleiBosoms (B*-
Komplex). Nach dem ersten SpleiBschritt erfolgen weitere Umlagerungsreaktionen,
die die Anndherung der 5'- und 3'-SpleiBstelle bewirken. Dabei kommmt es zur Bindung
weiterer Proteinfaktoren und zur Katalyse des zweiten SpleiBschrittes. Nach dem
zweiten katalytischen Schritt wird die gespleiBte mRNA vom post-katalytischen
SpleiBosom abgeldst (Company et al., 1991; Ohno und Shimura, 1996) und es
verbleibt ein post-spleiBosomaler Intfron-Komplex. Aus diesem wird das Intron-Lariat
freigesetzt (Gee et al., 1997; Martin et al., 2002; Ruskin und Green, 1985). Die
verbleibenden U2, Ué und U5 snRNPs werden zusammen mit den zuvor freigesetzten
Ul und U4 snRNPs regeneriert und kénnen in einen neuen SpleiBosomenzyklus
eintreten (Abb. aus Willl&LOhrmann, 2006).
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2.3.1.1 Zellulare Biosynthese spleiBosomaler U snRNPs

Die funf RNA-Komponenten des majoren SpleiBosoms sind kleine,
nukledre, Uridin-reiche RNAs, kurz U snRNAs (engl. uridine-rich-small-nuclear
RNAs). Diese sind durch metabolische Stabilitdt und hohe phylogenetische
Konservierung der Primdr- und Sekunddrstruktur  gekennzeichnet. Die
Strukturen dienen einerseits als Bindestellen fUr Proteine, andererseits
assoziieren sNRNAs, wdhrend der Assemblierung des SpleiBosoms und dem
katalytischen SpleiBen, dynamisch miteinander und mit dem Pra-mRNA
Substrat (Nilsen, 1994). Alle U snRNAs weisen posttranskriptionell modifizierte
Nukleotfide auf wie: 6-Methyladenosine, 2'-O-Ribose-Melthylierungen und

Pseudouridine (¢) (Massenet und Branlant, 1999).

U1, U2, U4 und U5 snRNAs besitzen eine konservierte Oligo(U)reiche Sm-
Bindestelle, welche die Bindung der diesen snRNPs gemeinsamen Sm-Core
Proteine (B/B', D1, D2, D3, E, F und G) erlaubt (Branlant et al., 1982; Liautard et
al., 1982). Die snRNAs U1, U2, U4 und U5 werden im Zellkern durch RNA
Polymerase Il franskribiert und zur anschlieBenden Reifung ins Zytoplasma
exportiert. Dort erfolgt - in Wechselwirkung mit dem SMN-Komplex - die
Ausbildung der Haupt-RNP-Struktur (engl. core) durch Oligomerisierung der
Sm-Proteine auf der Sm-Bindestelle (Fischer et al., 1997; Liautard et al., 1982;
Pellizzoni, 2007). Der SMN-Komplex besteht aus mindestens 17 Proteinen und
katalysiert die Zusammenlagerung der spleiBosomalen U-snRNPs. Nach dem
Export ins Zytoplasma wird das 5-Ende zur charakteristischen msG-Kappe
umgewandelt (Mattaj, 1986) und das 3'-Ende verkUrzt (Reddy und Busch,
1983).

Die reifen U snRNP-Partikel werden in den Zellkkern reimportiert und
akkumulieren dann zundchst in den Cajal Bodies (CBs) (Ferreira et al., 1994;
Ogg und Lamond, 2002; Sleeman et al., 2001). Es wird angenommen, dass sie
dort basenmodifiziert werden. CBs sind evolutiondr konservierte Subdomdnen
des Zellkerns, die eine Funktfion als Zentrum der Ribonukleoprotein-
Assemblierung, Umstrukturierung und Umverteilung ausGben (Matera et al.,
2007). CBs kédnnen anhand des Markerproteins p80-Coilin identifiziert werden

(Raska et al., 1991) und enthalten alle spleiBosomalen snRNAs. Es fehlen
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jedoch essentielle nicht-snRNP SpleiBfaktoren, wie z.B. die SR-Proteine. Dies
deutet daraufhin, dass CBs wahrscheinlich nicht Orte des aktiven SpleiBens
sind (Gall, 2003; Ogg und Lamond, 2002).

Aus den CBs gelangen die reifen U snRNPs zum AbschluB der U snRNP
Biosynthese ins Nukleoplasma und in die sogenannten Speckles. Speckles sind
granulds  erscheinende nukledre Domdnen, die durch die Lokalisierung
essentieller SpleiBfaktoren, wie z.B. SC35 definiert sind, und als Speicherorte
von snRNPs gelten (Misteli et al., 1997). Nach Inhibition des SpleiBens oder
nach Inhibition der Transkription verdndert sich die Lokalisierung
charakteristisch.  Das Markerprotein  SC35 akkumuliert  unter diesen
Bedingungen in einer verringerten Anzahl von abgerundeten Regionen
(Carmo-Fonseca et al., 1992; O'Keefe et al., 1994). Aus den Speckles werden
die snRNPs zu den Orten mit hoher Transkriptionsaktivitat rekrutiert (Misteli et
al., 1997).

Im Gegensatz zu den U1, U2, U4 und U5 snRNAs verlduft die Reifung der
RNA-Polymerase Il transkribierten Ué snRNA ausschlieBlich im Zellkkern. Ué
SNRNA fragt ein y-Monomethyl-triphosphat am 5-Ende (Kunkel et al., 1986);
(Reddy et al., 1987; Singh und Reddy, 1989). Wahrend des Reifungsprozesses
bilden die sieben LSm-Proteine (engl. like-Sm) einen heteroheptameren Ring
an der Uridin-reichen LSm-Bindestelle am 3'-Ende der Ué snRNA (Achsel et al.,
1999; Ingelfinger et al., 2002; Singh und Reddy, 1989). AnschlieBend wird die
U6 snRNA im Nukleolus durch snoRNAs basenmodifiziert (Ganot et al., 1999),
und das reife U6 snRNP Partikel passiert auf seinem Weg in die Speckles die
CBs.

2.3.1.2 Die spezifischen Proteine der snRNPs U5, U4/U6 und U4/Ué.U5

FUr jedes snRNP-Partikel existieren sperzifische Proteine, die zusammen mit
der RNA fUr die jeweilige Funktion entscheidend sind (Kambach et al., 1999;
Will und L0hrmann, 2001). So besteht das 128 U1 snRNP-Partikel neben den
Sm-Core Proteinen aus den drei partikel-spezifischen Proteinen U1 70K, UT A
und Ul C. Dagegen besitzt das 178 U2 snRNP-Partikel eine komplexere
Proteinkomposition aus 19 partikel-spezifischen Proteinen (Will et al., 2002),

darunter die zwei heteromeren Subkomplexe SF3a und SF3b (Brosi et al., 1993)
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und aus den zwei stabil assoziierten Polypeptiden U2-A’ und U2-B'' (Caspary
und Seraphin, 1998; LOhrmann et al., 1990; Tang et al., 1996).

Auch das 20S U5 snRNP-Partikel besitzt eine komplexe Proteinzusammen-
setzung (Bach et al, 1989). Viele der Proteine Ubernehmen zentrale
Funktionen im SpleiBosom (zusammengefasst in (Will und Luhrmann, 1997).
Neben den Sm-Proteinen enthdlt das U5 snRNP acht zusdtzliche partikel-
sperzifische Proteine 15K (TXNL4A), 40K (WDR57), 52K (CD2BP2), 100K (DDX23),
hPrpé (PRPF6) - auch als 102K bezeichnet -, 116K (EFTUD2), 200K (ASCC3L1)
und 220K (Bach et al., 1989; Will et al., 1993; Will und Luhrmann, 1997).

U4 and U6 snRNAs enthalten komplementdre Sequenzabschnitte, die
miteinander interagieren und so zur Bildung des U4/Ué di-snRNP-Partikel
fOhren. Zusatzlich zu den U4 snRNA assoziierten Sm-Proteinen und den U6
SNRNA assoziierten LSm2-8 Proteinen enthdlt das 135S U4/U6 di-snRNP fUNnf
partikel-spezifische Proteine mit den Molekulargewichten 90K (PRPF3), 60K
(PRPF4), 20K (PPIH), hPrp31 (PRPF31) - auch als 61K bezeichnet -, und 15.5K
(NHPX) (Will und Luhrmann, 2001). Die Proteine 20K, 60K und 90K formen einen
biochemisch stabilen heteromeren Komplex (Horowitz et al., 1997; Teigelkamp
et al., 1998). Das 15.5K Protein bindet direkt an die U4 snRNA (Nofrott 1999).
Die Bildung des U4/Ué di-snRNPs verlduft vermutlich in einer hierachisch
geordneten Abfolge von Assemblierungsschritten.

Der U4/U6.U5 tri-snRNP stellt die groBte funktionelle Einheit des SpleiBosoms
dar und setzt sich aus allen im U5 snRNP und im U4/Ué di-snRNP enthaltenen
Proteinen zusammen, mit Ausnahme des U5 52K Protfeins. Des Weiteren sind
die drei 1ri-snRNP spezifischen Proteine 27K (RY1), 65K (USP39), 110K (SARTI)

enthalten.

2.3.1.3 Assemblierung des di-snRNPs und des tri-snRNPs

Die snRNPs U4/U6 und U5 integrieren als vorgefertigter U4/U6.U5-tri-snRNP
in das SpleiBosom. Nach einem abgeschlossenen SpleiBzyklus zerféllt das
SpleiBosom in seine Einzelkomponenten (Abbildung 4). Die freigesetzten U4
und Ué snRNPs assemblieren wieder zu einem neuen di-snRNP, und
anschlieBend mit U5snRNP zum tri-snRNP, bevor sie in den ndchsten

SpleiBzyklus eintreten.
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Tabelle 1. Proteinzusammensetzung der humanen U snRNPs des majoren SpleiBosoms
aufgereinigt aus Hela Zellen. Die Farben verdeutlichen die Zuordnung der Proteine zu
den verschiedenen U snRNPs bzw. zur Gruppe der gemeinsamen Sm-Core Proteine
(Schneider, 2004).
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Das Recycling des tri-snRNPs ist essentiell for das SpleiBen. Uber den
Mechanismus dieses Prozesses und Uber den Ort der fri-snRNP Assemblierung
im Zellkern war zu Beginn dieser Arbeit wenig bekannt.

Eingeleitet wird die Assemblierung des di-snRNPs durch Bindung des 15.5K
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Proteins an die 5’-Haarnadelschleife der U4 snRNA. Dieser Schritt ist essentiell
fur die nachfolgenden Wechselwirkungen des hPrp31 Proteins und des
heteromeren 20K+ 60K *90K Protein-Komplexes mit dem intakten U4/Ué snRNA
Duplex (Nottrott et al., 1999; Nottrott et al., 2002). Nach jedem Spleizyklus
werden die U4 und Ué snRNAs einzeln freigesetzt und anschlieBend daraus
wieder ein funktfioneller U4/Ué di-snRNP gebildet. FUr die Bildung des U4/Ué di-
SNRNP aus den einzelnen U4 und Ué snRNPs wird ein zusatzlicher Faktor, das
p110 (SART3) Protein, bendtigt (Bell et al., 2002; Rader und Guthrie, 2002).
p110 bindet spezifisch an Ué snRNA, assoziiert jedoch nur tfransient mit Ué und
U4/Ué snRNPs und verl&sst den tri-snRNP vermutlich in einer spdten Phase der
Assemblierung; eventuell wahrend des Einbaus des 20S U5 snRNPs.

Eine sehr wichtige Rolle fur die U4/Ué di-snRNP und U5 snRNP Interaktfion
spielt das U4/Ué-spezifische Protein hPrp31, fur welches in-vitrogezeigt wurde,
dass es notwendig fur die tri-snRNP Assemblierung und fUr das Pr&d-mRNA
SpleiBen ist (Makarova et al.,, 2002). hPrp31 bindet spezifisch an das U5
spezifische Protein hPrpé und bildet so vermutlich eine Bricke im tri-snRNP
(Makarov et al., 2000; Makarova et al., 2002). Die zelluldre Lokalisierung des tri-
SNRNP Recyclings war zu Beginn dieser Arbeit nicht bekannt. Einige Fakten
deuteten darauf hin, dass die Cajal Bodies (CBs) diese Orte reprdsentieren
kbnnten (Lamond und Spector, 2003) (siehe dazu auch Abschnitt 2.3.1.1).
Damit Ubereinstimmend wurde der Recyclingfaktor p110 auch in den CBs
vorgefunden, der eine Rolle bei der Lokalisierung von Ué snRNPs in die Cajal
Bodies spielt (Stanek et al., 2003).

2.3.1.4 Prp19-CDC5-Komplex und verwandte Proteine

Insgesamt werden vom SpleiBosom mehr als 50 einzelne Proteine als
stabile Komponenten der snRNPs rekrutiert (siehe Tabelle 1). Zusatzlich
assoziiert noch eine groBe - bis zu Beginn dieser Arbeit unbekannte - Anzahl
nicht-snRNP  Proteine mit dem SpleiBosom. Um die Frage nach dem
Vorkommen dieser Proteine zu beantworten, wurden Studien zur Erfassung der
gesamten Proteinkomposition des SpleiBosoms durchgefGhrt.

Dazu wurden SpleiBosomen affinité&tsgereinigt und die Proteinzusammen-

setzung massenspektroskopisch bestimmt. Diese Studien wurden mit einer
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Mischung verschiedener spleiBosomaler Komplexe (einschlieBlich des mRNP)
durchgefuhrt. Diese ersten Ergebnisse zeigten, dass die Zahl, der mit dem
SpleiBosom assoziierten Proteine, zwischen ~170 und ~300 liegt (Zhou et al.,
2002). Wahrend diese Befunde einerseits die komplexe Natur der
Proteinkomposition des SpleiBosoms widerspiegeln, Uberraschte anderseits die
auffélig groBe Varianz in der Gesamtzahl assoziierter Proteine. Es wurde
angenommen, dass eine Ursache darin liegen kénnte, dass Mischungen
unterschiedlicher spleiBosomaler Komplexe untersucht worden waren.

Aus diesem Grunde wurde eine Reihe von Methoden zur Isolierung von
SpleiBosomen in definierten Stadien entwickelt. Mittels dieser Methoden
konnten individuelle SpleiBkomplexe aufgereinigt und massenspekiroskopisch
analysiert werden: A-Komplex, BAUl-Komplex - dies ist ein B-&hnlicher
Komplex, dem das U1 snRNP fehlt -, B*-Komplex und C-Komplex (Hartmuth et
al., 2002; Jurica et al., 2002; Makarov et al., 2002; Makarova et al., 2004). Der
Vergleich des Protfeoms der einzelnen Komplexe offenbarte die dynamische
Eigenart der spleiBosomalen Proteinkomposition (siehe Tabelle 2). Der
Vergleich verdeutlichte auBerdem die Stabilisierungs- und
Destabilisierungsereignisse, die wdhrend der katalytischen Aktivierung des
SpleiBosoms erfolgen, und gab Hinweise auf mdgliche Funktfionen einzelner
Proteine beim Prd-mRNA SpleiBen.

Eine Anzahl aktueller Studien hat das VerstGndnis, der bei der
katalytischen Aktivierung beteiligten Proteine und ihrer Rolle dabei,
umfassend erweitert. Als sogenannter Prpl19-CDC5-Komplex wurde eine
Anzahl von Proteinen identifiziert, die mit dem Prp19 Protein einen stabilen
Komplex bilden. Die 7 bis 9 Proteine des Prp19-CDC5-Komplexes (siehe
Tabelle 2) spielen eine SchlUsselrolle bei der katalytischen Aktivierung des
SpleiBosoms (Chan et al., 2003; Deckert et al., 2006; Makarova et al., 2004;
Tarn et al., 1993a; Tarn et al., 1993b).

Die Proteine des Prp19-CDC5-Komplexes und der assoziierten Faktoren
wurden sowohl in aufgereinigten B-Komplexen als auch in A-Komplexen, aber
nicht in H-Komplexen, nachgewiesen. (Behzadnia et al., 2006; Deckert et al.,
2006). Dies zeigt, dass (i) der Komplex unabhdngig vom U4/Ué.US5 tri-snRNP mit
Pr&d-mRNA interagiert, und dass (i) die Assozierung des Prpl19/CDCS5-
Komplexes mit Prad-mRNA vom SpleiBen abhdngig ist (Behzadnia et al., 2006).
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Tabelle 2. Die spleiBosomale Proteinkomposition ist dynamisch. Vergleich des
Proteoms spleiBosomaler Komplexe. Das Vorkommen von Proteinen in den
Komplexen A, B, BAU1, B* und C ist durch farbige Rechtecke gekennzeichnet. Die hier
dargestellten Komplexe wurden mit unterschiedlichen Methoden aufgereinigt. Sie
wurden dennoch zusammengefasst, um einen Eindruck der dynamischen Struktur zu
vermitteln (Bessonov et al., 2008).
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Es wurden auBerdem 10 weitere Proteine identifiziert, die physikalisch mit
dem Prp19-CDC5-Komplex assoziieren (Makarova et al., 2004). Diese werden
als Prp19-CDC5-verwandte Proteine bezeichnet (Deckert et al., 2006).

Welche Rolle die einzelnen Komponenten des Prp19-CDCS5 -Komplexes
und verwandtfen Proteine bei der Aktivierung des SpleiBosoms spielen, und
welche Proteine des A-Komplexes eine Bindeplattform fOr diese
Komponenten darstellen, war zu Beginn dieser Arbeit noch weitgehend

unbekannt.

2.3.2 Das minore oder U12-abhdngige SpleiBosom

In den Pr&-mRNAs héherer Eukaryonten existiert neben den abundanten
U2-abhdngigen Introns eine zweite, sehr seltene Klasse von Introns, welche in
weniger als 0,5% aller humanen Transkripte vorkommt (Patel und Steitz, 2003),
und sich insbesondere durch hoch konservierte Konsensussequenzen
auszeichnen (Burge et al., 1998). Diese Ul12-abh&ngigen Introns werden von
dem minoren oder Ul12-abhd&ngigen SpleiBosom herausgeschnitten. Dieses
setzt sich aus den snRNPs U11, U12, U4atac/Uéatac und U5, sowie aus nicht-
snRNP-assoziierten SpleiBfaktoren zusammen (Patel und Steitz, 2003). Mit
Ausnahme von U5 unterscheiden sich somit alle snRNPs des minoren
SpleiBosoms von jenen des U2-abhdngigen Komplexes. In zahlreichen Studien
konnte jedoch gezeigt werden, dass die minoren UIll, U12 und
U4atac/Uéatac snRNPs die funktionellen Gegensticke der majoren U1, U2
und U4/U6 snRNPs sind (Hall und Padgett, 1996; Incorvaia und Padgett, 1998;
Kolossova und Padgett, 1997; Tarn und Steitz, 1996a; Tarn und Steitz, 1996b; Yu
und Steitz, 1997) und ebenfalls aus einer, beziehungsweise zwei U SnRNAs und

zahlreichen Proteinen bestehen (Will und Luhrmann, 2001).

2.3.2.1 Die minoren U snRNAs

Die RNA-Komponenten des Ul2-abhdngigen SpleiBosoms liegen im
Vergleich zu den majoren snRNAs in HelLa Zellen in etwa 100- bis 500-fach
geringerer Konzentration vor (Burge et al., 1999).

Die minoren U11, U12 und U4atac/Uéatac snRNAs besitzen, wie ihre

funkfionellen Gegensticke im majoren SpleiBosom, die gleichen
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Eigenschaften beziglich 5'-Kappenstruktur, Sm- bzw. LSm-Bindungsstelle und
Typ der transkribierenden RNA Polymerase (Tarn und Steitz, 1996a; Yu et al.,
1999). Jedoch werden die minoren snRNAs nur in geringem MaBe
posttranskriptionell  modifiziert  (Massenet und  Branlant, 1999). Die
Konservierung der Primdrstruktur der minoren snRNAs ist im Vergleich zu ihren
Gegensticken des majoren SpleiBosoms gering (Tarn und Steitz, 1996q).
Dennoch lassen sich die einander entsprechenden RNAs in sehr dhnliche
Sekundadarstrukturen falten (Montzka und Steitz, 1988; Tarn und Steitz, 1996q).

2.3.2.2 Die Assemblierung des minoren SpleiBosoms

Die Assemblierung des Ul12-abhdngigen SpleiBosoms verlauft prinzipiell
analog jener des U2-abhdngigen SpleiBosoms (Tarn und Steitz, 1996a). Die
Hauptunterschiede im Vergleich zur Assemblierung des U2-abhdngigen
SpleiBosoms liegen in den frohen Stadien der Assemblierung (Patel und Steitz,
2003). UT1 und U12 snRNPs binden an U12 Pr&d-mRNA als vorgefertigter di-
SNRNP Komplex, der gleichzeitig die 5'-SpleiBstelle und die Sequenz um den
Verzweigungspunkt erkennt. Folglich bilden U11/U12-Komponenten eine
molekulare Bricke innerhalb des U12-abh&ngigen Pr&-SpleiBosoms, die beide

Enden eines Infrons verbinden (Will et al., 2004).

2.3.2.3 Proteinzusammensetzung der minoren U snRNPs

Analog zu den Bestandteilen des U2-abhdngigen SpleiBosoms kommen
auch die humanen UT1, U12 und U4atac/Uéatac snRNAs in RNA-Protein-
Partikel vor, die durch charakteristische Sedimentationskoeffizienten
gekennzeichnet sind. Dabei bilden die U1l und Ul2 snRNPs in Hela
Kernextrakt einen di-snRNP-Komplex, der in Glyzeringradienten im 18S Bereich
sedimentiert (Montzka und Steitz, 1988). Daneben kann eine signifikante
Menge 125 U1l Monopartikel und ein geringerer Anteil an 15§ Ul12
Monopartikel detektiert werden (Montzka und Steitz, 1988). Die U4atac und
Uéatac snRNAs kommen miteinander basengepaart in einem 13S di-snRNP-
Komplex vor (Tarn und Steitz, 1996b) und treten dem Pr&-SpleiBosom zur

selben Zeit bei wie U5 (Tarn und Steitz, 1996b). Dies I&sst vermuten, dass der



2. EINLEITUNG 25

13S U4atac/Uéatac di-snRNP, in Analogie zu U4/Ué, mit U5 zu einem frimeren

Komplex assoziiert.

Tabelle 3. Proteinzusammensetzung der humanen 18§ U11/U12 und 12S U11 snRNP
Partikel im Vergleich zu den majoren snRNPs U1 und U2. Die Farben verdeutlichen die
Zuordnung der Proteine zu den verschiedenen U snRNPs bzw. zur Gruppe der
gemeinsamen Sm-Core Proteine (Schneider, 2004).

. app. M| 128 | 17s 18S 128
U snRNP Proteine kDa U1 u2 |utuiz | un
BB | 2829| © @) 00 @)
_ D1 15 o @) 00 o
gemeinsame D2 16 10) e 00 @
Proteine D3 17 ) (@) o0 @
E 10 @) o 00 O
F 9 ) o oYe) ¢}
G 8 o | © (eYe) o
o TR
snRNP
c 22 @)
A 30 o
B 29 @)
SF3a120 | 120 o
SF3a66 66 [ 4
SF3a60 | 60 (@)
SF3b155 | 160 @) @)
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SFb49 50 ) @)
o SF3b14b | 15 o o
£ p14 15 ) @®
g SF3b 10 9 © o
% hPrp5 140 [
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Eine Anzahl von Proteinen kommt sowohl im U2- als auch im Ul12-
abhdangigen SpleiBosomen vor, einschlieBlich der U4/U6.U5 tri-snRNP Proteine
(Luo et al., 1999; Nottrotft et al., 2002; Schneider et al., 2002), den Proteinen
des U2-assoziierten SF3b-Komplex (Will et al., 1999) und der SR-Proteine
(Hastings und Krainer, 2001).

Zu Beginn dieser Arbeit war in unserem Labor die Proteinzusammen-
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setzung der minoren Partikel gerade aufgekl@rt worden. Neben den
gemeinsamen Proteinen wurden sieben neue U11/U12 snRNP spezifische
Komponenten identifiziert, von denen vier mit U11 assoziiert sind (Will et al.,
2004). Uber die Funktion dieser Proteine beim Pr&-mRNA SpleiBen war jedoch

nichts bekannt.

2.4 snoRNPs

Der Nukleolus einer eukaryotischen Zelle enthdalt als Ort der Riobosomen-
Biogenese hunderte kleine nukleoldre Ribonukleoprotein Partikel (snoRNP,
engl. small nucleolar ribonuleoprotein). Diese spielen eine wichtige Rolle bei
der Modifizierung und Prozessierung von Pra-ribosomalen RNAs (Préa-rRNASs)
und der spleiBosomalen U6 snRNA (Bachellerie et al., 2002; Decatur und
Fournier, 2003; Kiss, 2002). Die meisten dieser Partikel werden entweder als
C/D- oder H/ACA-Typ klassifiziert.

Abbildung 5. Struktur und Funktion von snoRNAs. Schematische Darstellung der C/D-
Typ snoRNA Struktur. Die RNA-Komponente des Partikels spielt eine zentrale Rolle fur
die RNP-Bildung, den intra-zelluldren Transport und die Funktfion. Die RNA tréagt
Bindestellen fUr spezifische Proteine und beinhaltet eine oder mehrere
Sequenzabschnitte, die mit Substrat RNA(s) Uber Watson-Crick-Basen-Paarungen
interagieren kdnnen. In zentralen Bereichen vieler snoRNAs finden sich weitere C- und
D-Ghnliche Motive, sogenannte C’- und D’-, Motive (Kiss-Laszlo et al., 1998). FUr die
kanonischen C-Box- und D-Box-Sequenzen wird eine Faltung in ein sogenanntes
»kKink' oder K-Turn Motif vorausgesagt (Henras et al., 2004). Dieses Element findet sich
u.a. in der 5'-Haarnadelschleife der U4 snRNA, an die das 15.5K Protein bindet
(Nottrott et al., 1999; Vidovic et al., 2000). ,Me’ kennzeichnet die zur Methylierung
ausgewdhlten Nukleotide der Ziel-mRNA (Abb. nach Filipowicz, 2002).

Die C/D-Typ snoRNAs enthalten die konservierten C-Box (RUGAUGA,
R=Purin) und D-Box (CUGA) Sequenzmotive und vermitteln die 2'-O-
Methylierung innerhalb groBer Ziel-RNA MolekUle (Cavaille et al., 1996; Kiss-
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Laszlo et al., 1996; Kiss-Laszlo et al., 1998; Tycowski et al., 1996).

SNORNPs zeigen einige Homologien zu snRNPs: Beide Partikel bestehen aus
einer RNA-Komponente und einem Multiprotein-Komplex. Die RNA-
Komponente durchlduft nach der Transkription durch Pol Il verschiedene
Prozessierungsschritte, die Protein-Komponenten assemblieren auf der RNA,

und die Reifungsschritte erfolgen im Zytoplasma und in den Cajal Bodies.

241 C/D-Typ snoRNP

Die C/D-Typ snoRNPs besitzen vier gemeinsame Haupt-Proteine: Fibrillarin
(eine Methyltransferase), die nukleolaren Proteine NOP56 und NOP5/NOPS5S8,
und 15.5K (NHPX oder NHP2L1 - non-histone chromosome protein 2-like 1). Die
Haupt-C/D-Box Proteine binden an das C/D-Box-Motiv, welches essentiell fir

die Biogenese und Funktion der C/D-Box snoRNPs ist (Tran et al., 2003).

2.4.2 Expression der snoRNAs

Die meisten snoRNA Gene der Sduger, z.B. U14, lokalisieren in Introns
Protein-kodierender Gene. Zur Erzeugung funktioneller snoRNAs werden diese
aus  entzweigten Infron-Lariaten herausgeschnitten und durch
exonukleolytischen Abbau der nicht-snoRNA Sequenzen prozessiert. In einem
zweiten vom SpleiBen unabhdngigen Reaktfionsweg werden snoRNAs aus den
Infrons durch Endonukleasen herausgeschnitten und die reifen Enden
exonukleolytisch erzeugt (Filipowicz und Pogacic, 2002). Einige snoRNAs, z.B.
U3, U8 und U13, werden als unabhdngige Einheit durch Polymerase |l
transkribiert. Diese tragen eine kurze Extension am 3'-Ende und 5’ eine m’G -
Kappenstruktur, die wahrend der Reifung hypermethyliert wird (Filipowicz und
Pogacic, 2002).

2.4.3 Biogenese der U3 und U8 C/D-Box snoRNPs

Die U3 und U8 snoRNAs sind essentiell fUr die Prozessierung von rRNAs
(Terns und Terns, 2002). Die U3 snoRNA ist mit einer Anzahl weiterer U3-
spezifischen Proteine assoziiert (Granneman und Baserga, 2004). Das U3
sNoRNP Monomer enthdlt jedoch nur die vier Haupt-Proteine und das hU3-55K

Protein (Watkins et al., 2000). Es wird angenommen, dass die restlichen U3-
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spezifischen Proteine mit dem U3 snoRNP als Teil des rRNP-Prozessierungs-
komplex assoziieren (Granneman et al., 2002).

Die snoRNP-Biogenese erfolgt vermutlich in zwei Phasen: In der ersten
Phase wird das Haupt-snoRNP assembliert und die snoRNA im Nukleoplasma
prozessiert. Im Verlauf der Prozessierung wird die m’G-Kappe zu einer m3G-
Kappe hypermetyliert und das verldngerte 3'-Ende entfernt (Terns und Terns,
2002). Vermutlich erfolgen diese Schritte der Reifung in den Cajal Bodies. Dies
wird angenommen, da sowohl U3 und U8 snoRNA, als auch die Haupt-snoRNP
Proteine Fibrillarin, Nop56 und Nop58, der snoRNP Reifungsfaktor Nopp140
und die vermutete Cap-Methyltransferase hTGS1 partiell in den Cajal Bodies

angereichert sind (Boulon et al., 2004; Verheggen et al., 2002).

ZYTOPLASMA NUKLEOPLASMA

NUKLEOLUS

RNA Gene
+

snoRNA Gene

Pal 11
Prozessierung
C/D, H/ACA RNAs

Pol |

Prozessieryng
185,5,85, 285 (55, rp) _ J=INNINEENN

Untgreinheifen

CB

Fibrillarin
NOP56
NOP58
165 K

Dyskerin

NHP2 P50
NOP10 P55
GAR1 Nopp140

Abbildung 6. Biogenese und Funktion von snoRNPs. snoRNA Gene werden durch RNA
Polymerase |l transkribiert. Frihe snoRNA Prozessierungsschritte erfolgen vermutlich im
Nukleoplasma. Die abschlieBende Prozessierung und die Assemblierung laufen
vermutlich in den Cajal Bodies ab. snoRNAs akkumulieren im Nukleolus (Rot) und
vermitteln die 2'-O-Methylierung und Pseudouridylierung der 18S, 5.85 und 28S rRNAs
(Schwarz), der U6 snRNA (Gron) und anderer zellulGrer RNAs. Im Nukleolus tragen
prozessiecrende C/D- und H/ACA-Box snoRNPs zur Spaltung von Pra-rRNA bei.
Biogenese und Transport durch verschiedene zelluldre Kompartimente wird
maoglicherweise durch die Proteine p50, p55, SMN und Nop 140 unterstutzt. (Abbildung
nach Filipowicz, 2002 verandert).

In der zweiten Biogenese-Phase wird der zusammengelagerte snoRNP-
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Komplex in den Nukleolus transportiert (Narayanan et al., 1999a; Narayanan
et al., 1999b; Verheggen et al., 2002).

Die Haupt-Proteine binden an das C/D-Box Motiv. Die Bindung des 15.5K
an das K-Turn Motiv (Kuhn et al., 2002; Szewczak et al., 2002; Szewczak et al.,
2005; Watkins et al., 2000; Watkins et al., 2002) ist essentiell fUr die Rekrutierung
weiterer C/D-Typ snoRNP Proteine (Watkins et al., 2002). Die Bildung des
Haupt-C/D-Box-Komplexes wird fUr die nukleolare Lokalisierung bendtigt
(Verheggen et al., 2001; Watkins et al., 2002).

Des Weiteren werden in Hefe NOP58 und 15.5K (in Hefe Snul3p) fUr die
Akkumulation und Stablilitadt von allen C/D-Box snoRNAs bendtigt (Lafontaine
und Tollervey, 1999; Watkins et al., 2000). Folglich spielen die Haupt-Proteine
eine essentielle Rolle bei der Biogenese und Akkumulation der C/D-Box
SNORNPs. Es ist jedoch unklar, ob der Assemblierungsprozess spontan ablduft
oder ob er in vivo Hilfsfaktoren bendtigt, wie dies bei spleiBosomalen snRNPs
der Fallist (Yong et al., 2004).

In Hefe wurde fUr eine Reihe von Proteinen eine Verbindung zur
Prozessierung der unreifen snoRNA nachgewiesen. Darunter die Proteine TGS1
(Verheggen et al., 2002), La, LSm und das Exosom, Faktoren, die an der
Entfernung der 3' Extension beteiligt sind (Kufel et al., 2003). Weiter wird fUr die
Proteine SMN, Noppl140, TIP48 und TIP49 eine Rolle bei der snoRNP
Assemblierung und/oder Lokalisierung angenommen (Jones et al., 2001; King
et al., 2001; Newman et al., 2000; Pellizzoni et al., 2001; Verheggen et al., 2001;
Watkins et al., 2002; Yang et al., 2000).

Zu Beginn dieser Arbeit war in vielen Fallen nicht geklart, ob und wann
diese Proteine in vivo an den snoRNP binden und welche Aufgabe sie

ausUben.

2.5 Zielsetzung

Zu Beginn dieser Arbeit wurde in unserem Labor gezeigt, dass durch
EinschleuBen von siRNAs in SGugerzellen ein sequenzspezifischer Abbau der
Zie-mRNA erreicht werden kann, deren Sequenz der siRNA-Sequenz
entspricht. Zeitgleich wurden neue Erkenntnisse zur Proteinkomposition des

SpleiBosoms gewonnen. So zeigten massenspekiroskopische Analysen
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isolierter spleiBosomaler Komplexe aus Hela zeigten, dass die Zahl der
Proteine, die mit dem humanen SpleiBosom assoziieren, bei mehr als 180 liegt.
Die Mehrzahl dieser Proteine sind keine Komponenten der U snRNPs (uridin rich
small nuclear ribonucleoprotein particles). Uber die Funktionen der nicht
sNRNP-Komponenten und ihre Bedeutung fur das SpleiBen war in den meisten
Fallen nichts bekannt.

Hier bot die RNAIi Methode einen interessanten Ansatz, durch funktionelle
Studien ex vivo Hinweise auf die mogliche Rolle dieser Proteine beim Pré-
MRNA SpleiBen zu erhalten. Ziel dieser Arbeit war deshalb das Potenzial von
RNAI zur funktionellen Genanalyse in SGugerzellen und ihre Anwendbarkeit in
Kombination mit molekularbiologischen und fluoreszenz-mikroskopischen
Methoden zu untersuchen.

Die vorliegende Arbeit gliedert sich in drei Teile:

i) Im ersten Teil der Arbeit sollten die Grundlagen fur die Bereitstellung
einer gréBeren Anzahl von siRNAs gelegt werden. Um dies zu erreichen sollten
zundchst Algorithmen fur die siRNA-Auswahl entwickelt werden. Danach war
beabsichtigt die chemische Synthese von siRNAs im Labor zu etablieren.

i) Im zweiten Teil der Arbeit sollten Methoden fur einen RNAI-Screen
mittleren Durchsatzes zur funkfionellen Analyse von RNA-prozessierenden
Proteinen entwickelt werden. Die Methoden sollten erste Hinweise auf die
Bedeutung der Proteine fUr die Zelle geben und Indizien fUr eine mogliche
Rolle der Proteine beim Pra-mRNA SpleiBen liefern.

i) Im letzten Teil der Arbeit sollten exemplarisch unterschiedliche RNA-
Proteinkomplexe untersucht werden. Hier sollte RNAi genutzt werden, um
Hinweise auf mogliche Funktionen einiger Proteine bei der U4/U6.U5 tri-snRNP
Assemblierung, der U3 snoRNA Biogenese und beim U12-abhd&ngigen SpleiBen
zu erhalten. Auch die Frage nach der zellulGren Lokalisierung der fri-snRNP

Assemblierung sollte untersucht werden.



3. MATERIAL & METHODEN

31

3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

3.1.1 Feinchemikalien, Chemikalien und Medien

2-Mercaptoethanol
3,3'-Dihexaoxacarbocyanine iodide DIOC6(3)
5-(Ethyl-thio)-1H-tetrazol

Acetonitril

Acetonitril (Amidite-Diluent)
Acrylamidlésung (gebrauchsfertig, Sequa Gel Kit)
Agarose (electrophoresis grade)
Agarose (NuSieve GTG)
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Bradford-Frabstofflosung
Bromphenolblau

CASYton (isotonische Kochsalzlésung)
Dimethyldichlorsilan

Dimethylsulfoxid (DMSQO)

DMF (Dimethylformamid)

DMSO (Dimethylsulfoxid)
DNA-Molekulargewichtsmarker
DNA-Molekulargewichtsmarker

DIT (Dithiothreitol)

DTT (Dithiothreitol; 100 mM)

Dulbecco’s Mod. Eagle Medium (DMEM)
EDTA (Dinatriumsalz Dihydrat)

Eisessig

Ethidiumbromidiésung (10 mg/ml)
Fotales Rinderserum (FBS)

Glykogen

Lachsspermien-DNA (10 mg/ml), sonifiziert
LB-Agar

LB-FIUssigmedium

Magermilchpulver, instant

Markerproteine fur Elektrophorese

Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
American International
Chemical, USA

Merck, Darmstadt

Proligo, Hamburg

Nafional Diagnostics, USA
Invitrogen/Gibco, Karlsruhe
BMA / Biozym, Hess. Oldendorf
Merck, Darmstadt

Bio-Rad, MUnchen

Merck, Darmstadt

Scharfe System, Reutlingen
Applichem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Promega, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Promega, Mannheim
Invitrogen/Gibco, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Boehringer, Mannheim
Invitrogen/Gibco, Karlsruhe
Roche, Mannheim
Stratagene, Amsterdam, NL
BIO101, USA

BIO101, USA

Heirler, Radolfzell

Invitrogen/Gibco, Karlsruhe
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Methylamin
Molekularsieb 4A
Mowiol 4-88

Narrow Mouth PassPort IP2 Flaschen aus HDPE

OptiIMEM 1 (serum-freies Medium)
Penecilin / Strptomycin
Phosphoramidite dT (A-1000-dT-10)

Merck, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Calbiochem/Merck,
Darmstadt

Nunc Nalgene,
Invitrogen/Gibco, Karlsruhe
Biochrom, Berlin

Dharmacon Research, USA

Phosphoramidite rA,rU,rG,rC 1,0 mmole(A-2000-rX-10) Dharmacon Research, USA

Ponceau S
Rinderserumalbumin (BSA), acetyliert
Rofi-Load 1 (4x)

Roti-Phenol-Chloroform

Serva, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

S2Na:z (Disodium-2-carbamoyl-2-cyanoethylen-1,1-dithiolate frinydraft)

Saule dT 0,2 umol (C-1020-dT-02)
SDS (Natriumdodecylsulfat)

TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethyl-ethylenediamine)

Triton X-100

tRNA E.coli
Trypsin-EDTA
Wasserbadkonservierer

Xylencyanol FF

Alle  hier nicht aufgefUhrten

Dharmacon Research, USA
Dharmacon Research, USA
Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Seelze
Sigma, Taufkirchen
Boehringer, Mannheim
Invitrogen/Gibco, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Fluka, Seelze

Standardchemikalien,  organischen

Substanzen und Lésungsmittel (Reinheitsgrad p.a.) wurden von den Firmen

Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Sigma (Taufkirchen), Serva (Heidelberg)

oder Fluka (Seelze) bezogen.

3.1.2 Antiseren und monoklonale Antikorper

monoklonaler Lamin A/C-Antikdrper (636.23)
monoklonaler Vimentin-Antikérper (V9)
monoklonaler Emerin-Antikérper (4G9)
monoklonaler Coailin-Antikdrper (5P 101)
monoklonaler SC35-Antikorper

anti-SF3b14a Kaninchenserum (,,Bill”, Pep24.1)

anti-hPrp3 Kaninchenserum (,,Berti”)

(Osborn)

(Osborn et al, 1984)
Novocastra/Germany

M. Carmo-Fonseca, (Aimeida et al., 1998)
Sigma, Taufkirchen/Germany

AG Lihrmann (Will et al., 2001)

AG LUhrmann (Lauber et al., 1997)
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anfi-hPrp4 Kaninchenserum (,,Roy”)

anti-hPrp31 Kaninchenserum (,,4825")

anti-hPrpé Kaninchenserum (,,Josy”)

anti-p110 Kaninchenserum (,,SART3-C")

anti-TIP 49 Kaninchenserum

anti-fibrillarin (ab5821)

anti-La Kaninchenserum

anti-hRrp46 Kaninchenserum

anti-SMN Kaninchenserum

anfi-Nopp 140 Kaninchenserum

anti-Phax Kaninchenserum

anti-TGS1 Kaninchenserum

anti-Nop58 Kaninchenserum

anti-NOP56 Kaninchenserum

anti-TIP48 Kaninchenserum

anti-LSm1 Kaninchenserum

anti-LSm4 Kaninchenserum

anti-LSm8 Kaninchenserum

Ziege-anti-Kaninchen Antikdrper, Peroxidase-gekoppelt
Schwein-anti-Maus Antikdrper, Peroxidase-gekoppelt
Ziege-anti-Maus Antikérper, Alexa 488-gekoppelt
Ziege-anti-Maus Antikérper, Alexa 647-gekoppelt
Ziege-anti-Kaninchen Antikdrper, Texas Red-gekoppelt
Ziege-anti-Maus Antikérper, FITC-gekoppelt

Ziege-anti-Kaninchen Antikdrper, Rhodamine-gekoppelt

AG LUhrmann (Lauber et al., 1997)
AG LUhrmann (Makarova et al., 2002)
AG LUhrmann (Makarov et al., 2000)
AG Lihrmann (Schaffert ef al., 2004)
Stuart Maxwell (Newman et al., 2000).
AbCam, Cambridge/United Kingdom
Ger Pruijn (Pruijn et al., 1995)

Ger Pruijn (Brouwer et al., 2001)

Utz Fischer (Liu und Dreyfuss, 1996)
Tom Meier (Meier und Blobel, 1992)
lain Mattaj (Ohno et al., 2000)

Remy Bordonne (Verheggen et al., 2002)
AG LUhrmann (Lyman et al., 1999)
AG LUhrmann (Watkins ef al., 2002)
AG LUhrmann (Watkins et al., 2002)
AG LUhrmann (Ingelfinger et al., 2002)
AG Lihrmann (Ingelfinger et al., 2002)
AG Lihrmann (Achsel et al., 1999)
Jackson Immunoresearch, USA

Dako, Copenhagen/Denmark
Molecular Probes, USA

Molecular Probes, USA

Molecular Probes, USA

Dianova, Hamburg/Germany

Dianova, Hamburg/Germany

Die Referenzen zu o0.g. Antikdérpern finden sich in folgenden
Veroffentlichungen: (Harborth et al., 2001; Schaffert et al., 2004; Watkins et al.,

2004).

3.1.3 Enzyme und Enzyminhibitoren

Restriktionsendonukleasen
RNase-Free DNase Set

RNasin (40 U/ul)

RQ1 DNase (1 U/ul)

SP6 RNA Polymerase (20 U/ul)

T7 RNA Polymerase (20 U/ul)

T7 RNA Polymerase (20 U/ul)

Tag DNA Polymerase (5 U/ul)
Superscript, Reverse Transkriptase
Cloned Pfu DNA-Polymerase (2,5 U/ul)

New England Biolabs, Frankfurt
Qiagen, Hilden

Promega, Mannheim
Promega, Mannheim
Promega, Mannheim

New England Biolabs, Frankfurt
eigene Herstellung

eigene Herstellung
Invitrogen/Gibco, Karlsruhe

Stratagene, Amsterdam, NL
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T4 DNA-Ligase New England Biolabs, Frankfurt

3.1.4 Nukleotide

Desoxynukleosid-5'-Triphosphate (dATP,.d CTP,d GTP, dUTP; je 100 mM)
Radionukleotide: [a-32P] dATP, 3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml

Alle Nukleotide wurden von Amersham Pharmacia, Freiburg bezogen

3.1.5 siRNA-Oligonukleotide

siRNA-Oligonukleotide wurden entweder im Hause synthetisiert, oder von
Qiagen (Hilden) und von Ambion (Houston, USA) bezogen (Details siehe
3.2.5.1). Hier sind nur siRNA-Oligonukleotide gegen Faktoren des Prp19/CDCS5-
Komplexes und der damit verwandten Komponenten, und siRNAs aus den
Arbeiten Watkins (2004), Schaffert (2004) und Will (2004) aufgelistet. Die siRNAs
aus der Arbeit Hossbach (2006) sind den Abbildungen im Abschnitt 4.1.3 zu
entnehmen. Eine Zusammenstellung aller fUr die Proliferationsanalyse

eingesetzten siRNA-Oligonukleotide befindet sich im Anhang (Tab. A-2).

Ziel-Protein/Ziel-Gen SiRNA 23mer mRNA-Ziel-Sequenz (5'-3) r:;eign
hPRP19 / PRPF19 Wi GGGCACGGAT GTOCAGAT CTACA ORF
hPRP19 / PRPF19 W2 TGGGACATTCACATCATTTCACT 3UTR
CDC5L KK1 AAGGAACTTCAACATAGATATGC ORF
CDC5L KK2 AAGGCTGAAACTGATGTTTATCT IUTR
SPF27 / BCAS2 KNI TOGCAGATACCGACCTACT AAGA ORF
SPF27 / BCAS2 KN2 AAGACAGTGACTGTACAGTTATC 3UTR
PRLI / PLRG] KR TGGAGAAGACAAACAAGT GARAT ORF
PRLI / PLRG] KR2 CAGTCTGAAAGTOGATTACTAAC ORF
hsp73 / HSPAS NF1 AAGGOGAGOGT GOCATGACAAAG ORF
hsp73 / HSPAS NF2 AAGGACCTAAATTCGTAGCAAAT 3UTR
AD-002 / HSPC148 NCT AGGGAT OGT CCAACCOGAGAACA ORF
AD-002 / HSPC148 NC2 TTGATAATGGACTTGGGAATAGS 3UTR
CTNNBLT ND1 CGGO0GCT ATOGGGAAGAAGAAA ORF
CTNNBL1 ND2 AGGATCAGTTTCTACACAACTCT 3'UTR
Now388P / WBP11 151 TGGGACGGAGATCTACATCATCC ORF
Now388P / WBP11 152 TOOCACTGACCTARACTTTCAGT 3UTR
Npw38 / PQBP I GOCGAGGACTATGACGATGATCC ORF
Npw38 / PQBP 112 TAAAAGCTTTCTGGTGATCCTGC 3UTR
PRCC q147-1 CTGGTGCTTATTATCAGTTTAAG ORF
PRCC q147-2 AGGGATGTCTGTTGAAATAAAAC 3IUTR
RBM22 KAI GAGGAGAGGAATGTCCATACAGA ORF
RBM22 KAl ATGGAGCTGTGTACCATCGAAGA 3UTR
hSYF1 / XAB2 kST GOGGAACCAATTCTCTGT CAAAT ORF
hSYF1 / XAB2 KS2 CAGCTACGITTGTACATCAAAAA 3'UTR
hSYF3 / CRNKL] X1 AAGAAGGAAGT TTGACTAAATGC ORF
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Ziel-Protein/Ziel-Gen siRNA 23mer mRNA-Ziel-Sequenz (5'-3") reZ;::;n
hSYF3 / CRNKL1 X2 CTCCAGAGTGGTTGAGTTTGTAA 3'UTR
hisy1 / KIAAT1160 KT1 CTGCAGGCCCAAAGTGAAGAAGC ORF
hisy1 / KIAA1160 KT2 AGGGGAGAAGAATCAATTAGT GG 3'UTR
SKIP / SNW1 KU1 AAAGACAAGAGTAGCCTTAGAAA ORF
SKIP / SNW1 KU2 AGGCACAGGTCTCTCCAAAGTGA 3'UTR
Cyp-E / PPIE KD1 CGCGACCAGGTCTACTATCCATG ORF
Cyp-E / PPIE KD2 AAGCAGCATTTGGGATATGTGCC 3'UTR
PPIL1 KE1 ATGAACCATAATCCTGCTTCTTG 3'UTR
PPIL1 KE2 TGTCAGCCCTCTTAACTCTGIGC 3'UTR
KIAAD560 / AQR KC1 TTCAATCAGAAGAGCAAATAACC 3'UTR
KIAAD560 / AQR KC2 AAGAAGAGGACAGAATATACTGG 3'UTR
KIAA0560 / AQR ql10-1 CTGAGTGTGTCTGTAATCATACC 3'UTR
KIAA0560 / AQR ql10-2 AAGGAGGACATGGCAGTCAAAAA 3'UTR
G10 / BUD31 NAT CAGCAGAGAACTCTATGAATATT ORF
G10 / BUD3I NA2 GAGCCAACACTGGATGAATTAGA ORF
20K / ZMATS BN3 AAGCCCGGTTCCTGCTACGCCCC 3'UTR
20K / ZMATS BN4 GAGGCTCCGAGACCATCTGCCCA 3'UTR
25K / C160rf33 CC2 GAATCATCGTGCCTCTTTCACAG ORF
25K / C160rf33 CC4 AAAGGACGT TGTGGTGECCTCAC ORF
35K / UTSNRNPBP BS1 AAGGGTGGATCCCTCGGCGACTT ORF
35K / UTSNRNPBP BS2 GAGGCCCAACAGCAGAACCCCAA 3'UTR
59K / PDCD7 BX1 AAGCAGCCGCTGATGECGTACTA ORF
59K / PDCD7 BX3 TAGGTGAACTGAGGTTTTTACCA 3'UTR
Prp8 / PRPF8 CT1/9q138-1 AAGCCCATCAACGGAGCCATCTT ORF
Luciferase BB1 CACGTACGCGGAATACTTCGAAA ORF
TIP49 / RUVBLI DE3 AAGGAACCAAACAGTTGAAACTG ORF
TIP49 / RUVBLI1 DE4 GAGTCTTCTATCGCTCCCATCGT ORF
TIP48 / RUVBL2 DD3 GAGACCATCTACGACCTGGGCAC ORF
TIP48 / RUVBL2 DD4 GAGAGTGACATGGCGCCTGTCCT ORF
NOP56 / NOLSA EJ2 CAATATGATCATCCAGTCCATTA ORF
NOPS58 / NOPS5 EK1 CAAGCATGCAGCTTCTACCGTITC ORF
Fib1 / FBL EN2 CAGTCGAGTTCTCCCACCGCTCT ORF
La/LARP3/SSB ER2 GAATTAGGTCCACTTCAATGTCC 3'UTR
La/LARP3/SSB ER3 AAGATTCTTCCATTAAATTGCCT 3'UTR
TGS1 / NCOAGIP FR1 AAGATTGCCCTTGCTCGCAATAA ORF
TGS1 / NCOA4IP FR2 TATCACCGTATGAAATGGAAACT 3'UTR
PHAX / RNUXA FS1 TAGTATCAGCGAGGAACAAATTA ORF
PHAX / RNUXA FS2 AAGAGTATATAGCACAGGATTTA 3'UTR
SMN1 AA2 AAGTGGAATGCEGTAACTCTTCTT 3'UTR
LSm8 / LSM8 BE2 AAGAAACAGATTCTGCGCTTGAT ORF
LSm4 / LSM4 BD6 AACGGCCGTCCCAAAGCTGECTG 3'UTR
Nopp 140 / NOLCI LJ1 AAATTGAGGTGGATTCACGAGT T ORF
61K / PRPF31 EA1 AAGCCAAAGCTTCAGAAGTGATG ORF
61K / PRPF31 EA2 CAGTATGGGCTAGAGCAGGTCTT 3'UTR
61K / PRPF31 EA3 AAGGGACACAGAGGTCCAGTCCT 3'UTR
hPrpé / PRPF6 AL5 AAGCTACAAGTAGCTCGGAACCT ORF
hPrpé / PRPF6 AL6 GAGCGGTTGCCATGECCGGTCTC 3'UTR
hPrpé / PRPFé AL8 CAGGGT TGEGECCGCATGTGGAAG 3'UTR
SF3b14a / SF3B14 AS1 AAGAATGCATGTGATCACCTATC ORF
SF3b14a / SF3B14 AS2 TAAATCCCACGAATGACAACTAC 3'UTR
SF3b14a / SF3B14 AS4 AATCCCACGAATGACAACTACCA 3'UTR
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3.1.6 DNA-Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von der MWG Biotech AG (Ebersberg,

Deutschland) synthetisiert und HPSF (hochrein und salzfrei) aufgereinigt.

3.1.6.1 Primer fir die Einschritt-Echtzeit-RT-PCR und Standard-PCR

Ziel-Protein/Ziel-Protein Accession Primer Sequenz (5'-3’)
PP0O053_F ATGTCCCTAATCTGCTCCATCT
ATTCTCCGCAA
PRP19 / PRPF19 NM_014502 PP00S3 R TGTACTTCTCG
PP0O074_F TCTCTAACGAAGT GCCGGAGCA
PP0074_R CGGAGAGAGCCTGGTTGTI TGAT
PP0057_F TGCAAAGCCAGATGGTATGAAT
CDC5 / CDC5L NM 001253 PP0057_R Ccaat ggt cct ccact gagt t
- PP0058_F GGCTGCGATCCAAGCATTAAGA
PP0058_R Gagcaat ggt cct ccact gag
PP0102_F AATTCTATGGCCCAGT TAGAGCA
CCTTCTGTGCGT
SPF27 / BCAS2 NM_005872 PP0102 R CTTCAATCA
PP0103_F ACATTACTGCATGGCAAGAATGTG
PP0103_R GCATTACATCCATGCTGTGACATTA
PP0104_F AGATGAAGAGAGT CACAAACGAAA
CATATGAA
PRL1 / PLRG1 NM_002669 PP0104 R TOCGTTECATTCTG
PP0105_F AAATGGCAATCAAGCTTCGTAA
PP0105_R TGATTGCCAGGSGTACTGTTTATG
PP0116_F GCTTAGACAAAAAGGT TGGAGCA
hsp 73 / HSPAS NM_006597 PP0116_R GACCTCAAAGATTCCATCCTCAA
NM_153201 PP0117_F CCCAGGCCAGTATTGAGATCCGA
PP0117_R CACGGAACAGGTCAGCATTCA
PP0082_F GCGAGAAGGTGATTTGAGCCAAC
CTTCA
AD-002 / HSPC148 NM_016403 PP0082_R COEEATCCTGAGTAG
PP0083_F CTGAAGAGGT TCGTAACCGTGA
PP0O083_R GTATGTTCTCGGGT TGGACGA
PP0112_F CATCGACAATGACACCGAGGA
GCAGATCTCGGECCA
B-catenin like1 / CTNNBLI NM_030877 PPO112 R TGATGTA
PP0O113_F GGAGAGATCATCGACAATGACA
PP0113_R CCGAATCTGGGGGACATT
PP0120_F GGTCTGAGTGTACGGT TTGCAGA
PP0120_R GGATTTCTTGACCTGCCATACCGA
TCAGAGGACAA
Npw38BP / WBP11 NM_016312 PPO1ZL P TATGMATA
PP0121_R CTCGCTGTGAAGAAGCAGT GGAT
PP0278_F GGTCTGAGT GTACGGT TTGCAGA
PP0278_R TTGACCTGCCATACGAAGCAT
NM_005710 PP0090_F AAGAGATCATTGCCGAGGACTA
NM_ 001032381 PP0090_R AGGAAGGGTCGAACACCTTGTA
Npw38 / PQBP] NM_001032382 —
NM_001032383 PP0091_F AGGCATCCTCAAACATCTGGA
NM_001032384
NM_001032385 PP0091_R AGGAAGGGTCGAACACCTTGTA
PP0314_F AAGAGGAAAGAGCCCGTGAAGA
NM_005973 PP0314_R CCTCACTGGATCCCTGAAGGAT
PRCC -
NM_199416 PP0315_F TGAATTCAAGATGCCAGCACG

PP0315_R TGGCATCGCCATATGTGGA
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Ziel-Protein/Ziel-Protein Accession Primer Sequenz (5'-3')
PP0094_F GTGGCTGCTGAGAAGTCCTTTA
FKJ10290 / RBM22 NM_ 018047 PP0094_R TGATCCCAGAGTCTGTAGTTCCA
PP0095_F CTGTTGTGCAGAGACAGCAGTG
PP0095_R GGGATCTTOOCCATTTCACAT
hSYF1 / XAB2 NM_ 020196 PP0079_F GCTGTTCAAGTGGOCCAAC
PP0079_R CCGTCCAGAGCCTGTTCAA
PP0075_F CAGATGCCGGAAGCTTTATGA
ATTGCCOGT
hCLF1 / CRNKL NM_016652 PP0075_R GCTCTGTCAA
PP0286_F CCAGAGGTGCTTTGGAAATCATA
PP0286_R CAAACTGAGCAAAGCTGATCCA
PP0086_F TCGAATTOGTGACCTGAATGA
TCCAGCATTTTA
hISY1 / KIAAT160 NM_020701 PP008E_R GGGOCAACT
PP0087_F GGCCCTAAAATGCTGGATCA
PP0087_R CAGCTCTCTAACACCAGGCAAA
PP CAGAAAAGACAAGAGTAGCCT
SKIP / SNW1 NM_012245 0119 F TAGAA
PP0119_R GGATATACTGAGCAGGAGOCAAT
PP0098_F GCTGOCTGTGCACTCATGAA
NM_006112
- PP0098_R CAGTGCCATTGTGGTTTGTGA
Cyp-E / PPIE NM_203456 =
NM_ 203457 PP0099_F CGGTGATTTCACAAACCACAAT
PP0099_R TAGTAGACCTGGTCCCGTATGC
PP0051_F GCGGCAATTCOCCCAGATT
ACTCAGCAAA
PPlase-like1 / PPILI NM_016059 PPO0SL_R GTTCTTACAGGTC
PP0052_F TGGGAATCATTGTGCTGGAG
PP0052_R TGTGGAATTTTGTGCCATTG
PP0096_F CGCTTGGTAGTGGOCATGTCTA
KIAAOS40 / AQR NM_ 014601 PP0096_R CGAGCTGTGAGCTGACTGAAAG
PP0097_F TTTGAACTGACTCCAGCTTTCA
PP0097_R TTCATGAGATGGTCTCTCTCCA
PP0110_F TGCAGATTATCCTGT GGAAGGA
G10/ BUD31 NM 003910 PP0110_R CATCCAGTGTTGGCTCAATCA
- PP0111_F CCTGTGGAAGGAAAATGCCTAA
PP0111_R CGGTTCTGTTTCAGCTTCTCTCA
TCGTGGAGGACAAGTTGGTG
GLUD2 NM_012084 PP0008_F
PP0008 R TTGCAGGGCTTGATGATCCG
UT1/U12-20K / NM_019103 20Kfor CTTCCAGGACAACCTCCACAA
IMATS NM_001003692 20Krev CTCGGAACATGTCGTACCAGAC
U11/U12-25kD / 25Kfor GCAAGAGGAAGATGAGGACGA
NM_024571
C1éorfs3 25Krev CTGCACCACCATAGOCAGAC
NM_180703
- T,
UT1/U12-35K / NV 180699 35Kfor ACGOCTTCATCGAATACAA
U1SNRNPBP NM_007020
NM_022717 35Krev AATAACCAGGCCATCAGCATC
- 59K for CGCTGATGGOGTACTATCTGAA
UT1/U12-59K / NM_005707
PDCD7 59Krev AAGOCCGTAGAATGTCCACCA
His3Bfor GCTTCGAGAGATTCGTCGTT
H3F38 NM_005324 :
His3Brev GAAACCTCAGGTCGGTTTTG
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3.1.6.2 Sonden fir die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Oligo Beschreibung Sequenz (5'-3')
U2-Alexa am S —.Ende mit
488 und fluoreszierendem
U2-Alexa Alexa-488 oder GAACAGATACTACACTTGATCTTAGCCAAAAGGCCGAGAAGC
Alexa-647
647 .
markiert
Ud-Alexa am S —‘Ende mit
488 und fluoreszierendem
Ud-Alexa Alexa-488 oder TCACGGCGGGGTATTGGGAAAAGTTTTCAATTAGCAATAATCGCGCCTC
Alexa-647
647 .
markiert
U5-Alexa am 5’-‘Ende mit
488 und fluoreszierendem
US-Alexa Alexa-488 oder CTCTCCACGGAAATCTITAGTAAAAGGCGAAAGATITATACGATTTGAAGAG
Alexa-647
647 .
markiert
Oligo jedes zehnte
( d% Nukleotid mit 5'-(dT)s0-3"

Rhodamin markiert

3.1.6.3 Sonden fir den branched DNA Assay

Die Sonden zum Nachweis der Emerin, Lamin A/C und B-Aktin mRNA im

branched DNA Assay wurden von Panomics/BioCat (Heidelberg) entworfen

und synthetisiert.

bekannt.

3.1.7 Plasmide

Die Sequenz der Oligonukleotide ist nur dem Hersteller

Plasmid

Beschreibung Herkunft

PSPUTK-tRNAA9

pSPUTK-Vektor mit Sequenz des humanen tRNA Gen fur
das Arginin Anficodon UCG unter der Kontrolle eines T7-

(5'-3') und eines SPé-Promotors (3'-5); kL

linearisiert mit ECORV; AmprR

pHU1

pGEM-1-Vektor mit Sequenz der humanen U1 snRNA

unter Kontrolle des SPé-Promotors; Patton et al., 1987
linearisiert mit Pstl; AmpR

PSP64/WT U8

pSPé4-Vektor mit Sequenz der U8 snoRNA; AmprR Lange ef al., 1998

PSP64T7/U14hsc70

pSP64-Vektor mit Sequenz der murinen U14 snoRNA
unter der Konftrolle eines SP6- (5'-3') und eines T7- Lange ef al., 1998

Promotors (3'-5'); linearisiert mit ; AmpR
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3.1.8 Zelllinien

HelLa SSé6 (menschliche Cervixkarzinomzellen)

3.1.9 Allgemeine Puffer

10x PBS (phosphate buffered saline) [in H20]
L&sung A (basisch):

0,2 M Di-Kaliumhydrogenphosphat (K2HPO4)
1.3 M Natriumchlorid (NaCl)

Lésung B (sauer):
0,2 M Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)
1,3 M Natriumchlorid (NaCl)

Shooter und Gey, 1952

Lésung A vorlegen und mit Losung B auf pH von 7,4 einstellen.

10x TBE-Puffer (7 1)
450 mM Tris Base (377,3 g)
450 mM Borsdure (HsBOs) (192,61 )

10 mM EDTA (pH 8.0) (140 ml, 0,5 M in Lésung oder 26,04 g EDTA fest)

Zugabe ca. 3,5 | (auf Magnetrihrer)

Zugabe auf 7 | im Kanister

3.1.10 Kaufliche Reaktions-Sets (Kits)

Branched DNA Kit

CellTiter 96 AQueous One Solution Reagent
ECL Western Blot Detection Kit

QuantiTect SYBR Green RT-PCR

QIAquick Gel Extraction Kit

RNeasy Mini Kit

Superscript Il Kit

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System

3.1.11 Arbeitsmaterialien

CASYcups

Cellstar, Micro-Platte, mit Deckel

Panomics/BioCat, Heidelberg
Promega, Mannheim
Amersham Pharmacia,Freiburg
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Invitrogen, Karlsruhe

Promega, Mannheim

Scharfe System, Reutlingen
Greiner Bio-One,

Frickenhausen
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Deckgl&ser, rund (12 mm)

Einmalpipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)

Elektroporationskivetten
Glasflaschen fur siRNA-Synthese
MagnetrihrstGbochen

Nesco-/ Parafilm

Nylonmembran Hybond XL

Objekttrager

ProbeQuantm G-50 Saulen

Protran Nitrozellulose Membran

PTFE-Filter 0,2 um

gPCR Hard-Shell 96 Well Plates (bl. shell / wh. Well)

gPCR Low Profile Multiplate 96, white, unskirted

gPCR optical clear flat cap strips (8)

ReaktionsgefdBe (5 ml, 15 ml, 50 mil)

ReaktionsgefdBe (Safe-lock, 1,5 mil)
ReaktionsgefdBe (verschiedene GroBen)
Rontgenfime BioMax MR
Schraubdeckelréhrchen (2 mi)

Spinocan Luer Lock KanUlen

Spritzen (verschieden GroéBen)

Sterican Kanulen

VorsatZzfilter Minisart SRP25 - 0,2 um

Whatman 3MM Papier

Zellkulturflaschen/-platten (verschiedene GréBen)

Zellkulturplatten (verschiedene AusfGhrungen)

Zellschaber (Rubberpoliceman)

Schuitt, Gottingen; Menzl-
Gl&ser, Marienfeld
Greiner Bio-One,
Frickenhausen

Bio-Rad, MiUnchen
Proligo, Hamburg

Schutt, Gottingen

Roth, Karlsruhe
Amersham Pharmacia,
Freiburg

Menzel-Glé&ser, Marienfeld
mersham Pharmacia, Freiburg
Schleicher & Schull, Dassel
Satorius, Géttingen

MJ Reseach / Bio-Rad,
MUnchen

MJ Reseach / Bio-Rad,
MUnchen

MJ Reseach / Bio-Rad,
MUnchen

Greiner Bio-One,
Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Kodak, USA

Sarstedt, NUrnbrecht
Braun, Melsungen

Braun, Melsungen

Braun, Melsungen
Sartorius, Goéftingen
Whatman Paper, UK
Sarstedt, NUrnbrecht
Greiner Bio-One,
Frickenhausen

Sarstedt, NUrnbrecht
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3.1.12 Gerate

MQuant (Microplate Spectrophotometer)

ABI 394B DNA/RNA-Synthesizer
ABI PRISM 310 Genetic Analyser
Autoklav

Biofuge fresco

Biofuge pico

CASYcounter TT

Cellscreen

Cenftrifuge 5415 D

Dampfsterilisatoren, Varioklav

DNA Engine Opticonl System (Real time PCR)

Edelstahl-Druckfiltrationsgerat
Eppendorf-Konzentrator 5301 (SpeedVac)
Expedite DNA/RNA-Synthesizer

Gene Pulser XCell mit CE-Modul
Geltrockner Modell 583
Geldokumentationsanlage
Gelelektrophoreseapparaturen

Gelelektrophoreseapparaturen

Hochspannungstransformator EPS 2A 2000
Hochspannungstransformator EPS 3501/XL
Hybridisierungsofen

IKA-vibrax Schuttler

Inkubationsschittler, Multitron

Inkubator fur humane Zellkultur, BBD 6220
Lumilmager

Luminometer Victor Light

MicroFuge

Mikroskop, inverses Axiophot

Mikroskop, inverses Axiovert 25

Mikroskop, inverses Laser Scanning LSM 510 META

Nanodrop ND-1000 (Spectrophotometer)

Bio-Tek Instruments, Bad
Friedrichshall

Dharmacon Research, USA
Applied Biosystems
Tecnomara, Schweiz
Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Scharfe System, Reutlingen
Innovatis, Bielefeld
Eppendorf, Hamburg

H+P Labortechnik;
OberschleiBheim

MJ Reseach / Bio-Rad,
MUnchen

Satorius, Géttingen
Eppendorf, Hamburg
Applied Biosystems
Bio-Rad, MUnchen
Bio-Rad, MUnchen
Bio-Rad, MUnchen
Bio-Rad, MUnchen

MPIBPC Werkstatten,
Gottingen

Hoefer Pharmacia Biotech,USA
Amersham Pharmacia,Freiburg
Hybaid Biometra, UK
IKA-Werke-Staufen

Infors, Schweiz

Heraeus, Hanau
Boehringer/Roche

Perkin EImer, USA

Roth, Karlsruhe

Leiss, Gottingen

Zeiss, Gottingen

Leiss, Gottingen
NanoDrop, USA
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pH-Meter
Phosphorimager, Typhoon 8600

Pipetten (verstellbar)

Pipettierhilfe ,,pipettus-akku”

Mettler Toledo, GieBBen
Molecular Dynamics /
Amersham

Eppendorf, Hamburg

Hirschmann, Eberstadt

Powerpac 3000 (Netzgerd&t fUr Elekirophorese) Bio-Rad, MUnchen
Programmable Thermal Controller PTC-100 (PCR) MJ Reseach / Bio-Rad,
MUnchen
Reinstwasseranlage, Milli-Q Millipore, USA
Roéntgenfimentwickler X-Omat 2000 Kodak, USA

Rotor, Sorvall SLA-1500

Rotor, Sorvall SS-34
Sterilbank, HERASafe
Stickstofftank (Zellkulturlager)
Szintillationsz&hler LS1701
TRANS-BLOT Cell
UV-Stratalinker 2400
Utrospec 3000 pro

UV-Handlampe 254 nm
Vortex-Genie2
Wasserbad, HBR4 digital
Wasserbad, Typ 1012

Zellkultureinfrierhilfe (Mr. Frosty)
Zentrifuge, Megafuge 1.0R
Zentrifuge, Sorvall RC 5B/Evolution

3.1.13 Software

ActiveState Perl

NCBI UniGene Datenbank

Primer3 (PCR Primer Selektion)
RTPrimerDB(PCRPrimerDatenbank)
PrimerBank (PCR Primer Datenbank)
Quantitative PCR Primer Database
Basic Local Alignment Tool (BLAST)
Washington University BLAST (WU-BLAST)

KC4 V2.5 (fur Microplate Spectrophotometer)

LocusLink (MRNA Sequenz Datenbank)

Kendro /Techno, USA

Kendro /Techno, USA
Heraeus, Hanau
Taylor-Wharton

Beckmann / Packard, USA
Bio-Rad, MUnchen
Stratagene, USA

Amersham Pharmacia biotech
/ GE Healthcare, MUnchen
Benda, Wiesloch

Scientific Industries

Janke & Kunkel, Staufen, i. Br.
Gesellschaft fUr Labortechnik,
Burgwedel

Nalgene Nunc, Wiesbaden
Heraeus, Hanau

Kendro /Techno, USA

http://www.activestate.com/Products/activeperl/
http://www.ncbi.nim.nih.gov/sites/entrezedb=unigene
http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi
http://medgen.ugent.be/rtprimerdb/index.php
http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/
http://lpgws.nci.nih.gov/cgi-bin/PrimerViewer
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
http://blast.wustl.edu/

Bio-Tek Instruments, Bad Friedrichshalll

inzwischen ersetzt durch EntrezGene
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Metamorph imaging software Universal Imaging Corporation, USA
Microsoft Excel Microsoft, UnterschleiBheim

ND-1000 V3.1 (fUr Spectrophotometer) NanoDrop, USA

Opticon Monitor (fUr Real time PCR) MJ Research / Bio-Rad, Minchen
PrimerExpress V2.0 (PCR Primer Selektion) Applied Biosystems, Darmstadt
Prosite (DB fUr Porteinfamilien und Domd&nen)  http://www.expasy.org/prosite/
sfold/sirna (siRNA-Selektion) http://sfold.wadsworth.org/sirna.pl
SiRNA selection server (siRNA-Selektion) http://jura.wi.mit.edu/bioc/siRNAext/
SMART (Protein Domdnen Architektur Analyse) http://smart.embl-heidelberg.de/
Vector NTI V10.0 Invitrogen, Karlsruhe
EntrezGene(mRNA Sequenz Datenbank) http://www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/ query.fcgizgdb=gene

guide-only siRNA selection server (siRNA-Selektion)
http://www.mpibpc.mpg.de/groups/luehrmann/siRNA/
Reverse and/or complement DNA sequences

http://arep.med.harvard.edu/labgc/adnan/projects/Utilities/revcomp.html

3.2 Methoden
3.2.1 Proteinbiochemische Standardmethoden

3.2.1.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen in wdassriger Losung erfolgte
mit Hilfe des Bradford-Assays. Diese Methode beruht auf der Farbung der
Proteine mit dem Farbstoff Coomassie Brilliant Blau in phosphorsaurer Losung
(Bearden JC Jr., 1978). Zur DurchfUhrung des Bradford-Assays wurde die
entsprechende Proteinprobe in einem Volumen von 800 ul ddH20 verdinnt
und mit 200 pl Farbstoffldsung (Bio-Rad Protein Assay) versetzt. AnschlieBend
wurde die Extinktion der Lésung bei einer Welldnge von 595 nm
photometrisch bestimmt und die Konzentration durch den Vergleich mit einer
Standardmessreihe verschiedener Ld&sungen bekannter BSA-Konzentration

berechnet.

3.2.1.2 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelekirophorese (SDS-PAGE)

Die denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) zur
analytischen Trennung von Proteinen wurde nach Laemmli (Laemmli, 1970)
durchgefuhrt. In Abhdngigkeit von dem zu trennenden Proteingemisch
wurden der Vernetzungsgrad und die GroBe der Gele variiert. FUr die in dieser

Arbeit  beschriebenen  Versuche  wurden 13%ige  bzw. 8%ige
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Polyacrylamidgele (37,5 : 1 Acrylamid : Bisacrylamid) mit einer erhdhten
TEMED Konzentration (0,33% v/v) verwendet. Die Proteinproben wurden vor
dem Auftrag auf das Gel in Proteinprobenpuffer (Rotfi-Load1) aufgenommen
und 5 Minuten bei 95°C erhitzt, um eine vollsténdige Denaturierung der
Proteine zu gewdbhrleisten. AnschlieBend wurden die Proben auf das Gel
aufgetragen, die Proteine bei 15 - 25 mA im Sammelgel fokussiert und bei 30

bis 45 mA aufgetrennt.

Sammelgelpuffer (4 x) Trenngelpuffer (4 x)
500 mM Tris/HCI pH 6.8 1,5 M Tris/HCI pH 8.8
0.4% (w/v) SDS 0.4% (w/v) SDS

5%ige Sammelgellésung

1,7 ml Rotiphorese Gel 30 (30% Acrylamid : 0,8% Bisacrylamid)
1 x Sammelgelpuffer (125 mM Tris/HCI pH 6,8, 0,1% (w/v) SDS)
ad 10 ml mit dd H20 plus 50 pl 10% (w/v) APS und 25 pl TEMED

8%ige Trenngellosung

8 ml Rotiphorese Gel 30 (30 % Acrylamid : 0,8% Bisacrylamid)

1 x Trenngelpuffer (375 mM Tris/HCI pH 8,8, 0,1% (w/v) SDS)

ad 30 ml mit dd H20 plus 110 pl 10% (w/v) APS und 110 ul TEMED

13%ige Trenngellosung

13 ml Rotiphorese Gel 30 (30% Acrylamid : 0,8% Bisacrylamid)
1 x Trenngelpuffer (375 mM Tris/HCI pH 8,8, 0,1% (w/v) SDS)
ad 30 ml mit dd H20 plus 110 ul APS und 110 pl TEMED

Proteinlaufpuffer

25 mM Tris/HCI, pH 8.8
192 mM Glyzin

0.1 % (w/v) SDS

3.2.1.3 Immunoblot (Western Blot) und ECL-Detektion

Proteine aus Zellextirakten wurden in Western-Blot Analysen mit
Standardmethoden (Burnette, 1981) untersucht. Proteinbanden eines SDS-

Polyacrylamidgels wurden im NaBblotverfahren auf Nifrocellulose Ubertragen.
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Dazu wurde das Gel auf die mit Transferpuffer angefeuchtete Membran
gelegt und zwischen zwei Lagen angefeuchteten Whatmann-Papiers in den
Kammereinsatz gesteckt. Der Transfer erfolgte 2 Stunden bei 60 V. Die
Effizienz des Transfers wurde mittels Ponceau S Farbung Uberprift. Vor der
Inkubation den spezifischen Antikdrpern wurde die Membran zundchst durch
die Inkubation mit Magermilch-Lésung (5% (w/v) Magermilchpulver) in TBS-
Tween) unspezifisch blockiert. Bei der Inkubation mit den primdren
Antikérpern wurde in Abhdngigkeit von der Reaktivitdt der Antikorper
unterschiedliche Konzentrationen derselben eingesetzt. Im AnschluB an die
Inkubation mit dem priméren Antikérper wurde die Membran zundchst mit
TBS-Tween gewaschen (1x 15 min und 2x 5 min). Und im n&chsten Schritt mit
dem sekunddéren Peroxidase-gekoppelten anti-Kanninchen bzw. anti-Maus
IgG Antikérper inkubiert. Dieser wurde in 1:50.000 facher Verdinnung in 1%
Milchpulver/1x TBS eingesetzt. Nach einem erneuten Waschschritt erfolgte die
Detektion durch ECL (enhanced chemiluminescence) nach dem Protokoll
des Herstellers.

Um eine weitere ECL-Detektion mit der gleichen Membran durchzufUhren
wurde diese regeneriert durch Inkubation fUr 30 Minuten bei 50°C in Stripping-
Puffer.

Blotkammeriransferpuffer: SLAB 4

1,51SLAB 4 50 mM Tris-HCI, pH 8,5
0,6 | Methanol 380 mM Glyzin

0,9 1 ddH20 0.1 % (w/v) SDS
TBS-Tween

20 mM Tris-HCI, pH 7,5

150 mM NaCl

0.05% (v/v) Tween 20
3.2.2 Molekularbiologische Standardmethoden
3.2.2.1 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Zur Bestimmung der NuleinsGurekonzentration wurde die Extinkfion der

entsprechenden wassrigen Losung bei 260 nm gegen einen Referenzwert
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gemessen, hierbei gelten die Umrechnungen nach Sambrook et al. 1989:

1 OD 260 = 50 uyg/ml doppelstranige DNA
1 OD 260 = 33 ug/ml einzelstréinige DNA
1 OD 260 = 40 ug/ml einzelstranige RNA

3.2.2.2 Phenol-Chloroform-Isoamylextraktion

Die Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Extraktion (PCA-Extraktion) dient zur
Trennung von Proteinen und NukleinsGuren. Die in wassriger Ldsung
vorliegende zu extrahierende Probe wurde mit dem gleichen Volumen PCA-
Lésung versetzt und intensiv durchmischt. Zur Phasentrennung wurde die
Suspension fUr 5 Minuten zenftrifugiert (13 000 U/min, RT). Die obere
nukleinsdurehaltige Phase wurde abgenommen und die NukleinsGuren durch
Zugabe von 1/10 Vol. 3 M NaOAc (pH 5,2) und 2,5 Vol. Ethanol in der
Anwesenheit von 10 ug Glykogen 1 Stunde bei -80°C oder Uber Nacht bei -
20°C ausgefdallt. Die Prazipitate wurden 20 Minuten mit 13.000 U/min
abzentrifugiert und die Uberstdnde verworfen. Nachdem die Prézipitate mit
kaltem 70% (v/v) Ethanol gewaschen worden waren, wurden sie erneut

sedimentiert (13.000 U/min, 20 Minuten, 4°C) und in einer Vakuumzentrifuge

getrocknet.

PCA-Exiraktionslosung TE-Puffer pH 7.5

50% (v/v) Phenol 10 mM Tris/HCI pH 7.5
48% (v/v) Chloroform 1 mM EDTA

2% (v/v) Isoamylalkohol,

gesattigt mit TE-Puffer

3.2.2.3 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Plasmiden

Plasmid-DNA wurde mit sequenzspezifischen Restriktionsendonukleasen
wurde nach Standardprotokollen (Sambrook, 1989) oder nach den Angaben
des Herstellers (New England Biolabs) geschnitten. Die Restriktionsfragmente
wurden auf einem prdparativen Agarosegel elekirophoretisch aufgetrennt
(siehe 3.2.2.4) und anschlieBend mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen) oder Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) (siehe
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3.1.10) aus der Agarose extrahiert. Die Ethanol-prdzipitierte DNA wurde in
ddH20 resuspendiert und ihre Konzentration photometrisch bestimmt (siehe
3.2.2.1).

3.2.2.4 Agarose-Gelelekirophorese von Nukleinsduren

Die Agarose-Gelelektrophorese von DNA wurde nach Standard-
protokollen durchgefUhrt (Sambrook et al., 1989). In Abhdngikeit von der
GroBe der zu trennenden Fragmente wurde die Agarosekonzentration
innerhalb des Gels zwischen 0,8% und 2,5% variiert. Zur Detektion der DNA
enthielten die Gele 0,5 ug/ml Ethidiumbromid. Als Gel- und Kammerpuffer
wurde 1 x TBE verwendet. Die DNA-Proben wurden vor ihrem Auftrag in
Probenpuffer aufgenommen und gelelekirophoretisch aufgetrennt. Im
AnschluB wurden die DNA Banden mit Hilfe von UV-Licht (312 nm und 365 nm)

visualisiert.

Agarosegellosung

1x TBE

0,8 - 2,5% Agarose

0,5 ug/mil Ethidiumbromid

Agarosegel Probenpuffer (5x)
30% Saccharose (w/v) in ddH20 + Prise Xylencyanol

3.2.2.5 Denaturierende Harnstoff-Polyacrylamid-Gelelekirophorese

Zur Auftrennung von RNA-Fragmenten bis zu einer Ldnge von 2000
Nukleotiden wurde die denaturierende Harnstoff-Polyacrylamid-
Gelelekirophorese eingesetfzt (Sambrook, 1989). Je nach GroéBe der zu
tfrennenden Fragmente wurde die Polyacrylamidkonzentration zwischen 4%
und 18% variiert. Dazu wurde das Gelkomponenten-Kit SequaGel von
National Diagnostics nach  Herstellerangaben eingesetzt. Die zu
analysierende RNA wurde in RNA-Probenpuffer aufgenommen und vor ihnrem
Auftrag auf das Gel 3 Minuten bei 95°C denaturiert. Die elektrophoretische

Auftrennung erfolgte unter Verwendung von 0,5x TBE bei 20 mA.
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Die Charakterisierung aufgetrennter, nicht-markierter siRNAs durch UV-
Shadowing (siehe 3.2.2.6) erreicht. Aufgetrennte, nicht-markierte U snRNAs
wurden durch eine sich anschlieBende Northern Blot Analyse nachgewiesen
(siehe 3.2.2.8).

RNA-Probenpuffer RNA-Probenpuffer

(zur siRNA Analyse) (zur Analyse zelluldre RNA)

8 M (w/v) Harnstoff 80% Formamid

50 mM EDTA (pH 8,0) 1 mM EDTA (pH 8,0)
0,02%-0,04% (w/v) Bromphenolblau 0,025% (w/v) Bromphenolblau

0,025% (w/v) Xylen Cyanol
3.2.2.6 UV-Shadowing zum Nachweis von Nukleinsduren

UV-Shadowing ist eine Technik zur Visualisierung von Nukleinséuren, die in
Acrylamid/Harnstoff-Gelen  aufgetrennt  wurden. Diese Technik nutzt
kurzwelliges UV-Licht (254 nm) und Fluor-beschichtete DUnnschicht-
Chromatographie-Platten (TLC). Das Detektionslimit des UV-Shadowing liegt
bei ca. 0,3 ug Nukleinsdure.

Nach der elektrophoretfischen Auftrennung wird das Gel aus den
Glasplatten entnommen, mit Klarsichtfolie umhdGllt und auf die TLC-Platte
gelegt. Im Dunkelraum werden die NukleinsGurebanden unter UV-Licht (254
nm) als Schatften sichtbar. Auch die Farbstoffe Xylencyanol und

Bromphenolblau lassen sich als dunkle Banden nachweisen.

3.2.2.7 Herstellung radioaktiv markierter DNA-Sonden

DNA-Sonden zur Detektion der komplementédren U snRNAs in einer
Northern Blot Analyse wurden mit Hilfe eines Kits (,Prime It II| Random Primer
Labeling Kit", Stratagene) nach Angaben des Herstellers radioaktiv markiert.
Als Matrize dienten 25-50 ng der DNA, die die kodierende Region der
entsprechenden U snRNA enthielt. Diese DNA-Matrizen wurden mittels
Restriktion aus den entsprechenden Plasmiden herausgeschnitten (siehe

3.2.1.3 und 3.2.1.6) und anschlieBend nach Protokoll des Herstellers unter
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Verwendung von [0-32P] dATP (3000 Ci/mmol) radioaktiv markiert. Die
radioakfiven DNA-Sonden wurden mittels Gelfiltration (ProbeQuantTM G-50
Saule) von nicht eingebauten, radioaktiven Nukleotiden gereinigt. Um die
Aktivitdt der Sonde zu bestimmen wurde die Cerenkov-Strahlung eines
Mikroliters dieses Eluats gemessen. FUr Northern Blot Analysen wurden im

Schnitt 2-3 x 107 cpm einer Sonde eingesetzt.

3.2.2.8 Northern Blot Analyse

Die Northern Blot Analyse ermdglicht die spezifische Detekfion eines RNA
MolekUls unter Verwendung einer komplementéren, radioaktiv-markierten
DNA Sonde (3.2.1.7). In dem nach Standardprotokollen durchgefUhrten
Verfahren (Sambrook,1989) wurde die zu analysierende RNA im
Nassblotverfahren bei 17 V Uber Nacht elekirophoretisch aus einem
denaturierenden Polyacrylamidgel auf eine Nylonmembran fransferiert und
durch Bestrahlung mit120 mJ/cm? UV-Licht kovalent mit dieser quervernetzt.
Unspezifischen Bindungsstellen der Nylonmembran wurden anschlieBend
durch eine Vorinkubation mit Heringsspermien-DNA enthaltender Pré-
Hybridisierungsldésung (2 Stunden bei 42°C) abgesattigt. Zur Detektion der
RNA-MolekUle wurde die Nylonmembran fur 48 - 72 Stunden mit den
radioaktiv-markierten DNA-Sonden hybridisiert. Um unspezifisch gebundene
SondenmolekUile zu entfernen, wurde die Membran zweimal 5 Minuten mit 2x
SSC, 0,5% (w/v) SDS, zweimal 5 Minuten mit 2x SSC, 0,1% (w/v) SDS bei RT und
zum Abschluss mit 2x SSC, 0,1% (w/v) SDS bei 50°C gewaschen, bevor die

detektierten RNAs mittels einer Autoradiographie visualisiert wurden.

Pra-Hybridisierungslosung 20 x SSC

25 mM Natriumphosphat pH 6.5 300 mM Natriumcitrat

6x SSC 3 M NaCl

5 x Denhardt’s

0,5% SDS 100 x Denhardt’s

50% deionisiertes Formamid 2% (w/v) Polyvinylpyrrolidon
0.2 mg/ml denaturierte Heringsspermien-DNA 2% (w/v) BSA

2% (w/v) Ficoll 400
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Hybridisierungslésung Blotkammerpuffer
wie Pra-Hybridisierungsldsung plus 5 mM Natriumphosphat pH 6.5
2-3 x 107 cpm der jeweiligen radioaktiv-

markierten Sonde

Die Membran konnte zur erneuten Hybridisierung mit anderen Sonden
wieder verwendet werden, wenn die bereits gebundenen Sonden durch
zehnminUtiges Kochen in einer L&sung, bestehend aus 1x SSC und 0,1% (w/v)

SDS entfernt wurden.

3.2.2.9 Southern Blot Analyse

Die DNA wurde in einem 10% Polyacrylomid / 7 M Harnstoff Gel
aufgefrennt und elekirophoretisch auf eine Nylonmembran Ubertragen.
Prahybridisierung, Hybridisierung und Waschschritte wurden wie bei Schneider
(Schneider et al., 2002). beschrieben durchgefthrt. Mit Hilfe mit Hilfe eines Kits
(,Prime It I Random Primer Labeling Kit", Stratagene) wurden 32-P markierte
Sonden gegen die zu analysierende PCR-Produkte durch PCR-Fragmente der

entsprechenden Gene nach Angaben des Herstellers erzeugt.

3.2.2.10 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

In den PCR Reaktionen diente cDNA als Vorlage. Die cDNA wurde durch
reverse Transkription nach Angaben des Herstellers mit dem SuperScript [1-Kit
(Invitrogen) (siehe 3.1.10) erzeugt. Die Reaktionen wurden unter Verwendung
von Tag- oder Pfu-Polymersae in einem ,,Programmable Thermal Confroller*
(MJ Research/Bio-Rad) durchgefuhrt.

Ein Standard-PCR-Ansatz setzte wie in Tabelle 4 dargestellt zusammen,

Standard-PCR-Programme sind in Tabelle 5 aufgefUhrt.

10x PCR-Puffer (fir taq DNA-Polymerase)
1,5 mM MgCl,

50 mM KCI (pH 8,6)

100 mM tris base

0.01% Gelatine
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Tabelle 4. Reaktionskomponenten eines Standard-PCR-Ansatzes
taq pfu
ddH.0 34,5l X Wl
10 x taq oder pfu PCR Puffer 5,0 ul 5,0 ul
DMSO - variabel
MgCl2 (25 mM) zusatzlich - 0 bis 4 mM
dNTPs (je 10 uM) 1.0 ul 2,0 ul
Primerpaarmix (je 10 uM) 5.0l 4,0 pl
cDNA (1:4) aus RT-Reaktion 4,0 pl -
Plasmid DNA (50 ng/ul) - 2,0l
Tag DNA Polymerase (5 u/ul) 0,5 ul -
Pfu-DNA Polymerase (2,5 u/ul) Stratagene - 1,0 i
50 pl 50 ul
Tabelle 5. Standard-PCR-Programm
Programm fir
Zyklus tag-Polymerase pfu-Polymerase
A -1x 94°C 1 min 924°C 1 min
B - 35x 94°C 40 sek 94°C 40 sek
58°C 45 sek 53°C-60°C 45 sek
72°C 30 sek/kb 72°C 120 sek/kb
C-1x 72°C 5 min 72°C 5 min
D-1x 4°C unendlich 4°C unendlich
Nach dem AbschluB der PCR-Zyklen wurden Aliquote des

Reaktionsansatzes auf einem Agarosegel analysiert (siehe 3.2.2.4).

3.2.3 Zellkultur

3.2.3.1 Kultivierung von Hela-Zellen

Hela SSé Zellen wurden in Zellkulturflaschen (75 cm?) unter adhdrenten
Wachstumsbedingungen bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO: kultiviert.

Hatten die Zellen eine Konfluenz von etwa 70% erreicht, wurde die Kultur

geteilt. Dazu wurde das Medium abgesaugt, die Zellen einmal mit 1x PBS (pH

7.4) gewaschen, 2 ml vorgewdrmtes Trypsin-EDTA zugegeben und fur 2-3 min

bei 37°C inkubiert. Durch Zugabe von 8 ml warmen Zellkulturmedium wurde

das Trypsin gestoppt. Um die Zellen in einer exponentiellen Wachstumsphase
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zu halten, wurde die Zellsuspension entsprechend der Ausgangskonzentration
in einer neuen Kulturflasche mit 12 ml warmen Medium verdunnt (1:5 bis 1:20).
Die Zellkulturflasche wurde kurz geschwenkt, damit die Zellen homogen auf

dem Flaschenboden adhdrieren.

Zellkulturmedium

Dulbecco’s Mod. Eagle Medium (DMEM)
10% (v/v) Fotales Rinderserum (FBS)

100 U/ml Penicillin/Streptomycin

3.2.3.1.1 Avuftauven von Zellen

Hela SS6 Zellen wurden in Experimenten eingesetzt bis sie zwischen 20 und 30
Passagen durchlaufen hatten. Dann mussten frische Zellen aus dem
Stickstofftank entnommen und aufgetaut werden. Dazu wurden ein
Cryordhrchen mit Zellen zU0gig im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und
tropfenweise 1 ml warmes Zellkulturmedium hinzugegeben. Diese
Stammsuspension wurde in 9 ml Zellkulturmedium UberfGhrt. Die verdinnte
Zellsuspension wurde dann bei RT in 50 ml Réhrchen (Greiner) fir 5 Minuten
bei 800 rom zenftrifugiert (Heraeus Megafuge 1.0 R). Im n&chsten Schritt wurde
das DMSO aus dem Einfriermedium mit dem Uberstand entfernt. Das Pellet
wurde in 20 ml Medium resuspendiert und auf zwei Zellkulturflaschen (75 cm?)
verteilt. Nach dem Anwachsen der Zellen auf dem Flaschenboden, wurde
das Medium gewechselt, und die Zellen bis zu einer Konfluenz von etwa 70%

kultiviert.

3.2.3.1.2 Einfrieren von Zellen

Um den Fortbestand der verwendeten Zellinie zu sichern, wurden in
regelmdaBigen Abstdnden Zellen aus der Kultur eingefroren. Dazu wurden
Zellen nach der ersten Passage aus einer etwa 70% dicht bewachsenen
Zellkulturflasche (75 cm?), wie in Abschnitt 3.2.3.1 beschrieben, geerntet, und
das gesamte Zellsuspensionsvolumen auf 10 neue Zellkulturflaschen (75 cm?)
verteilt. Hatten die Zellen wiederum eine Konfluenz von 80% erreicht wurde
eine Flasche fur die regelmdaBige Zellkultur (Stammkultur) eingesetzt. Die Zellen

der weiteren Flaschen wurden vereinigt, auf zwei 50 ml R6hrchen verteilt und
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fOr 5 min bei 4°C und 800 rom abzentrifugiert (Heraeus Megafuge 1.0 R). Der
Uberstand wurde verworfen, die Zellen in 10 ml Einfriermedium resuspendiert
und in T ml Aliguots auf Cryoréhrchen aufgeteilt. Die Réhrchen wurden
beschriftet (Zellinie/Datum/Name). Um ein langsames AbkUhlen der Zellen zu
erreichen, wurden die Cryordhrchen bei RT in eine ,Mr. Frosty"
Zellkultureinfrierhilfe gestellt und Uber Nacht auf -80°C heruntergekuhlt. ,,Mr.
Frosty" ist ein mit Isopropanol geflllter Kunststoffoehdlter, der bei -80°C
Umgebungstemperatur eine langsame Kuhlrate von etwa 1°C pro Stunde
erlaubt. SchlieBlich wurden die Zellen in einem N2-Cryotank bei -130°C

Langzeit gelagert.

Einfriermedium

Dulbecco’s Mod. Eagle Medium (DMEM)

20% (v/v) FBS (hitzebehandelt: 30 Minuten bei 56°C)

10% (v/v) DMSO oder DMSOTC (spezielles DMSO fUr die Zellkultur)

3.2.3.1.3 Ausplattieren von Hela $Sé Zellen

Die Zellen einer 70 % konfluenten Platte wurden wie oben beschrieben
trypsiniert und in Zellkulturmedium verdunnt. Die Zelldichte (lebende Zellen /
ml) wurde mit dem CASYcounter TT bestimmt. Dazu wurden 100 ul der
Zellsuspension zu 10 ml CASYton in ein CASYtube gegeben, zweimal invertiert
und die Zellzahl mit einer 150 um CASYcounter Kapillare bestimmt. Ein Teil der
Ausgangszellsuspension wurde mit Zellkulturmedium ohne Antibiotikum auf die
gewunschte Zellkkonzentration verdinnt und je nach Zellkkuturgef@B ein
entsprechendes Volumen in die Kavitdt pipeftiert. Um eine homogene
Verteilung der Zellen zu erreichen wurden die KulturgefdBe kurz hin- und
hergeschwenkt.

Je nach Anwendung, Plattenformat und Analysezeitpunkt wurden

unterschiedlich viele Zellen pro Kavitét ausplattiert (Tabelle 6).
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Tabelle 6. Leitfaden zur Menge der eingesetzten Hela $Sé6 Zellen.

Plattenformat (Kav. / Platte)
6 R
[ ml Zellsuspension / Kavitdt ]
2,5 ml | soou | 1004
Zeitpunkt der
) Analyse [ Lebende Zellen / ml ]
Analyse-Methode [Stunden nach (in tausend)
RNAI Transfektion]
Immunofluoreszenz 48 30 30
Real-fime PCR 100 / 60/
(RNA aus Hela Zellen) 24148172 - 30
Zellzahlbestimmung 24 /48 /72 - 30 30
Zellzahlbestimmung
(MTS Assay) 72 ) ) 15
Zeitreinen (allgemein) 24 /48 /72 30 30 30

3.2.4 Mikroskopische Methoden

3.2.4.1 Fluoreszenzmikroskopie

Die durch Immunfluoreszenzanalyse und Fluoreszenz in situ Hybridisierung
generierten Praparate wurden mit Hilfe eines konfokalen Mikroskops (Zeiss LSM
510 META mit Plan Apochromat 63x/1,4 Olimmersionsobjektiv) oder eines
Fluoreszenzmikrokops (Zeiss Axiophot mit F Fluar 40x/1,3 Olimmersionsobjektiv)
analysiert. Bei allen mit Hilfe eines konfokalen Mikroskops aufgenommen
Bildern handelt es sich um einzelne konfokale Schnittbilder (Pinhole-
Durchmesser 106 um, 1,12 Airy Einheiten entsprechend einer Schichtdicke von
ungefdhr 0,8 um). Alle mikrokopischen Aufnahmen wurden mit jeweils
denselben Parametern fUr konfrolltransfizierte und RNAi-depletierte Zellen
aufgenommen. Bei der Wahl der entsprechenden Parameter wurde darauf

geachtet, dass kein Pixel des Bildes Uberexponiert war.

3.2.4.2 Vorbereitung einer 24 Kavitaten Platte mit Deckgldschen fur die

Mikroskopie

Runde Deckgldschen (@ 12 mm) wurden autoklaviert und auf den Boden

der Kavitadt gelegt. Die Kavitdten wurden mit Zellsuspension geeigneter
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Zelldichte (siehe Tabelle 6) befullt und die Deckgldschen nochmals leicht mit
einer Pipettenspitze auf den Boden angedrickt. Dadurch wird verhindert,

dass Zellen auf beiden Seiten des Deckglé@schens anwachsen.

3.2.4.3 Immunfluoreszenzfarbung

Zur Lokalisierung von Proteinen und zur Kontrolle von siRNA vermittelten
Proteinreduktion in Zellen wurden indirekte Immunfluoreszenzf@rbungen
durchgefuhrt.

Zur Analyse spleiBosomale Faktoren wurden adhdrent auf Deckglédschen
wachsende Zellen (siehe Abschnitt 3.2.4.2) einmal mit PBS (pH 7.4)
gewaschen und anschlieBend fUr 20 Minuten bei Raumtermperatur mit 4%
Paraformaldehyd (PFA) in PBS (~400 ul) fixiert. Die Fixierlésung wurde
verworfen und die Zellen mit 0,2% Triton X-100 in PBS fur 20 Minuten bei
Raumtermperatur permeabilisiert und danach erneut mit PBS gewaschen. Vor
der Zugabe von spezifischen primdren Anfikérpern wurden unspezifische
Bindestellen in 10% FCS /PBS fur 1 Stunde bis mehrere Stunden bei
Raumtermperatur oder Uber Nacht bei 4°C geblockt. Dann wurde ein
primérer Antikérper in 10% FCS /PBS verdinnt und ein 20 ul Tropfen der
Verdinnung auf Parafilm in eine feuchte Kammer gesetzt. Ein Deckgldschen
wurde mit der von Zellen bewachsenen Seite auf den Tropfen gelegt und for
eine Stunde bei Raumtermperatur inkubiert. Darauf wurde das Deckgldschen
in die urspringliche Kavitét zurickgelegt und viermal 10 Minuten mit 300 pl
PBS gewaschen. Die meisten sekunddren Antikdrper werden mit Tmg/ml
geliefert und kdnnen 1:500 verdunnt werden. Die Inkubation mit dem
sekunddren Antikorper erfolgte fUr 1 Stunde wie fUr den ersten beschrieben,
jedoch im Dunkeln. Die Deckgldschen wurden abermals viermal for 10
Minuten mit PBS gewaschen und mit Mowiol 4-88 auf die Objekttrager

montiert und bis zur Analyse im Dunklen bei 4°C gelagert.

Zur Analyse des Knockdowns von Lamin A/C und Emerin wurde eine
Standard Methanolfixierung eingesetzt. Diese permeabilisert die Zelle fur das
eindringen der Antikérper und erhdlt die fir die Untersuchungen

bedeutsamen Aspekte der Zellmorphologie. Dazu wurden die Deckgldschen
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6 Minuten in eiskaltem Methanol fixiert. Uberschissiges Methanol wurde
entfernt und die luftgetrockneten Deckgl&schen in eine befeuchtete Kammer
UberfUhrt. Pro Deckgldschen wurden die Zellen mit 30 ul des primdéren
Antikérpers anti-Lamin A/C (Klon 636.23, 1:500) und/oder anti-Emerin (4G9,
1:250) benetzt und fur 1 Stunde bei 37°C in der befeuchteten Kammer
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit PBS gewaschen und wieder in
die feuchte Kammer UberfUhrt. 30 ul einer geeigneten Konzentration von
fluoreszenz-markierten sekunddren Antikérpern gegen den Immunglobulin-Typ
des entsprechenden primdren Anfikérpers wurde pro Deckgldschen
angewendet und die deckgldschen fur 45-60 Minuten inkubiert. Zur Farbung
der zelluldren DNA mit dem Farbstoff Hoechst (33342, Hoechst, Frankfurt/M)
wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen, 40 ul (1 uM) der Farbstofflésung
auf jedes Deckgldschen gegeben und 4 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Deckgldschen wurden im Anschluss mit PBS gewaschen,
UberschuUssige FlUssigkeit entfernt und die Deckgldschen mit Mowiol 4-88 auf

dem Objekttradger montiert.

Verdinnungen der verwendeten Antikorper

monoklonaler Lamin A/C-Antikorper (636.23) 1:500
monoklonaler Emerin-Antikérper (4G9) 1:250
monoklonaler Coilin-Antik&rper (5P 101m) 1:200
monoklonaler SC35-Antikdrper 1:500
affinit@tsaufgereinigter hPrp3 Kaninchenserum (,,Berti”) 1:100
affinit@tsaufgereinigter hPrp4 Kaninchenserum (,,Roy”) 1:2.000
affinit@tsaufgereinigter p110 Kaninchenserum (,,SART3-C"”) 1:1.000

3.2.4.4 Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH) (nach Taneja et al. 1992)

Auf Deckgl@schen (Durchmesser 12 mm) wachsende Hela Zellen wurden
einmal mit PBS (pH 7.4) gewaschen und in 4% (w/v) Paraformaldehyd
(PFA)/1x PBS (pH 7.4) fixiert. Nach dem Fixieren wurden die Zellen zweimal mit
70% (v/v) Ethanol gewaschen und konnten in 70% (v/v) Ethanol mehrere Tage
bei 4°C aufbewahrt werden.

Im Anschluss wurden die Zellen in PBS/5 mM MgCl: fir 10 Minuten
rehydriert und anschlieBend in 15% Formamid/2x SSC / 10 nM NaPhosphat (pH
7,0) fUr 10 Minuten bei Raumtemperatur vorhybridisiert. FUr die Hydridisierung

wurden pro Deckglé@schen 10 ng fluoreszenzmarkierte einzelstringige DNA
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(ssDNA) Qligos (siehe 3.1.5) verwendet. Die Oligos wurden von MWG Biotech
synthetisiert und wurden bei -20°C in wassriger Losung gelagert. 10 ng des
gewunschten Oligos wurden zusammen mit 10 ug tRNA und 10 ug sonifizierter
Lachsspermien-DNA (SSS-DNA) eingedampft (SpeedVac) und dann in 10 pl
30% Formamid/20 mM NaPOa4 (pH 7,0) geldst. Zu dieser Lésung wurden 10 ul
Hybridisierungspuffer (20% Dextransulfat/4x SSC/0,4% BSA) gegeben. Die
fertige Hybridisierungslésung (20 pl Sonde (500 pg/ul)/ 500 ng/ul tRNA/ 500
Nng/ul SSS-DNA/ 15% Formamid /2x SSC /10% Dextransulfat/ 10 nM NaPO4 (pH
7.4)) wurde auf Parafilm pipettiert und das Deckgldschen wurde mit den
Zellen nach unten auf den Tropfen gelegt. Die Hybridisierung erfolgte fir 4
Stunden bei 37 °C in einer feuchten Kammer im Dunkeln (Inkubationsschrank
fUr die Zellkultur; relative Luftfeuchtigkeit: 95 %). Nach der Inkubation wurden
die Zellen zweimal mit 15 % Formamid /2x SSC /10 mM NaPO4 (pH 7,0) for 30
Minuten bei 37°C; zweimal mit 2x SSC /0,1% (v/v) TritonX-100 fUr 15 Minuten bei
Raumtemperatur und zweimal mit 1x SSC /0,1% (v/v) TritonX-100 fGr 15

Minuten bei Raumtemperatur gewaschen.

3.2.5 Spezielle Methoden

3.2.5.1 Synthese von siRNAs

Die in dieser Arbeit eingesetzten siRNAs wurden von folgenden Firmen
bezogen: Qiagen, Hilden (HPP aufgereinigt und annealed) von Ambion, UK
(Standard Reinheit, Einzelstrdnge) oder von Dharmacon, USA (Standard
Reinheit, Einzelstringe). Weitere siRNAs wurden im Hause mit Dharmacon-
Chemie (2-ACE-Methode) synthetisiert. Die von den genannten Firmen
synthetisierten  siRNAs wurden je nach Notwendigkeit nach den
Herstellerangaben entschitzt, entsalzt und hybridisiert.

siRNAs von Qiagen trugen am Passagier-Strang einen 3-dTdT Uberhang
und am Leit-Strang einen 3'-dXdX Uberhang. Wobei X fir ein dNTP steht,
welches komplementdar zu der entsprechenden Position in der cDNA der Ziel-
Sequenz ist. Alle anderen siRNAs wurden mit 3-dTdT Uberhang an beiden
Stradngen synthetisiert. Ein Teil der im Hause synthestisierten siRNAs wurde nach
den “Tuschl”’-Regeln (Elbashir et al., 2001a; Harborth et al., 2001) (,The siRNA

user guide” - Tuschl 2001) ausgewdhlt. Die Sequenzspezifitt der siRNAs wurde
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durch blastn Analysen gegen die NCBI UniGene Datenbank Uberprift, um die
Wahrscheinlichkeit einer unspezifischen Reduktfion weiterer mRNAs  zu
reduzieren. Es wurden in der Regel je zwei siRNAs gegen den offenen
Leserahmen (ORF, open reading frame) und zwei weitere gegen die 3'UTR (3’
untranslatierte Region) als Ziel-Region gerichtet.

Alle anderen im Hause synthetisierten siRNAs wurden mit dem siRNA
selection server (Yuan et al.,, 2004) ausgewdhlt. Das dahinterstehende
Programm berechnete zur Bestimmung der DuplexstabilitGt die freie Energie
an beiden Enden mittels der Nearest- neighbour Methode (Mathews et al.,
1999). Dazu wurde fUr jede siRNA eine Helix aus beiden Enden des Duplexes
modelliert. Diese bestand aus fUnf Basen vom 5’-Ende des Sinn-Stranges plus
zwei Ns (N steht fUr jedes der vier moglichen Nukleotide) und den sieben
komplementdren Basen des Gegensinn-Stranges. FUr jedes Modell wurden
die thermodynamischen Parameter fUr vier ndchste Nachbarn und eines
flexiblen 3'-Nukleotides aufsummiert. Die Einheit der Energie ist K/mol bei 1 M
NaCl, pH 7 und 37°C. Einmal wdchentlich wurde jeder UniGene Eintrag einer
BLAT-Analyse (Kent, 2002) gegen die jeweils aktuelle Version der humanen
oder der Maus-Genom-Datenbank unterzogen. Die Position der siRNA im
Genom wurde durch Identifizierung der Position der Ziel-Sequenz im Genom
und der Position der siRNA innerhalb Ziel-Sequenz bestimmt.

Von Qiagen synthetisierte siRNAs wurden nach firmeneigenen
Algorithmen zur siRNA-Selektion und zusdtzlichen im Folgenden genannten
Limitierungen ausgewdhlt: Wenn moglich sollten pro Gen zwei siRNAs
gefunden werden, die gegen die 3'UTR und alle vorhandenen Isoformen
gerichtet waren. Damit die SiRNA Sequenz auch als Grundlage fir RNA
Polymerase Il (Pol lll) Promotor (U6, H1, tRNA) getriebene shRNA (engl. short
hairpin) Konstrukte dienen konnte, mussten Abfolgen von mehr als drei der
Nukleobasen Uracil oder Adenin vermieden werden. Dies war notwendig, da

diese das Transkriptionsterminantionssignal fUr die RNA Pol Il bilden.

3.2.5.2 RNA-Synthese nach der 2’-TBDMS-Methode

Die Synthesen nach der TBDMS--(fert-Butyldimethylsilylshutzgruppe)
Methode wurden an einem EXPEDITE-DNA/RNA-Synthesizer 8909 (Applied-
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Biosystems) wie bei Manniga (Manninga, 2005) beschrieben durchgefihrt.

3.2.5.3 RNA- Synthese nach der 2'ACE-Methode

FUr die Synthesen nach der 2-ACE Methode (bis-(2-acetoxyethoxy)-
methylorthoester) (Scaringe et al., 1998; Scaringe, 2001) wurde Acetonitril
(,Amidite-Diluent” Qualitat) der Firma Proligo, Hamburg eingesetzt. Alle
anderen Losungsmiftel wurden in Synthesequalitdt von der Firma Merck,
Darmstadt bezogen, falls nicht anders angegeben. Alle Lésungen wurden mit
einem Edelstahl-Druckfiltrationsgerét der Firma Sartorius, Gottingen mit einem
PTFE-Filter der Porengrdsse 0,2 um filtriert. Alle Glasflaschen fUr die Synthese
wurden von der Firma Proligo, Hamburg bezogen. Soweit nicht anders
angegeben wurden Chemikalien von der Firma Aldrich, Seelze bezogen.
Glasflaschen wurden mit  Dimethyldichlorsiian  (Applichem, Darmstadt)
silanisiert. Das Dimethyldichlorsian  wurde mehrfach zum Silanisieren
wiederverwertet. AnschlieBend wurden die Flaschen getrocknet und mit

Acetonitril gewaschen.

3.2.5.3.1 5-(Ethyl-thio)-1H-tetrazol-Losung (Aktivator)

Zur Herstellung einer 0,5 M Losung wurden 162,71g 5-(Ethyl-thio)-1H-tetrazol
(American International Chemical) in 2,5 | Acetonitril geldst. Zum Trocknen
wurde die Lésung mit ca. 150 g 4A Molekularsieb (Applichem) versetzt und
mindestens eine Woche gefrocknet. Wdahrenddessen wurde wiederholt
frisches Molekularsieb hinzugefugt (insgesamt ca. 100 g). Die getrocknete
L&sung wurde wie zuvor beschrieben (siehe 3.2.5.3) kurz vor der Verwendung
filtriert und im Vakuum getrocknete 200 ml Glasflaschen aliquotiert. Wenn
moglich wurde unter Argon Schutzatmosphdre gearbeitet, da die Losung
feuchtigkeitsempfindlich ist. Die gebrauchsfertige Lésung wurde bis zu drei

Wochen bei Raumtemperatur gelagert.

3.2.5.3.2 DCA-Losung

2425 ml Dichlormethan wurden mit 75 ml Dichloressigs@ure versetzt, gut

durchmischt und bei Raumtemperatur gelagert. Kurz vor der Verwendung
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wurde die Losung filtriert und in 200 ml Glasflaschen aliquotiert. Die Stamm-
L&sung konnte bis zu 1 Jahr ohne Qualitétsverlust bei Raumtemperatur

gelagert werden.

3.2.5.3.3 Methylimidazol-Losung (Cap A)

Zu 720 ml Acetonitril wurden langsam 80 ml 1-Methylimidazol gegeben
und gut miteinander vermischt, filtriert, in 200 ml Glasflaschen abgefullt. Diese

L&sung konnte mehrere Monate bei RT gelagert werden.

3.2.5.3.4 Essigsaureanhydrid Losung (Cap B)

720 ml Acetonitril und 80 ml Essigs@ureanhydrid wurden gut miteinander
vermischt, filtriert und in 200 ml Glasflaschen abgefUllt. Diese Losung konnte

fur mehrere Monate bei RT gelagert werden.

3.2.5.3.5 TEAHF-Losung

In  einem Kunststoffoecher (kein Glas!) wurden 1440 ml N,N-
Dimethylforamid (DMF) mit 960 ml Triethylamin versetzt. Dann wurde langsam
(Vorsicht: exotherme Reaktion) unter stGndigem RUhren 48%ige FlusssGure (48
% HF in H20) hinzugegeben. Nach dem AbkUhlen wurde die Lésung filtriert, in
500 ml IP2 HDPE-Kunststoffflaschen (Nunc Nalgene) aliquotiert und bei -20°C

gelagert. Die Lésung konnte etwa 4 Wochen lang verwendet werden.

3.2.5.3.6 Tert-Butyl-hydroperoxid-Losung (15% in Toluol; etwa 1,5 M)

In einem Schutteltrichter wurden 1500 ml Toluol und 360 ml 70% tert-
Butylhydroperoxid in H20 grundlich durchmischt. Um im AnschluB eine
vollstandige Separation der organischen und der wdassrigen Phase zu
erhalten, lieB man die Lésung einige Zeit ruhen. Die organische Phase wurde
entnommen und Uber Nacht bei -20°C gelagert. Das restliche Wasser in der
organischen Phase bildete sichtbare Eiskristalle, welche leicht durch Filtrieren
Uber eine eiskalte Glasfritte abgetrennt werden konnten. Die Losung wurde

dann auf Raumtemperatur gebracht und nochmals wie beschrieben (siehe
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3.2.5.3) filtriert, in 400 ml Glasflaschen aliquotiert und bei -20°C gelagert. Diese

L&sung konnte Uber mehrere Monate verwendet werden.

3.2.5.3.7 Phosphoramidite

Die Phosphoramidite wurden lyophilisiert zu je 1 mmol von Dharmacon
Research, USA bezogen. Beim Umgang mit dem Phosphoramiditen musste
immer unter Argonschutzatmosphdre gearbeitet werden. Um die Amidite in
10 ml Acetonitril (Amidite-Diluent Qualitét) zu 16sen, wurde zundchst eine 10
ml Spritze mit Argon befullt. Das Argon wurde dann mit aufgesetzter Kanule
durch das Septum in die Acetonitrii Glasflasche gepresst. Durch den
entstandenen Uberdruck fillte sich die Spritze selbsttétig mit Acetonitril. Dieses
wurde durch das Septum der Amiditflasche zum Amidit gegeben und dieses
bei RT vollstndig geldst. Die Amiditldsung wurde wieder mit einer Spritze
aufgenommen und Uber einen 0,2 ym VorsatZzfilter (Minisart SRP25, Sartorius) in
ein  mit  Acetonitril  gereinigtes, vacuumgetrocknetes  Syntheziser-
Glasflaschchen UberfUhrt. Das deoxy-Thymidine-Amidit wurde lyophilisiert zu
0,5 oder 1 mmol von Dharmacon Research, USA bezogen und wie oben
beschrieben in 5 bzw. 10 ml Amidite-Diluent geldst und filtriert. Geldste
Amidite konnten zwischenzeitlich bei -20°C gelagert werden. Dazu wurde das

Glasflaschchen mit einem Septum verschlossen.

3.2.5.3.8 Enischutzungslosung A

0,5 g S2Naz (Disodium-2-carbamoyl-2-cyanoethylen-1,1-dithiolate-tri-
hydrat) wurden in 10 ml DMF (Dimethylformamid/ddH20 (98:2, v:v)) geldst.
Die Losung kann in groBerem Volumen angesetzt, aliquotiert, bei -20°C

gelagert, und einige Male aufgetaut und weggefroren werden.

3.2.5.3.9 Enischitzungslosung B (2' Deprotection buffer)

Zu 450 mi sterilfiltriertem ddH.O wurden 2,86 ml Eisessig (Endkonzentration
100 mM) gegeben. Durch tropfenweise Zugabe von TEMED (N,N,N',N’-
Tetramethyl-ethylene-diamine)(ca. 850 ul) wurde ein pH-Wert von 3,8

eingestellt. Das Volumen wurde mit ddH,O auf 500 ml ergénzt, die Lésung
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durchmischt, in 15 ml Probenréhrchen aliquotiert und bei -20°C gelagert.

Aufgetaute Aliquote kdnnen fUr ca. 2-3 Wochen bei 4°C gelagert werden.

3.2.5.4 Durchfihrung der siRNA-Synthese nach der 2’-ACE-Methode

Die siRNA-Synthese wurde mit einem modifiziertem ABI 394B DNA/RNA-
Synthesizer  (Dharmacon  Research, Lafayette) durchgefGhrt.  Die
Phosphoramidite und bendtigte Synthesereagenzien wurden wie zuvor
beschrieben geldst bzw. hergestellt. Alle siRNA-Synthesen wurden in einem 0,2

umol-MaBstab durchgefuhrt.

Tabelle 7. Ablauf eines einzelnen Synthesezykluses nach der 2'- ACE-Methode.

Zyklus Durchgefiihrte Einzelschritte

Entfernen der - S&ule mit 310 ul Acetonitril waschen

-in 35 Sekunden ca. 1 ml TEAHF-L&sung Gber die
Saule férdern

- S&ule mit 1,9 ml Acetonitril waschen

5'Hydroxylschutzgruppe

Kopplung - Sdule mit 150 ul Aktivator befUllen

- je 210 ul Aktivator und Phosphoramidit auf die Séule
férdern, Leitungen mit Acetonitril spulen (damit das
gesamte Amidit auf die S&ulen gelangt) (50 - 165 pl
je nach Amidit bzw. SGdulenposition)

- 30 Sekunden warten, 9 yl Acetonitril auf die Sdule
férdern

- 30 Sekunden warten

- waschen der Séule mit 460 ul Acetonitril und 300 i
Wasser

Oxidation - Waschen der Saule mit 300 ul Acetonitril

- 620 pl tert-Butyl-hydroperoxid-Lésung auf die Saule
fordern

- 10 Sekunden warten

- 310 pl tert-Butyl-hydroperoxid-Lésung auf die Saule
férdern

- waschen mit 460 ul Acetonitril

Capping - jeweils 370 yl CapA und CapB auf die Saule férdern
- 10 Sekunden warten
- Waschen mit 620 ul Acetonitril

Die an der Sdule gebundenen RNA-Oligonukleotide wurden mit
Enschitzungslosung A behandelt, um die O-Methylschutzgruppen des
Phosphatrickgrates zuentfernen. Zundchst wurden dafir vier Synthesesdulen
mittels Adaptoren miteinander verbunden, dann wurden 8 ml der

EntschUtzungsldésung A mittels einer Peristaltikpumpe 20 - 25 Minuten durch die
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S&ulen zirkuliert. Im AnschluB wurde die Enschitzungslésung A aus den Sdulen
entfernt, und die Sdulen dann nacheinander mit 15 ml ddH20 und mit 15 ml
Acetonitril gewaschen. AbschlieBend wurden die einzelnen Sdulen dann kurz
durch Druckluft gefrocknet. An diesem Punkt konnten die S&ulen bis zur
weiteren Prozessierung bei -20°C gelagert werden.

Um die RNA von der Festphase zu eluieren wurde eine 5 ml Spritze mit 2 ml
Methylamin (40% H20) befullt und auf ein Ende einer SGule aufgesteckt. Eine
weitere leere Spritze wurde auf das andere Ende der Sdule gesteckt. Mittels
beider Spritzen wurde das Methylaminvolumen dreimal innerhalb von 5
Minuten durch die Sdule gedrGckt und dabei die RNA von der Festphase
geldst. Dann wurde das Methylamin-RNA Eluat in ein 2 ml Schraubdeckel-
rohrchen UberfOhrt, gut verschlossen und fUr 10 Minuten bei 55°C im
Wasserbad inkubiert. Im AnschluB wurden die Réhrchen kurz auf Eis abgekuhlt
und vorsichtig gedffnet (Uberdruck!) und das Eluat in einem Eppendorf-
Konzentrator bei 60°C bis zur Trockenheit eingedampft (ca. 3-4 Stunden).

Die RNA Pellets wurden herunterzentrifugiert, 400 pl EntschUtzungslésung B
hinzugegeben und 10 Minuten bei RT geschuttelt, bis das Pellet vollstandig
geldst war. Die Lésung wurde kurz herabzentrifugiert und fir 30 Minuten bei
60°C inkubiert. Im AnschluB wurde 24 pl 5 N Natriumchloridlésung und das
vierfache Volumen Ethanol abs. (1200 ul) hinzugegeben, die ReaktionsgeféBe
viermal invertiert und die RNA bei -20°C fUr mindestens 4 Stunden oder Uber
Nacht prézipitiert. Das Prézipitat wurde bei 4°C und 13.000 rpm fUr 15 Minuten
pelletiert. Der Uberstand wurde vorsichtig und mdglichst vollsténdig
abgenommen, und die Pellets im Eppendorf-Konzentrator bei 30°C
getrocknet. Die RNA-Oligonukleotide wurden dann in 500 pl ddH20 geldst, die
Konzentration in einer 1:150 VerdUnnung UV-spektroskopisch bestimmt und
bei -20°C gelagert.

Nach verschiedenen Schritten wurde die Qualitdt der Synthese
kontrolliert. Wahrend der chemischen Synthese war keine Kontrolle der
Kopplungseffizienz méglich. Einen ersten Hinweis auf die Ausbeute ergab die
GréBe des Pellets in den Eindampfungsschritten. Zeigte sich durch die UV-
spekiroskopische Quantifizierung eine geringe Ausbeute, wurde die Synthese
wiederholt.

Von jedem synthetisierten Einzelstrang wurden 7,5 yl mit 7,5 ul PAGE-
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Ladepuffer gemischt und auf ein analyfisches 8 M 18%iges Harnstoff
Polyacrylomid Gel (SequaGelKit) (GelgroBe: 15 x 17 x 0,08 cm) geladen. Die
Einzelstrdnge wurden 1 Stunde bei 28 W aufgetrennt und anschlieBend mittels
UV-Shadowing detektiert. Da nach der Synthese des 21mers keine zusatzliche
Aufreinigung des Produktes erfolgte, wurden nur Einzelstrnge, die als eine
einzelne deutliche Bande zu sehen war, mit dem komplementéren Strang
hybridisiert.

Zur Herstellung einer 20 uM siRNA Duplex Ldésung wurden die
entsprechenden Mengen von Sinn-Strang und Gegensinn-Strang, 2x
Annealing Puffer und ddH.O gemischt. AnschlieBend wurde die Lésung for
1 Minute bei 90°C denaturiert und fur 1 Stunde bei 37°C hybridisiert (Elbashir et
al.,, 2002). Die Bildung von Duplicess wurde durch Analyse in einem
hochauflésenden 4% NuSieveAgarosegel (0,5X TBE Puffer, 0,04 % (w/v)
Ethidiumbromid) Gberpruft. Dazu wurden 0,5 ul eines 20 uM siRNA Duplexes mit
7,5 ul Saccharose Ladepuffer auf das Gel geladen, elekfrophoretisch
aufgetrennt und mittels UV-Licht visualisiert. Die siRNA-Duplices wurden bei
minus 20°C aufbewahrt. Um eine Hydrolyse der RNA zu minimieren wurden
RNA Losungen moglichst auf Eis gehalten.

Dr. Heiko Manninga etablierte die siRNA-Synthese nach der 2'-ACE-
Methode in unserem Labor und war bei der Herstellung der Losungen, der

Vorbereitung der Chemikalien und bei der Synthese beteiligt.

3.2.6 RNA-Interferenz

3.2.6.1 siRNA-Transfektion in Saugerzellen

Etwa 24 Stunden vor der siRNA-Transfektion wurden adh&rent wachsende
Hela SSé Zellen in einer vom Experiment abhdngigen Zelldichte (siehe Tab. 6,
Abschnitt 3.2.3.1.3) ausplattiet. Die Transfektion von siRNAs wurde mit dem
Reagenz Oligofectamine  (Invitrogen) nach  Herstellerangaben in
Zellkulturmedium ohne Antibiotikum durchgefGhrt. Alle folgenden Angaben
beschreiben die Transfektion einer Kavitdt in einer 24 Kavitaten Platte. FOr das
éer oder 9éer Platten-Format wurden die Mengenangaben mit dem Faktor
funf entsprechend herauf- oder herabskaliert. Zuerst wurde eine Verdinnung

der siRNA hergestellt. 3 yl einer 20 yM siRNA-Duplex-Losung wurden in 47 i
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OptiIMEM (serum-freies Medium) verdinnt. Dann wurden 3 ul Oligofectamine
Reagenz auf Raumtemperatur gebracht und in 12 yl OptiIMEM verdinnt,
durch Schnippen gemischt und 7 min bei Raumtemperatur inkubiert. 15 ul des
verdinnten Transfektfionsreagenzes wurden zur siRNA VerdUnnung pipettiert,
durch Schnippen gemischt und 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach der Bildung der siRNA-Oligofectamine Komplexe wurde erneut kurz
gemischt und der Transfektionsansatz tropfenweise ins Zellkulturmedium
gegeben. Zur homogenen Verteilung des Transfektionsansatzes wurden die

ZellkulturgefdBe kurz geschwenkt.

3.2.6.2 Einbringen von siRNAs in Hela Zellen durch Elekiroporation

FUr das EinschleuBen von siRNAs durch Elektroporation mit dem speziellen
Elektroporationssystems (Gene Pulser XCell mit CE-Modul) wurden pro
Elektroporationsansatz zwei 175 cm? Zellkulturflaschen vorbereitet. Diese
sollten am Tag der ExperimentdurchfUhrung eine Zelldichte von 70-80% (1,5 bis
1.8 x 107 Zellen pro Platte) aufweisen. Die Zellen wurden zundchst einmal mit
Ix PBS (pH 7.4) gewaschen und anschlieBend mittels Zugabe von é ml
Trypsin/EDTA-LOsung pro Flasche fur 4-5 Minuten vom Boden der
Zellkulturflasche abgeldst. Dann wurden die Zellen in kaltem serumfreien
Medium (OptiIMEM) grindlich resuspendiert, in ein Zentrifugationsrohrchen
UberfUhrt und anschlieBend funf Minuten bei 4°C und 1000 rom pelletiert

Der Uberstand wurde vorsichtig abgegossen, jedes Zellpellet in 1 ml 1x PBS
(pH 7.4) resuspendiert, und alle Zellpellets in einem Zentrifugationsréhrchen
vereinigt. Dieses wurde mit 1 x PBS (pH 7.4) auf ein Endvolumen von 20 ml
aufgefullt. Von dieser Zellsuspension wurde ein Aliquot zur Bestimmung der
Zellzahl eingesetzt. Die restlichen Zellen wiederholt fr 5 Minuten bei 4°C mit
1000 rpm pelletiert. AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen und das
Zellpellet in serumfreien Medium in einer Konzentration von 1,4 x 107 Zellen/ml
aufgenommen. Parallel zu den beschriebenen Zentrifugationsschritten
wurden ElektroporationskUvetten (Elektrodenabstand 0,4 cm) mit 10 ul siRNA-
Duplex (20 uM) und 300 pl OptiMEM vorbereitet und auf Eis gekUhlt.

Um nach 48 Stunden eine ausreichende Zellanzahl (ca. 0,5 bis 1T x 108

Zellen) fUr eine ,,Mini"-Kernexiraktpréparation zu erhalten (siehe Abschnitt
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XXX), wurden pro siRNA 8 Elektroporationsansatze eingesetzt. Die verdinnten
siRNA-Duplices in den gekuhlten ElektroporationskUvetten wurden mit 500 pl
der Zellsuspension gemischt und fur 5 bis 10 Minuten weiter auf Eis inkubiert.
Dann wurden die ElektroporatfionskUvetten in den Gene Pulser XCell
eingesetzt, die Zellen fUr 25-30 ms mit 260 V und 9250 uF gepulst und die siRNAs
dadurch in die Zellen eingeschleuBt.

Im AnschluB an eine zrka fUnfminUtige Regnerationsphase bei
Raumtemperatur wurde zu den Elekiroporationsansétzen 1 ml warmes
Zellkulturmedium zugegeben und die Zellen gut resuspendiert. Nachfolgend
wurden bis zu acht Elektroporationsans@tze mit der gleichen siRNA in 25 ml
Zellkulturmedium vereinigt und diese auf funf Zellkulturschalen (14,5 cm
Durchmesser) verteilt ausplattiert. Nach dem Adhdrieren der Zellen wurde

zum Entfernen toter Zellen das Zellkulturmedium einmalig ersetzt.

3.2.6.3 Praparation von Hela , Mini“-Zellkernexirakien

Die Préparation von Kernextrakt aus einer geringen Anzahl von RNAI-
behandelten Hela-Zellen erfolgte nach der Methode von (Schaffert et al.,
2004).

3.2.6.4 Analyse des Zellwachstums nach RNAi-vermittelter Protein-Depletion

Analyse des Zellwachstums nach Gen Knockdown mittels spezifischer
SiRNA kann einen negativen Effekt auf das Wachstum von Zellen haben. Das
Ergebnis kann so einen ersten Hinweis auf die Bedeutung des Proteins bzw.
auf die Effizienz der siRNA geben.

Im Verlauf dieser Arbeit wurden drei verschiedene Methoden und zwei
verschiedene Plattenformate fUr die Analyse des Zellwachstums nach siRNA
vermittelter Depletion von Proteinen eingesetzt. Als Negativkontrolle diente
ein siRNA-Duplex (GL2) gegen Photinus pyralis Luziferase, der keine
Sequenzhomologie zu humanen mMmRNAs aufweist (Elbashir et al., 2001aq).
Zusatzlich wurden als weitere Negativkontrolle unbehandelte Zellen (WT)

untersuchft.
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3.2.6.4.1 CASYcounter 1T

Ein inifialer Screen zur Zellzahlbestimmung wurde 72 h nach Transfektion
mit den im Hause synthetisierten siRNAs, mit 24 Kavitdten-Platten und mit dem
CASYcounter TT (Scharfesystem, Reutlingen) durchgefuhrt. Jede siRNA-
Transfektion erfolgte im Triplikat auf einer Platte. Das Zellkulturmedium wurde
abgesaugt und die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Pro KavitéGt wurden
300 ul vorgewdrmtes Trypsin-EDTA zugegeben und die Platte fUr 2 Minuten bei
37°C inkubiert. Durch Zugabe von 350 pl vorgewdrmtem DMEM (mit FBS)
wurde das Trypsin abgestoppt und die Zellen durch Auf- und Abpipettieren
vom Boden der Kavitat geldst und resuspendiert. 200 ul der Zellsuspension
wurden in ein CASYtube mit 10 ml CASYton UberfGhrt, das CASYtube zweimal
invertiert und die Anahl lebender Zellen pro ml mit dem CASYcounter TT
bestimmt.

Zur Analyse der von Qiagen (Hilden) gelieferten siRNAs und zur Erzeugung
von Wachstumskurven wurden siRNA Transfektionen in 96 Kavitaten-Platten
durchgefUhrt und zu den Zeitpunkten 24, 48 und 72 h nach der Transfektion
analysiert. Jede Transfektion wurde im doppelten Duplikat auf einer Platte
durchgefUhrt und je eine Platte pro Zeitpunkt vorbereitet. Zur Bestimmung der
relativen Zellzahl wurde das Zellkulturmedium mit einem 8-Kanal Nunc-
Immunowash abgesaugt und die Zellen einmal mit 100 yl vorgewdrmtem
Trypsin-EDTA/PBS (1:1, v/v) gewaschen und umgehend wieder abgesaugt.
Pro Kavitdt wurden 100 ul vorgewdrmtes Trypsin-EDTA zugegeben und die
Platte fUr 2 Minuten bei 37°C inkubiert. Durch Zugabe von 150 ul
vorgewdrmtem DMEM (mit FBS) wurde das Trypsin abgestoppt und die Zellen
durch 2 minUtiges Schitteln auf einem IKA-Vibrax Schittler bei 600 rom vom
Boden der Kavitdten geldst. Mit einer 200 ul 8-Kanalpipette wurden die Zellen
durch grindliches Auf- und Abpipettieren unter Vermeidung von
Schaumbildung vollstdndig vom Boden der Kavitéten geldést und
resuspendiert. Je 200 ul aus je zwei KavitGten eines Duplikates wurden in
einem CASYtube mit 10 ml CASYton vereinigt, das CASYtube zweimal
invertiert und die Anzahl lebender Zellen pro ml mit dem CASYcounter TT

bestimmt.
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3.2.6.4.2 MTS Assay (CellTiter?6AQueousOne Losung)

Die CellTiter96AQueousOne Lésung besteht aus einer Tetrazolium
Verbindung [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt; MTS] und einem Elektronenkopplungs
Reagenz (phenazine methosulfate; PMS). MTS wird durch Dehydrogenase
Enzyme lebender Zellen in ein Formazan Produkt reduziert, welches in
Zellkulturmedium 1&slich ist. Die Absorption kann bei 490 nm direkt in
Mikrotiterplatten gemessen werden. Die Absorption ist in einem bestimmten
Bereich direkt zur Zellzahl proportional. Im Bereich oberhalb von 6.000 Zellen
pro Kavitat einer 96er Mikrotiterplatte, ist die Absorption nicht mehr direkt zur
Zellzahl proportional. Die Zellzahl kann jedoch angendhert errechnet werden
durch die Abhd&nigkeit y=m*In(x)-b (y entspricht der Absorbtion, x entspricht
der Zellzahl). Wird die Gleichung nach x aufgeldst ergibt sich x=e/\(y+b)/m.
Die Variablen fUr die Steigung m und den Achsenabschnitt b mUssen durch
Messung einer Verdunnungsreine von Zellen und anschlieBender
Regressionsanalyse ermittelt werden. Durch eine Messung bei 650 nm wurden
Verunreinigungen der Mikrotiterplatte, wie z.B. Fingerabdricke, detektiert.

Die siRNA Transfektionen wurden in Mikrotiterplatten durchgefuhrt und 72h
nach der Transfektion analysiert. Jede Transfektion wurde im Duplikat auf
einer Plaftte durchgefUhrt und von jeder Platte eine Duplette erstellt und
analysiert. Pro Kavitdt wurden 22 ul CellTiter96AQueousOne Ldsung unter
Vermeidung von Luftblasenbildung pipettiert. Die Platte wurde anschlieBend
2 Stunden bei 37°C im Dunkeln inkubiert. Die enzymatische Reaktion wurde
durch Zugabe von 28 ul 10% SDS-Lésung (w/v) gestoppt. Zur Reduktion der
Kondensatbildung am Deckel wurden die Platten im Dunkeln fir 30 Minuten
bei Raumtemperatur gelagert. Zum Auslesen bei 490 nm und 650 nm im
Mikroftiterplatten-Spektrophotometer wurde der Deckel durch einen

fabrikneuen Deckel ersetzt.

3.2.6.4.3 CellScreen

Der CellScreen (Innovatis, Bielefeld) ist ein Hochdurchsatz-Gerét zur nicht

invasiven Zellz&hlung. Diese Funktion wird gewdhrleistet durch Kombination
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eines inversen Autofokus-Phasenkontrast-Lichtmikroskopes, eines
automatischen Objekttisches, einer Bilddatenbank und einer automatischen
Bildanalysesoftware. Der Cellscreen arbeitet ohne Farbung und
Probenentnahme. Bestimmt wird der Bedeckungsgrad des Kavitdtenbodens
durch adhdrent wachsenden Zellen. Bei diesem System kdnnnen einzelne
Mikrofiterplatten mithilfe eines beweglichen Motorkreuztisches prézise
angesteuert werden. Zur Bildgewinnung tastet eine autofokussierende inverse
Mikroskopoptik das Untersuchungsobjekt ab. Die Bilddaten der Zellkultur
werden automatisch erfasst und analysiert. Jedes von einer Digitalkamera
aufgenommene Bild wird in einer Datenbank abgelegt. Wdhrend das
Mikroskop zum ndchsten Punkt wandert, analysiert die Software das Bild.
Artefakte, wie Zellfragmente, Schmutz oder Luftblasen werden aussortiert, die
von Zellen bedeckte Fidche dagegen wird bestimmt. Da die Zellkultur nicht
berUhrt wird, kann sie in einer Zeitreihe wiederholt gemessen, sowie fUr weitere
Experimente verwendet werden. Vor Beginn einer Messung ist das Experiment
zu definieren und der geeignete Operator auszuwdhlen. Je nach den
Erfordernissen der Untersuchung kénnen in den Proliferationsexperimenten
einzelne Kavitaten fur die Bildauswahl festgelegt werden.

Die Zellen wurden zu den Zeitpunkten 0, 24, 48 und 72 Stunden nach der
siRNA-Transfektion in der gleichen Mikroftiterplatte analysiert. Pro siRNA wurden
die Transfektionen im Triplikat durchgefuhrt, die Kontrollen im doppelten
Triplikat. Die duBersten Reihen und Spalten der Mikrotiterplatten wurden nicht
fUr Transfektionen genutzt. Diese Kavitdten unterlagen wdhrend der Messung
starker Verdunstung, da die Messungen nicht in einem befeuchteten
Inkubator erfolgten. Zu jeder Platte wurde eine Duplette angelegt. Die
Messung wurde mittels PA Modul (Programmmodul zur Bestimmung der
bedeckten FlGdche) mit einem 10x Objektiv und vier Bildern pro Kavitat
durchgefUhrt. Die Messwerte fUr die durch Zellen bedeckte Fldche wurden in

Excel exportiert und eine relative Quantifizierung durchgefihrt.

3.2.6.5 Isolierung von Gesamt-RNA aus Hela $S6 Zellen

RNA fUr Real-time PCR Anwendungen wurde Uber S&ulen mit Silica-Gel

Membran des RNeasy Mini Kit von Qiagen isoliert. In die Isolierungsprozedur
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wurde ein DNase Verdau auf der Sdule mit eingeschlossen. Alle Schritte
wurde nach Herstellerangaben durchgefGhrt. Die Zelllysate wurden in der
Regel zundchst in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -20°C gelagert.
Lur weiteren Aufarbeitung wurden die Zelllysate 3 Minuten bei 37°C und 1.200
rom in einem Thermomixer aufgetaut und dann durch achtmaliges Aufziehen
und AusstoBen durch eine 23G x 1 V4 Kanule, mit einer 1 oder 2 ml Spritze
homogenisisert.

Die RNA wurde mit 50-80 ul ddH20 von der Saule eluiert, die Konzentration
UV-spektrometrisch bestimmt und fUr die Real-time PCR Arbeitsverdinnungen
zZu 6,25 ng/ul angelegt und aliquotiert. Alle Gesami-RNA Proben wurden in
flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -20°C gelagert.

RNA fUr die Northern-Blot Analyse wurde wie folgt isoliert. HelLa Zellen
wurden in  Homogenisierungspuffer resuspendiert, gevortetxt und fOr
5 Minuten bei 95°C erhitzt. Die RNA wurde im AnschluB8 mit Phenol/Chloroform

extrahiert und mit Ethanol prazipitiert.

Homogenisierungspuffer
1% SDS

1,5 mM MgClI2

10 mM NaCl

10 mM Tris pH 7,6

3.2.7 Quantitative Einschritt-Echtzeit RT-PCR mit SYBR-Green

Die Methode der Real-Time PCR ermdglicht die Amplifikation der cDNA
oder DNA Vorlage in Echtfzeit zu verfolgen. Im Gegensatz dazu ist die
konventinelle PCR eine Endpunkt Analyse, da die PCR-Produkte erst nach
Beendigung eines PCR-Laufes im Agarosegel analysiert werden. Eine
Quantifizierung der PCR-Produkte ist in diesem Fall nur moglich, wenn die PCR
Reaktion wdhrend der liniear-logarithmischen Amplifikationsphase gestoppt
und analysiert wird. Ist die Reaktion Uber diese Phase hinaus fortgeschritten,
nimmt die Amplifiktionsgeschwindikeit ab und erreicht die Plateuphase. Real-
time PCR basiert darauf, dass gleichzeitig mit der Zunahme der PCR-Produkte
die Veré&nderung eines Fluoreszenzsignals verfolgt wird (Higuchi et al., 1992).

Das Fluoreszenzsignal kann zum Beispiel durch das Reagenz SYBR-Green
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erzeugt werden (Morrison et al., 1998). Das schwach fluoreszierende SYBR-
Green interkaliert in doppelstrdngige DNA und d&ndert dabei seine
Fluoreszenzeigenschaft, so dass es zu einer vielfach verstarkten Fluoreszenz
kommt. Nachteil des Farbstoffes ist seine unspezifische Bindung an jegliche ds-
DNA, einschlieBlich unspezifischer Amplikons und Primer-Dimere. Die
Abwesentheit unspezifischer Produkte kann durch eine Schmelzkurvenanalyse

der PCR-Produkte nachgewiesen werden.

3.2.7.1 Auswahl und Charakterisierung von DNA-Primern fir Einschritt-Echtzeit
RT-PCR

Lur Selektion der Primer wurden die Programme Primer 3 und PrimerExpress
eingesetzt (siehe 3.1.13). Folgende Parameter wurden bei der Auswahl
beachtet: Produkildinge 90 bis 140 bp, Primerlinge 18 bis 24 nf,
Schmelztemperatur der Primer >59°C.

Aufgrund der Sequenzinformationen aus der Locuslink bzw. EntrezGene
Datenbank (siehe 3.1.13). wurden, wenn méglich, die Primer so gewdhlt, dass

alle bekannten Isoformen damit amplifiziert werden konnten.

A
—
[ Exon 1] Exon2 [ Exon3 |
-—
B
—

| Exon1 ]| Exon2 |
-

c
—

| Exon1]| Exon?2 |

-

Abbildung 7. Auswahl der Primerbindestellen zur Amplifikation von mRNA und Pra-
mMRNA/mRNA. (A) Ein Primer Uberspannt eine Exon-Exon Grenze. (B) Beide Primer
binden innerhalb eines Exons. (C) Vorwdarts und RUckwdrts Primer binden in zwei
benachbarten Exons.

Des Weiteren wurde in Befracht gezogen, dass es durch Ausschalten von
SpleiBfaktoren zur Akkumulation von Prad-mRNA und zur Abnahme der mRNA-

Menge kommen kann. Um sowohl die gesamte Prad-mRNA plus mRNA-Menge
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fir ein Gen, als auch nur die gespleiBte mMRNA separat nachweisen zu
kénnen, wurden in der Regel fur jedes Gen zwei Primerpaare ausgewdahlt und
synthetisiert.

Zur Nachweis der gesamten Pra-mRNA/mMRNA-Menge wurden die Primer
so gewdhlt, dass beide Primer innerhalb des gleichen Exons hybridisieren
konnten (Abbildung 7B). Sollte nur die mRNA nachgewiesen werden, wurde
einer der Primer so gewdahlt, dass er Uber einer Exon-Exon Grenze hybridisierte
(Abbildung 7A). Insofern sie die o.g. Kriterien erfullten, wurden auch
Primersequenzen aus offentlichen Real-time PCR Primerdatenbanken (siehe

3.1.13) verwendet

3.2.7.2 Validierung der PCR-Primer

FUr die quantitative Echtzeit-RT-PCR ist es von besonderer Bedeutung die
Sperzifitdt und die PCR-Effizienz der Primer genau zu analysieren. Die
Validierung der Primer erfolgte in mehreren Schritten, die im FluBdiagramm
Abb 9 dargestellt sind. Zuerst wurden die Primer in einer RT-PCR Reaktion
(sieche 3.2.2.10) eingesetzt und die PCR Produkte anschlieBend im 2,5%igen
Agarose Gel analysiert. Darauf wurden die Primer in einem Einschritt-Echtzeit
RT-PCR Lauf mit abschlieBender Schmelzkurvenanalyse (siehe 3.2.7) eingesetzt
und die PCR Produkte danach im 2,5%igen Agarose Gel analysiert. Konnte in
der Schmelzkurvenanalyse ein spezifischer Scheitel ohne Primer-Dimere und
Nebenschultern nachgewiesen werden und war im Agarosegel nur ein PCR-
Produkt spezifischer Ladnge zu detektieren, wurden die Primer in einer RNA
VerdUnnungsreihe eingesetzt. Ausgehend von 25 ng Gesamt-RNA pro 25 ul
Reaktionsansatz wurde %, V4, 1/8, 1/16 und 1/64 dieser RNA Menge in jede
Reaktion eingesetzt. Jeder PCR Lauf mit der RNA VerdUnnungsreinhe wurde im

Duplikat durchgefthrt.
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Tabelle 8. Beispieldaten eines Experimentes zur Erzeugung einer Standardkurve.

RNA [ng] RNA log[ng] C(T)1 C(T)2 mean CT stddev CV%

25,0000 1,398 22137 22269 22203 0,094 04% -3013 2147 0,98389
12,5000 1,097 22968 23427 23197 0,324 1,4%

§,2500 0,786 24229 24077 24153 0107 0,4%

31250 0,495 24754 24968 24861 0152 0,6%

1,5625 0,184 25574 26045 25808 0,333 1,3%

01953 -0,709 28,372 28879 28826 0350 1.3%

Um die Standardkurve zu zeichnen, wurde das Mittel aus den CT-Werten
eines jeden Duplikates gegen den dekadischen Logarithmus der eingesetzten

RNA Menge aufgetragen.

35

+ PPO105
Regression Line |- -

mean CT values
-y
()]

20 by = 301270 + 28 48| oo eee e Fenneea Pooeeneod

R%=09989
5 ; ; ; ; ;
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

log amount of RNA [ng]

Abbildung 8. Beispiel einer Standardkurve zur Berechnung der Steigung und des
BestimmtheitmaBes. Das Mittel aus den CT-Werten wurde gegen den dekatischen
Logarihmus der in die Einschritt-Echtzeit RT-PCR eingesetzten RNA Menge
aufgetfragen.

Die Steigung m der Regressionsgeraden wurde bestimmt und dieser Wert
in die Berechnung der PCR Effizienz E (E = 10A(-1/m)) eingesetzt. Das
BestimmtheitsmalB R2? der Regressionsgeraden wurde aus den gegebenen
Daten ermittelt. Lag der Wert des BestimmtheitsmaBes zwischen 0,980 und
1,000, die PCR-Effizienz bei 2,0+0,2 und erflliten die Schmelzkurven auch bei
niedrigen Mengen eingesetzter RNA die o.g. Kriterien, wurden die Primer zur
Bestimmung von mRNA-Mengen in Einschritt-Echizeit RT-PCR Experimenten
eingeseftzt. Zur Berechnung der Steigung und des BestimmtheitmaBes wurden

die entsprechenden Funktionen von Microsoft Excel genutzt.
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Abbildung 9. FluBdiagramm zur Validierung von Primern fir die Einschritt-Echtzeit RT-

PCR.

3.2.7.3 Reaktionsmix

Die Reaktionsmischung wurde gemdaB dem Protokoll des Herstellers erstellt.

Das Reaktionsvolumen wurde jedoch von 50 ul auf 20 pl bzw.

10 l

herabskaliert. Beim Pipettieren der Reaktionsansé&tze und der Stammldsungen

wurden Filter-Spitzen verwendet, um Kreuzkontamination zu unterbinden. FUr

den initialen Test von PCR-Primern auf Sperzifitdt in der Schmelzkurvenanalyse

wurden einfache Ansatze verwendet. FUr die Erzeugung von Standardkurven

und die Analyse von Expressionsprofilen wurden die Reaktfionen im Duplikat

durchgefuhrt. Die Reaktionen fUr das Referenz-Gen bei der Analyse von

Expressionsprofilen wurde vier- bis sechsfach angesetzt. FUr die Analyse von
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SIRNA vermittelter mRNA-Redukfion wurde jede Reaktion im Triplikat

durchgefuhrt.

Tabelle 9. 20 pl und 10 pl RT-PCR Reaktionsansdatze. FUr Probe, blank-Kontrolle (ohne
RNA) und minus RT-Kontrolle (ohne Reverse Tanskription) fUr Einschritt-Echtzeit RT-PCR.

20 pl Ansatz 10 pl Ansatz
Probe | - RNA - RT Probe | - RNA - RT
RNase freies ddWasser 68ul | 88ul | 704l 1.9u | 394 | 204l

2x QuantiTect SYBR-Green

ST PCR Mostermix 100 | 100p | 100p | 504 | 504 | 504

Primerpaar (je 10 uMin ddH20) | 1,0l | 1.0p | 1,04 | 100 | 104 | 104
Gesamt-RNA (6,25 ng/ul) 2,0 ul - 204 | 20ul - 2,0 ul
QuantiTect RT Mix 02ul | 024l - 01wl | 01l -

Endvolumen 20pl | 20p | 20 | 104 | 10W | 10p

Alle Einschritt-Echtzeit RT-PCR Reaktionen wurden auf Eis pipettiert und mit
geeignetem PCR-Programm (Tabelle 10) die Amplifikation durchgefuhrt.

Tabelle 10. PCR-Programm fur Einschritt-Echtzeit RT-PCR mit ,MJ Opticon1 DNA
Engine*

Zyklus Temp. Daver

A-1x Reverse Transkription 50°C 30 min

B -1x ﬁg:;‘ﬁéfgiger 95°C 15 min

C - 45x Denaturierung 94°C 15 sek
Primerhybridisierung 58°C 25 sek
Elongation 72°C 20 sek
Fluoreszenz auslesen

D-1x 50°C 1 sek

alle 0,3°C Fluoreszenz
E-1x Schmelzkurve 60°C-95°C auslesen; dazwischen
10 sek Temp. halten
F-1x Kdhlen 4°C unendlich

3.2.7.4 Relative Quantifizierung des Genexpressionniveaus

Die relative Quantifizierung des Genexpressionsniveaus erfolgte nach
einem mathematischen Modell von Pfaffl (Pfaffl, 2001) (Gleichung 1). Dieses
hat gegenUber vielen anderen mathematischen Modellen den Vorteil, dass

es die experimentell bestimmten PCR-Effizienzen der Primerpaare zur
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Amplifikation des Ziel-Gens und des Referenz-Gens miteinschlieBt, statt von

einem fixen, theoretischen Wert E = 2 auszugehen.

ACT .. | Kentrolle — Knock down |
Zial Zielgen
- - iglgan
relative Expression = = Gl.1

ACT, (Konmrolle — Knock down |
eferens

Referenz

Dieses Modell gilt jedoch nur unter der Annahme, dass die einmal
experimentell bestimmte PCR-Effizienz in jeder Reaktion und jedem
Experiment gleich ist und, dass die Expression des Referenz-Gens nicht durch
die experimentellen Bedingungen beeinflusst wird. Die relative Quantifizierung
erfolgte indem sowohl fUr ein Ziel-Gen, als auch fUr ein Referenz-Gen die
differentielle Genexpression in zwei unterschiedlichen Proben bestimmt
wurde. Die fUr Referenz- und Ziel-Gen erhaltenen Differenzwerte (ACT)
wurden zueinander ins Verhdltnis gesetzt. Der resultierende normalisierte Wert
ist Ausdruck der relativen Genexpression. Als Referenz-Gen wurde, wenn nicht
anders erwdhnt, das intronlose Gen GLUD2 (Glutamat Dehydrogenase 2;
NM_012084) eingesetzt. Die Konftroll-RNA wurde aus unbehandelten Zellen
gewonnen oder aus Zellen, die mit GL2 Kontroll-siRNAs transfiziert worden

waren.

3.2.8 Der branched DNA Assay zur Quantifizierung von mRNA

Der branched DNA Assay (QuantiGene Discovery System, Genospectra,
Fremont, CA) wurde zur Quantifizierung von mRNA-Mengen in zellul&ren
Extrakten eingesetzt. Es handelt sich um eine sehr direkte Methode zur
Evaluierung der mRNA-Menge, die weder Isolierungs-, noch Reinigungs-, noch
Amplifikationsschritte bendtigt.

Der Assay basiert auf einer Co-Hybrdidisierung von Ziel-mRNA und
spezieller Oligonukleotid-Sonden. Die Sonden wurden von Genospectra
geliefert.  Ein  Safz  Sonden  besteht aus drei verschiedenen
Desoxyoligonucleotid Typen: (i) Die Capfure Extenders (CEs), diese sind
komplementdr zur Ziel-mRNA und zu den Oligonukleotiden, die auf der
Capture-Platte immobilisiert sind. (i) Die Label Extenders (LEs) binden sowohl

an die Ziel-mRNA als auch an die bDNA-Verstarker. (i) Die blockierenden
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Sonden (BLs) werden fUr die Sperzifizit der Chemielumineszenz bendtigt, die
durch eine enzymatische Entwicklung erzeugt wird. CEs, LEs und BLs sind
derart gestaltet, dass sie auf einer Ldnge von 300 — 500 Nukleotiden mit der
Ziel-mRNA hybridisieren und dabei einen DNA/RNA-Duplex formen.

Der branched DNA Assay wurde nach den Angaben des Herstellers
verwendet. Hela SSé Zellen wurden in 96 KavitGten-Platten ausplattiert und
mit SIRNA transfiziert (siehe 3.2.6.1). Nach 66 Stunden wurden die Zellen durch
Zugabe von Lysis-Puffer, der CEs, LEs, und BLs enthielt, aufgeschlossen. 50
Lysis-Puffer und 100 pl Medium wurden eingesetzt und die Zellen 1 Stunde bei
37°C inkubiert. Die Zelllysate wurden in die Capture-Platten transferiert, diese
wurden versiegelt und bei 52°C Uber Nacht inkubiert. Die Capture-Platten
wurden dann gewaschen und mit einer Marker/Signalverstarker-Lésung
1 Stunde bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Platten fUr 30 Minuten
bei 52°C mit der Substrat-Losung inkubiert. Die emittierte Lumineszenz wurde
mit einem Luminometer (VICTOR Light, Perkin Elmer, Wellesley, MA) analysiert.

Es wurden bDNA Sonden spezifisch fir Lamin A/C, Emerin und b-Aktin
MRNA eingesetzt. Die Zellen wurden 44 Stunden nach der siRNA-Transfektion
lysiert und die mMRNA-Mengen unter Verwendung geeigneter Sonden
bestimmt. Die Lamin A/C und Emerin mRNA-Mengen wurden als Verhdlinis
relativ zur b-Aktin Kontrol-mRNA ausgedrickt. Der mRNA Knockdown (in %)
wurde als Verhdltnis von Zellen, die mit spezifischen siRNAs behandelt wurden,

zu mit GL2 Kontroll-siRNA behandelten Zellen ausgedrickt.
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4 ERGEBNISSE

4.1 siRNA-Design und siRNA-Synthese
4.1.1 Einleitung

Zu Beginn dieser Arbeit gab es sehr wenige Erkenntnisse zum ratfionalen
Design von siRNAs und keine bioinformatischen Werkzeuge zur Auswahl von
SiRNA-Duplices. In Zusammenarbeit mit Bingbing Yuan vom Whitehead Insfitut,
Cambridge/USA wurde deshalb ein siRNA-Selektions-Programm entwickelt
und offentlich verfGgbar gemacht (Yuan et al., 2004) (Abschnitt 4.1.2). Mit Hilfe
dieses Programmes wurden pro Ziel-Gen mindestens zwei siRNA-Duplices
ausgewdhlt. Nach Mdglichkeit war mindestens eine dieser siRNAs gegen die
3’-UTR (3’-untranslatierte Region) gerichtet, da diese siRNA-Sequenzen direkt
in Rescue-Experimenten zur Bestdtigung eines sperzifischen Knockdowns
eingesetzt werden kénnen. Das Rescue-Experiment erfolgt durch fransiente
Expression der kodierenden mRNA-Sequenz des depletierten Proteins, um so
den Knockdown spezifischen Phdnotyp zu revertieren. Weitere Kriterien fUr
das Design von siRNAs waren GC-Werte von 30-70% und die Vermeidung von
Abfolgen von mehr als drei Adenin- oder Uracil-Resten in der siRNA-Sequenz.
Ein weiteres Merkmal der siRNAs war, dass die ausgewdhlten siRNAs nach
Méglichkeit gegen alle bekannten Isoformen des Ziel-Gens gerichtet waren.
Dies erfolgte durch Abgleich der siRNAs-Sequenzen mit den in der NCBI
Datenbank Gene (Maglott et al.,, 2007) eingetragenen mMRNA RefSeq
Sequenzen.

Eine weitere Software wurde zur Selektion von siRNA-Duplices spezieller
Struktur erstellt (Abschnitt 4.1.3). Diese siRNA-Duplices unterscheiden sich von
den prototypischen siRNAs durch die Abwesenheit eines Passagier-Stranges
ohne definierte Ziel-mRNA. Stattdessen bestehen diese siRNAs aus zwei Leit-
Strédngen, und werden deshalb als “nur Leit-Strang siRNAs” bezeichnet. Beide
Strédnge sind zueinander nur partiell komplementdr, aber vollkommen
komplementdr gegen eine oder zwei definierte Ziel-mRNA(s).

Zur Herstellung der siRNA-Duplices wurde die siRNA-Synthese im Labor
etabliert und geeignete Methoden zur Kontrolle des Synthese-Prozesses und

der Sequenzverwaltung entwickelt. Wenn nicht anders angegeben, wurden
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die 3'-Enden der siRNA-Einzelstrdnge  durch  Austausch  gegen
Desoxyribonuleotide (N12dTdT) leicht stabilisiert.

4.1.2 siRNA-Selektions-Server: ein automatisierter Server zur Auswahl von
siRNA-Oligonukleotiden

Zur Auswahl von spezifischen und effizienten siRNA-Duplices wurde in
Zusammenarbeit mit Bingbing Yuan (Yuan et al., 2004) ein siRNA-Selektions-
Programm entwickelt und Uber das Internet &ffentlich verfiUgbar gemacht
(http://jura.wi.mit.edu/bioc/siRNAext/).

Die Benutzerschnittstelle gliedert sich in drei aufeinanderfolgende
Ansichten: das Eingabe-Formular, ein Vorauswahlfenster und eine
Ergebnisansicht. Das Eingabe-Formular bildet den Leitfaden fUr das siRNA-
Design. Als Ziel-Sequenz der siRNAs kann eine cDNA Sequenz entweder im
Roh- oder im FASTA-Format (http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/fasta.shtml)
eingegeben werden. Alternativ ist die Angabe der GI- oder GenBank
Accession-Nummer der zu analysierenden Sequenz moéglich. Die
Benutzerschnittstelle erlaubt die Vorgabe eines beliebigen Sequenzmusters,
welches die gesuchte siRNA enthalten soll. Dies ermoglicht es, siRNA-Ziel-
Regionen (23mer) mit unterschiedlichen Sequenzmustern auszuwdhlen: zum
Beispiel Sequenzmuster nach den sogenannten Tuschl-Regeln (siehe
Einleitung 2.1.4) oder auch komplexere Muster nach den Regeln von
Reynolds, Hsieh und Ui-Tei (Hsieh et al., 2004; Reynolds et al., 2004; Ui-Tei et al.,
2004). Zur Beschreibung des Musters kdnnen die komplette NC-IUB (engl.
Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry)
Nomenklatur und regul@re Ausdricke genutzt werden.

FOr die Analyse der Basenpaarzusammensetzung steht eine Anzahl
verschiedener Filteroptionen zur VerfGgung. So kann der GC-Gehalt, die
Variation der Basen und die Anzahl repetitiver Basenabfolgen festgelegt
werden. Die letztgenannte Option ist zum Beispiel von Bedeutung, wenn eine
siRNA-Sequenz zum Design eines Haarnadel-RNA-Expressions-Vektors (ShRNA,
short hairpin RNA) mit RNA-Polymerase Il Promotor (U4, H1 oder tRNA
Promotor) verwendet werden soll. In diesem Fall darf die siRNA-Sequenz keine

Abfolge von vier oder mehr konsekutiven Thymidin- oder Adenosin-Resten
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enthalten, da diese Abfolge das Transkriptionsterminationssignal fUr die RNA-
Polymerase Il darstellt. Des Weiteren sollten vier oder mehr
aufeinanderfolgende Guanin-Reste vermieden werden, da oligoG-tragende
RNA Tetraplexe bilden kann, die bei einigen Methoden der chemischen RNA-
Synthese zu Schwierigkeiten fGhren k&dnnen. Mit den beschriebenen Mustern
und Filteroptionen sind alle Parameter fur die Suche nach siRNA-Sequenzen

festgelegt.

siENA Selection Prooram

= * Enfgr your seguence in
Baw or FASTA format below,

OR enter G or Accession number | nm_{XKRITH

& Hhonan 2 A paitern
Recommended patterns [ cusim
i AANIYTT 8]
kf?- MAMN2I Enter pattern up to 23 bases

= Falter criteriaz

= B peTcentage: e 30| 800700

= *gxclude a runoal | 9 |or oeeee T or A na oow

* texelude o run of | 4 ormore G in o oo

= Finclude less than | 7 | consecutive GO i a row,
. equal %{+/ 10 %) for all 4 bases

o *Epd your siRMAs wish[ I

#| Search|| nese |

\.“ll\.'. ol II.'I\.||.I.II.'|.| _fliLI.II'IIl\:lL"I"\-.

Copyrght 2002, 3003 2004 Whnehead Instiine for Biomedical Research. All rights reserved.

Comnments and suggestions 1o [ERESEETRVE S I LT

Abbildung 10. Startseite - Formular zur Eingabe der siRNA-Ziel-Sequenz und der
Parameter fir das siRNA-Design (Abb. aus Yuan, 2004).

Nach AbschluB des Auswahlprozesses stellt das Programm die siRNA
Sequenzen fUr den Passagier-Strang und den Leit-Strang in 5’-3" Orientierung
fertig aufbereitet fOr einen Syntheseauftrag zur VerfUgung. FUr diese

Darstellung kann in einem letzten Auswahlfeld der Startseite festgelegt
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werden, ob und gegebenenfalls durch welche Nukleotide die beiden
Nukleotide der 3'-Uberhdnge eines jeden siRNA-Einzelstranges nachtraglich
ersetzt werden sollen. Die Eingabe ,NN“ beldBt die Nukleotide der
Originalsequenz unverdndert.

Nach Absenden des Selektionsauftrages sucht das Programm anhand der
eingegebenen Gen-Ziel-Sequenz und der gewdhlten Muster und
Filteroptionen nach potentiellen siRNAs. Der Server Ubergibt nach
abgeschlossener Analyse eine Liste von siRNA-Kandidaten an die
Benutzerschnittstelle (Abbildung 11). FUr jede siRNA werden in dieser Liste die
23mer siRNA-Ziel-Sequenz, die Position des 23mers innerhalb der Gen-Ziel-
Sequenz, das Sequenzmuster, der GC-Gehalt und die thermodynamsiche
StabiltiGt der 5'-Enden des Sinn-Stranges und des Gegensinn-Stranges
angegeben. Eine geringere thermodynamische StabiltiGt am 5'-Ende des
Gegensinn-Stranges ist ein sehr wichtiges Merkmal akfiver siRNAs, weil diese
SiRNAs bevorzugt in RISC eingebaut werden und so als Leit-Strang den Abbau
der Ziel-mRNA vermitteln (Khvorova et al., 2003; Schwarz et al., 2003) (siehe

Einleitung).

logout start over
Choose siRNA Candidate(s)

1. siRNA candidates after filtering the base_run, gc%, and base_variation: (The more oligos you choose, the longer time for you to get results.)
Oligo patterns: A=AANI19TT; B=NANI9NN; F=Custom

|héciCall ligos]| |uncheck all oligos| Sort the sequences by [ Position &
Position Sequence Patterns GC% Thermodynamic Values

M1 142-164 AAGGCCGTGACCCGTGTATTATT A.B 55 -8.21 (-13.50,-5.29)
[ 2 273-295 AATCGACAACGTGAACCAGGATT AB 50 0.50 ( -9.90, -10.40 )
[ 3 280-302 AACGTGAACCAGGATTAGGATTT AB 45 -0.77 ( -9.66. -8.89 )
[ 4 825-847 AAAGCTCCTGCTAATAAAGCCTT AB 45 0.86 ( -10.03, -10.89 )
M 5 826848 AAGCTCCTGCTAATAAAGCCTTT A.B 45 -1.37(-12.31,-10.94 )
M 6 1193-1215 AATGAGTTACCAGAGAGCAGCTT AB 50 2.85 (-9.38,-12.23 )
[ 7 1483-1505 AACTAGAACACAAGCCACTGTTT AB 45 0.33 (-8.44,-8.77)
Bl 8 1863-1885 AACTTTGTAGACTTAATGGTATT A.B 30 2.89 ( -6.65,-9.54)
M 9 1914-1936 AAGCATTTGTGAAACTTTCTGTT AB 35 -0.69 ( -8.76, -8.07 )
B 10 20162038 AATTCTGAGCCCATATTTCACTT AB 40 0.76 (-8.07,-8.83 )
M 11 2050-2072 AATAAATCAATAAAGCTTGCCTT A.B 30 6.03 (-4.89,-10.92 )

2. Choose the database(s) you would like to blast against: [human unigene =
3.[] Exclude polymorphisms  [JExclude exon/exon boundaries
4. Receive result

QO via email:[

® on web browser.

5. ISearchl NRse

Abbildung 11. Formular zur Vorauswahl von siRNA-Oligos fiir weitergehende Analysen
(Abb. aus Yuan, 2004).
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Das Ziel der Asnwendung von siRNAs in SGugerzellen ist es, die Expression
einzelner Gene spezifisch zu unterdricken. Darum gilt es siRNA-Sequenzen
sorgfaltig auszuwdhlen, die eine mdglichst geringe Sequenzibereinstimmng
zu allen nicht-Ziel-mRNAs besitzen. Damit dies gewdhrleistet wird, fuhrt das
siRNA-Selektionsprogramm BLAST Analysen (Altschul et al., 1990) mit jedem
siRNA-Kandidat gegen die gesamte humane oder Maus UniGene Datenbank
(Benson et al., 2008; Wheeler et al., 2008) durch und Ubergibt die Ergebnisse
an die Benutzerschnittstelle.

Wurden die siRNA-Kandidaten ausgewdhlt und der Auftrag abgesendet,
kbnnen die Endergebnisse auf zwei verschiedenen Wegen erhalten werden.
Entweder kann eine URL zu den Ergebnissen per Email Gbermittelt werden,
oder der Nutzer kann sich die Ergebnisse nach einer Wartezeit direkt im

Browser anzeigen lassen (Abbildung 12).

Welcome to siRNA resulis Togout T
Best Hit: Unigens
length=2192 coding region:  192-1457
Download:
all tables Now pas SiIRNA tpe GE%  Thermpdynamics  exonleson  SNP blast result
selectd SIRNA5 Palndacy
[ AB 55 B21(-13.50,-529) 0 17720
Sort siRINAs by:
| Query Position [& E 2 AB 50 0.50(-990.-1040) | 17720
[Query Position
8L B 3 AB 45 DTT(-9.66,-889) 1 17720
‘_\'PE
Thermodynamics
houndary F g AB 45 086(-1003.-1089) 0 17720
polymorphism
blast B s AB 45 -L3T(-1231,-1084) 0 1820
F s AB 50 285(-938.-1223) O 1820
B 7 AB 45 033(-844,-877) o 1720
E & AB 30 289 (-665,9.54) 0 18120
B 9 AB 35 0.69(-876,-807) ) 18720
B 1w AB 40 076(-807,-883) il rs#1803022 17120
E g AB 30 603(-489.-1092) 0 1820

Abbildung 12. Ergebnisseite nach beendeter BLAST Analyse mit ausgewdhlten siRNA-
Sequenzen (Abb. aus Yuan, 2004).

Im Ergebnisfenster werden folgende Informationen zu jedem SiRNA-
Kandidat angezeigt: die Position der siRNA innerhalb der mRNA-Ziel-Sequenz,

die Sequenz des Passagier-Stranges und des Leit-Stranges (eventuell mit
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modifizierten 2 nt 3'-Uberhdngen), die 23mer siRNA-Ziel-Sequenz, der GC-
Gehalt, die thermodynamische StabilitGt der Duplex-Enden, die Lage der
SiRNA im Bereich von Exon-Exon Grenzen (0 - nein, 1 — ja), das Vorkommen
von SNPs (engl. single nucleotide polymorphism) und die Ergebnisse der BLAST
Analyse. StandardmdaBig werden die siRNAs - nach ihrer Position innerhalb
Gen-Ziel-Sequenz sortiert - in  einer Liste ausgegeben. Mittels eines
AuswahimenUs kann auch nach den anderen dargestelltfen Werten sortiert
werden. Die Ergebnisse der BLAST Analyse sind verlinkt mit dem detaillierten
Ergebnis der BLAST Analyse zu jedem einzelnen siRNA-Kandidat (Abbildung
13).

Target_Unigene Description H Genbank ‘ Identity‘ Alignment
Hs#51728251 Homo sapiens acyl-Coenzyme A dehydrogenase, C-4 to C-12 straight chain (ACADM), nuclear N ?‘g‘g‘cf?t‘g‘a‘cc‘:c‘:gt‘g:?‘t‘t‘a 20
gene encoding mitochondrial protein, mRNA NM 000016 20 143 aggecgtgaccogtgtacta 162
Hs#53219279 ) ) ) ) ‘ 1 aggcegtgacccgtgtatta 20

— Homo sapiens synovial sarcoma, X breakpoint 3 (SSX3), transcript variant 1, mRNA NM 021014 17 [E T (i
329 agtctgtgacccgtttatta 310
Hs#511134558 5 cgtgaccegtgtat
—_— BX112847 Soares placenta Nb2HP Homo sapiens cDNA clone IMAGp998B07182, mRNA sequence BX112847 14 (RRRRERRAREAE

235 cgtgaccegtgtat 222

Abbildung 13. Detailierte Ausgabe der BLAST Ergebnisse zu einem ausgwdahlten
siRNA-Duplex (Abb. aus Yuan, 2004).

Die Positionsangaben der siRNA-Kandidaten innerhalb der Gen-Sequenz
werden farbkodiert dargestellt, entsprechend der Gen-Region, in welcher die
siRNAs angreifen. Dabei reprdsentiert eine grine Férbung die 5'-UTR, Rot die
kodierende Sequenz und Blau kennzeichnet die 3'-UTR als siRNA-Ziel-Region.

Der siRNA-Selektions-Server ist ein flexibles und leistungsféhiges Werkzeug
zur Auswahl von siRNAs. Es ermdglicht dem Nutzer, eine Vielzahl von
Filteroptionen individuell anzupassen und neueste Erkenntnisse zum siRNA-
Design auf einfache Weise zu integrieren. Des Weiteren bietet es

gréBtmabgliche Transparenz wahrend des Auswahlprozesses.

4.1.3 Ein alternativer Ansatz zum siRNA-Design mit “nur Leit-Strang siRNA”-

Duplices

Analysen der Basen-Paarungen in prd-miRNA RNAse Il Prozessierungs-

produkten (MIRNA/mMIRNA* Duplices) zeigten, dass mehrere
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Basenfehlpaarungen in diesen dsRNA Prozessierungsintermediaten toleriert
werden. Diese Befunde deuten auf eine signifikante Flexibilitat beziglich der
Sequenzauswahl des siRNA Passagier-Stranges hin und darauf, dass somit
Abweichungen von den protfotypischen, vollstGndig komplementdren
Passagier-Strang und Leit-Strang moglich sein kénnten.

Aufgrund dieser Daten schien es moglich, siRNA-Duplices zu entwerfen,
deren Passagier- und Leit-Strang volkommen komplementdr zur Ziel-mRNA
sind, wahrend die Einzelstrdnge zueinander nur eine partielle
Komplementaritat aufweisen. Die Komplementaritat sollte jedoch ausreichen
einen stabilen Duplex zu bilden.

Drei Arten von Sequenzen erflllen diese Anforderungen:

(i) Ein SiRNA Leit-Strang wird so gewdhlt, dass er partiell selbst-
komplementdr (oder palindromisch) ist. Da diese Duplices nur aus Leit-
Strédngen bestehen, werden sie als “nur Leit-Strang siRNAs” (engl. guide-only
SiIRNA) bezeichnet. Es ist wichtig anzumerken, dass eine solche siRNA-Sequenz
immer im Gleichgewicht mit einer kurzen Haarnadelrickfaltungsstruktur steht.
Dabei wird das Gleichgewicht von Haarnadelrickfaltungsstruktur und Duplex
von der Art der Basenfehlpaarungen und der Konzentration des Stranges
abhdngen.

(i) siRNA-Duplices, die aus zwei verschiedenen siRNA-Einzelstrangen
bestehen, welche vollstindig komplementér zu zwei unterschiedlichen
Regionen der Ziel-mRNA und gleichzeitig zueinander partiell komplementar
sind. Da diese Duplices zwei verschiedene Ziel-Regionen einer Ziel-mRNA
angreifen, werden sie im Folgenden als ,,gegen eine Ziel-mRNA gerichtete
duale (dual lat. - eine Zweiheit bildend) nur Leit-Strang siRNA" bezeichnet. Der
Einsatz nicht-selbstkomplementdrer Einzelstrdnge soll auBerdem die Bildung
von HaarnadelrUckfaltungsstrukturen reduzieren.

(iii) sSIRNA-Duplices der gleichen Struktur wie unter (ii) beschrieben, jedoch
mit Leit-Stradngen, die gegen zwei verschiedene Ziel-mRNAs gerichtet sind.
Dadurch kénnte prinzipell ein simultaner Knockdown zweier definierter Gene
mit einem siIRNA-Duplex ermdéglicht werden. Dieser SiRNA-Typ wird im
Folgenden als ,gegen zwei Ziel-mRNAs gerichtete duale nur Leit-Strang
SIRNA" bezeichnet.

Diese besonderen Anforderungen an das siRNA-Design erforderten die
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Entwicklung spezieller bioinformatischer Werkzeuge.

4.1.3.1 “Nur Leit-Strang siRNA“-Selektions-Server

Zur ldentifizierung von partiell  palindromischen  oder  partiell
selbstkomplementdren mRNA-Abschnitten und fUr das siRNA-Design wurde
eine Software in Perl Skriptsprache erstellt und als Internet basiertes
Auswahlwerkzeug oOffentlich  verfugbar gemacht (http://www.mpibpc.

mpg.de/groups/luehrmann/siRNA; siche Abbildung 14).

Please select SIRNA type:

@ (A} seff romplementary guide-only siRNA
© (B) duaktarget guids-anly SIRNA

Restrict siRNA Pattern:

© nanzt
& ng restriction

Exclude siRNAs with stretches of |4 > | or more times of same nucleotide
G/Uwobble base pair (max. content):
[
non.Watson-Crick base pair excluding G/U wobbles (max. content):
5 -
non-Watson-Crick base pair including 6GU wobbles (max. content):

=

Name of sequence 1:
(optional)

Faste seguance 1 in raw format into the field below (essential for SIRNA type A and B):

Name of sequence 2:
(optional)

Paste sequence 2 in raw format into the field below (essential for siRNA type B).

Submit | Clearfields

Diselaimer

Copyright 2005 Max Planck Institute for Biophysical Chemistry. All rights reserved
Comments and suggestions to:

Abbildung 14. Startseite des “nur Leit-Strang siRNA”-Selektions-Servers - Einstellungen
der Filteroptionen und Eingabe der Ziel-Sequenz(en)

Das Programm akzeptiert als Eingabe zwei cDNA- oder mRNA-Sequenzen

im Roh-Format und analysiert das MaB an Komplementaritdt for alle
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moglichen Kombinationen von 19-Nukleotid langen komplementé&ren
Sequenzabschnitten der Eingabesequenz bzw. -sequenzen.

Die in-silico hybridisierten Sequenzen werden hinsichtlich der Anzahl an G-
U-Wobble-Paaren und  anderer  nicht-Watson-Crick-Basen-Paarungen
analysiert. FUr die Auswahl der “nur Leit-Strang siRNAs” wurde die maximale
Anzahl an G-U-Wobble-Paaren und anderer nicht-Watson-Crick-Basen-
Paarungen innerhalb des 19-Nukleotid langen hybridisierten Bereichs Gber
einstellbare Filter festgesetzt. Dabei wurden maximal sieben nicht-Watson-
Crick-Basen-Paarungen inklusive G-U-Wobble-Paaren zugelassen. Wahlweise
kann Uber eine Filtereinstellung jede 23mer Ziel-Sequenz analysiert werden
oder nur solche mit dem Sequenzmuster AANT?TT nach den sogenannten
Tuschl-Regeln (siehe Einleitung 2.1.4). Unabhdngig von den Einstellungen zum
Auswahlprozess wird jedoch fir die 2-nt 3'-Uberhdnge nach Abschluss der

Analyse im Duplex dTdT angegeben (Abbildung 15).

4] partial palindromic target sites (I: PPIL1 IT: FFPIL1)
nific: ##x&%%®

3EQ I at pos.: 770 3EQ ITI at pos.: 770
G/Ur L.
mBENA AGCUUCTAGAUGACATAGAATGAL AGCUUCTAGATGACATAGALUGAL
ATUCTAUGUCATCTAGALGTT guide II AUTCUATGUCATCTAGAAGTT guide I
(RN R AR (AR N P AR
TTGLAGATCUACTSUATCUTL guide I TTGLAGATCUACTSUATCUTL guide II

Abbildung 15. Ausgabe mit Darstellung der Duplices mit Basen-Paarungen.

Die Ausgabe des Programms liefert grafische und textbasierte
InNformationen zur Position der mdéglichen Oligos relativ zur Ziel-mRNA
(Abbildung 15 und 16). Des Weiteren wird die Beschreibung und Sequenz der
siRNA-Duplices, und die Watson-Crick- und nicht-Watson-Crick-Basenpaar-

Zusammensetzung ausgegeben.

Results from guide-only siRNA selection serwer (Tue Aug 15 D9:44:37 2006)

Copyright 2005 Max Planck Institute for Biophysical Chemistry

Guide-only siRNAs for gene: PPILL (1723 hp)

/U, sum, SEQ_T,SEQ_TT,SEQ_T_pos,5EQ_IT_pos,mRNA_SEQ_I,mRNA_SEQ_IT,guide IT 5'-3",quide_I 3'-5',guide I 5'-3',quide I1 3'-5°
L PPIL1,PPIL1, 318,318, CCAAMGACCUGUAAGRAACUIUUGE , CCAAAGACCUGUAAGAACUUUGE , AAAGUUCUUACAGG UCUUUTT, TTUUUCUGGACAUUCUUGAAL, AAAGUUCUUACAGGUCUUUTT, TTUUUCUGGACAUUC UUGAAR
LPPILL, PPILI, 466,466, IUGAAGAIGAACUUCAUCCAGAC, IUGAAGAUGAACUUCAUCCAGAC , CUGGAIGAAGULCAUCULCTT, TTCUUCUACUUGAAGUAGGUC , CUGGAUGAAGUUCAICULCTT, TTCULCUACUUGAAGLAGGLC

WC, G,
2,7
2,7

37y PPILL,PPILL, 664, 664, ACUCCCAGGACCGLCCUGUGGAT , ACUCCCAGGACCGOCCUGUGGAC , CCACAGGGUGEUCCUGGGATT , TTAGGG UCCUGGCGEGEACACT , CCACAGGGOGEUCCUGGEATT, TTAGGGUCCUGGCGEGACATC
7
7
7
5

2 PPILL,PPILL, 770,770, AGCUUCUAGAUGACAUAGAAGA, AGCUUCUAGAUGACAAGAAUGA, AUUCUAUGUCAUCUAGAAGTT, TTGAAGAUCUACUGUALCUUA, AUUCUAUGUCAUCUASAAGTT, TTGAAGAUCUACUGUALUCULA
,PPIL1,PPIL1,792,792, ACAIGUAAUGCUAARLILLCAIUL, ACAUGUAAUGCUAARILLCAIUL, AUGAAALULAGCAULACAUTT , TTUACAUUACGAUULUARAGLA, AUGARAULUAGCAIUACAUTT, TTUACAULACGALLLAAAGLA

2
2,
:2
2,7,PPILL,PPIL1,1115,1115, CUUGAUGGCUGACAGCCACAGAR, CUUGAUGGCUGACAGCCACAGAA , CUGUGGCUGUCAGCCAUCATT, TTACUACCGACUGUCGEUGUC , CUGUGGCUGUCAGCCAUCATT, TTACUACCGACUGUCGGEUGUC
2,5,PPILL,PPIL1, 1654, 1654, AUACCUAUGUAAUACALIAGAAAC , AUACCUAUGUAALAC AUAGAAAC , IUCUAUGUAUUACAUAGGUTT, TTUGGAUACAULAUGUAUCUL , HUCUAUGUAUUAC AUAGGUTT, TTUGGALACALUAUGLALIC UL

In total 7 guide-only siEMAs were found.

Abbildung 16. Ausgabe ails Liste im CVS-Format zum Import in Tabellenkalkulation
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Die Textausgabe erfolgt in einem durch Kommas getrennten Format
(CSV) und ermdglicht so einen einfachen Import in Tabellenkalkulations-
programme zum nachtréglichen Sortieren und Filtern der Ergebnisse nach

eigenen Kriterien.

4.1.3.2 siRNA-Design und Machbarkeitsstudie

Mit Hilfe des “nur Leit-Strang siRNA"-Selektions-Programms wurde zun&chst
untersucht, ob in einer durchschnittlichen humanen mRNA eine ausreichend
groBe Anzahl stabiler “nur Leit-Strang siRNA"-Duplices zu erwarten ist.

Dozu wurde ein Test-Datensatz von 100 verschiedenen mMRNAS
unterschiedlicher Ladnge im Bereich von 400 bis 000 Nukleotfiden analysiert
(siehe Anhang, Tabelle A-1). Es wurden nur Duplices akzeptiert, die nicht mehr
als sieben nicht-Watson-Crick-Basenpaare enthielten, wobei die Zahl der
nicht-G-U-Wobble-Basenpaare auf funf und die Zahl der G-U-Wobble-
Basenpaare auf sieben beschrénkt wurde. Sequenzen mit Abfolgen von vier
oder mehr Wiederholungen des gleichen Nukleotids wurden ausgeschlossen.
Zur Analyse der dualen “nur Leit-Strang siRNAs” wurde die mRNA-Sequenz
NM_012084 (2348 nt, Glutamat Dehydrogenase 2 (GLUD2) kodierend) als
erste und feststehende Ziel-mRNA gewdhlt und mit dem o.g. Datensatz aus
100 verschiedenen zweiten Ziel-mRNAs nach geeigneten siRNA-Kandidaten
durchsucht.

Partiell selbstkomplementére “nur Leit-Strang siRNAs” wurden in diesem
Datensatz mit einer Haufigkeit von 52 siRNAs pro 1000 Nukleotiden der Ziel-
MRNA gefunden. FUr duale “nur Leit-Strang siRNAs” konnte eine Haufigkeit
von 598+443 (eine Ziel-mRNA) und 358158 (zwei Ziel-mRNAs, eine davon mit
konstanter Lange) pro 1000 Nukleotide der Ziel-mRNA bestimmt werden
(Abbildung 17).

Diese Zahlen belegen, dass der Ansatz grundsatzlich durchfUhrbar scheint.
Es wurden mehr siRNA-Kandidaten identifiziert, als in der Regel experimentell
getestet werden mussen. FUr die experimentelle Analyse wurden Lamin A/C
und Emerin als Ziel-Gene gewdhlt, da diese bereits zuvor in einer Reihe von
Studien mit einer groBen Anzahl von prototypischen siRNAs untersucht wurden
(Elbashir et al., 2001a; Elbashir et al., 2002; Harborth et al., 2001; Harborth et
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al., 2003).
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Abbildung 17. Analyse der Hdaufigkeit von “nur Leit-Strang siRNA” Ziel-Sequenzen
innerhalb einer Zusammenstellung von 100 verschiedenen mRNAs. Die Graphen
zeigen die Anzahl von siRNA-Duplices als eine Funktion der Ladnge der ausgewdhlten
siRNAs. Die Datenpunkte wurden mit einer linearen oder exponentiellen Gleichung
beschrieben und das BestimmtheitsmalB (R2) fUr die Plots angegeben. Es wurden
Duplices mit bis zu maximal sieben nicht-Watson-Crick-Basenpaarungen analysiert.
Rote Punkte représentieren die Datenpunkte der Lamin A/C mRNA. Der grine Punkt
markiert den Datenpunkt der Emerin mRNA. (C) Die erste mRNA-Sequenz mit einer
Ladnge von 2348 bp wurde konstant gehalten, wahrend fUr die zweite mRNA Sequenz
ein Satz von 100 verschiedenen mRNAs eingesetzt wurde (Abb. aus Hossbach, 2006

verandert).
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4.1.3.3 Knockdown von Lamin A/C durch partiell selbstkomplementdre “nur

Leit-Strang siRNA”-Sequenzen

Zunéchst wurden partiell selbstkomplementdre 18- oder 19-nt Abschnitte
innerhalb der humanen Lamin A/C mRNA identifiziert. Duplices mit einer
doppelstrangigen Region von 18 bp und einem 3 nt langen Uberhang am 3'-
Ende wurden aus folgendem Grunde in die Analyse mit einbezogen: Javier
Martinez (Martinez et al., 2002) konnte in HelLa Zellen nach Transfektion von
einzelstrangiger Leit-siRNA, die gegen Lamin A/C gerichtet war, eine
signifikante Reduktion von Lamin A/C nachweisen. Eine genauere Analyse
der siRNA-Sequenz zeigte, dass diese partiell selbstkomplementdr war und
potentiell eine Duplex-Struktur wie in Abbildung 18-A dargestellt bilden
kdnnte. Es sollte darum untersucht werden, ob diese Struktur eventuell
generell geeignet ist, Duplices zu bilden und einen Knockdown zu vermitteln.

Zur ldentifikation der siRNAs wurde eine modifizierte, lokale Version des
“nur Leit-Strang siRNA"-Selektions-Servers verwendet. Das Programm
unfersucht alle 18- und 19-nt Antisense Segmente innerhalb der
eingegebenen Ziel-mRNA-Sequenz auf partielle Selbstkomplementaritat,
wdahrend eine Filterfunktion die StabilitGdt der potentiellen siRNA-Duplices
konftrolliert. Obwohl der Einfluss von nicht-Watson-Crick Basen-Paarungen auf
die Duplexstabilitat bereits untersucht wurde (Mathews et al., 1999), sind doch
die Parameter und Regeln zur verl@sslichen Vorhersage der Duplexstabilitét
bei Basenfehlpaarungen unvollstindig. Darum wurde die Duplexstabilitat
experimentell Uberpruft.

Es wurden die partiell selbstkomplementéren Leit-siRNA-Strdnge und auch
die komplementéren Passagier-Strdnge entsprechend den Positionen 16, 94,
447 und 608 relativ zu dem ersten Nukleotid des Startkodons der Lamin A/C
MRNA synthetisiert. Die vorhergesagten Strukturen der hybridisierten
selbstkomplementéren Sequenzen sind in Abbildung 18-A dargestellt.

Alle siRNAs wurden 5’-phosphoryliert synthetisiert. Die prototypischen
Passagier/Leit siRNA-Duplices und die “nur Leit-Strang” selbstkomplementdren
siRNA-Duplices wurden in humane Hela SSé Zellen ftransfiziert. Ein

prototypischer siRNA-Duplex (GL2) gegen Photinus pyralis Luziferase diente als
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Negativkontrolle (Elbashir et al., 2001a).
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Abbildung 18. Knockdown von Lamin A/C mit partiell selbstkomplementdren “nur
Leit-Strang siRNAs”. (A) Sequenz und Struktur der vorhergesagten partiell
selbstkomplementdren siRNA-Duplices. (B) Indirekte Immunfluoreszenz von Hela Zellen
nach Transfektion mit (s/as) prototypischen und (as) palindromischen siRNA-Duplices.
Die Zellen wurden 44 Stunden nach der siRNA-Transfektion mit Lamin A/C Anfikérper
dekoriert. Die DNA wurde mit Hoechst 33342 angefarbt. Die Positionen der siRNA auf
der Lamin A/C mRNA sind linksseitig angegeben. Die beiden linken Spalten zeigen
Zellen, die mit prototypischen siRNAs (s/as) transfiziert wurden, die beiden rechten
Spalten zeigen die mit “nur Leit-Strang siRNAs” tfransfizierten Zellen. (C) Western Blot
Analysen von Hela Zellen nach Transfektion mit partiell selbstkomplementdren siRNAs.
44 Stunden nach der siRNA-Transfektion wurden Zellextrakte gewonnen und in einer
SDS-PAGE aufgetrennt. Die Detektion erfolgte mittels spezifischer Antikérper gegen
Lamin A/C und Vimetin. Die unsperzifische GL2 siRNA diente als Negativkontrolle und
die nicht-phosphorylierte Lamin A/C siRNA als Postivkontrolle. Eine Reduktion von
Lamin A/C wurde sowohl nach Transfektion der prototypischen als auch der “nur Leit-
Strang siRNAs”, die gegen die Regionen 608, 16 und 447 gerichtet waren,
beobachtet. (D) Quantitative Western Blot Analysen von Hela Zellexktrakten nach
Transfektion mit prototypischen und “nur Leit-Strang siRNAs”. Die Western Blots wurden
detekfiert wie in (C) beschrieben und mittels eines Lumineszenz-Lesegerates
ausgelesen. Die gezeigten Werte wurden mit Vimentin standardisiert und mit der als
100% definierten GL2 Negativkontrolle normalisiert. (E) Analyse der siRNA-Duplex
Bildung mittels nativer Agarose-Gelelektrophorese. “nur Leit-Strang siRNAs” (as) und
hybridisierte prototypische (s/as) siRNAs wurden auf einem 4%igen Nusieve Agarose-
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Gel aufgetrennt. Die Mobilitadt der Duplex (dsRNA) und der einzelstréngigen oder
RUckfaltungs siRNA  (sSRNA) sind gezeigt. Die Banden wurden nach
Ethidiumbromidfdroung durch UV-Licht visualisiert und digital invertiert (Abb. aus
(Hossbach et al., 2006) verandert).

Die Reduktion des Lamin A/C Proteins wurde 44 Stunden nach der
Transfektion mittels indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie und Lamin A/C
spezifischer Antikérper untersucht. Alle prototypischen siRNAs und drei von vier
“nur Leit-Strang siRNAs” bewirkten einen Knockdown des Lamin A/C Gens
(Abbildung 18-B).

Die Passagier/Leit siRNA und “nur Leit-Strang siRNAs” gerichtet gegen
Position 16 oder 608 waren gleichermaBen effektiv, wahrend fir Position 447
die “nur Leit-Strang siRNA" etwas effektiver war als die entsprechende
prototypische siRNA. Die selbstkomplementdre gegen Position 94 gerichtete
SIRNA war vollkommen inaktiv, wdhrend die prototypische siRNA zu einer
signifikanten Reduktion des Lamin A/C Proteins fUhrte, vergleichbar mit der
potenten prototypischen oder selbstkomplementdren “nur Leit-Strang siRNA”
gegen Position 608.

Die mittels indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie = gemachten
Beobachtungen wurden auf quantitative Weise durch Western Blot Analysen
mit Extrakten von transfizierten Hela SSé Zellen bestatigt (Abbildung 18-C). Die
Lellextrakte wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Nitrozellulose-
Membran geblottet und mit Antikdrpern gegen Lamin A/C und Vimentin
entwickelt. Der Nachweis des Proteins Vimentin diente als Ladekontrolle und
zur Normalisierung der durch die Western Blot Analyse erhaltenen
quantitativen Daten. Das Western Blot-Signal nach ECL-Entwicklung wurde mit
einem Lumineszenz-Lesegerdt detektiert. Die Zielpositionen 608, 16 und 447
zeigten ein vergleichbares Knockdown-Niveau fur prototypische und partiell

selbstkomplementére “nur Leit-Strang siRNAs”. Die gegen Position 94
gerichtete “nur Leit-Strang siRNA" war ineffektiv, wihrend die entsprechende
prototypische siRNA zu einem mittelstarken Knockdown fUhrte.

AbschlieBend  wurden die  siRNAs  mittels  nativer  Agarose-
Gelelekirophorese  untersucht  (Elbashir et al., 2002). Alle partiell
selbstkomplementdren siRNAs zeigten eine Bande vergleichbar der

elekirophoretischen Mobilit&t der vollkommen basengepaarten



4. ERGEBNISSE 92

prototypischen siRNA-Duplices. Zwei der vier partiell selbstkomplementéren
SiRNAs zeigten zusatzlich noch eine zweite Bande schnellerer Mobilitat,
welche vermutlich der zuvor beschriebenen, in etwa 10 bp langen,
konkurrierenden Haarnadelrickfaltungsstruktur entspricht (Abbildung 18-E). Es
konnte keine offensichtliche Korrelation zwischen der Duplex-Struktur und der
Akfivitat der siRNA gefunden werden.

Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass mittels “nur Leit-Strang siRNA”
Duplices, die aus zwei identischen einzelstrdngigen RNA-MolekUlen bestehen,
ein Knockdown in einer generellen und effektiven Art und Weise erreicht

werden kann.

4.1.3.4 Knockdown von Lamin A/C durch duale siRNA-Duplices aus zwei
unterschiedlichen partiell komplementaren “nur Leit-Strang siRNA”-

Sequenzen

Mit der Selektfionssoftware wurden siRNA-Duplices identifiziert und
ausgewdhlt, die aus zwei nicht palindromischen Strdngen bestehen, welche
vollstandig komplementér zu zwei verschiedenen Regionen der Lamin A/C
Ziel-mRNA und partiell komplementdr zueinander waren. AnschlieBend
wurden diese siRNAs, as?3/as402 und as880/as1348, synthetisiert, in Hela
Zellen transfiziert und die Knockdown-Effizienz mit den korrespondierenden
prototypischen siRNA-Duplices (s/as) oder den ungepaarten einzelstrngigen
Leit siRNA-Strdngen (as) verglichen. Die beiden ausgewdhlten “nur Leit-Strang
siRNA"-Duplices enthielten sechs nicht-Watson-Crick-Basenpaare inklusive GU-
Wobble-Paare (Abbildung 19-A). Die Bildung der siRNA-Duplices wurde nach
der Hybridisierung der siRNA-Strdnge wie zuvor beschrieben durch native
Agarose-Gelelekirophorese Uberpruft und bestatigt.

Der Gen-Knockdown wurde durch indirekte Immunfluoreszenz untersucht
und durch quantitative Western Blot Analysen bestatigt (Abbildung 19-B und
C). Beide “nur Leit-Strang siRNA"-Duplices reduzierten die Expression des
Lamin A/C Proteins um 70 bis 80% (vergleichbar den prototypischen siRNAs),
wahrend die Leit-siRNA Einzelstrdnge eine geringere Reduktion von Lamin A/C
um 50% oder weniger bewirkten.

Diese Daten belegen die DurchfUhrbarkeit des neuen siRNA-Design
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Abbildung 19. Knockdown von Lamin A/C durch siRNA-Duplices, welche aus zwei
unterschiedlichen, partiell komplementaren Leit siRNA Sequenzen bestehen. (A)
Sequenz und Struktur der partiell komplementdren siRNA-Duplices. (B) Unter-
suchungen mittels indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie wurden 44 Stunden nach
der siRNA-Transfektion durchgefUhrt. Die DNA wurde mit dem Farbstoff Hoechst 33342
visualisiert. (C) Quantitative Western Blot Analyse 44 Stunden nach siRNA Transfektion.
Die Balkengrafik zeigt die relativen Werte der verbleibenden Menge an Lamin A/C
Protein, standardisiert mit Vimentin, und normalisiert zu GL2 Konftroll-siRNA
behandelten Zellen. (D) Analyse der einzelstrdngigen Passagier (s) und Leit (as) siRNA,
und von siRNA-Duplices durch native Agarose-Gelelektrophorese. ds - Doppelstrang,
ss - Einzelstrang (Abb. aus Hossbach, 2006 verédndert).

4.1.3.5 Gleichzeitiger Knockdown zweier unterschiedlicher Gene durch
duale siRNA-Duplices, die sich aus zwei unterschiedlichen partiell

komplementaren Leit-siRNA Sequenzen zusammensetzen

Im n&chsten Schritt wurde untersucht, ob es moglich ist, mit einem dualen
“nur Leit-Strang siRNA"-Duplex gleichzeitig die Expression zweier Gene zu

unterdricken. Mit dem siRNA-Selektionsprogramm wurden siRNAs ausgewdahlt,
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die sowohl gegen Lamin A/C als auch gegen das mit Lamin A interagierende
Protein Emerin gerichtet waren. Beide Gene sind nicht essentiell in HeLa SSé
Lellen (Elbashir et al.,, 2001a; Harborth et al, 2001). Ein Duplex wurde
ausgewdhlt, welcher aus dem lamin-spezifischen Leit-siRNA-Strang as778-L
und dem emerin-spezifischen Leit-siRNA-Strang as569-E  besteht. Die
vorhergesagte Struktur enthielt sieben Basenfehlpaarungen inklusive zwei G-U-
Wobble-Basenpaaren (Abbildung 20).

Die Knockdown Effizienz der prototypischen siRNA-Duplices und der
einzelstrangigen siRNAs wurde mittels indirekter Immunfluoreszenz und mit
qualitativer Western Blot Analyse bestimmt (Abbildung 20-B und C). Der
Knockdown des prototypischen siRNA-Duplex 778-L war effektiv und
verbunden mit einer ins Zytoplasma verlagerten Lokalisierung von Emerin.
Dieser Effekt wurde schon zuvor in anderen siRNA Knockdown Studien
beschrieben (Harborth et al., 2001). Die Emerin Expression wurde mittels des
prototypischen siRNA-Duplex 569-E spezifisch reduziert. Die Transfektion der
einzelnen Leit-Strange alleine fUhrte zu keinem Knockdown. Die duale siRNA
as/778-L/as569-E war etwa gleich effektiv wie die der individuellen
prototypischen siRNAs. Um quantitative Aussagen beziglich der Knockdown
Effizenz machen zu kdnnen, wurde ein sogenannter ,,oranched DNA (bDNA)
Assay* (Collins et al., 1997) zur Bestimmung der verbleibenden mRNA-Menge
durchgefUhrt (Abbildung 20-D).

Wiederum konnte durch nafive Agarose-Gelelektrophorese nach der
Hybridisierung der Einzelstringe eine Duplexbildung nachgewiesen werden
(Abbildung 20-E). Es wurden zwei weitere duale siRNAs Duplices getestet und
mit dem bDNA-Assay untersucht. Duplex as78-L/asé27-E reduzierte die Emerin
Expression um 50% und Lamin A/C Expression um 90%. Duplex as574-L/as495-E
reduzierte nur die Lamin A/C Expression um 25% (Daten nicht gezeigt).

Diese Ergebnisse zeigen, dass es moglich ist, potente duale siRNA-Duplices
zu finden, die gleichzeitig und sperzfisch die Expression von zwei

verschiedenen Genen unterdricken.
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Abbildung 20. Simultaner Knockdown von Lamin A/C und Emerin durch duale “nur
Leit-Strang siRNA”-Duplices. (A) Sequenz und Struktur der dualen siRNA-Duplices. FUr
die Analyse durch indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie wurden die Zellen mit
Antikérpern gegen Lamin A/C und Emerin gefdrbt. (C) Western Blot Analysen mit
Extrakten von siRNA fransfizierten Zellen. (D) Quantitative Analyse der Lamin A/C und
Emerin mRNA-Mengen in Zellen, welche mit dualen siRNAs transfiziert worden waren.
SIRNAs wurden fransient in HelLa SSé Zellen transfiziert und die mRNA-Mengen von
Emerin und Lamin A/C 48 Stunden nach der Transfekfion mittels branched DNA Assay
analysiert. Die dargestellten Werte wurden mit Actin mRNA standardisiert, die aus den
Knockdown-Zellen isoliert wurde. Die Daten wurden anschlieBend mit den mRNA-
Mengen aus den GL2-siRNA transfizierten Zellen normalisiert. (E) Analyse der
einzelstrngigen Passagier (s), Leit (as) und siRNA-Duplices durch native Agarose-
Gelelektrophorese (Abb. aus Hossbach, 2006 verdndert).
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4.1.4 Chemische Synthese von siRNAs

Zu Beginn dieser Arbeit waren kommerziell erhdltliche, chemisch
syntheftisierte  siRNAs noch sehr teuer. Darum wurden die SsiRNA-
Oligonukleotide zund&chst im Labor mit der klassischen chemischen Synthese
nach der TBDMS-(tert-Butyldimethylsilylshutzgruppe) Methode synthetisiert
(siehe Abschnitt 2.2.2). Die Synthesen wurden mit einem Expedite DNA/RNA-
Synthesizer durchgefUhrt. Mit  diesem System konnten zwei SiRNA-
Oligonukleotide  parallel  synthetisiert werden. Die anschlieBenden
EntschUtzungs- und Aufbereitungsschritte bendtigten etwa zwei Arbeitstage
inklusive einer zeitaufwendigen Gelaufreinigung.

Mit der TBDMS-Methode wurde eine relativ geringe Produktausbeute
erreicht. Dies beruht auf den im Folgenden genannten Faktoren: Zum einen
kommt es durch sterische Hinderung der TBDMS-Schutzgruppe zu einer
reduzierten Effizienz bei den einzelnen Kopplungsschritten, was in einer
Kopplungseffizienz von etwa 95% resultiert. Ein weiteres Problem liegt in der
partiellen alkalischen Hydrolyse in wassriger, amoniakhaltiger Losung nach
dem Entfernen der 2'-TBDMS-Schutzgruppe. Infolge der alkalischen Hydrolyse
treten verkUrzte Formen des Hauptsyntheseproduktes auf. Diese mUssen durch
einen separaten Gelaufreinigungschritt aus dem RNA-Oligonukleotid-
Gemisch entfernt  werden. Die aufgereinigten Vollldngenprodukte
reprasentierten dabei nur 20% der gesamten Syntheseprodukte. Um eine
ausreichende Menge an aufgereinigtem Produkt zu erhalten, wurden
deshalb alle Synthesen im 1 ymol MaBstab ausgefuhrt. Die Ausbeute lag bei
diesem SynthesemaBstab bei ca. 500 upg (70 nmol) eines 21-nt RNA-
Oligonukleotids.

Zur Synthese einer gréBeren Anzahl von siRNA-Duplices innerhalb eines
kurzen Zeitraumes war die TBDMS-Methode somit nicht geeignet. Darum
wurde nach alternativen Synthesemethoden gesucht. Zeitgleich mit dem
Beginn dieser Arbeit wurde bei Dharmacon Research (Lafayette, USA) die
ACE-RNA-Synthese-Methode entwickelt. Diese Methode ermdéglichte einen
deutlich beschleunigten Herstellungsprozess. Aus diesem Grunde wurde die
ACE-Methode in unsererm Labor - weltweit erstmals auBerhalb der

Entwicklerfirma - eingesetzt. Bis auf Amidite mussten alle fUr die ACE-Methode
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spezifischen Reagenzien, selbst hergestellt werden. FUr die Synthese nach der
ACE-Methode kam ein von Dharmacon Research umgebauter ABI 394-
DNA/RNA Synthesizer (Applied Biosystems) zum Einsatz. Bei diesem Gerat
wurden die aus Glas bestehenden Druckminderer entfernt und alle Leitungen
durch Teflonleitungen mit verdndertem Durchmesser ersetzt. Durch diese
Modifikationen wurde die notwendige Flussgeschwindigkeit fOr die
Reagenzien gewdhrleistet. Mit diesem Gerat konnten vier Synthesen parallel
durchgefUhrt werden. Durch die parallele Synthese von vier RNA-
Oligonukleotiden, kuUrzere Synthesezyklen, einen deutlich geringeren
Arbeitsaufwand bei den Entschitzungsschritten und die nicht erforderliche
Gelaufreinigung erlaubte die ACE-Methode einen deutlich hdéheren
Durchsatz (sieche Tabelle 11). Durch Abwandlung des von Dharmacon
beschriebenen Protokolls konnte der Zeitaufwand fUr den Bediener weiter

verringert werden.

Tabelle 11. Vergleichende Darstellung des Zeitaufwandes fir die TBDMS- und ACE-
Methode zur RNA-Synthese.

Arbeitsschritt TBDMS-Methode ACE-Methode
Entfernen der 5'Hydroxylschutzgruppe  ¢o Sekunden 35 Sekunden
Aktivierung der Kopplung 13 Minuten 90 Sekunden
Blockieren nichtreagierter OH-Gruppen 30 Sekunden 30 Sekunden
Oxidation 30 Sekunden 45 Sekunden
Aufarbeitung 16 bis 24 Stunden 4 Stunden

+ Extraktion + Prazipitation

+ Prazipitation

+ Gelaufreinigung

So wurden zur Entfernung der Phosphatschutzgruppen bis zu sechs
Synthesesdulen durch Adaptoren miteinander verbunden und mittels einer
Peristaltikpumpe  die  Disodium-2-carbamoyl-2-cyanoethylen-1,1-dithiolat-
L&sung durch die Saulen gepumpt, anstatt die Losung mit zwei Einwegspritzen
durch jede einzelne Sdule zu drucken.

Ein weiterer Vorteil der ACE-Methode war die gute Ausbeute aufgrund
eines hohen MaBes an Vollldngenprodukten. Dies erlaubte es, auf eine
Gelaufreinigung der RNA-Oligonukleotide zu verzichten. In der Regel lagen
die Ausbeuten bei der ACE-Methode bei etwa 1,0-1,5 mg (140-210 nmol) pro
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Synthese im 0,2 ymol MaBstab. Im Vergleich zur TBDMS-Methode ergab sich
damit fUr die ACE-Methode eine etwa 10-fach héhere Ausbeute.
Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass die siRNA-Synthese nach
der ACE-Methode aufgrund guter Ausbeuten und eines hohen Durchsatzes
eine geeignete Methode fUr die Erstellung groBer Bibliotheken von chemisch

syntheftisierten siRNAs ist.

4.1.5 Organisation der Sequenzaufbereitung und des siRNA-Synthese-

Prozesses

Mit dem in Abschnitt 4.1.2 beschriebenem Whitehead siRNA-Selektions-
Programm wurden 378 siRNA-Sequenzen gegen 154 RNA-prozessierende
Gene ausgewdhlt und im Hause unter Nutzung von Dharmacon-Chemie
synthetisiert (siehe Abschnitt 2.2.3). Nur Einzelstringe und Duplices, die alle
Qualitatskontrollen ohne Beanstandung durchlaufen hatten, wurden in
zellbasierten Experimenten eingesetzt.

Die Synthese einer groBeren Anzahl siRNAs im Labor erforderte die
Etablierung automatisierter in-silico Prozesse und Strukturen zur Verwaltung der
Sequenzen und des Syntheseprozesses. Zur einfachen, schnellen und
fehlerfreien Abwicklung der in-silico durchgefUhrten Bearbeitung der siRNA-
Sequenzen wurden diese automatisiert. Dies wurde durch in  Perl
Scriptsprache (Wall und Schwartz, 1991) geschriebene Programme realisiert.
Von der 23mer siRNA-Ziel-Sequenz auf der cDNA ausgehend, mussten die
21mer RNA Einzelstrang-Sequenzen fUr den Passagier-Strang und den Leit-
Strang generiert, die 3'-Uberhdnge durch Deoxy-Thymidin ersetzt und die
resultierenden Sequenzen nach spezieller Nomenklatur mit einem Namen
versehen werden.

Es folgten die Umwandlung der Sequenzen in ein fur den RNA-Synthesizer
lesbare Kodierung und in das passende Format in 5'-3" Orientierung, und das
Abspeichern jeder einzelnen Sequenz in einer separaten Datei unter dem
zugeordneten Namen. Zu jedem in den Syntheseprozess gesendeten Satz
siRNA-Sequenzen wurde automatisch ein Formblatt erstellt, welches das
Erstellungsdatum, die siRNA-Sequenzen und deren Namen in einer Liste

darstellte. Des Weiteren enthielt das Formblatt Felder zur Protokollierung des
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Prozesses, von der Synthese der Einzelstrdnge, Uber die verschiedenen
EntschUtzungs-, Aufbereitungs- und Qualitatskontrollschritte,  bis  zum

abschlieBenden Test der Duplex-Bildung.

Hame 2uordnen

23 mer siRHA Jelsequenz (cDHA) ‘

Sequenz: | 5' — ATGARCCRTARTCCTCCTICTIGAT - 3' |

siPHA S equenz und Hame =iRHA Sequenz uikl Hame
fir Sinn-Strang erzeugen fiir Gegensinn-Strang erzeugen

|5'—mm|:nm1rucw|:wcwutt —3'| |5-—|:nmm:cnuunu:wm:tt—3'|

| |

Automatisierung durch Perl-Skripte

| Sequenzen abspeichemn in Datei | Formblatt zum Prozessmamnagment
‘ SAAT.DE ‘ asAAl b |
k. k.

| siRNA Synthese —

!

Aufber eitung

¥
| Qualititskontrolle Einzelstrang {— |UI1-ertmg||u| in Filemaker-D atenbank

!

| Bestimmung der Aushewute I—

!

Hylwidisierung '—

| Qualititskontrolle Doppelstrang '—

Abbildung 21. Flussdiagramm zur siRNA-Sequenz-Prozessierung und Verfolgung des
Syntheseprozesses.

Zur Verwaltung der siRNA-Synthese wurde eine File-Maker Datenbank (File
Maker GmbH, UnterschleiBheim) angelegt. Diese vergibt automatisch fir
jeden synthetisierten siRNA-Strang eine eindeutige Identifikationsnummer, um
Verwechslungen bei notwendigen Re-Synthesen einzelner Stringe
auszuschlieBen. Weiter stellte die Datenbank auf einfache Weise
Informationen bereit, die zur Hybridisierung der Einzelstringe notwendig

waren.
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Die chemische Synthese nach der ACE-Methode in Kombination mit
Strukturen zur Sequenzbearbeitung und geeigneten Mitteln zur Verwaltung
des Prozesses ermdglichte die Bereitstellung einer groBen Anzahl von siRNAs in

kurzer Zeit.

4.2 siRNA-Validierung und funktionelle Genanalyse mittels RNA-

Interferenz

Zu Beginn dieser Arbeit wurden in massenspektrometrischen Analysen
spleiBosomaler Komplexe mehr als 200 co-aufgereingte Proteine identifiziert.
Darunter befanden sich auch eine groBe Anzahl zuvor unbekannter mit dem
SpleiBosom assoziierter Faktoren (Hartmuth et al., 2002; Jurica et al., 2002;
Makarov et al., 2002; Makarova et al., 2004; Rappsilber et al., 2002; Zhou et
al., 2002). Alle identifizierten Proteine k&nnen in drei Hauptgruppen unterteilt
werden: (i) bekannte SpleiBfaktoren, (ii) Proteine die einen Bezug zu anderen
Pr&d-mRNA Prozessierungsereignissen, zu Transkription oder mRNA Export
haben, und (ii) Proteine mit unbekannter Funktion und solche ohne
bekannten Bezug zum Pr&-mRNA SpleiBen oder einem der anderen zuvor
genannten Prozesse.

Da die Rolle, der den Gruppen (i) und (iii) zugeordneten Proteine, beim
Pr&d-mRNA SpleiBen unbekannt war, stellten diese sehr interessante
Untersuchungsobjekte zur funktionellen Charakterisierung mittels RNAi dar.

Im vorhergehenden Kapitel wurden die Grundlagen zur Erstellung einer
SiRNA Bibliothek gegen 154 RNA-prozessierende Faktoren beschrieben. Diese
siRNA Bibliothek wurde in initialen Screens fUr die funkfionelle Genanalyse
eingesetzt. Zu diesem Zweck wurden drei Assays zur siRNA Validierung und zur
funktionellen Genanalyse etabliert: (i) Analyse der Zellproliferation, (i) Analyse
der mRNA-Reduktion durch quantitative Echizeit-RT-PCR und (i) die Analyse
zellularer Indikatoren von SpleiBdefekten mittels indirekter
Immunfluoreszenzmikroskopie und FISH (Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung).

Neben dem Screening-Ansatz wurde RNAI zur KlGdrung von Fragen der U
SNRNA Biogenese, der snoRNA Biogenese und der Proteinkomposition des
minoren SpleiBosoms angewendet.

In allen siRNA Experimenten wurden Negativ- und Positivkontrollen
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eingesetzt. Als Negativkontrolle dienten immer Konftroll-Zellen, die mit einer
SIRNA (siRNA GL2) gegen die Photinus pyralis Luziferase transfiziert wurden. In
einigen Experimenten wurden zusdtzlich unbehandelte Zellen als
Negativkontrolle genutzt. In den meisten Experimenten wurde als
Positivkontrolle eine siRNA (siRNA CT1/q138-1) gegen das hPrp8 Protein
eingesetzt. Das 274 kDa Protein hPrp8, auch p220 genannt, ist eines der
phylogenetisch am hdéchsten konservierten Proteine des Zelkerns und
essentiell fUr die katalytischen Schritte | und Il des Prad-mRNA SpleiBens
(Grainger und Beggs, 2005; Teigelkamp et al., 1995). hPrp8 ist eine
Komponente des U5 sNnRNP (Lossky et al., 1987; Stevens et al., 2001) und des
U4/U6.U5 tri-snRNP (Gottschalk et al., 1999; Stevens und Abelson, 1999;
Teigelkamp et al., 1997). Wegen seiner essentiellen, zentralen Funktion und
der Anwesenheit im Majoren- und Minoren-SpleiBosom (Luo et al., 1999)
schien hPrp8 eine geeignete Kontrolle bei der funkfionellen Analyse von
SpleiBfaktoren zu sein. Vorversuche zeigten, dass diese siRNA die Ziel-mRNA-
Menge um ca. 90% reduziert.

In der Regel wurden zun&chst zwei bis vier siRNAs pro Ziel-Gen getestet.
Dies erfolgte aus zwei Grunden: Zum einen fGhrt nicht jede ausgewdhlte
siRNA-Sequenz zu einem effektiven Gen-Knockdown. Zum anderen kann eine
ausreichende Sperzifitdt der siRNAs dadurch bestatigt werden, dass die
Transfektion von verschiedenen siRNAs gegen die gleiche Ziel-mRNA zum
gleichen Phé&notyp fuhrt (siehe Abschnitt 2.1.5).

Der Analysezeitpunkt jedes RNAi Experimentes hdangt von der
verwendeten Nachweismethode ab. Die mRNA-Reduktion wurde bereits 24
Stunden nach der siRNA-Transfektion analysiert, da der durch siRNA
vermittelte Gen-Knockdown die mRNA angreift und der mRNA-Abbau ein
schneller Prozess ist. Die Auswirkungen auf die Proteinmenge hdngen von der
Halbwertszeit und dem zelluldren Vorrat des Ziel-Proteins ab. Von der
Reduktion der Proteinmenge hangt wiederum das Auftreten von Knockdown
Phdnotypen ab. Bei den untersuchten Proteinen wurden funktionelle
Analysen in der Regel 48 Stunden nach Transfektion durchgefthrt, da die
Zellen noch vital waren und andererseits die Knockdown Phdnotypen bereits
deutlich ausgepragt waren. FUr die untersuchten Gene zeigte sich im

Lellproliferationsexperiment der Zeitpunkt 72 Stunden nach Transfektion als
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besonders geeignet. Zu diesem Zeitpunkt hat die Zellzahl-Reduktion nach
Knockdown eines essentiellen Faktors bereits die maximale Ausprdgung

erreicht.

4.2.1 Etablierung des Zellproliferations-Assays mit HeLa $Sé Zellen nach

Depletion zelluldarer Proteine mittels RNA-Interferenz

Die Depletion zelluldrer Proteine mittels spezifischer siRNAs kann das
Zellwachstum beeinflussen. Das Ergebnis eines solchen Experimentes gibt
somit einen ersten Hinweis auf die Bedeutung des Proteins fUr die Zelle
und/oder auf die Effizienz der eingesetzten siRNA.

Im Verlauf dieser Arbeit wurden drei verschiedene Methoden und zwei
verschiedene Plattenformate fUr die Analyse des Zellwachstums nach siRNA
vermittelter Depletion von RNA-prozessierenden Proteinen eingesetzt.

Zur DurchfUhrung der Zellproliferationsexperimente wurde in jede Kavitat
einer Zellkulturplatte die gleiche Anzahl adhdrent wachsender Hela S$Sé
Zellen ausplattiert und wie im Abschnitt 3.2.6.1 beschrieben mit siRNAs
transfiziert. Als Negativkontrolle dienten unbehandelte Zellen (WT) und mit GL2
Kontroll-siRNA transfiziert Zellen. Als Positivkontrolle wurden siRNAs (siRNA
CT1/q138-1) gegen das hPrp8 Protein eingesetzt.

Die einzelnen siRNA-Transfektionen wurden jeweils im Triplikat oder im
zweifachen Duplikat durchgefGhrt.

72 Stunden nach der siRNA-Transfektion wurde die Zahl lebender Zellen
mittels drei verschiedener Methoden direkt oder indirekt bestimmt (siehe
Abschnitt 3.2.6.4).

(i) Direkte Bestimmung der Zahl lebender Zellen im 24 oder 96 Kavit&ten-
Format mit dem CASYcounter TT (Scharfe System, Reutlingen). Dazu wurden
die Zellen durch Trypsin vom Boden der Kavitéten geldst, ein Aliquot der Zellen
entnommen und die Zellzahl durch direkte Z&hlung mit dem CASYcounter TT
bestimmt.

(i) Indirekte Bestimmung der Zahl lebender Zellen durch einen
kolorimetrisches MTS Assay im 96 Kavitdten-Platten Format. Die Tetrazolium
Verbindung MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-

(4-sulfophenyl)-2H-tetra-zolium, inner salt] wird in lebenden Zellen durch eine
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Dehydrogenase in ein Formazan Produkt reduziert. Diese st in
Zellkulturmedium 1&slich und fuhrt zu einer Blaufdrbung des Mediums. Die
Absorption kann direkt in Mikrotiterplatten gemessen werden und ist in einem

bestimmten Bereich direkt proportional zur Zellzahl.

220
O CASY Counter 24
2004 B CASY Counter 96 unehandal
1804 B MTS96
g 1804 O Cell Sereen 95
5 140 4
o 120 SiRNA
2 100 4 GL2
E 80
@ B0
—
40
24 SiRMA
D__
unbe- GL2 Prpg PRRFY
handelt [PRPF&)
Fielprotein

Abbildung 22. Kontrollen und Normalisierung der Proliferationsexperimente. Hela SSé
Zellen wurden entweder mit siRNAs gegen hPrp8 oder Luziferase transfiziert oder
blieben unbehandelt. (A) Vergleich der Ergebnisse, die mit vier veschiedenen
Methoden (CASY Counter, MTS Assay, Cell Screen) bzw. Plattenformaten (24 und 96
Kavitdten) gewonnen wurden. 72 Stunden nach der Transfekfion wurde die Zellzahl
bestimmt. Die Transfektion mit einer unspezifischen siRNA, die kein Ziel in HelLa Zellen
hat, reduziert das Zellwachstum. Dies geschieht aufgrund des toxischen Einflusses des
Transfektionsreagenzes in Kombination mit siRNA. Die unspezifische siRNA wurde
genutzt um die Zellzahl nach siRNA vermittelten Knockdown zu normalisieren. Die
SIRNA gegen hPrp8 fUhrte zum Absterben der Mehrzahl der transfizierten Zellen.
Darum wurde diese siRNA als Positivkontrolle eingesetzt. (B) Phasenkontrast-
aufnahmen von unbehandelten Hela SSé Zellen und von Zellen 72 Stunden nach
Transfektion mit siRNA gegen hPrp8 Protein oder Leuchtkd&fer-Luziferase Protein. Der
Knockdown von hPrp8 fUhrte zu einer Induktion von Apoptose in den meisten Zellen.

(i) Relative Bestimmung der Zellzahl im 96 KavitGten-Format. Diese
erfolgte mittels Analyse der durch adhdrent wachsende Zellen bedeckten
Fldche des Kavitdtenbodens mit dem CellScreen Hochdurchsatz-Mikroskop
(Innovatis, Bielefeld). Die CellScreen Einheit besteht aus einem Autofokus
Phasenkontrast-Mikroskop,  automatischem  Objekttisch,  automatischer
Bildanalysesoftware und angegliederter Datenbank. Aufgrund der nicht-
invasiven Analyse-Technik konnten die gleichen Zellen in einer Zeitreine 24, 48

und 72 Stunden nach der Transfektion untersucht werden.
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Zur Auswertung wurde fUr jeden Knockdown die Anzahl lebender Zellen
bzw. die bedeckte Fldche mit dem Wert aus der Luziferase Kontroll-
Transfektion normalisiert. Die Resultate wurden je nach Stdrke des negativen
Einflusses auf das Zellwachstum als ,stark”, ,mittel*, ,,schwach® oder ,kein

negativer Einfluss* klassifiziert.

Tabelle 12. Klassifizierung des negativen Einflusses auf das Zellwachstum durch siRNA
vermittelte Protein-Depletion. Negativkontrolle: siRNA gegen Luziferase (siRNA GL2)
entspricht 100% lebende Zellen, Positivkontrolle: siRNA gegen hPrp8 (siRNA CT1/q138-
1) entspricht 16-36% (MTS Assay, CASY Counter) lebende Zellen. In Abhdngigkeit von
der Sensitivitat der verwendeten Methode variieren die Klassengrenzen.

CASY Counter MTS Assay CellScreen
24 v. 96 Kavitaten 96 Kavitéten 96 Kavitaten
stark < 40% < 40% < 55%
mittel >40% < 65% >40% < 65% >55% < 70%
schwach >65% < 80% >65% < 90% >70% < 85%
kein >80% >90% >85%

Die mit dem CASY Counter im 24 Kavitdten-Platten Format erhaltenen
Werte wurden als Referenz genutzt und die Klassengrenzen fur die beiden
anderen Methoden entfsprechend angepasst. Jede Reduktion der Zahl
lebender Zellen auf weniger als 40% (Messung mit CASY Counter TT oder MTS
Assay) bzw. 55% (Messung mit CellScreen) wurde als ein stark hemmender
Einfluss eingestuft (Tabelle 12). FUr die betreffenden depletierten Proteine
wurde deshalb eine essentielle Funktion angenommen. Nach der Depletion
des essentiellen Proteins hPrp8 verbleiben noch ca. 20% lebende Zellen im
Vergleich zur GL2 Kontrolle (CASY Counter). Diese resultieren vermutlich vor
allem aus der nicht 100%igen Transfektionseffizienz. Vorversuche zeigten, dass
von ca. 5% nichi-fransfizierten Zellen in der Startpopulation ausgegangen
werden muss.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass mit den unterschiedlichen
Methoden fUr einen kleinen, mittleren und groBen Probendurchsatz
vergleichbare Ergebnisse zu erzielen sind. Zellwachstumsuntersuchungen
nach siRNA vermittelter Protein-Depletfion erlauben Phdnotypen einer stark
verminderten Zellzahl zu identifizieren, und so direkte RUckschlUsse auf die
Effizienz der eingesetzen siRNA bzw. auf die Bedeutung des Ziel-Gens fUr das

Uberleben der Zelle oder fUr die Zellteilung zu ziehen.
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4.2.2 Auswirkungen auf das Wachstum von Hela $S86 Zellen nach Depletion

RNA-prozessierender Faktoren mittels RNA-Interferenz

Ein Screen mit 378 siRNAs gegen 154 RNA-prozessierende Faktoren (siehe
Anhang, Tab. A-2) sollte im Zellproliferationsexperiment erste Hinweise auf die
Effizienz der ausgewdhlten siRNAs und auf die Bedeutung der Ziel-Gene fUr
die Zelle geben.

Die gleiche Anzahl adhdrent wachsender Hela SSé Zellen wurde in jede
Kavitét einer Zellkulturplatte im 24 oder 96 Kavitdten-Format ausplattiert und
nach 24 Stunden mit spezifischen siRNAs gegen RNA-prozessierende Faktoren
transfiziert. Negativkontrolle und Posifivkontrolle wurden wie beschrieben
eingesetzt. 72 Stunden nach der siRNA-Transfektfion wurde die Anzahl
lebender Zellen bzw. die von adhdrent wachsenden Zellen bedeckte Fldche
mit einem CASY Counter, dem MTS-Assay oder einem CellScreen bestimmt
(siehe 3.2.6.4). Die Werte wurden mit der Zellzahl der GL2 siRNA behandelten
Kontroll-Zellen normalisiert und anschlieBend klassifiziert (siehe 3.2.6.4). In
Tabelle 13-A sind die Proteine aufgelistet, deren siRNA vermittelte Depletion

einen stark negativen Effekt auf das Zellwachstum zeigte.

Tabelle 13-A. Identifizierung von Faktoren, die essentiell fur die Zellproliferation sind.
Hela SSé Zellen wurden mit 378 spezifischen siRNAs gegen 154 verschiedene Proteine
transfiziert, die in Aufreinigungen spleiBosomaler Komplexe identifiziert wurden. Die
Anzahl lebender Zellen in jedem Ansatz wurde 72 Stunden nach der Transfektion
bestimmt und gegen die Anzahl lebender Zellen der Negativkontrolle (siRNA BB1
gegen Luziferase) normalisiert. Als Positivkontrolle wurde eine Transfektion mit einer
SiRNA (CT1/g138-1) gegen den SpleiBfaktor hPrp8 (PRPF8) durchgefihrt, was in einer
starken Reduktion der Zellzahl resultierte. Die Klassifizierung der Zellzahl-Reduktion ist in
Tabelle 12 (Abschnitt 4.2.1) beschrieben. Die aufgefUhrten siRNAs reduzierten die
Anzahl der lebenden Zellen um mehr als 60%-80%, gekennzeichnet mit (++), die mit
(+++) gekennzeichneten siRNAs fUhrten zu einer Reduktion um mehr als 80%. In der
Spalte Experiment Wiederholung (Exp. Wdhlg.) ist die Anzahl unabhdngig
durchgefuhrter Experimente angegeben.

Name Offizieller
Gruppe Name des Proteins Prgti?ns 'I\Emzni? siRNA Reduktion. V\/deh%.
(alias) Gens

Sm Proteine SNRPB ql42-1 ++++ 2
SNRPB ql42-2 +++ 2
SNRPD1 q144-2 +++ 2
SNRPD2 q143-2 +++ 2
SNRPF q145-1 +++ 2
SNRPF q145-2 +++ 2
SNRPC 093-2 +++ 2
17S U2 snRNP SF3a66 SF3A2 g033-1 ++++ 1
SF3b155 SF3B1 036-2 ++++ 1
SF3b155 SF3B1 q036-1 +++ 1
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Name Offizieller
Gruppe Name des Proteins Prgt?e?ns ﬁsmzn?r? SiRNA Reduktion. V\'/deh%_
(alias) Gens
17S U2 snRNP SF3bl4a SF3B14 AS4 ++++ 1
SF3bl4a SF3B14 AS5 ++++ 1
SF3bl4a SF3B14 AS1 +++ 1
SF3bl4a SF3B14 AS2 +++ 1
SF3bl4a SF3B14 AS6 +++ 1
SF3b14b PHF5A BL3 +++ 1
SF3b10 SF3B5 BK4 +++ 1
17S U2 verwandte hPRP43 DHX15 099-1 +++ 1
SPF30 SMNDC1 q039-2 +++ 1
hPRP5 DDX46 BT3 +++ 2
A Proteine CDC2L2 CDC2L2 g051-1 +++ 2
CDC2L2 CDC2L2 q051-2 +++ 2
CDC2L2 CDC2L2 q051-3 +++ 2
SF4 SF4 q133-2 ++++ 1
SR Proteine SF2 ASF SFRS1 q149-2 +++ 1
SRp55 SFRS6 q085-2 ++++ 2
SC35 SFRS2 SFRS2 q151-1 +++ 1
SC35 SFRS2 SFRS2 q151-2 +++ 1
SR verwandte Proteine SRm300 SRRM2 q082-1 +++ 1
us 220K hPrp8 PRPF8 qﬂé_’l R 2
220K hPrp8 PRPF8 CT2 +++ 1
220K hPrp8 PRPF8 CT3 +++ 1
220K hPrp8 PRPF8 CT4 +++ 1
200K hBRR2 ASCC3L1 q130-2 ++++ 1
116K hSNU114 EFTUD2 AK1 ++++ 1
116K hSNU114 EFTUD2 AK10 +++ 1
116K hSNU114 EFTUD2 AK2 +++ 1
116K hSNU114 EFTUD2 AK3 +++ 1
116K hSNU114 EFTUD2 AK4 +++ 1
116K hSNU114 EFTUD2 AK5 +++ 1
116K hSNU114 EFTUD2 AK6 +++ 1
116K hSNU114 EFTUD2 AK7 +++ 1
116K hSNU114 EFTUD2 AK8 +++ 1
102K hPrp6 PRP6F AL5 ++++ 1
102K hPrp6 PRP6F AL8 +++ 1
us 15K hDIB1 TXNL4A AH1 +++ 1
15K hDIB1 TXNL4A AH3 +++ 1
15K hDIB1 TXNL4A AH7 +++ 1
52K hLIN1 CD2BP2 AJ2 +++ 1
52K hLIN1 CD2BP2 AJ6 +++ 1
LSm Proteine LSm2 LSM2 CJ2 ++++ 1
LSm2 LSM2 CJ1 +++ 1
LSm4 LSM4 BD2 +++ 1
LSm4 LSM4 BD3 +++ 1
LSm7 LSM7 CN4 +++ 1
LSm8 LSM8 BE4 +++ 1
u4/U6 90K hPrp3 PRPF3 AN4 +++ 1
20K CypH PPIH AT4 +4++ 1
15.5K hSNU13 NHP2L1 CP2 +++ 1
15.5K hSNU13 NHP2L1 CP3 +++ 1
U4/U6.U5 110K hSNU66 SART1 AP4 +++ 1
110K hSNU66 SART1 AP6 +++ 1
65K hSAD1 USP39 AR6 +++ 1
Prp19-CDC5-Komplex CDC5L CDC5L KK1 +++ 2
PRL1 PLRG1 KR1 +++ 2
PRL1 PLRG1 KR2 +++ 2
CCAP2 (hspc148) AD-002 HSPC148 NC1 ++++ 2
Prp19-CDC5 verwandte CRNKL1/hSYF3 CRNKL1 JX1 ++++ 3
PPlase-like 1 PPIL1 PPIL1 KE1 +++ 2
B/B* Proteine matrin 3 MATR3 q066-2 +++ 2
MFAP1 MFAP1 q023-1 ++++ 2
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Name Offizieller
Gruppe Name des Proteins Prgt?;ns Elirr:aneis SiRNA Reduktion. V\I/dehri.g.
(alias) Gens
B/B* Proteine MFAP1 q023-2 +++ 2
IK q028-2 ++++ 2
IK q028-1 +++ 2
fSAP57 SMU1 q018-1 ++++ 2
fSAP57 SMU1 q018-2 ++++ 2
HSPB1 ql129-2 +++ 1
C Proteine Abstrakt DDX41 gq002-2 ++++ 2
KIAA1604 fSAPb KIAA1604 q021-1 ++++ 2
KIAA1604 fSAPb KIAA1604 q021-2 ++++ 2
C Proteine hPRP22 DHX8 060-1 +++ 1
hPRP22 DHX8 q060-2 +++ 1
hPRP22 DHX8 Jul +++ 1
hPRP17 CDC40 q059-2 +++ 1
hSLU7 SLU7 q038-1 ++++ 1
hSLU7 SLU7 q038-2 +++ 1
AAH05870 MGC4238 MORG1 q104-2 +++ 2
TIP-49 RUVBL1 q042-1 +++ 2
TIP-49 RUVBL1 q042-2 ++++ 2
NOSIP NOSIP q070-1 +++ 2
PNN q073-1 +++ 1
PNN q073-2 +++ 1
RNPS1 qo77-1 +++ 1
RNPS1 q077-2 +++ 1
ACIN1 q049-2 +++ 1

Tabelle 13-B. siRNAs, welche die Zellzahl mittelstark oder schwach beeinflussten. Die
aufgefUhrten siRNAs reduzierten die Anzahl der lebenden Zellen um ca. 35%-60% (++)

oder um ca. 15%-35% (+) (siehe Tabelle 12, Abschnitt 4.2.1).

Name Offizieller
Gruppe Name des Proteins Prgt?e?ns Nﬁumrﬁadnes SiRNA Reduktion. WEd)LpIg
(alias) Gens

Sm Proteine SNRPD2 q143-1 + 2
SNRP70 q091-1 ++ 2

SNRP70 q091-2 ++ 2

SNRPA q092-2 + 2

SNRPC g093-1 + 2

17S U2 snRNP SF3a120 SF3A1 q031-1 + 1
SF3a66 SF3A2 q033-2 ++ 1

SF3a60 SF3A3 g032-1 ++ 1

SF3a60 SF3A3 q032-2 + 1

SF3b145 SF3B2 g035-1 ++ 1

SF3b145 SF3B2 035-2 ++ 1

SF3b130 SF3B3 g034-1 ++ 1

SF3b130 SF3B3 q034-2 ++ 1

SF3b49 SF3B4 q037-1 ++ 1

SF3b49 SF3B4 q037-2 ++ 1

SF3bl4a SF3B14 AS3 ++ 1

SF3bl4b PHF5A BL1 ++ 2

SF3b14b PHF5A BL2 ++ 2

SF3b14b PHF5A BL4 + 2

SF3b10 SF3B5 BK2 + 2

SF3b10 SF3B5 BK3 + 2

hPRP43 DHX15 g099-2 + 1
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Name Offizieller
Gruppe Name des Proteins Prgti?ns Nﬁumrﬁ:nes SiRNA Reduktion. WEd);1p|g
(alias) Gens

17S U2 verwandt SPF45 RBM17 CA2 ++ 2
SPF45 RBM17 CAl + 2

SPF30 SMNDC1 q039-1 + 1

SPF31 DNAJC8 BU1 ++ 2

SPF31 DNAJCS8 BU2 ++ 2

SPF31 DNAJCS8 BU4 + 2

SPF31 DNAJC8 BU3 + 2

hPRP5 DDX46 BT4 ++ 2

hPRP5 DDX46 BT1 + 2

SR140 SR140 CD1 ++ 2

SR140 SR140 CD4 ++ 2

SR140 SR140 CD2 ++ 2

CHERP CHERP BW4 ++ 2

CHERP CHERP BW1 ++ 2

CHERP CHERP BW2 ++ 2

SF3b125 DDX42 BM1 ++ 2

SF3b125 DDX42 BM4 ++ 2

SF3b125 DDX42 BM2 ++ 2

SF3b125 DDX42 BM3 + 2

A Proteine MGC2803 fSAP18 SAP18 q101-1 + 2
FLJ10839 CCAR1 q134-1 ++ 1

SF1 SF1 q078-1 ++ 1

SF1 SF1 q078-2 + 1

CDC2L2 CDC2L2 g051-4 ++ 1

RBM5 LUCA15 RBM5 q135-2 ++ 1

tat SF1 HTATSF1 g086-1 + 2

A/B Proteine RNPC2 (CC1.3,) fSAP59 RNPC2 q131-2 ++ 1
A/B Proteine RNPC2 (CC1.3) fSAP59 RNPC2 q131-1 + 1
A/B proteins TCERG1 CA150 TCERG1 q004-2 + 2
A/B Proteine TCERG1 CA150 TCERG1 q004-1 ++ 1
A/B Proteine ELAV HuR ELAVL1 q056-1 ++ 1
A/B proteins PPP1CA PPP1CA NE1 + 2
A/B Proteine PPP1CA PPP1CA NE2 + 2
A/B Proteine DNaJ homolog DNAJC6 DNAJC6 ql32-2 ++ 2
A/B Proteine DNaJ homolog DNAJC6 DNAJC6 ql32-1 ++ 2
A/B Proteine ASR2B ARS2 q003-1 ++ 2
A/B Proteine ASR2B ARS2 q003-2 + 2
SR Proteine SF2 SFRS1 q030-2 ++ 2
SF2 ASF SFRS1 q149-3 ++ 1

SF2 ASF SFRS1 g030-1 + 2

SF2 ASF SFRS1 q149-1 + 1

SRp20 SFRS3 q040-1 +4+ 2

SRp40 SFRS5 q084-1 ++ 2

SRp55 SFRS6 q150-1 +4+ 1

SRp55 SFRS6 q150-2 ++ 1

SRp55 SFRS6 q085-1 + 2

hTra-2 alpha TRA2A q062-2 ++ 2

hTra-2 beta SFRS10 SFRS10 q079-1 ++ 1

hTra-2 beta SFRS10 SFRS10 q079-2 + 2

SR verwandte Proteine SRmM160 SRRM1 q081-2 ++ 2
SRmM300 SRRM2 q082-2 ++ 1

NCBP1 go07-1 + 2

NCBP1 q007-2 ++ 2

us 200K hBRR2 ASCC3L1 q130-1 ++ 1
116K hSNU114 EFTUD2 AK9 + 1

40K hPrp8bp WDR57 q094-1 ++ 1

40K hPrp8bp WDR57 q094-2 ++ 1

102K hPrp6 PRP6F AL6 ++ 1

102K hPrp6 PRP6F AL7 ++ 1

15K hDIB1 TXNL4A AH2 ++ 1

15K hDIB1 TXNL4A AH4 ++ 1

15K hDIB1 TXNL4A AH5 ++ 1

52K hLIN1 CD2BP2 AJ3 ++ 1

52K hLIN1 CD2BP2 AJ5 ++ 1

LSm Proteine LSm4 LSM4 BD1 ++ 1
LSm7 LSM7 CN2 ++ 1
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Name Offizieller
Gruppe Name des Proteins Prgt?;ns Nﬁumrﬁsnes SiRNA Reduktion. WEd)LpIg
(alias) Gens
LSm Proteine LSm7 LSM7 CN3 ++ 1
LSm7 LSM7 CN1 + 1
LSm8 LSM8 BE2 ++ 1
LSm8 LSM8 BE3 ++ 1
u4/U6 90K hPrp3 PRPF3 AN1 ++ 1
90K hPrp3 PRPF3 AN2 ++ 1
90K hPrp3 PRPF3 AN3 ++ 1
90K hPrp3 PRPF3 Cu2 ++ 1
90K hPrp3 PRPF3 CU3 ++ 1
90K hPrp3 PRPF3 Cu4 ++ 1
90K hPrp3 PRPF3 CuUl + 1
60K hPrp4 PRPF4 AM5 ++ 1
60K hPrp4 PRPF4 AM8 ++ 1
60K hPrp4 PRPF4 AM6 + 1
20K CypH PPIH AT3 ++ 1
20K CypH PPIH AT5 + 1
15.5K hSNU13 NHP2L1 CP1 ++ 1
15.5K hSNU13 NHP2L1 CP4 ++ 1
U4/U6.U5 110K hSNU66 SART1 AP5 ++ 1
U4/U6.U5 110K hSNU66 SART1 AP7 + 1
65K hSAD1 USP39 AR7 ++ 1
65K hSAD1 USP39 AR5 + 1
27K RY1 q045-1 + 1
hSnu23 ZMAT?2 q019-1 + 2
hPRP38 PRPF38A qo61-1 ++ 2
hPRP38 PRPF38A q061-2 ++ 2
Prp19-CDC5-Komplex hPRP19 PRPF19 JwW1 + 3
hPRP19 PRPF19 JW2 + 3
CDC5L CDC5L KK2 ++ 3
SPF27 BCAS2 KN1 ++ 3
SPF27 BCAS2 KN2 + 3
CCAP1 hsp73 HSPA8 NF1 ++ 3
CCAP1 hsp73 HSPAS8 NF2 + 3
CCAP2 (hspc148) AD-002 HSPC148 NC2 + 3
catenin, b-like 1 CTNNBL1 CTNNBL1 ND1 ++ 3
catenin, b-like 1 (CTNNBL1, NAP) CTNNBL1 ND2 + 3
Npw38BP WBP11 JS1 + 3
Npw38BP WBP11 JS2 + 3
PQBP1 JT1 + 3
Prp19-CDC5 verwandt XAB2 KS1 ++ 3
CRNKL1 JIX2 + 3
SNW1 KU1 ++ 2
SNW1 KU2 + 2
PPIE KD1 ++ 2
PPIE KD2 + 2
PPlase-like 1 PPIL1 PPIL1 KE2 ++ 3
KIAA0560 fSAP164 AQR KC1 ++ 1
KIAA0560 fSAP164 AQR gq110-1 ++ 1
KIAA0560 fSAP164 AQR q110-2 ++ 1
G10 fSAP17 BUD31 NA1 ++ 2
hECM2 RBM22 RBM22 KA1 ++ 1
hECM2 RBM22 RBM22 KA2 ++ 1
RES-Komplex SNIP1 SNIP1 ql41-1 ++ 2
RES-Komplex MGC13125 fSAP71 BUD13 q024-1 + 2
B/B* Proteine matrin 3 MATR3 q066-1 ++ 2
PPIL2 Cyp-60 PPIL2 g008-2 ++ 2
PPIL2 Cyp-60 PPIL2 q008-1 + 2
hsp27 HSPB1 q129-1 ++ 1
MGC23918 CCDC12 KX1 ++ 2
hPRP2 DHX16 q016-2 + 2
hPRP4-Kinase PRPF4B q017-2 + 1
C Proteine Abstrakt DDX41 q002-1 ++ 2
KIAA0073 (CyP64) PPWD1 PPWD1 ql12-2 + 2
GCIP p29 fSAP29 SYF2 KW2 ++ 2
DDX35 DHX35 KF2 ++ 2
DDX35 DHX35 q011-1 ++ 2
DDX35 DHX35 q011-2 + 2
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Name Offizieller
Gruppe Name des Proteins Prgt?;ns Nﬁumrﬁadnes siRNA Reduktion. WEd);]pIg
(alias) Gens

Q9BRR8 GPATC1 g113-1 + 1

hPRP22 DHX8 Ju2 + 1

hPRP18 PRPF18 q075-2 + 1

hPRP18 PRPF18 g075-1 + 2

hPRP17 CDC40 g059-1 + 1

hPRP16 DHX38 q027-2 + 2

AAHO05870 MGC4238 MORG1 q104-1 ++ 2

DKFZP58600120 FAM32A FAM32A g55-2 + 1

EJC/mRNP elF4A3 DDX48 qo71-2 ++ 1
Magoh MAGOH g065-1 + 2

Y14 RBMB8A g096-1 + 2

ACIN1 g049-1 + 1

THOC4 g050-2 ++ 2

THOC4 g050-1 ++ 2

DDX39 q047-1 + 2

THOC1 qo87-1 + 2

THOC2 q088-1 ++ 2

Methylosome MEP50 WDR77 AX3 + 1
MEP50 WDR77 AX5 ++ 1

MEP50 WDR77 AX6 ++ 1

PRMT5 SKB1 PRMT5 AF5 + 1

PRMT5 SKB1 PRMT5 AF6 ++ 1

Tabelle 13-C. siRNAs
reduzierten die Anzahl
Abschnitt 4.2.1).

ohne Einfluss

auf Zellproliferation. Die aufgefUhrten siRNAs
der lebenden Zellen um weniger als 15% (-) (siehe Tabelle 12,

Name Offizieller
Gruppe Name des Proteins Prth?ns Nﬁumrﬁffs siRNA Reduktion. WEd);]pIg
(alias) Gens
Sm proteins SNRPD1 q144-1 - 2
SNRPA q092-1 - 2
PRPF40A q107-1 - 2
17S U2 snRNP SF3al20 SF3A1 q031-2 - 1
SF3b10 SF3B5 BK1 - 2
17S U2 verwandt hPRP43 DHX15 CE1l - 2
hPRP43 DHX15 CE2 - 2
hPRP43 DHX15 CE3 - 2
hPRP43 DHX15 CE4 - 2
SPF45 RBM17 CA3 - 2
SPF45 RBM17 CA4 - 2
hPRP5 DDX46 BT2 - 2
SR140 fSAPa SR140 CD3 - 2
CHERP CHERP BW3 - 2
A Proteine MGC2803 fSAP18 SAP18 ql01-2 - 2
FLJ10839 CCAR1 q134-2 - 2
RBM5 LU RBM5 q135-1 - 2
tat SF1 HTATSF1 g086-2 - 2
SF4 F23858 SF4 q133-1 - 2
A/B Proteine ELAV HuR ELAVL1 g056-2 - 2
NIPP1 PPP1R8 q069-1 - 2
NIPP1 PPP1R8 g069-2 - 2
p72 DDX17 q009-1 - 2
p72 DDX17 q009-2 - 2
DDX9 DHX9 g013-1 - 2
DDX9 DHX9 q013-2 - 2
NFAR ILF3 g025-1 - 2
NFAR ILF3 q025-2 - 2
YB-1 YBX1 q048-1 - 2
YB-1 YBX1 q048-2 - 2
p68 DDX5 q012-1 - 2
p68 DDX5 q012-2 - 2
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Name Offizieller
Gruppe Name des Proteins Prg;?ns Nﬁumrﬁffs SiRNA Reduktion. WEd)LpIg
(alias) Gens
SR Proteine 9G8 SFRS7 gq001-1 - 2
9G8 SFRS7 q001-2 - 2
SRp20 SFRS3 g040-2 - 2
SRp30c SFRS9 q083-1 - 2
SRp30c SFRS9 q083-2 - 2
SRp40 SFRS5 q084-2 - 2
SRp55 SFRS6 q150-3 - 1
SC35 SFRS2 SFRS2 q029-1 - 2
SC35 SFRS2 SFRS2 q029-2 - 2
hTra-2 alpha TRA2A q062-1 - 2
SR verwandte Proteine SRm160 SRRM1 q081-1 - 2
NCBP2 q006-1 - 2
NCBP2 g006-2 - 2
us 15K hDIB1 TXNL4A AH6 - 1
100K hPrp28 DDX23 q046-1 - 1
100K hPrp28 DDX23 046-2 - 1
LSm Poteine LSm2 LSM2 CJ3 - 1
LSm2 LSM2 CJ4 - 1
LSm Poteine LSm4 LSM4 BD4 - 1
LSm8 LSM8 BES - 1
u4/U6 60K hPrp4 PRPF4 AM7 - 1
20K CypH PPIH AT1 - 1
U4/U6.U5 27K RY1 q045-2 - 1
hSnu23 ZMAT?2 q019-2 - 2
Prp19-CDC5 Komplex Npw38 PQBP1 JT2 - 2
Prp19-CDC5 verwandt PRCC PRCC q147-1 - 2
PRCC PRCC q147-2 - 2
hSYF1 XAB2 XAB2 KS2 - 3
hisyl fSAP133 KIAA1160 KT1 - 2
hisyl fSAP133 KIAA1160 KT2 - 2
KIAA0560 fSAP164 AQR KC2 - 1
G10 fSAP17 BUD31 NA2 - 2
B/B* Proteine FBP21 WBP4 q136-1 - 1
FBP21 WBP4 q136-2 - 1
MGC23918 CCDC12 KX2 - 2
hPRP2 DHX16 q016-1 - 1
C Proteine KIAA0073 (CyP64, PPWD1) PPWD1 ql12-1 - 2
PPlase-like 3b PPIL3 q026-1 - 2
PPlase-like 3b PPIL3 q026-2 - 2
GCIP p29 fSAP29 SYF2 KW1 - 2
DDX35 DHX35 KF1 - 2
Q9BRR8 GPATC1 q113-2 - 1
hPRP16 DHX38 KJ1 - 2
hPRP16 DHX38 KJ2 - 2
hPRP16 DHX38 q027-1 - 2
FRG1 FRG1 g015-1 - 2
FRG1 FRG1 q015-2 - 2
DKFZP58600120 FAM32A FAM32A g55-1 - 1
EJC/mRNP RBM8A g096-2 - 2
DDX39 q047-2 - 2
EJC/mRNP HSA277841 q127-1 - 2
HSA277841 ql27-2 - 2
DDX3X q10-1 - 1
DDX3X g10-2 - 1
THOC1 q087-2 - 2
THOC2 q088-2 - 2
THOC3 q089-1 - 2
THOC3 g089-2 - 2
Methylosome MEP50 WDR77 AX2 - 1
PRMT5 SKB1 PRMT5 AF4 - 1
PRMT5 SKB1 PRMT5 AF8 - 1
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Die Ergebnisse zeigen zwei Auffdlligkeiten. Zum einen fUhrte nur ein
geringer Teil der erstellten siRNA Bibliothek, 96 siRNAs gegen 58 Faktoren, zu
einer deutlich verminderten Zellzahl. Dies kdnnte auf mangelnde Effizienz der
SiRNAs, aber auch auf eine nicht-essentielle Bedeutung der depletierten
Faktoren hinweisen. Zum anderen erzeugten in vielen Fdllen alle oder
zumindest eine Vielzahl der gegen den gleichen Faktor gerichteten siRNAs
einen deutlichen Wachstumsphdnotyp. Dies kbnnte neben einer essentiellen
Funktion des Faktors fur die Zelle auch auf eine feinregulierte mMRNA-Menge
oder eine besonders kurze Halbwertszeit des Ziel-Proteins hindeuten. Des
Weiteren kdnnten diese siRNAs jedoch auch in ihrerer Struktur besonders
geeignet sein RNA-Interferenz zu induzieren oder die Ziel-mRNA ist besonders

zugdanglich fir den siRNA vermittelten Abbau.

4.2.3 Vadlidierung des siRNA vermittelten Knockdowns mittels quantitativer
Einschritt-Echtzeit-RT-PCR am Beispiel des Prp19-CDC5-Komplexes und

der damit verwandten Proteine

Die grundlegende Kontrolle eines jeden RNAi-Experimentes ist der
Nachweis der reduzierten Expression auf Protein-Ebene. Die Validierung von
Knockdowns auf Protein-Ebene ist jedoch oft durch die mangelnde
VerfUgbarkeit an geeigneten Antikérpern limitiert. Dagegen ermdglicht die
quantitative Echtzeit-RT-PCR die mRNA-Menge eines jeden beliebigen Ziel-
Gens zu analysieren.

Am Beispiel der Faktoren des Prpl19-CDC5-Komplexes und der damit
verwandten Proteine (siehe Einleitung 2.3.1.4) soll in dieser Arbeit die
Validierung des siRNA-vermittelten  Knockdowns auf mRNA-Ebene
demonstriert werden. Der Prp19-CDC5-Komplex ist von besonderem Interesse,
da zahlreiche Studien gezeigt haben, dass der Prp19/CDC5-Komplex eine
Schlusselrolle bei der Aktivierung des SpleiBosoms spielt (Tarn, 1993; Makarova,
2004; Chan und Cheng, 2005).

Die quantitative Echtzeit-RT-PCR bietet den Vorteil, dass relativ leicht und
in kurzer Zeit geeignete PCR-Primer entworfen und synthetisiert werden
kbnnen und somit die Moéglichkeit eréffnen, die Expression eines jeden

beliebigen Gens zu untersuchen. AuBerdem wird nur eine relativ kleine
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Menge Zellen fUr eine RNA-Préparation bendtigt.

Es wurde angenommen, dass die Depletion einiger SpleiBfaktoren direkt in
einer Blockade des SpleiBprozesses resultiert. In der Folge kdnnte Prd&-mRNA im
Zellkern akkumulieren. Deshalb wurden fUr die Analyse der mRNA-Mengen
pro Gen zwei PCR-Primerpaare ausgewdhlt, die zur Amplifikation reifer mRNA
oder sowohl zur Amplifikation reifer mRNA als auch Pr&-mRNA geeignet
waren. Beide Primerpaare hybridisierten idealerweise in der gleichen Region
der Ziel-mRNA und wurden so gewdhlt, dass sie den Nachweis aller
bekannten Transkriptvarianten eines Gens ermoglichten. Als Referenz wurde
die mRNA des Gens GLUD2 (Glutamat-dehydrogenase 2) eingesetzt. Das
GLUD2 Gen enthdlt keine Introns.
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60% 1

40% 1

mRNA Menge (% der Kontrolle)
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0% -
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Abbildung 23. Validierung der Effizienz von siRNAs mit Einschritt-Echtzeit-RT-PCR. Hela
SSé Zellen wurden mit 110 nM GL2 Kontroll-siRNA gegen Luziferase oder siRNAs gegen
Faktoren des Prp19-CDCS5-Komplexes und der assoziierfen Proteine transfiziert. Als
Positivkontrolle wurde ein Knockdown mit einer siRNA (CT1) gegen das hPrp8 (PRPF8)
Protein durchgefihrt, das essentiell fUr die katalytischen Schritte | und Il des Pra-mRNA
SpleiBens ist. Nach 24 bzw. 48 Stunden wurde die Gesamt-RNA isoliert und mit DNAse |
behandelt. AnschlieBend wurden 12,5 ng Gesami-RNA in die Einschritt Echizeit RTR-
PCR eingesetzt (QuantiTec SYBR Green RT-PCR Kit, QIAGEN). Die Balken
reprdsentieren die Spannweite der Werte aus mindestens zwei unabhdngigen
Experimenten. Der Graph zeigt die verbleibenden mRNA-Mengen wie aus den
Echtzeit-RT-PCR Daten errechnet und normalisiert zur mRNA-Menge des Referenz-
Gens Glutamatdehydrogenase 2 (GLUD2).
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Hela SSé Zellen wurden mit siRNAs gegen Faktoren des Prpl19-CDCS5-
Komplexes und der verwandten Proteine transfiziert (siehe 3.2.6.1). Als
Positivkontrolle wurden Zellen mit siRNAs gegen den SpleiBfaktor Prp8
transfiziert. 24 und/oder 48 Stunden spdater wurde die Gesamt-mRNA aus den
Zellen isoliert und die mMRNA-Menge der Ziel-Gene mit Einschritt-Echizeit-RT-
PCR unter Verwendung des fluoreszierenden Farbstoffs SYBR-Green bestimmt
(siehe 3.2.7). Die mRNA-Menge des Ziel-Gens wurde relativ zu einer Kontroll-
MRNA aus mit der Kontroll-siRNA GL2 transfizierten Zellen und relativ zu dem
Referenz-Gen GLUD2 nach einer Methode von Pfaffel (Pfaffel, 2001)
berechnet.

FUr die meisten Gene des Prp19-CDC5-Komplexes und der assozierten
Proteine wurde mindestens eine siRNA gefunden, die zu einer Reduktion der
betreffenden mRNA um ca. 80% fUhrte (Abbildung 23). Ausnahmen stellten
die Faktoren RBM22 und KIAA1160 (hisy1) dar. Die effizientesten siRNAs gegen
diese Gene reduzierten deren zugehdérige mRNA lediglich um zirka 70% bzw.
60%. Auffallig war, dass in 47% der Fdlle eine von 24 auf 48 Stunden
verldngerte Inkubationszeit der Zellen mit der siRNA zu einer um mehr als 50%
gesteigerten Reduktion der Ziel-mRNAs fUhrt. FUr die restlichen siRNAs konnte
keine gesteigerte Genunterdrickung solchen AusmaBes verzeichnet werden.
Jedoch kam es auch in keinem Fall zu einer Zunahme der mRNA-Menge 48
Stunden nach der Transfektion gegenuber dem nach 24 Stunden bestimmten
Wert.

Mit  diesem SsiRNA-Safz stand ein  Werkzeug zur tiefergehenden
funktionellen Analyse des Prp19-CDC5-Komplexes und der verwandten

Proteine zur VerfGgung.

4.2.4 Subzelluldare Lokalisierung des SC35 (SFRS2) Proteins, von Poly(A)+-
MRNA und U2, U4 und U5 snRNA als Indikatoren fir SpleiBdefekte nach
siRNA vermitteltem Knockdown von Faktoren des Prp19/CDC5-Protein

Komplexes und damit verwandter Proteine

Ein RNAi-Screen mittleren Durchsatzes sollte erste Hinweise auf die
funktfionelle Rolle von Proteinen beim SpleiBen geben. Deshalb wurde nach

einem geeignetem  Nachweisverfahren gesucht. Die fluoreszenz-
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mikroskopische Analyse der subzelluldren Verteilung von Protein und RNA
Komponenten des SpleiBsosoms schien eine geeignete Methode zu sein.
Denn es war bereits bekannt, dass sich nach Inhibition des Prd-mRNA
SpleiBens die subzelluldre Lokalisierung der Bestandteile des SpeiBosoms
dramatisch verdndern kann. Des Weiteren kann auch die Verteilung von
MRNA und Prad-mRNA durch SpleiBinhibition massiv beeinflusst werden.

Wie gezeigt wurde, verdndert sich die Lokalisierung des Specklemarkers
SC35 (SFRS2) deutlich und charakteristisch nach Inhibition des SpleiBens als
auch der Transkription (Carmo-Fonseca et al., 1992; O'Keefe et al., 1994). Das
Protein SC35 akkumuliert unter diesen Bedingungen in einer verringerten
Anzahl von abgerundeten Regionen, die nicht mehr miteinander verbunden
sind. Somit kann die Untersuchung der SC35 Verteilung durch indirekte
Immunfluoreszenzmikroskopie nach siRNA  vermittelter Depletion eines
SpleiBfaktors einen Hinweis auf mdgliche SpleiBdefekte liefern.

Als weitere zelluldre Indikatoren fuUr SpleiBdefekte wurde die Verteilung
von U snRNAs analysiert, die eine zentrale Komponente der snRNPs darstellen.
SNRNAs lokalisieren in der Zelle im Nukleoplasma, in den Speckles und in den
Cajal Bodies. Cajal Bodies sind subzelluldre Domdanen, die alle spleiBosomalen
SNRNAs, jedoch mit unterschiedlicher Abundanz, enthalten. Andererseits
konnten einige essentielle nicht-snRNP Faktoren, wie SR-Proteine, nicht in den
Cajal Bodies nachgewiesen werden. Deshalb stellen sie vermutlich keine
Bereiche aktiven SpleiBens dar, sondern sind sehr wahrscheinlich bei der
Assemblierung und Reifung von snRNPs involviert (Schaffert et al., 2004). Es
konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Depletion
spleiBosomaler Faktoren mittels RNAI zu einer Reorganisation der U sSnRNASs in
der Zelle fUhren kann. So akkumulieren die di-snRNP Komponenten U4 und Ué
SNRNA nach Inhibition der tri-snRNP Bildung durch Depletion des U4/Ué di-
SNRNP sperzifischen Proteins Prp31 (PRPF31) oder des U5 spezifischen Proteins
Prpé (PRPFé6) in den Cajal-Bodies, wéhrend sie in den Speckles abnehmen. Im
Gegensatz dazu relokalisieren U1, U2 und U5 snRNA nach Depletion der o.g.
Faktoren nicht in Cajal Bodies, sondern in Speckles, die gegenUber den
Speckles der Kontroll-Zellen grobkdrniger erscheinen (Schaffert et al., 2004).
Unter der Annahme, dass auch die Depletion anderer snRNP und nicht-snRNP

SpleiBfaktoren zu einer Reorganisation der snRNAs fUhren kdénnte, soll die
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Verteilung von U2 und U5 snRNA untersucht werden, die Bestandteil des
aktivierten SpleiBosoms sind, um Hinweise auf SpleiBdefeke zu erhalten.
AuBerdem sollte die Lokalisierung von U4 snRNA untersucht werden, die im
Zuge der Aktivierung vom SpleiBosom dissoziiert.

Wird das Prad-mRNA SpleiBen inhibiert kann es zu einer Akkumulation von
ungespleiBter mMRNA im Zellkern kommen, da ungespleiBte mRNA nicht aus
dem Zellkern ins Zytoplasma exportiert wird (Luo und Reed, 1999; Proudfoot et
al., 2002). Weil die Polyadenylierung von Prd-mRNA unabhd&ngig vom Pra-
MRNA-SpleiBen erfolgt, kann der Nachweis von nukledr akkumulierter Pr&-
MRNA einen Hinweis auf einen SpleiBdefekt geben. Die zelluldre Verteilung
der Poly(A)*-mRNA Gesamtpopulation kann durch fluoreszenz-markierte
Oligo(dT)-Sonden in der Fluoreszenz in situ-Hybridisierung (FISH) nachgewiesen
werden. In nicht RNAi-behandelten Zellen lokalisiert polyadenylierte Pra-
MRNA im Kern in Bereichen aktiver Transkription und des Prad-mRNA SpleiBens,
wdahrend reife polyadenylierte mRNA diffus im Zytoplasma verteilt vorliegt.

Im folgenden Kapitel soll untersucht werden, ob diese Verdnderungen als
Indikatoren fUr SpleiBdefekte in RNAI-Screens nutzbar sind. Beispielhaft werden
die Veradnderungen nach der Depletion von Faktoren des Prpl19/CDCS5-
Komplexes und der damit verwandten Faktoren untersucht (siehe Einleitung
2.3.1.4).

In allen im Folgenden beschriebenen Untersuchungen wurden siRNAs
gegen die Proteine CDC5L, AD-002 (HSPC148), Npw38BP (WBP11), Npw38
(PQBP1), RBM22, PRCC, CRNKLT, Syfl (XAB2) und PPIL1, und GL2-Kontroll-siRNA
in HeLa SSé Zellen transfiziert. 48 Stunden nach der siRNA-Transfektion erfolgte

die Analyse der 0.g. zellularen Indikatoren.

4.2.4.1 Untersuchung der Verteilung des SpleiBfaktors SC35 (SFRS2)

HelLa SSé Zellen wurden 48 Stunden nach der siRNA-Transfektion fixiert,
gefarbt und die Fluoreszenzsignale mit einem konfokalen Laser-Scanning
Mikroskop analysiert. Die erhaltenen Phdnotypen der Verteilung des SC35
Proteins wurden vier Grundmustern zugeordnet.

Neben dem Phdnotyp der Wildtypsituation (Abbildung 24-A) wurde auch
die Akkumulation des Proteins SC35 in abgerunden Bereichen (Abbildung 24-
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B) beobachtet. Dieses Phanotyp stellt einen deutlichen Hinweis auf Inhibition
von Transkription oder Pr&d-mRNA SpleiBen dar.

Neben diesen Phdnotypen wurden noch zwei weitere bislang
unbeschriebene Phdnotypen nachgewiesen (Abbildung 24-C und D): (i)
Nach Depletion des Proteins AD-002 lokalisierte das SC35 Protein in einem
fleckenartigen Muster mit erhdhter Fluoreszenzintensitt (Abbildung 24-C).
Innerhalb dieser Flecken waren feine Punkte besonders hoher Signalintensitat
zu beobachten (Abbildung 24-G, | u. J). (iij Auch nach Knockdown von
CDCS5L und Syfl lokalisierte das Protein SC35 in gréBeren, fleckenartigen

Regionen.
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Abbildung 24. Muster der zellularen Lokalisation des SC35 Proteins nach Depletion
von Komponenten des Prp19/CDC5-Komplexes und damit assoziierter Faktoren.
SiRNAs gegen (A) das Luziferase, (B) das Npw38BP (siRNA JT1), (C) das AD-002 (siRNA
NC1) und (D) das CDCS5L (siRNA KK1) Protein wurden in HelLa SSé Zellen transfiziert.
Nach 48 Stunden wurden die Zellen fixiert und die Verteilung des SC35 Proteins mittels
spezifischer Antikérper durch indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht. Die
Fluoreszenzsignale wurden mit einem konfokalen Laser-Scanning Mikroskop unter
Einstellung derselben Parameter aufgenommen. Zur verbesserten Darstellung von (D)
wurde der Kontrast fUr (A-D) mit Adobe Photoshop in gleicher Weise verédndert. (E-H)
Um Bereiche geringerer Signalintensitét hervorzuheben, sind in der mittleren Reihe die
Abbildungen der oberen Reihe — jedoch ohne vorhergehende Kontrastverdnderung
in Photoshop - in Falschfarben dargestellt. Dazu wurden die Aufnahmen mit der
Falschfarben Tabelle ,ratio" der Sofftware ImageJ (NIH, USA) bearbeitet. In (G) und
(H) sind je zwei Regionen mit feinen punktformigen Substrukturen innerhalb
fleckenartiger Bereiche durch Quadrate markiert. (I-J) und (K-L) zeigen je zwei
vergroBerte Auschnitte aus (G) bzw. (H). Schwarz - geringste Signalintensitat, hellgrau
— hochste Signalintensitat. Der 16-farbige LUT (engl. look up table) -Verlauf ist links
dargestellt.
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Diese zeichnen sich jedoch im Gegensatz zu Abbildung 24-C durch eine
geringere Intensitdt des Fluoreszenzsignals und eine geringere Anzahl der
Flecken aus, die weitgehend voneinander separiert sind (Abbildung 24-D).

Etwa 50% der Zellen zeigten zudem eine weitere Sublokalisierung des SC35
Proteins. Innerhalb jeder fleckenartigen Region akkumulierte das Marker-
Protein in bis zu zwei feinen Punkten (Abbildung 24-H, K u. L).

Das Auftreten mehrerer Phé&notypen spiegelt mdglicherweise das
komplexe Protein-Netzwerk bzw. das regulatorische Netzwerk wieder, in
welches die SpleiBfaktoren eingebunden sind. So Uben einige Faktoren
Funktionen bei verschiedenen zelluldren Prozessen aus. Die Ergebnisse
belegen weiter, dass der in vivo gezeigte Phdnotyp durch Inhibition des
SpleiBens mittels Antisense-Oligonukleotiden auch durch siRNA vermittelte
Depletion von SpleiBfaktoren erzeugt werden kann. Die Akkumulation des
SC35 Proteins in abgerundeten Bereichen ist somit ein deutlicher Hinweis
darauf, dass die depletierten SpleiBfaktoren essentiell fur den Fortgang des

SpleiBprozesses sind.

4.2.4.2 Untersuchung der Verteilung der U2, U4 und U5 snRNAs

48 Stunden nach der siRNA-Transfektion wurden die HelLa SSé Zellen fixiert
und mit fluoreszenz-markierten DNA-Sonden gegen U2, U4 und U5 snRNA
mittels FISH gefdrbt. Die Fluoreszenzsignale wurden mit einem konfokalen
Laser-Scanning  Mikroskop  analysiert.  Auch  hier konnten  wieder
Verteilungsmuster beobachtet werden, die auf einen SpleiBdefekt schlieBen
lassen. Die unterschiedlichen Muster der snRNA Verteilung wurden in die vier
Grundmuster A bis D eingruppiert. Mit Ausnahme von Muster D wurden diese
fur U2, U4 und U5 snRNA beobachtet. Am Beispiel der U2 snRNA werden diese
Muster im Folgenden beschrieben (Darstellung aller Ergebnisse siehe Tabelle
14).

In der Luziferase-Kontrolle lokalisiert U2 snRNA diffus im Nukleoplasma und
in den Speckles. In den Cajal Bodies liegt es konzentriert vor (Abbildung 25-A).
Nach Depletion des Proteins PRCC (siRNA q147-1) akkumulierte U2 snRNA sehr
stark in den Cajal Bodies, wdhrend die Menge im Nukleoplasma

weitestgehend unbeeinflusst blieb (Abbildung 25-D). Dagegen kam es nach
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dem Knockdown von CRNKLT (siRNA JX1) zu einer deutlichen Akkumulation
von U2 snRNA in den Spleckles (Abbildung 25-B). Des Weiteren war auch hier
eine Zunahme des U2 snRNA Signals in den Cajal Bodies festzustellen, welche
allerdings deutlich geringer war, als nach Depletion des PRCC Proteins. Die
Depletion von Npw38 fUhrte zu einer generellen Reduktion der U2 snRNA
(Abbildung 25-C), die im Nukleoplasma deutlich ausgeprdgter war als in den
Cajal Bodies. Zuzatzlich zeigten die Npw38 depletierten Zellen eine verringerte

Anzahl Cajal Bodies.

siLuziferase siCRNKL1 siNpw38 siPRCC

Abbildung 25. Muster der zelluldren Lokalisation der U2 snRNA nach Depletion von
Komponenten des Prp19/CDC5-Komplexes und damit assoziierter Faktoren. Hela SSé
Zellen wurden mit siRNAs gegen (A) das Luziferase, (B) das CRNKL1 (siRNA JX1), (C)
das Npw38 (siRNA JT1) und (D) das PRCC (siRNA q147-1), Protein transfiziert. Nach 48
Stunden wurden die Zellen fixiert und mittels fluoreszenz-gekoppelter Oligonukleotid-
Sonden durch Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) die zelluldre Verteilung der U2
SNRNA in der Zelle untersucht. Die Fluoreszenzsignale wurden mit einem konfokalen
Laser-Scanning Mikroskop unter Einstellung derselben fur (A) optimierten Parameter
aufgenommen.

Die Ergebnisse belegen, dass auch die Depletion von nicht snRNP-
SpleiBfaktoren zu unterschiedlichen Verdnderungen im subzellulGren
Verteilungsmuster von U snRNAs fUhren kénnen. Unter anderem konnte eine
Akkumulation von U2 snRNA in den Speckles nach Depletion von CRNKL]
Protein gezeigt werden. Dieser Phanotyp gibt einen starken indirekten Hinweis
auf einen vorliegenden SpleiBdefekt. Somit ist auch die Analyse der U snRNA
Verteilung ein geeigneter zelluldrer Indikator, um SpleiBdefekte in vivo zu

untersuchen.

4.2.4.3 Untersuchung der Verteilung der Poly(A)*-mRNA

48 Stunden nach der siRNA-Transfektion wurde die intrazellulére Verteilung
der Poly(A)*-mRNA in den transfizierten Hela SSé Zellen mittels FISH und

fluoreszenz-markierten Oligo(dT)-Sonden untersucht. Es wurden
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unterschiedliche Phdanotypen der Poly(A)*-mRNA Verteilung beobachtet.

Diese wurden drei Grundmustern zugeordnet.

Abbildung 26. Muster der zelluldren Lokalisation der Poly(A)*-mRNA nach Depletion
von Komponenten des Prp19/CDC5-Komplexes und damit assoziierter Faktoren. HelLa
SSé Zellen wurden mit siRNAs gegen (A) Luziferase, (B) Syfl (siRNA KS1) und (C) Npw38
(siRNA JT1) transfiziert. Nach 48 Stunden wurden die Zellen fixiert und mittels
fluoreszenz-gekoppelter Oligo(dT)-Sonden durch Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(FISH) die zelluldre Lokalisation der Poly(A)*-mRNA in der Zelle untersucht. Die
Fluoreszenzsignale wurden mit einem konfokalen Laser-Scanning Mikroskop unter
Einstellung derselben fUr (A) optimierten Parameter aufgenommen. Die gestrichelte
Linien markieren die Zellkerne.

In den Konftroll-Zellen, die stellvertretend fUr das Muster A gezeigt sind
(Abbildung 26-A), lokalisiert Poly(A)*-mRNA in den Speckles und diffus im
Nukleoplasma. Ein GroBteil der Poly(A)*-mRNA in Kontroll-Zellen zeigt eine
diffuse Verteilung im Zytoplasma. Im Gegensatz dazu fGhrt die Depletion von
Syfl (siRNA KS1) zu einer deutlichen Akkumulation von Poly(A)*-mRNA im
Zellkern. Dieser Phanotyp wurde als Muster B bezeichnet (Abbildung 26-B). Ein
dritfter Phénotyp, Muster C, wurde nach Deletion des Npw38 Protein (siRNA
JT1) beobachtet (Abbildung 26-C). Im Gegensatz zum Phdnotyp in Abbildung
26-B ist hier das nukledre Poly(A)*-mRNA Signal im Vergleich zu den Kontroll-
Zellen reduziert.

Diese Resultate belegen, dass die siRNA vermittelte Depletion von
Faktoren des Prp19/CDC5-Komplexes und damit verwandter Proteine zu einer
Akkumulation  von Poly(A)*mRNA fUhren kann. Die Poly(A)*mRNA
Akkumulation gibt somit einen weiteren indirekten Hinweis auf einen

moglichen SpleiBdefekt.
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4244 Gesamtanalyse der Verteilungsmuster

Die fUr die untersuchten Indikatoren (zelluldre Verteilung von SC35,
Poly(A)*-mRNA, U2, U4 und U5 snRNA) gefundenen verschiedenen Muster, die
in den Abschnitten 4.2.4.1, 4.2.4.3 und 4.2.4.2 nGher beschrieben wurden, sind

fUr alle untersuchten Faktoren in Tabelle 14 zusammengefal3t.

Tabelle 14. Zusammenfassung der Ergebnisse zum Nachweis von subzelluldren
Markern der SpleiBinhibition. Die gefundenen Phdnotypen wurden den Mustern A-E
der SC35 Verteilung (siehe Abschnitt 4.2.4.1), den Mustern A-C der Poly(A)*-mRNA
Verteilung (siehe Abschnitt 4.2.4.3) und den Mustern A-D der U2, U4 und U5 snRNA
Verteilung (siehe Abschnitt 4.2.4.2) zugeordnet. FUr Phdnotypen, die nicht deutlich

ausgepragt waren, sind mehrere mogliche Muster durch einen Schragstrich getrennt

aufgefuhrt.
Faktor sRNA | sc3s | POY(AY* | 5 CiRNA | U4 snRNA | U5 snRNA
mRNA
CDCS5L KK1 C A/B A/D B A/D
AD-002 (HSPC148) | NCI1 B A A A A
Npw38BP(WBP11) JS1 A A/B A/D A B
Npw38 (PQBP1) JT1 D C C§ D A/D
RBM22 KA1 A A A A -
PRCC ql47-1 A A D D A
PRCC ql47-2 A A A A A
CRNKL1 JX1 B B B B C
CRNKL1 JX2 A/D A A A A
Syf1 (XAB2) KS1 C B A B B
PPIL1 KE1 D A A/B/D B/D A
PPIL1 KE2 A/D A A B/D A
Legende
SC35 pPA UsnRNAs
A unveréndert unveréndert unverandert
akkum. in fldchigen . akkum. in Speckles
B Speckles akkum. in Speckies leichte Akkum. in Cajal Bodies
reduziert in flichigen S reduziert in Speckles
c Speckles reduziert in Speckles und Cajal Bodies
D akkum. in runden - akkum. in Cajal Bodies
Speckles
+ i i Anzahl der Cajal Bodies
erhoénht
§ i i Anzahl der Cajal Bodies
reduziert




4. ERGEBNISSE 122

Der Ergebnisse zeigen im Falle der CRNKL1 (siRNA JX1) Depletion klare
indirekte Hinweise auf einen SpleiBdefekt, da vier von funf zelluldren
Indikatoren (SC35, p(A)*-mRNA, U2 und U4 snRNA) in den Speckles
akkumulieren. Die Depletion von RBM22 (siRNA KAT1) und PRCC (ql147-2)
fOhrten eindeutig zu keinen Verdnderungen im Vertellungsmuster der
untersuchten Indikatoren.

Die Vielfalt der Phdnotypen nach Depletion von SpleiBfaktoren
unterstreicht die Notwendigkeit mehrere zelluldre Marker parallel zu

analysieren.

4.2.5 RNAi vermittelter Knockdown von hPrp31 (PRPF31) fuhrt zu einer
Akkumulation des U4/Ué di-snRNPs in den Cajal Bodies

Der U4/U6.U5 tri-snRNP ist eine zentrale Einheit des SpleiBosoms und muss
nach jedem durchlaufenen SpleiBzyklus aus seinen Einzelkomponenten neu
gebildet werden. Zu Beginn dieser Arbeit war nicht bekannt, wo die
Assemblierung des U4/U6.U5 tri-snRNP in der Zelle stattfindet. In diesem
Zusammenhang wurden die Cajal Bodies als mdglicher Ort der snRNP
Assemblierung und Reifung vorgeschlagen. Jedoch war die zelluldre Funktion
der Cajal Bodies wenig verstanden.

In Zusammenarbeit mit Nina Schaffert wurden deshalb die Orte der
U4/U6.U5 tri-snRNP Assemblierung im Zellkern durch Kombination von RNA-

Interferenz und Fluoreszenzmikroskopie untersucht (Schaffert et al., 2004).

4.2.5.1 RNAi-Experimente bestatigen eine essentielle zellulare Funktion der
Proteine hPrp31 (PRPF31) und hPrpé (PRPFé)

Um die Funkfionen der Proteine hPrp31 und hPrpé bei der tri-snRNP
Formation zu untersuchen wurden RNAIi-Experimente in HelLa SSé Zellen mit
synthetischen siRNA-Duplices durchgefthrt (Elbashir et al., 2002). Die siRNA-
Duplices waren entweder gegen die kodierende Region oder die 3'-UTR der
MRNAs gerichtet, die fUr die Proteine hPrp31 und hPrpé kodieren. Als
Positivkontrolle dienten siRNAs gegen das Protein SF3bl4a (SF3B14). Als

Negativkontrolle wurde eine sSiRNA gegen Photinus pyralis Luziferase
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eingesetzt. Die siRNA-Duplices gegen alle drei snRNP-Proteine reduzierten das
Zellwachstum nach 72 Stunden relativ zur Negativkontrolle signifikant um 55%
(hPrp31), 70% (hPrpé) und 80% (SF3b14a) (Abbildung 27). Diese Ergebnisse
bestatigen eine essentielle zelluldre Funktion dieser Proteine. Damit
Ubereinstimmend zeigten in Hefe durchgefUhrte Studien, dass das
Ausschalten der fur hPrp31 und hPrpé kodierenden Gene zu lethalen

Phdnotypen fuhrt (Legrain et al., 1991; Weidenhammer et al., 1996).
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Abbildung 27 RNAi Knockdown Experimente bestdtigen eine essentielle zelluldre
Funktion der Proteine hPrp31 und hPrpé. (A) Die Zahl lebender Zellen wurde 72
Stunden nach Transfektion eines siRNA-Duplexes bestimmt und der Durchschnitt einer
dreifachen Bestimmung als prozentualer Anteil des Kontroll Knockdowns (siRNA BBT,
gegen GL2 Luziferase) dargestellt. Als Positivkontrollen dienten Knockdowns mit siRNAs
gegen das hPrp8 (PRPF8) Protein und das SF3b14a Protein.

Ein TUNEL-Test (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end
labeling) zeigte, dass die Zellen, die mit siRNAs gegen spleiBosomale Faktoren
transfiziert worden waren, jedoch nicht mit GL2 Kontroll-siRNA behandelte
Zellen, zu diesem Zeitpunkt apoptotisch waren (Daten nicht gezeigt). Da 48
Stunden nach der Transfektion keine Apoptose festgestellt werden konnte,
wurden alle weiteren Analysen zu diesem Zeitpunkt durchgefthrt. Um die
spezifische Depletion der Proteine nachzuweisen, wurden Western Blot
Analysen mit Antikérper gegen jedes der Proteine durchgefuhrt. Wie in
Abbildung 28 dargestellt, wurde das hPrp31 und das hPrpé Protein im
Vergleich zur Negativkontrolle (Spuren 1, 3 und 5) um etwa 95% reduziert
(Spuren 2 und 4) und das Protein SF3b14a um etwa 85% (Spur 6). Die Mengen
von Prp4 (PRPF4) und pl110 (SART3) wurden durch den Verlust der zuvor
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genannten Proteine nicht beeinflusst. Auch wurden die Proteinmengen von
hPrpé und hPrp31 nicht durch die Depletion des jeweils anderen Proteins
beeinflusst (Abbildung 28, Spuren 2, 4 und 6).
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Abbildung 28 Knockdown von spleiBosomalen Proteinen durch siRNAs. (A) Die
Western Blot Analyse zeigt die Mengen der Proteine hPrp31, hPrpé, Prp4 und p110 in
Kernextrakt, der aus HelLa Zellen 48 Stunden nach Transfektion mit einer siRNA gegen
hPrp31 (siRNA EA1) und mit der Kontroll-siRNA GL2 gegen das Leuchtkdfer-Luziferase
Protein. (B) Auf gleiche Art wurde ein Blot 48 Stunden nach Transfektion mit einer
SIRNA gegen hPrpé (siRNA AL5) erzeugt. (C) Die Western Blot Analyse zeigt die
Proteinmengen von SF3b14a, hPrp31 und hPrpé 48 Stunden nach Transfektion mit
einer siRNA gegen SF3b14a (siRNA AST). Es wurden gleiche Mengen an Protfein aus
Kernextrakt von Konftroll- und Knockdown-Zellen geladen (Abb. aus Schaffert, 2004).

4.2.5.2 In der Abwesentheit von hPrp31 und hPrpé akkumuliert U4/Ué di-
snRNP in Cajal Bodies

Die Proteine hPrp4, hPrp3 und pl110 wurden durch Immunfluoreszenz-
mikroskopie mit geeigneten Antikdrpern und die SnRNAs durch Fluoreszenz in
situ Hybridisierung (FISH) in den Zellen lokalisiert. Die Depletion von hPrp31
oder hPrpé durch RNAI fUhrte zu einer verstarkten Akkumulation der U4/Ué
spezifischen Proteine in diskreten Punkten im Kern unter gleichzeitiger
Abnahme der nukleoplasmatischen Féarbung. Die Punkte, in denen die
Proteine akkumulierten, konnten durch Co-Immunfluoreszenz des hPrp4
Proteins und von Coilin als Cajal Bodies identifiziert werden (Abbildung 29-B
und Abbildung 29-C im Vergleich zu Abbildung 29-A). Eine vergleichbare
Akkumulation in Cajal Bodies wurde fur hPrp3 (Abbildung 29-D bis F) und das
Ué spezifische Protein LSm4 beobachtet (Daten nicht gezeigt). Im Vergleich
zu den Kontroll-Zellen nahm die Intensitét der Fluoreszenzsignale in den Cajal

Bodies signifikant zu.
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Abbildung 29. Inhibition der tri-snRNP Bildung fiuhrt zur Akkumulation der U4/Ué
spezifischen Komponenten in Cajal Bodies. HelLa Zellen wurden mit siRNAs gegen
Luziferase (Negativkontrolle), das U4/Ué-Protein hPrp31 (siRNA EA1) oder das U5
Protein hPrpé (siRNA AL5) transfiziert. 48 Stunden spdter wurden die Zellen mittels
indirekter Immunfluoreszenz (A-l) oder Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)
untersucht (J-O). (A-1) Grin, monoklonale Antikérper gegen Coilin markieren die Cajal
Bodies; Rot, Antikbrper gegen das jeweils untersuchte Protein. (A-C) Transfizierte Hela
Zellen wurden gefarbt mit Antikérpern gegen Coilin (Grin) und gegen das U4/U6
Protein hPrp4 (Rot). Die Akkumulation des hPrp4 Proteins in den Cajal Bodies wird
durch Uberlagerung der beiden Einzelbilder deutlich (Gelb). (D-F) wie (A-C), statt
Antikérper gegen hPrp3 wurden jedoch Antikdrper gegen hPrp4 eingesetzt. (G-l) wie
zuvor, jedoch mit affinitéts-gereinigtem Antikdrper gegen das Protein p110. Die roten
und grinen Fluoreszenzsignale wurden unabhd&ngig voneinander aufgenommen und
Uberlagert um die gezeigten Abbildungen zu erhalten. Die vergréBerten
Bildausschnitte zeigen separate Bilder ausgewdhlter Cajal Bodies. (J-O) Zur
Visualisierung der snRNAs wurden die Zellen mit Cy3-markierten Oligonukleotiden
komplementar zu (J-L) U4 snRNA oder (M-O) Ué snRNA hybridisiert. FUr die optimale
Darstellung wurden Helligkeit und Kontrast der Aufnahmen angepasst (Abb. aus
Schaffert, 2004).
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Co-Immunfluoreszenzen der Proteine p110 und Coilin (Abbildung 29-G bis

[) zeigten in hPrp31 oder hPrpé depletierten Zellen ebenfalls eine
Akkumulation von pl110 in den Caojal Bodies. Jedoch war die damit
einhergehende Abnahme der nukleoplasmatischen Farbung weniger stark
ausgepragt, als in der fUr hPrp4 und hPrp3 beschriebenen Situation.
Die durchschnittliche Fluoreszenz-Intensitdt der Proteine hPrp4, hPrp3 und
p110 wurde in den Cajal Bodies und im restlichen Kern bestimmt. Die Messung
erfolgte bei geringer Exposition, um Sattigungseffekte zu verhindern. Fir jeden
Faktor wurde das Verhdltnis der Intensitat in den Cajal Bodies zur Intensitat im
restichen Kern berechnet (Daten nicht gezeigt). Die relatfive Intensitat
erhohte sich um den Faktor 3 bis 5, wenn hPrp31 oder hPrpé in Hela Zellen
depletiert wurde.

Im ndachsten Schritt wurde die Verteilung von U4 und Ué snRNA im Kern
durch FISH untersucht. Knockdown der Proteine hPrpr31 oder hPrpé fGhrte zu
einem drastischen Anstieg der U4 und U6 snRNA Mengen in den Cajal Bodies
und zu einer Abnahme dieser RNAs in den Speckles (Abbildung 29-J bis L und
M bis O). Die Zunahme der Signalintensitdt in den Cajal Bodies wurde wie
zuvor beschrieben quantifiziert (Daten nicht gezeigt). Die relative Zunahme
der U4 und Ué snRNA lag in der gleichen GroBenordnung, wie dies auch fur
die Proteine hPrp4 und hPrp3 beobachtet wurde. Diese Ergebnisse sind
deutliche Hinweise darauf, dass der Verlust der Proteine hPrp31 oder hPrpé
nicht nur zur Inhibition die tri-snRNP  Bildung, sondern auch zu einer
Akkumulation von U4 und Ué snRNAs und U4- und Ué-sperzifischer Proteine in
den Cajal Bodies fuhrt.

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass hPrpé und hPrp31 eine
essentielle Rolle in der Zelle spielen. Die Depletion eines der beiden Proteine
fohrt zur Akkumulation des U4/Ué di-snRNPs in Cajal Bodies, was darauf
hindeutet, dass die Bildung des U4/U6.U5 1ri-snRNPs in diesen subnuklearen
Strukturen stafttfindet. AuBerdem stUtzt dieser Befund die Vermutung, dass

hPrpé und hPrp31 im tri-snRNP gemeinsam eine Brickenfunktion austben.
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4.2.6 RNAi-Experimente verdeutlichen die essentielle zellulare Funktion

einiger U11/U12-Proteine

Zu Beginn dieser Arbeit wurde in Studien, durchgefthrt von Cindy Will (Will
et al., 2004), die Proteinzusammensetzung von affinitdtsgereinigten humanen
185 U11/U12 und 12S U11 snRNPs durch Massenspektroskopie (MALDI; Matrix-
assisted Laser Desorption/lonisation) bestimmt. Unter den gefundenen
Proteinen konnten sieben neue U11/U12-Proteine identifiziert werden, die
nicht Bestandteil des HauptspleiBosoms waren. Die von diesen Proteinen
ausgeuUbten Funktionen waren unbekannt.

Funktionelle in-vitro Analysen der neu identfifizierten U11/U12 Proteine
mittels Depletion durch sperzifische Antikdrper lieBen sich nur schwer
durchfUhren. Aufgrund des sehr geringen zelluldren Auftretens dieser Proteine
waren diese nur schwer nachweisbar, und folglich konnte auch Depletionen
nicht verifiziert werden.

In Zusammenarbeit mit Cindy Will wurden deshallbb RNAI-Experimente in
Hela SSé Zellen durchgefUhrt, um zu untersuchen, ob diese Proteine
essentielle Funktionen ausuben (Will, 2004). Dazu wurden siRNA-Duplices
ausgewdhlt, die gegen den ORF oder die 3'-UTR der mRNAs der Gene 59K
(PDCD7), 35K (UTSNRNPBP), 25K (C160rf33) und 20K (ZMATS) gerichtet waren.
Der Einfluss des Knockdowns mit diesen siRNAs auf das Zellwachstum wurde
untersucht. In Abbildung 30 sind die Ergebnisse der Duplices, die das
Zellwachstum am starksten beeinflussten, dargestellt. Zum Zeitpunkt der
Analyse konnte bei den meisten Zellen keine Apoptose nachgewiesen
werden (Daten nicht gezeigt). Alle gegen U11/U12-Proteine eingesetzten
sSiRNA-Duplices fUhrten zu einer signifikanten Reduktion des Zellwachstums um
ca. 60% bis 80% im Vergleich zu Konftroll-Zellen, die mit siRNAs gegen das
Luziferase-Protein transfiziert wurden. Der Knockdown des essentiellen
SpleiBfaktors hPrp8 fUhrte zu einer Reduktion des Zellwachstums um etwa 85%.
Wegen des sehr geringen Vorkommens der U11/U12-Proteine konnte der
Knockdown nicht auf Protein-Ebene mittels sperzifischer Antikérper verifiziert
werden. Deshalb wurde der Knockdown Uber die Abnahme der mRNA-
Menge verifiziert. Zu diesem Zeitpunkt war die Echtzeit-RT-PCR in unserem

Labor noch nicht etabliert. Darum erfolgte die Bestimmung der mRNA-Menge
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mit quantitativer RT-PCR und nachfolgendem Southernblot. Als interne
Ladekontrolle wurde die Histon 3B mRNA-Menge bestimmt.

welche nicht durch Knockdown der U11/U12-Proteine beeinflusst sein
sollfe. FUr jedes Protein wurde zundchst der lineare Bereich der PCR-
Amplifikation durch Anderung der PCR-Zyklen-Anzahl und der eingesetzten
cDNA-Menge bestimmt. Die Menge der mRNAs die fUr die Proteine 59K, 35K,
25K und 20K kodieren war nach Normalisierung mit der Histon 3B mRNA-
Menge in den Knockdown-Zellen im Vergleich zu den Konftroll-Zellen deutlich
reduziert (Abbildung 30). Quantifizierung zeigte eine mMRNA-Reduktion um 70%

bis 85% in den verschiedenen mRNAs.
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Abbildung 30. RNAi Knockdown Experimente bestatigen eine essentielle zellulare
Funktion der U11/U12-Proteine. (A) Die Zahl lebender Zellen wurde 72 Stunden nach
Transfektion eines siRNA-Duplexes bestimmt und der Durchschnitt einer dreifachen
Bestimmung als prozentualer Anteil des Kontroll Knockdowns (siRNA BB1, gegen GL2
Luziferase) dargestellt. Es sind die Ergebnisse von je zwei verschiedenen siRNA-
Duplices fur jedes U11/U12 Protein gezeigt. Als Positivkontrolle diente ein Knockdown
mit einer sikRNA gegen das hPrp8 Protein. (B) RT-PCR Analyse der 20K, 25K, 35K und 59K
MRNA in Kontroll und Knockdown Zellen. Die RT-PCR wurde mit zellulGrer Gesamt-RNA
und sperzifischen Primern durchgefGhrt. Die 73 bis113 bp langen PCR-Produkte wurden
mittels denaturierender PAGE aufgetrennt und durch Southern-Blotting visualisiert. (C)
Die mRNA-Mengen nach RNAi Knockdown wurden mit einem Phosphoimager
quantifiziert und sind als prozentualer Anteil der Konfrolle (siRNA gegen GL2
Luziferase) dargestellt (Abb. aus Will, 2004 verandert).

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass die Proteine 59K, 35K, 25K
und 20K Ubereinstimmend mit ihrer Funktion beim U12-abhdngigen SpleiBen

eine essentielle Rolle in der Zelle spielen.
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4.2.7 RNAi-Experimente in Hela Zellen verdeutlichen essentielle zellulare

Funktionen von nukleoldren U3 snoRNA-assoziierten Proteinen

Zu Beginn dieser Arbeit war nicht klar, ob die snoRNP-Assemblierung und
die snoRNP-Prozessierung durch einen groBen Multi-Protein-Komplex, dhnlich
dem SpleiBosom, erfolgt, oder ob die snRNP-Biogenese durch eine Abfolge
unabhdangiger Schritte verlduft. Eine Anzahl von Proteinen, die bei der snoRNP
Assemblierung und Biogenese maoglicherweise eine Rolle spielen, waren
bereits bekannt. Direkte Beweise fUr ihre funktionelle Beteiligung lagen aber
nicht vor.

Nicolas Watkins konnte in unserem Labor nachweisen, dass unreife und
reife U3 snoRNA im Nukleoplasma in groBen Multi-Protein-Komplexen
vorkommt (Watkins et al., 2004). Diese Komplexe enthielten die Haupt-C/D-
Box-Proteine (15.5K, NOP56, NOPS58, Fibrillarin) und weitere Faktoren, fUr die
eine Beteiligung bei der RNA-Prozessierung (TGS1, La, LSm4, hRrp46), snoRNP
Assemblierung (SMN, TIP48, TIP49, Nopp140) und RNA-Export/Lokalisierung
(CRM1, PHAX) angenommen wurde. Weitere Untersuchungen lieferten
Anhaltspunkte daflr, dass eine mit der nukleol@ren Lokalisierung verbundene
Umstrukturierung des U3 snRNP die Bindung der Haupt-C/D-Box-Proteine
stabilisliert.

In Zusammenarbeit mit Nicolas Watkins wurde die Bedeutung der U3
snoRNA-assoziierten  Proteine bei der C/D-Box-snoRNP  Akkumulation
untersucht (Watkins et al., 2004). Dazu wurden siRNA-Duplices zur spezifischen
Depletion von Faktoren, die mit nukleoplasmatischen snRNP-Komplexen
assoziiert sind, ausgewdhlt und Hela SSé Zellen damit transfiziert. Nach 60
Stunden wurde die Anzahl lebender Zellen bestimmt. Zu diesem Zeitpunkt
waren die Zellen nicht apoptotisch (Daten nicht gezeigt). Jede siRNA, die
gegen Faktoren der snoRNP-Biogenese oder die Haupt-snoRNP-Proteine
gerichtet war, fGhrte zu einer signifikanten Reduktion der Zellzahl im Vergleich
zur Negativkontrolle (Abbildung 31-A). Daraus l&sst sich folgern, dass jedes
dieser Proteine essentiell fUr die Aufrechterhaltung der Zellwachstumsrate ist.

Western Blot Analysen der Knockdown-Zellen zeigten in allen Fallen eine
signifikante Reduktion des Expressionsniveaus der Ziel-Proteine (Abbildung 31-

B). Im Gegensatz dazu wurde die Menge an LSm8 Protein, welches als
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Kontrolle diente, nicht beeinflusst. Dieser Befund bestatigte die Spezifitat der

SiRNA vermittelten Depletion.
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Abbildung 31. RNAi Knockdowns belegen essentielle Funktionen fir nukleo-
plasmatische U3 snRNA assoziierte Proteine bei der C/D-Box-snoRNP Akkumulation in
Hela Zellen. (A) Die Anzahl lebender Zellen wurde 60 Stunden nach Transfektion der
SIRNA-Duplices bestimmt und als prozentualer Anteil der Kontroll-Zellen dargestellt
(SIRNA GL2 gegen Leuchtkafer Luziferase). (B) Western Blot Analyse der Protein-
Depletion. Die Ziel-Proteine sind jeweils Uber der entsprechenden Spur genannt. Die
genutzten Anfikérper sind links der Teilabbildungen beschrieben. In jede Spur wurde
Protein aus der gleichen Anzahl von Zellen geladen. Als Kontrolle wurde siRNA gegen
GL2 Luziferase eingesetzt. (C) Proteinbedarf fUr die C/D-Box-snoRNA Akkumulation.
Gesamt-RNA wurde aus Hela Zellen 60 Stunden nach der siRNA-Transfektion isoliert.
Mittels Northern Blot Analyse wurden die relativen Mengen an U3, U8 und U14 C/D-
Box-snoRNAs, Ul sRNA und tRNAArg bestimmt. Die eingesetzten sperzifischen Sonden
sind rechts jeder Tafel bezeichnet. Uber jeder Spur sind die Ziel-Proteine genannt
(Abb. aus Watkins, 2004 verdndert).

Im ndchsten Schritt wurde der Einfluss der siRNA vermittelten Depletion
einzelner Proteine auf die snoRNA-Mengen in Hela Zellen untersucht. 60
Stunden nach erfolgter siRNA-Transfektion wurden von der gleichen Anzahl
Zellen die Gesamt-RNA isoliert und diese durch Hybridisierung mit spezifischen

Northern Blot Sonden gegen C/D-Box-snoRNAs, SnRNAs und tRNA analysiert.
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Es sollte bestimmt werden, ob die Faktoren sperzifisch fur die U3 Biogenese
sind, oder ob sie sowohl bei der Akkumulation der beiden Polymerase I
transkribierten U3 und U8 snoRNA, als auch bei der Akkumulation der intron-
kodierten U14 snoRNA beteiligt sind. Dazu wurden die Mengen an 5’
trimethylierten U3, U8 und U14 snoRNAs untersucht. Ubereinstimmend mit einer
Beteiligung dieser Proteine bei der Biogenese beider C/D-Box-snoRNP-Typen,
resultierte die Depletion der meisten Proteine in einer reduzierten Menge aller
untersuchten C/D-Box-snoRNAs (Abbildung 31-C). Interessanterweise wurde
im Vergleich zur U3 snoRNA fUr U8 und U14 snoRNA eine deutlich starkere
Abnahme beobachtet. Mdglicherweise spiegelt dies die unterschiedlichen
Halbwertszeiten der einzelnen snoRNPs wider. Der Verlust eines jeden Haupt-
Proteins fUhrte zu einer Reduktfion der C/D-Box-snoRNA-Menge (Abbildung
31). Die Depletion war fur NOP56, NOP58 und Fibrillarin in etwa gleich effizient.
Dies erlaubt einen direkten Vergleich der relativen Bedeutung bei der snoRNA
Akkumulation. Der starkste Effekt wurde nach Knockdown des NOPS8 Proteins
beobachtet, ein Protein fUr das bereits zuvor in Hefe eine essentielle Rolle fur
die snoRNA Stabilitat/Akkumulation gezeigt wurde (Lafontaine und Tollervey,
1999). Interessanterweise scheinen NOP56 und Fibrillarin - fOr die U8
Akkumulation wichtiger zu sein als fur U3 und U14. Auch die Depletion von
TIP49 und PHAX resultierte in einer vergleichbaren Abnahme der C/D-Box-
snoRNA-Mengen. Die Depletion anderer Proteine wie LSm4, LSm8, La, TIP48
und Nopp140 hatten einen geringeren Effekt auf die Menge von C/D-Box-
sNoRNAs. Der Verlust von SMN und - in einem geringeren AusmasB - von TGS|
fUhrte zu einer reduzierten Menge von U3, hatte aber keinen deutlichen
Einfluss auf U8 und U14 snoRNAs. Das deutet darauf hin, dass diese Proteine
nicht essentiell fUr die Biogenese aller snoRNAs zu sein scheinen. Mit
Ausnahme der Proteine PHAX und SMN, die beide auch bei der snRNP
Biogenese involviert sind, war kein anderer der untersuchten Faktoren
essentiell fUr die Akkumulation der U1 snRNA, die als Kontrolle diente. Wichtig
anzumerken ist, dass weder die Depletion von PHAX noch von SMN einen
Einfluss auf die tRNA Menge hatte.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass die beobachteten Effekte spezifisch
sind, und dass die Mehrheit der untersuchten Proteine essentiell ist fUr die C/D-

Box-snoRNA Akkumulation und die snoRNP-Biogenese in Hela Zellen
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5 DISKUSSION

5.1 siRNA-Design und siRNA-Synthese
5.1.1 siRNA-Selektions-Server

Der von mir in Rahmen dieser Arbeit mitentwickelte siRNA-Selektions-Server
war eines der ersten frei verfGgbaren Programme zur Vorhersage und
Auswahl aktiver und spezifischer siRNAs. Basis der Auswahl aktiver siRNAs ist die
Analyse des thermodynamischen Profils (Khvorova et al., 2003; Schwarz et al.,
2003) und die Duplex-Stabilitdt anhand des GC-Gehaltes (Chalk et al., 2004;
Reynolds et al.,, 2004). Zusatzlich wird das Auftreten von SNPs (single
nucleotide polymorphism) analysiert.

Der Einfluss des thermodynamischen Profils auf die Aktivitat ist das am
besten untersuchte Kriterium und wurde Vvielfach bestatigt. Die
bioinformatische SNP Analyse wird in vielen siRNA-Selektions Programmen
vernachléssigt, obwohl gezeigt wurde, dass eine einzige Fehlbasenpaarung
die Effizienz einer siRNA deutlich reduzieren kann (Hickerson et al., 2007;
Schwarz et al., 2006).

Andere Algorithmen beziehen die Duplex-Struktur (Kéberle et al., 2006;
Patzel et al., 2005), die Sekundarstruktur der Ziel-mRNA (Cullen, 2006a; Cullen,
2006b; Ding et al., 2004; Heale et al., 2005; Luo und Chang, 2004; Overhoff et
al., 2005; Schubert et al.,, 2005; Yiu et al., 2005) und einige Sequenz-
Charakteristika mit ein (siehe Einleitung, Abbildung 2). Dennoch ist kein derzeit
bekannter Algorithmus perfekt. Nicht jede ausgewdhlte siRNA ist aktiv, und
insbesondere hoch effektive siRNAs (mindestens 95% mMRNA-Reduktion nach
48 Stunden) sind nicht vorherzusagen. Der Einsatz vieler Selekfionskriterien
erndht sogar die Wahrscheinlichkeit sehr aktive siRNAs auszuschlieBen, die nur
einem Teil der Kriterien genugen. Jedoch fragen alle Programme dazu bei,
die ungewollte Auswahl von inaktfiven siRNAs deutlich zu minimieren.

Der siRNA-Selektions-Server erlaubt dem Nutzer Uber das Textfeld ,,custom
paftern’ auch komplexe Sequenz-Charakteristika durch die Verwendung von

regul@ren Ausdricken in die Selektion miteinzubeziehen.
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Die Untersuchung der siRNA-Spezifitdt kann beim siRNA-Selektions-Server
unter Verwendung zweier Algorithmen erfolgen.

Der NCBI BLASTn-Algorithmus (Altschul et al., 1990) ist sehr schnell, aber
nicht sehr sperzifisch, da er mit einer minimalen WortgréBe von sieben arbeitet.
D.h., dass in einem Alignment der kUrzeste perfekt gepaarte Abschnitt
mindestens sieben Basenpaarungen umfassen muss. Demzufolge kdnnen
bereits drei ungunstig verteilte Basenfehlpaarungen in einem 19mer
Alignment dazu fUhren, dass BLAST keine Sequenzidentitdt findet. Viele
potentielle Off-Targets werden deshalbb durch BLASTn nicht identifiziert. Der
siRNA-Selektion-Server bietet darum die Moglichkeit eine SperzifitGtsanalyse
mit WU-BLAST 2.0 (Lopez et al., 2003) durchzufUhren. WU-BLAST arbeitet mit
einer WortgréBe von eins und kann im Gegensatz zu BLASTn auch mehrere
mogliche Regionen mit Ahnlichkeit zu einer siRNA-Sequenz innerhalb einer
MRNA-Sequenz erkennen.

Ein Nachteil des siRNA-Selektions-Servers ist, dass keine gesonderte
Analyse der Seed-Region Analoga von miRNAs zur Vermeidung von Off-Targts
erfolgt (siehe Einleitung 2.1.5.1.1). Ein sehr konservativer Ansatz ware in siRNA-
Sequenzen keine Sequenzen bekannter miRNA Seed-Regionen zu erlauben.
Die Datenbank experimentell nachgewiesener humaner miRNAs (miRNA-
base, Version 10.1) am Sanger-Institut enthdlt ca. 520 spezifische Hexamer
Seed-Regionen (Positionen 2-7 vom 5 Ende des Gegensinn-Stranges).
Theoretisch kénnten 4096 (4¢) Hexamer Seed-Regionen vorliegen. Etwas mehr
als ein Achtel der méglichen Hexamere wurden folglich als miRNA-Seeds
identifiziert. Damit wUrde ein Ausschluss der Seed-Region-Sequenzen zum
Auschluss von einem Achtel aller méglichen siRNAs fUhren.

Die Qualitat der SperzifitGdtsanalyse hdngt neben dem Algorithmus auch
von der Qualitédt und der Vollstndigkeit der verwendeten Datenbanken ab.

Aus diesem Grunde wurden drei Datenbanken eingesetzt: Neben dem
konservativen Ansatz, allein die NCBI RefSeq Referenz Sequenz Datenbank zu
durchsuchen, wurden auch die NCBI UniGene Datenbank und die
automatisch annotierte Genom Datenbank EBI ENSEMBL herangezogen.

Neue Erkenntnisse, vor allem im Bereich der Vorhersage von echten
MIiRNA Ziel-Regionen, werden dazu beitragen, die SpezifitGtsananlyse dieses

und anderer siRNA-Auswahl Programme zu verbessern und Off-Target-Effekte
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auf ein Minimum reduzieren.

5.1.2 “Nur Leit-Strang siRNAs”

Wir konnten zeigen, dass siRNA-Duplices entworfen werden kénnen, die
keinen Passagier-Strang besitzen. Diese siRNA-Duplices bestehen aus zwei zur
Zie-mRNA vollkommen komplementdren Strdngen, die zueinander
unvollkommen, aber ausreichend komplementdr sind, um eine stabilen
Duplex mit charakteristischen Uberhéngen an den 3’ Enden zu bilden.

Die Effizienz des Silencing von “nur Leit-Strang siRNAs” ist vergleichbar
jener von prototypischen Passagier/Leit siRNAs, obwohl “nur Leit-Strang
SIRNAs” eine signifikante Anzahl von nicht-Watson-Crick Wobble-Basenpaaren
enthalten kénnen. Bei den 25 bis 30 bp langen Vorldufermolekilen von
microRNAs (MIiRNA) sind ebenfalls hdufig fehlerhafte Basenpaarungen zu
beobachten. miRNAs gelangen, dhnlich den siRNAs, Gber die Inkorporation
eines reifen mMIiRNA Stranges in den Argonaut-Komplex in die RNAI-
Prozessierung (Hutvagner und Zamore, 2002; Liu et al., 2004; Matranga et al.,
2005; Meister et al.,, 2004; Mourelatos et al., 2002). Die Verteilung und die
Anzahl der Basenfehlpaarungen, einschlieBlich der G-U-Wobbles, in den
MIRNAs variiert zwischen 5 und 6. Diese Anzahl wurde als Schwellenwert fUr
die Selektion von partiell komplementéren oder palindromischen SsiRNA-
Strdngen verwendet.

siRNA-Duplices im Ganzen weisen eine zweifach symmetrische Struktur
auf. Durch die Sequenz des Passagier- und des Leit-Stranges wird jedoch eine
thermodynamische und kinetische Asymmetrie eingefGhrt, welche die
Assoziierung verschiedener dsRNA bindender Proteine beeinflusst. Diese
Unterschiede kdnnen bestimmen, welcher der beiden Strdnge bevorzugt in
RISC eingebaut wird. Zahlreiche Regeln wurden aufgestellt, um die
Vorhersage von effektiven siRNA-Duplices zu verbessern (Khvorova et al.,
2003; Reynolds et al., 2004; Schwarz et al., 2003). Es wurde gezeigt, dass durch
EinfOhren von Basenfehlpaarungen in den Passagier-Strang das Silencing
ineffektiver sSiRNA-Duplices in einem gewissen MaBe gesteigert werden kann.
Partiell palindromische siRNAs, die durch intermolekulares Annealing nur eines

Leit-siRNA-Stranges gebildet werden, weisen eine punktsymmetrische Struktur
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auf. Folglich integrieren beide Strdnge mit der gleichen Wahrscheinlichkeit in
den RISC. Aufgrund des Gleichgewichtes zwischen inter- und inframolekular
gepaarter Strukturen ist es mdglich, dass solche siRNAs (oder ein Teil solcher
siRNAs) die regul@re Duplex-initierte Assemblierung umgehen, und dass Leit-
SiRNAs als Einzelstrang direkt mit den Argonaut Proteinen interagieren. Die
RISC-Assemblierung unter Nutzung eines Einzelstranges wurde bereits zuvor
gezeigt. Es wurde auBerdem zellbasiertes RNA-Silencing durch Leit-siRNAs
gezeigt, fur die die Bildung palindromischer Strukturen sehr unwahrscheinlich
ist. Zellbasiertes RNA-Silencing durch siRNA-Einzelstrdnge ist jedoch meist
weniger effektiv oder nicht nachweisbar (Harborth et al., 2003; Holen et al.,
2003; Martinez et al., 2002).

Das Design von siRNA-Duplices, die aus zwei unterschiedlichen partiell
komplementdren Leit-Strdngen bestehen, fUhrt eine signifikante Asymmetrie
ein. Da beide Strdnge komplementdér zur jeweiligen Ziel-mRNA sind, limitiert
maoglicherweise nur der am wenigsten potente Leit-Strang die Knockdown
Effizienz. Die in dieser Studie verwendeten dualen “nur Leit-Strang siRNAs”
gegen Lamin A/C waren in ihrer Effekfivitdt entweder vergleichbar der
effektivsten prototypischen siRNA, oder sie lagen zwischen den AktivitGten
beider prototypischen siRNAs. Folglich hat die gestdrte Symmetrie in den
partiell gepaarten siRNA Duplices keine Konsequenz. Somit stellen duale “nur
Leit-Strang siRNAs” eine Alternative zu prototypischen auf den Asymmetrie-
Regeln basierenden siRNAs dar. Wenn duale “nur Leit-Strang siRNAs” so
ausgewdhlt werden, dass sie gegen zwei verschieden Gene gerichtet sind,
dann kann die asymmetrische Assemblierung des RISC problematisch
werden. Zwei von drei gegen Lamin A/C und Emerin gerichteten funktionellen
Duplices zeigten solche Probleme. Zur Identifizierung effektiver siRNA-Duplices,
die zwei Ziel-Gene gleichzeitig ausschalten kénnen, wurde jedoch nur eine
kleine Anzahl Duplices dieses Typs untersucht.

Duale “"nur Leit-Strang siRNAs” kdnnten eine elegante Ldsung fur das
Problem schnell auftretender Resistenzen bei siRNA-vermittelten anfiviralen
Ansatzen darstellen (Gitlin et al., 2002; Gitlin et al., 2005). Die Verabreichung
von zwei gegen das Virus gerichteten siRNA-Strdngen erfordert, dass zwei
Mutationen gleichzeitig durch das Virus selektioniert werden mussten, um

dem siRNA vermittelten Angriff zu entgehen.
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Ein weiterer Vorzug von dualen “nur Leit-Strang siRNAs” ist, dass diese im
Vergleich zu prototypischen siRNAs theoretisch spezifischer sind. Off-Target
Akfivitat in siRNA Silencing Experimenten basieren auf einer unerwinschten
Silencing Akfivitat des Passagier- und des Leit-Stranges aufgrund partieller
Komplementaritét zu nicht verwandten mRNAs (Birmingham et al., 2006;
Jackson et al., 2003; Jackson et al., 2006; Jackson und Linsley, 2004). Bei den
dualen “nur Leit-Strang siRNAs” fehlt ein nicht-zielkomplementérer Passagier-
Strang. Damit sind mogliche Off-Target Aktivitdten allein mit den Leit-Stradngen
verbunden. Im Allgemeinen sind Off-Target AktivitGten gering, und sie kénnen
nicht mehr nachgewiesen werden, wenn verschiedene prototypische siRNA-
Duplices kombiniert werden, die jeder eine andere Off-Target-, jedoch die
gleiche On-Target-Aktivitat besitzen. Auf die gleiche Art kdnnten duale “nur
Leit-Strang siRNAs”, die mit beiden Leit-Strdngen verbundenen Off-Target-
Aktivitdten halbieren, wahrend die On-Target-Aktivitat erhalten bleibt.

Im Hinblick auf siRNAs als potentielle Therapeutika wirde die Herstellung
von partiell palindromischen siRNAs nur die Synthese eines RNA-Stranges
erfordern und somit die Kosten fUr die Produktion im GroBmaBstab deutlich
reduzieren.

Der einzige Nachteil dieses neuen siRNA-Design-Ansatzes ist, dass nur eine
begrenzte Anzahl von siRNA-Kandidaten identfifiziert werden kann, die eine
partielle Sequenz-Komplementaritdt der zur Ziel-mRNA komplementdren
Strédngen aufweist. Des Weiteren wird dadurch auch die Auswahl von siRNAs
begrenzt, die in mehreren Spezies kreuzreaktiv sind, oder die Auswahl hoch
spezifischer siRNA-Duplices, welche eine moglichst geringe Sequenz-

Komplementarit&t zu allen nicht-Zie-mRNAs aufweisen.

5.1.3 Chemische Synthese von siRNAs und PozeBmanagment

FUr RNAIi-Experimente in Hela Zellen wurde eine groBere Anzahl von
SiRNAs benotigt. Dazu wurden zwei verschiedene RNA-Synthesemethoden
eingesetfzt. Zum einem wurde auf einem EXPEDITE-Synthesizer die TBDMS-
Methode genutzt und zum anderen die ACE-Methode auf einem von
DharmaconResearch umgebauten ABI-394-Syntheziser angewendet.

Im direkten Vergleich der beiden Synthese-Methoden erwies sich die ACE-
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Methode in unserem Labor beziglich Zeitaufwand und Reinheit der Produkte
als besser geeignet. Darum wurde nach einer Vergleichsphase auschlieBlich
die ACE-Methode verwendet. Diese Methode ermdéglichte es in einem
Uberschaubaren Zeitraum eine groBere Anzahl von siRNAs herzustellen.

Die Reinheit der Produkte war bei der ACE-Methode ausreichend hoch,
so dass auf zeitaufwendige Aufreinigungsschritte verzichtet werden konnte.
Dagegen erforderte die Synthese nach der TBDMS-Methode eine zusatzliche
Gelaufreinigung, die zeitintensiv war und auBerdem mit Verlusten an Produkt
einherging. Die Ausbeute bei der TBDMS-Methode lag um 70 nmol aus eine 1
umolaren Synthese, wéhrend mit der ACE-Methode Ausbeuten von ca. 150
nmol aus einer 0,2 umolaren Synthese erzielt werden konnten.

Ein weiterer Vorteil der Verwendung der 2' ACE Schutzgruppe zum Schutz
der 2'-Hydroxylgruppen liegt darin, dass die geschitzten RNA-Oligos
wasserldslich sind, und so eine Aufbereitung in geschuUtzter Form maoglich ist.
Die 2'-Hydroxylgruppen sind duch die 2'ACE Schutzgruppe fast vollstdndig
gegen Hydrolyse und Nukleaseaktivitt geschitzt.

Jedoch weist die ACE-Methode gegenUber der TBDMS-Methode zwei
Nachteile auf: Erstens mangelt es bei der ACE-Methode an komerziell
erhdltlichen modifizierten Synthesebausteinen. Die fUr die TBDMS-Methode
enwickelten Amidite und Festphasentréger unterschiedlicher Modifikationen
sind unter den Synthesebedigungen der ACE-Methode nicht ausreichend
stabil, und ké&nnen somit nicht eingesetzt werden. Ein weiterer Nachteil der
ACE-Methode liegt an fehlenden Konfrollméglichkeiten der einzelnen
Kopplungsschritte wéahrend des Syntheseprozesses. Bei der TBDMS-Methode
kann aufgrund einer Farbreaktion durch Abspaltung der Schutzgruppe mit
dem sogenannten Tritylmonitoring der Prozess kontrolliert werden. Im
Gegensatz dazu kdnnen bei der ACE-Methode lediglich verstopfte Leitungen
wdhrend der Synthese anhand einer reduzierten Flussrate nachgewiesen
werden. Andere aufgetretene Stérungen, z.B. durch fehlerhafte Reagenzien,
werden erst durch die postsynthetische Qualitdtskontrolle sichtbar.

Der Syntheseprozess der RNA-Oligonukleotide wurde durch Perl-Skripte
und eine Datenbank unterstGizt. Der Einsatz der Perl-Skripte beschleunigte
und erleichterte die Sequenzaufbereitung. Des Weiteren wurde eine Anzahl

von Schritten automatisiert, die bei manueller DurchfGhrung sehr fehleranfallig
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sind.

Es wurde eine FileMaker-Datenbank aufgebaut, die die Schritte der
Synthese und der Aufbereitung der RNA-Oligonukleotide verfolgt, und die
Sequenzen verwaltet. Die Datenbank vergab automatisch eindeutige
Identifikationsnummern fir jedes RNA-Oligonukleotid. Dies war inbesondere
bei  Re-Synthesen  bedeutsam und erleichterte  das  Aufinden
zusammengehdriger Sequenzen fur die Hybridisierung. Die Hybridisierung
wurde ebenfalls durch automatische Kalkulation der bendtigten Reagenz
Volumina vereinfacht.

Insgesamt ermdglichte erst die Einfuhrung der ACE-Methode in
Verbindung mit dem teilautomatisierten Prozessmanagment die Herstellung

einer gréBeren Anzahl von siRNA-Duplices in einem Uberschaubaren Zeitraum.

5.2 siRNA-Validierung und funktionelle Genanalyse mittels RNA-

Interferenz

5.2.1 Identifizierung essentieller RNA-prozessierender Faktoren in Hela $S6

Zellen

Iwei Ziele wurden mit dem Screen von siRNAs im Zellproliferationsassay
verfolgt. Erstens, wurde eine initiale Validierung der siRNA-Bibliothek
durchgefUhrt, ohne aufwendigere Techniken zum Nachweis der Reduktion
von Ziel-mRNA oder Ziel-Protein einzusetzen. Zweitens, konnten erste Hinweise
zur Bedeutung einiger Ziel-Proteine fUr Zellproliferation und VitalitéGt der Zellen
gewonnen werden.

Die siRNA-Transfektionen gegen RNA-prozessierende Faktoren fUhrte bei
mehr als einem Dirittel (39%) der untersuchten Faktoren 72 Stunden nach der
Transfektion zu einer stark bis sehr stark reduzierten Zellzahl. Bei etwa einem
weiteren Drittel (32%) wurde eine mittelstark verminderte Zellzahl beobachtet
und bei 29% der IZiel-Faktoren fUhrte die siRNA-Transfekfion zu einer
schwachen oder keiner Reduktion der Zellzahl.

Die Reduktion der Zellzahl kann verschiedene Ursachen haben: inhibierte
oder verlangsamte Zellteilung, oder apoptotischer Zelltod. Diese Phédnotypen
kbnnen als indirekte Folge von RNAI vermittelten Defekten des Pra-mRNA

SpleiBens auftreten. So kénnte die Depletion von SpleiBfaktoren zu einer
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gestérten Pr&-mRNA Prozessierung von Genen fUhren, die essentiell fUr den
Zellteilungsprozess sind. Diese Storung kdnnte schlieBlich zur Depletion der
entsprechenden Proteine fUhren. Die beobachtete Zellzahl-Reduktion wdare
somit ein Sekunddareffekt. Andererseits konnten SpleiBfaktoren auch eine
direkte Rolle bei der Zellteilung und in anderen Prozessen spielen. In einem
siRNA-Screening in HelLa Zellen wurden 37 Gene identifiziert, die essentiell fir
die Zellteilung sind (Kittler et al., 2004). Darunter waren die acht
spleiBosomalen Faktoren U1-A (SNRPAT), B (SNRPB), SKIP (SNW1), hPRP22
(DHX8), p68 (DDX5), LSMé und MFAPI1. Beim MFAP1 handelt sich um eine
Komponente der extrazelluldren Matrix der Elastin-assozierten Mikrofibrillen. In
der Studie von Kittler zeigte der Knockdown von MFAP1 den gleichen
Zellteilungs-Phdnotyp, wie er auch bei den anderen sieben SpleiBfaktoren zu
beobachten war. Ob auch diese Faktoren eine direkte Rolle bei der
Zellteilung spielen, bedarf noch einer weiteren Untersuchung.

Wie in der Einleitung bereits erwdhnt wurde, reduziert nicht jede siRNA die
Ziel-mRNA im selben AusmaB. Dies erklart, warum der Einsatz verschiedener
siRNAs gegen die gleiche mMRNA-Sequenz mit sehr unterschiedlichen
Wachstums-Phdnotypen verbunden sein kann. FUhren verschiedene siRNAs
gegen die gleiche Ziel-mRNA zu einem stark reduzierten Zellwachstum, dann
ist dies ein deutlicher Hinweis auf einen spezifischen Knockdown.

Treten unterschiedliche Wachstums-Phanotypen auf, kénnen jedoch
auch Off-Target-Effekte die Ursache fUr eine Zellzahl-Reduktion sein. Off-
Target-Effekte kdnnen durch eine hohe Ahnlichkeit der siRNA-Sequenz
(Kreuzreaktivitdt) zu einer nicht Ziel-mRNA hervorgerufen werden, oder auch
durch Sequenzidentitdt einer siRNA Seed-Region mit Sequenzabschnitten in
der 3'UTR von nicht Ziel-mRNAs.

Neben diesen beiden Moglichkeiten wurde eine weitere maogliche
Ursache fur Off-Target-Effekte identifiziert, die sich auf die Vitalitat der Zellen
auswirkt. Vermutlich kédnnen bestimmte kurze Motive in siRNA-Sequenzen
zytotoxisch wirken (Fedorov et al., 2006). In einer Untersuchung von 300 siRNAs
gegen nicht-essentielle Gene wurden bei etwa einem Drittel der transfizierten
Zellen unsperzifische Effekte festgestellt, die unabhdngig vom eigentlichen Ziel
der SiRNA auftraten und zu einer reduzierten Zellzahl fUhrten. Als eine

mogliche Ursache wurde das Sequenz-Motiv UGGC identfifiziert, das in etwa
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einem Drittel der toxischen siRNAs im Leit-Strang enthalten war (Fedorov et al.,
2006).

Durch die in dieser Arbeit vorangestellte bioinformatische Sperzifitdts-
analyse mit dem siRNA-Selektions-Server wurde die Wahrscheinlickkeit des
Auftretens von Off-Target-Effekten aufgrund hoher Sequenzdhnlichkeit
minimiert. Sowohl die Seed-Region-Sequenz, als auch zytotoxische
Sequenzmotive wurden bei der Auswahl der siRNAs jedoch nicht
berUcksichtigt.

162 siRNAs fUhrten in den Untersuchungen lediglich zu einer schwachen
oder zu keiner Wachstumsreduktion. Dies kbnnte auf mangelnde Effizienz der
siRNAs, aber auch auf eine nicht-essentielle Funkfion der depletierten
Faktoren hinweisen.

Der Anteil von siRNA-Transfektionen, die nur einen schwachen oder keinen
Einfluss auf das Zellwachstum zeigten, war besonders hoch bei den gegen
nicht-snRNP Proteine, der sogenannten A/B Gruppe, gerichteten siRNAs (siehe
Tabelle 13B u. 13C). Hier fUhrten 75% der 24 siRNAs zu keinem oder nur einem
schwachen Effekt. Und keine einzige der siRNA-Transfektionen resultierte in
einer starken oder sehr starken Reduktion der Zellzahl.

Ein anderes Bild bot die Gruppe der U5 Proteine. Mindestens je eine siRNA
pro Faktor fUhrte zu einem starken bis sehr starken Wachstumphdénotyp (siehe
Tabelle 13A). Ausnahmen bildeten lediglich die Proteine 100K und 40K, die
keinen bzw. einen mittleren Wachstumsdefekt hervorriefen. Es ist allerdings zu
berGcksichtigen, dass in dieser Gruppe bis zu 10 siRNAs pro Ziel-mRNA
untersucht wurden, was die Wahrscheinlichkeit effiziente SiRNAs zu
identifizieren erhohte.

In drei weiteren Gruppen konnten deutliche Wachstumsphdnotypen
beobachtet werden (Tabelle 13A). Bei den B/B* Proteinen fUhrten 42% (von 19
siRNAs) der Knockdowns zu starker oder sehr starker Reduktion Zellzahl. Bei der
Gruppe der C Proteine fGhrten 30% (von 30 siRNAs) und bei Proteinen der
EJC/mIiRNP Gruppe um Pinin 50% der 10 untersuchten siRNAs zu einer stark
reduzierten Zellzahl.

Die Ergebnisse bestatigten die Notwendigkeit, mehrere siRNAs zu
untersuchen, die gegen eine Ziel-mRNA gerichtet sind, um die Spezifitdt der

siRNA und des funktionellen Phénotyps zu verifizieren.
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5.2.2 Bestimmung effektiver siRNAs gegen Faktoren des Prp19-CDC5-

Komplexes und damit verwandter Proteine

Die Analyse der Zie-mRNA-Menge mittels quantitativer RT-PCR 24
und/oder 48 Stunden nach der siRNA-Transfekfion bestatigte, dass es
notwendig ist, mehrere gegen eine Ziel-mRNA gerichtete siRNAs untersuchen,
um effektive siRNAs zu identfifizieren. Wegen der SchlUsselrolle des Prp19-
CDC5-Komplexes bei der Aktivierung des SpleiBosoms wurde die mRNA-
Reduktion nach Transfektion von siRNAs gegen Faktoren dieses Komplexes
unfersucht.

Alle fUnf siRNAs gegen die mRNAs der Gene PLRG1, HSPC148, CRNKL1 und
PPIL1, reduzierten die Ziel-mRNA um mehr als 80% und hatten zuvor im
Lellproliferationsexperiment zu einer stark reduzierten Zellzahl gefUhrt.

Uneinheitlich ist das Ergebnis fUr die beiden CDCS5L siRNAs. W&hrend mit
beiden siRNAs ebenfalls eine in etwa gleich starke Ziel-mRNA-Reduktion um
mehr als 80% erreicht wurde, zeigte eine siRNA (KK1) einen starken
Wachstumsphdnotyp, die zweite siRNA aber nur einen Effekt mittleren Grades.
In diesem Fall ist es denkbar, dass die stark reduzierte Zellzahl durch einen Off-
Target-Effekt hervorgerufen sein kbnnte.

FOr die Mehrzahl der untersuchten Gene wurde ebenfalls eine RNAI
vermittelte Ziel-mRNA-Reduktion um 80% beobachtet, die jedoch nur zu
einem mittleren bis schwachen Wachstumsphdnotyp fUhrte.

FUr diese Gruppe kénnten folgende Punkte zutreffen: Eine Verminderung
der Protein-Menge verlangsamt die Zellteilung direkt oder indirekt. Der
Knockdown ist jedoch nicht effizient genug, so dass die vorhandene Protein-
Menge aufgrund einer langen Halbwertszeit noch fur die Aufrechterhaltung
der zelluldren Grundfunktionen ausreicht.

Es ist auch denkbar, dass andere Proteine einen effizienten Knockdown
funktfionell kompensieren kénnen. Dies kdnnte fUr das Protein PRCC zutreffen.
Zwei siRNAs gegen PRCC fuhrten frotz starker mRNA-Reduktion zu keiner
Beeinflussung der Zellzahl. Eine andere Erklé@rung ist, dass dieses Protein keine
essentielle zellulGre Funktion ausubt, so dass nach Depletion des Proteins
weder ein indirekter noch ein direkter Einfluss auf die Zellzahl erwartet werden

kann.
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5.2.3 Subzellulare Lokalisierung von Indikatoren fur SpleiBdefekte nach
siRNA vermitteltem Knockdown von Faktoren des Prp19/CDC5-Protein

Komplexes und damit verwandter Proteine

Die Umverteilung der zelluldren Marker SC35, poly(A)+-mRNA U2, U4 und
U5 snRNA wurde nach Knockdown einzelner Faktoren des Prp19-CDCS
Komplexes und verwandter Proteine mittels indirekter Immunofluoreszenz
untersucht. Die parallele Analyse mehrerer fUr die Inhibition des Pr&d-mRNA
SpleiBens typischer Phdnotypen wurde unter der Annahme durchgefihrt,
dass diese ein deutliches Gesamtbild ergeben kdnnte, das erste Hinweise auf
SpleiBdefekte gibt.

Die Analyse der Verteilung zellulGrer Marker mittels indirekter
Immunfluoreszenz ergab jedoch ein heterogens Bild. Die mit gRT-PCR
bestimmte Effizienz eines siRNA vermittelten Knockdowns spiegelte sich nicht
in jedem Fall in einem deutlichen von der GL2 Kontrolle abweichenden
Ph&notyp wieder.

Die Akkumulation des SC35 Proteins in abgerundeten Speckles wurde nur
nach Knockdown von PPILT und Npw38 in deutlicher Ausprédgung
beobachtet. Npow38BP wurde als positiver Regulator des Prd-mRNA SpleiBens
in HEK293 Zellen identifiziert und interagiert mit der WW Domdne von Npw38
(Komuro et al., 1999; Llorian et al., 2004; Llorian et al., 2005). Der Knockdown
beider Proteine fUhrte jedoch zu einer vollig unterschiedlichen Lokalisierung
der zelluldren Marker. Die Depletion von Npw38 resultierte in einer
Umverteilung aller untersuchten Marker im Vergleich zu GL2 siRNA
transfizierten Kontroll-Zellen. Dies wurde sonst nur beim CDCS5L und CRNKLI
(SIRNA JX1) Knockdown beobachtet.

Immunodepletion von CDCS5L alleine (Ajuh et al., 2000) oder von CDCS5L
gemeinsam mit AD-002 (HSPC148) inhibiert in HelLa Kernextrakt Pr&a-mRNA
SpleiBen in-vitro(Makarova et al., 2004). Deshalb wurde eine Akkumulation
von SC35 in abgerundeten Speckles erwartet. Die Depletion der beiden
Komponenten des Prp19-CDC5-Komplexes, CDC5L und AD-002, fGhrte jedoch
zur Reduktion bzw. Akkumulation in flachig ausgebildeten Speckles. Diese
Ph&notypen sind bislang nicht beschrieben.

Es wurden zwei verschiedene siRNAs gegen PRCC eingesetzt. Beide
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SiRNAs reduzieren die PRCC mRNA nach 24 Stunden um mehr als 80%.
Wdahrend SsiRNA ql47-2 zu keiner Verdnderung der Vertellung der
untersuchten zellulGren Marker fUhrte, fUhrte der Knockdown mit siRNA q147-1
zu einer Akkumulation von U2 und U4 snRNA in den Cajal Bodies. Ob es sich
dabei um einen spezifischen Phdnotyp fur einen PRCC Knockdown handelt,
kdnnte durch den Einsatz von mehr als zwei verschiedenen siRNAs pro Ziel-
MRNA  Uberprift werden. Auch Zeitreihen mit verlGngerten siRNA
Inkubationszeiten kdnnten bei heterogenen Phanotypen AufschluB geben.

Bei den Proteinen CRNKL1 und PPIL1 fUhrte jeweils eine siRNA zu einer
MRNA-Reduktion um mehr als 80% wdahrend mit jeweils einer zweiten siRNA nur
eine 50 bzw. 60%ige MRNA-Reduktion erreicht wurde. Dies stimmt mit den
beobachteten Ver&nderungen der zelluldren Marker Gberein. Wahrend der
Knockdown mit effektiven siRNAs deutliche Umverteilungen der Marker
hervorrief, fGhrten der Knockdown mit weniger effektiven siRNAs zu keinen
oder undeutlich ausgeprégten Veré&nderungen der Lokalisierung zelluldrer
Marker.

Auffallig an den Ergebnissen ist die groBe Heterogenitdt der Phanotypen,
die nach siRNA vermittelter Depletion von Proteinen zu beobachten sind, die
vermutlich zu einer strukturellen Einheit gehdren. Dies kdnnte einerseits von der
unterschiedlichen Bedeutung und Funkfion der Proteine innerhalb des
Subkomplexes herrOhren, wobei manche Proteine eine bedeutendere Rolle
zur Funktfion des gesamten Subkomplexes beitragen als andere. Andererseits
kann die Effizienz des Knockdowns und die verbleibende Proteinmenge zu
unterschiedlichen phdnotypischen Ausprdgungen fUhren. Dadurch ist es
schwierig - zumindest anhand der in dieser Arbeit ausgewdhlten zellulGren
Marker - RUckschlUsse auf Gruppen kooperativer Proteine zu ziehen.

Es ist nicht auszuschlieBen, dass durch Analyse einer groBeren Anzahl
spleiBosomaler Faktoren Gruppen von Proteinen identifiziert werden kénnen,
die nach Depletion die gleichen Verdnderungen zelluldrer Marker aufweisen.
Auch nicht-offensichtliche Verédnderungen kdnnten durch den Einsatz von
Bildanalyse-Software, die eine quantitative Auswertung und Aussagen zur
statistischen Signifikanz der beobachteten Verdnderungen erméglicht,
offengelegt werden. Zusammenfassend ergibt sich aus den Untersuchungen,

dass zum Nachweis von in lebenden Zellen induzierten SpleiBdefekten ein
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direkter Nachweis der Inhibition des Pra-mRNA SpleiBens unumgdanglich ist.

5.3 RNAi vermittelter Knockdown von hPrp31 (PRPF31) fuhrt zu einer
Akkumulation des U4/Ué di-snRNPs in den Cajal Bodies

In dieser Arbeit wurde erstmals in lebenden Zellen gezeigt, dass das U4/U6
Protein hPrp31 essentiell ist fUr die Interaktion des U4/U6 di-snRNPs mit dem 20S
U5 snRNP. Dieses Ergebnis stimmt mit zuvor im zellfreien System durchgefUhrten
Studien Uberein (Makarova et al.,, 2002). Eine dhnliche Eigenschaft kann
aufgrund der Ergebnisse nun auch dem U5 Protein hPrpé zugeschrieben
werden.

Von Zwei-Hybrid Analysen ist bekannt, dass hPrp31 und hPrpé stark und
spezifisch aneinander binden (Liu et al., 2006; Makarova et al., 2002). Es wird
angenommen, dass U4/U6 und U5 snRNPs Uber eine molekulare BrUcke
verbunden werden, die mindestens von diesen beiden Proteinen gebildet
wird. In Hefe fUhrt die Depletion des hPrpé homolgen Proteins Prpép zur
Inhibition der tri-snRNP Bildung, und zur Akkumulation der U4/Ué di-snRNPs und
von U5 snRNP Mono-Partikel (Galisson und Legrain, 1993). Unsere Ergebnisse
zum RNAiI Knockdown von hPrpé stimmern mit diesen Beobachtungen
Uberein.

Nina Schaffert (Schaffert et al., 2004) konnte durch Kombination von RNAI
und biochemischen Methoden ebenfalls demonstrieren, dass nach
Knockdown von hPrp31 und hPrpé in HeLa Zellen die fri-snRNP Bildung
inhibiert ist und stabile U5 Mono-snRNPs und U4/Ué di-snRNPs akkumulieren,
welche die U4/Ué Proteine und den U4/Ué Recycling Faktor p110 enthalten.
Folglich stellen hPrp31 und hPrpé in vivo eine essentielle Verbindung zwischen
dem U4/U6 und dem U5 snRNP her.

Eine zentrale Beobachtung dieser Arbeit war, dass unter hPrp31 und hPrpé
Knockdown Bedingungen, welche die fri-snRNP Bildung inhibierten, die
beiden U4/Ué-spezifischen Proteine hPrp4 und hPrp3 (durch spezifische
Antikérper nachgewiesen) und U4 und Ué snRNAs (durch FISH nachgewiesen)
in den Cajal Bodies akkumulierten.

Im Gegensatz dazu konnte Nina Schaffert zeigen, dass die U5 snRNPs

nach Inhibition des tri-snRNPs nicht in den Cajal Bodies akkumulierten. Das U5
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SNRNP Speckle Muster ist jedoch etwas gréber, als jenes, das nach Inhibition
des SpleiBens fUr den nicht-snRNP SpleiBfaktor SC35 beschrieben wurde
(O'Keefe et al., 1994). Auch die Depletion von hPrp31 und hPrpé fUhrte zu
einem groberen Speckle Muster der U1 und U2 snRNA Verteilung. Dies deuted
darauf hin, das SpleiBen in HeLa Zellen inhibiert ist, wenn die tri-snRNP Bildung
blockiert wurde.

Die Unterschied in der selektiven Akkumulation des U4/Ué di-snRNPs in den
Cajal Bodies gegenUber den unveré&nderten Verteilung der U5 snRNPs |Gsst
sich noch nicht vollstdndig erkldren. Es ist jedoch anzunehmen, dass der
Faktor p110 bei der U4/Ué snRNP Akkumulation eine wichtige Rolle spielt. Eine
signifikante Menge des Proteins ist in Cajal Bodies lokalisiert (Stanek et al.,
2003). Diese Akkumulation erfolgt aufgrund einer sogenannten HAT Domdane
am N-Terminus von p110 (Stanek et al., 2003). Das Protein p110 wird fUr die di-
SNRNP Bildung bendtigt und bindet sowohl an den Ué (mono) snRNP als auch
an den U4/Ué6 di-snRNP, ist jedoch nicht Bestandteil des U4/U6.U5 tri-snRNP
(Bell et al., 2002).

Die durch RNAI erzielten Ergebnisse deuten auf eine SchlUsselrolle der
Cajal Bodies in den letzten Schritten bzw. beim letzten Schritt der tfri-snRNP
Biogenese hin, bevor dieser in das SpleiBosom integriert. Und die gezeigten
Daten unterstUtzen die Idee einer grundsatzlichen Rolle der Cajal Bodies bei
der Assemblierung und Reifung von snRNPs. Stanek (Stanek et al., 2008)
konnte durch siRNA vermittelte Depletion der Proteine hPrp22 und hNirl, die
eine Rolle bei der Deassemblierung des SpleiBosoms spielen, eine
Akkumulation von U4/Ué di-snRNP in Cajal Bodies nachweisen. Dies deutet auf
eine gehemmte Reassemblierung des U4/U6.U5 tri-snRNP und auf eine
SchlUsselrolle der Cajal Bodies hin. Aufgrund mathematische Modelle wurde
auBerdem postuliert, dass Cajal Bodies durch Bereitstellung einer lokalen
Umgebung erhodhter snRNP Konzentration die U4/Ué di-snRNP Assemblierung
um eine GréBenordnung verstarken (Klingauf et al., 2006).

Die Moglichkeit hPrp31 und andere tri-snRNP Proteine mittels RNAi zu
depletieren ist ein erster Schritt zur molekularen Analyse ihrer Funktion in
lebenden Zellen. In weiteren Schritten kdnnten die Effekte von Mutationen in
hPrpr31 auf die tri-snRNP Bildung und die subzellul@re Lokaliserung untersucht

werden. Dies kénnte durch Kopplung der hPrp31 Deplefion mit einer
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simultanern Expression von mutanten hPrp31 Formen durch Transfektion der

entsprechenden cDNAs erreicht werden.

5.4 RNAi-Experimente verdeutlichen die essentielle zellulare Funktion

einiger U11/U12-Proteine

MS Analysen gereinigter U11 und U12 snRNPs zeigten, dass dem humanen
U11/U12 snRNP einerseits alle Ul-spezifischen Proteine fehlen, dieser anderseits
aber sieben Proteine enthdlt, die nicht im majoren SpleiBosom vorkommen.
Cindy Will (Will et al., 2004) hat in lhrer Studie gezeigt, dass eine Anzahl von
Proteinen dem minoren und dem majoren SpleiBosom nicht gemein sind. Dies
deutet auf sperzifische molekulare Interaktionen hin, die im U12-Typ Pr&-
SpleiBosom die Erkennung der 5' SpleiBstellen und das Uberbricken von
Infrons vermitteln. Durch siRNA-Transfektion in HeLa-Zellen wurden die mRNAs
der Faktoren 20K, 25K, 35K und 59K um mehr als 70% reduziert. RNAI-
vermittelte Knockdowns zeigten, Ubereinstimmend mit einer bedeutenden
Funktion beim U12-Typ SpleiBen, dass die neuen U11/U12 Proteine 20K, 25K,
35K, 59K offenbar essentielle Faktoren in lebenden Zellen darstellen.

KUrzlich wurde das U11/U12 Protein 48K funktionell charakterisiert (Turunen
et al., 2008). Die Studie zeigte, dass dieses Protein ebenfalls eine essentielle
zelluldre Funktfion besitzt. Die siRNA vermittelte Depletion des 48K Proteins
fOhrte 96 Stunden nach der siRNA-Transfektion zu einer um 70% reduzierten
Zellzahl und 72 Stunden nach Transfektion konnte eine Inhibition des U12-
abhdngigen SpleiBens nachgewiesen werden. Des Weiteren fUhrte die 48K
Depletion zu reduzierten U11/U12 di-snRNP Mengen, was auf eine Funktion bei
der Stabilisierung und/oder Bildung dieses Komplexes hindeutet. 48K
inferagiert sowohl mit der 5’ SpleiBstelle, als auch mit dem 59K Protein. Die
Interaktion mit der 5'-SpleiBstelle erfolgt dabei schon wdhrend den ersten
Schritten der Infron-Erkennung, entweder zusammen mit oder kurz nach dem
UT1 snRNA bindet.

Auch for das U11/12-65K Protein wurde ein Interaktion mit dem 59K Protein
gezeigt (Benecke et al., 2005). 65K bindet zusatzlich noch direkt an U12
SNRNA. Benecke konnte belegen, dass im minoren SpleiBosom 59K und 65K als
integrale Proteine des U11/U12 di-snRNP U11 und U12 verbinden. Direkte
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Interaktionen des 48K mit den integralen Komponenten 65K und 20K konnte
nicht nachgewiesen werden (Turunen et al., 2008), was eine Lokaliserung des
48K im Bereich zwischen den U1l und U12 Komponenten des di-snRNPs
unwahrscheinlich macht.

Das U11/U12-20K hat einige Ahnlichkeit zum U1-C und kénnte somit bei
der Erkennung von U12-typ 5'-SpleiBstellen eine Rolle spielen (Will et al., 2004).

Die Bildung und Stabilitdt des minoren SpleiBosoms hdngt vom
Zusammenspiel verschiedener Sequenz-sperzifischer Interaktionen mit der 5'-
SpleiBstelle  und dem Verzweigungspunkt ab. Dieses schlieBt eine
Basenpaarung von U11 mit der 5'-SpleiBstelle, eine Interaktion des 48K Proteins
mit der 5'-SpleiBstelle, und die Basenpaarung von Ul2 mit der
Verzweigungsstelle mit ein. Welche Rolle die Proteine 25K, 35K bei Bildung und
Stabilitdt des minoren SpleiBosoms spielen, und ob 59K neben der UT1-U12
BrOckenfunktion noch auf andere Art dazu beitrdgt, bleiben Fragen, die

weitergehende Untersuchungen bendtigen.

5.5 RNAi-Experimente in Hela Zellen verdeutlichen essentielle
zelluldare Funktionen von nukleoldren U3 snoRNA-assoziierten

Proteinen

Watkins (Watkins et al., 2004) untersuchte die frGhen Phasen der snoRNP
Biogenese durch Charakterisierung der Pra-snoRNP-Komplexe  aus
Kernexirakten. Die Analysen erfolgten unter der Annahme, dass das I&sliche
nukleoplasmatische Material durch Kernextrakt représentiert wird. Auf dieser
Basis konnte gezeigt werden, dass die im Kernextrakt vorliegenden U3
sNoRNPs deutlich gréBer sind als die reifen nukleoldren Komplexe. Diese
Komplexe enthielten, neben den Haupt C/D-Box Proteinen und dem U3-
spezifischen hU3-55K, eine Anzahl nukleoplasmatischer Proteine der RNA-
Prozessierung (TGS1, La, LSm4, hRrp46), putative Assemblierungsfaktoren
(SMN, TIP48, TIP49, Nopp140), und RNA-Export-/Lokalisations-Faktoren (CRMT,
PHAX). Alle diese Proteine kommen nicht im reifen nukleoléren U3-snRNP vor.
Dies lies vermuten, dass die snoRNP Assemblierung, &hnlich jener des
SpleiBsosoms, durch einen groBen Multiproteinkomplex erfolgt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden durch RNAI die meisten der genannten
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Proteine spezifisch depletiert. Die Knockdowns fUhrten in allen Fallen zu einer
deutlichen Reduktion des Zellwachstums. Jedes der untersuchten Proteine ist
somit bedeutsam fUr die Aufrechterhaltung der Zellproliferation.

Des Weiteren konnte durch siRNA vermittelte Depletion nachgewiesen
werden, dass die meisten dieser Proteine in HelLa Zellen essentiell sind fUr die
Beibehaltung physiologischerr C/D-Box snoRNA-Mengen. Damit wurde die
Rolle dieser Proteine bei der snoRNP Biogenese in hdheren Eukaryonten
erstmals direkt funktionell untersucht. Auf Grundlage der deutlichen Hinweise,
dass diese Proteine essentiell fur die Akkumulation der U3, U8 und U14
SNoRNAs sind, schlussfolgern wir, dass viele dieser Proteine gemeinsame C/D-
Box Biogenese Faktoren sind.

Der nukleare Exportfaktor PHAX ist auschlieBlich mit der U3 Pr&-snoRNA
stabil assoziiert, wahrend CRM1 sowohl an die Pr&-U3 snoRNA, als auch an die
reife U3 snoRNA stabil gebunden vorliegt (Watkins et al., 2004). Beide Faktoren
sind fUr unterschiedliche Lokalisierungen neu synthetisierter U3 snoRNAs
essentiell. Wahrend PHAXT1 fur die Lokalisierung in den Cajal Bodies (CB)
bendtigt wird, ist CRM1 fur die nukleoldre Lokalisierung unabdingbar (Boulon
et al., 2004). Die beiden in Zusammensetzung und Lokalisierung
unterschiedlichen U3 snoRNP Populationen kdnnten folgendes Szenario
reprdsentieren: Zum einen den PHAX assoziierten Komplex mit U3 Pr&-snoRNA
auf dem Weg zum CB oder aus dem CB heraus. Und zum anderen einen
infermedidren Komplex mit reifer U3 snoRNA und gebundenem CRMI, der
den CB verlassen hat und sich auf dem Weg zum Nukleolus befindet. Durch
SiRNA vermittelte Depletion konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass PHAX
essentiell fur die snoRNA Akkumulation ist. Dies verdeutlicht die funktionelle
Bedeutung der Interaktion zwischen PHAX und dem Prd&-snoRNP.

Watkins (Watkins et al., 2004) konnte zeigen, dass neben PHAX auch die
Proteine TIP48, La, LSm4 und hRrp4é exklusiv mit der U3 Pr&-snoRNA assoziiert
sind. Diese Proteine sind bei der 3’ Reifung kleiner RNAs involviert (Perumal
und Reddy, 2002). Sowohl La als auch LSm Proteine erkennen U-reiche
Sequenzen am 3'-Ende von Transkripten und beide Proteine kbnnen an die U-
reiche 3' Extension der U3 Pr&-snoRNA binden (Achsel et al., 1999; Wolin und
Cedervall, 2002). Dass LSm4, aber nicht LSm1, an den nukleoplasmatischen U3

sNoRNP Komplex bindet, deutet darauf hin, dass der LSm2 bis LSm8 Komplex
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mit der snoRNA assoziiert ist. Durch siRNA vermittelte Depletion von LSm8
konnte die essentielle Bedeutung von LSm8 fur die U3 snoRNA Akkumulation
gezeigt werden. Diese Beobachtung unterstUtzt die Vorstellung der
Beteiligung mehrerer LSm Proteine bei snoRNP Biogenese.

Zusammengefasst deuten die Daten dieser Arbeit und aus (Watkins et al.,
2004) darauf hin, dass der mit der U3 VorlGufer RNA assoziierte Multiprotein-
Komplex sowohl die Assembliierung des snoRNP Komplexes, als auch die
Prozessierung der Pra-snoRNA vermittelt und koordiniert. Die Nutzung eines
Multiprotein-Assemblierungs-Komplexes  erlaubt  somit  vermutlich  die

Regulation der verschiedenen Aspekte der snoRNP Biogenese.

5.6 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass RNAi mit
chemisch synthetisierten siRNAs eine geeignete Methode darstellt, um ex vivo
funktionelle Studien an Komponenten von Ribonukleoprotein-Komplexen
durchzufUhren. Die Identifikation von SpleiBdefekten, die nach Depletion von
am SpleiBen beteiligter Proteine erwartet werden, kdnnte durch geeignete
Reporter Assays oder Methoden zum direkten Nachweis der mRNA und Pr&-
MRNA Mengen erreicht werden. Die Interaktionspartner dieser SpleiBfaktoren
kédnnten in vivo durch Depletion des endogenen Faktors und Expression einer
markierten Variante dieses Faktors, und durch Nachweise mittels
Immunprézipitation  und Massenspekiroskopie  identifiziiert  werden.
Nachgewiesene Interaktionspartner kdnnten wiederum durch RNAI depletiert
werden und der Einfluss des Verlustes dieses Proteins auf das
Interaktionsnetzwerk untersucht werden. Es stellt sich auch die Frage, welchen
Einfluss der Verlust eines SpleiBfaktors auf die Assemblierung des SpleiBosoms
hat. Zur KlGrung dieser Frage kdnnten induzierbare Knockdown Zelllinien for
diese Proteine generiert werden. Dies ermdglicht die Kultur dieser Zellen im
GroBmaBstab, um nach Induktion des Knockdowns ausreichende Mengen an
Zellen fUr biochemische Analysen und insbesondere fUr die Isolierung

defizienter spleiBosomaler Komplexer zu erhalten.
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Abkuirzungsverzeichnis

a

A

AA
Abb.
Ac
Amp.
APS
ATP

bidest.
bp
BLAST
BP

BSA
bzw.
5'ss

C

°C

ca.

CB

cDNA

CDS

C. elegans
Ci

cm

cpm

A

d
Da
dd
d.h.

D. melanogaster

DMSO
DNA
DNase
Ds

ar

DTE
DTT

ECL

E. coli
EDTA
engl.
EtOH
et al.

f

anfi

Adenosin

Acrylamid

Abbildung

Acetat

Ampicillin
Ammoniumperoxodisulfat
Adenosintriphosphat

bidestilliert

Basenpaare

Basic Local Alignment Tool
branchpoint (Verzweigungsstelle)
Rinderserumalbumin
Beziehungsweise

5'-SpleiBstelle

Cytosin

Grad Celsius

Circa

Cajal Body/Coiled Body
complementary DNA

coding sequence

Caenorhabditis elegans

Curie

Zenfimeter

counts per minute (Zerfélle pro Minute)

delta, steht hier fir: depletiert
desoxy

Dalton

bi-destilliert (als Prafix)
das heilt

Drosophila melanogaster
Dimethylsulfoxid
DesoxyribonukleinsGure
Desoxyribonuklease
doppelstrangig
Desoxythymidin
1,4-Dithioerythrol
Dithiothreitol

enhanced chemiluminiscence
Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat
englisch

Ethanol

et alii (lateinisch fur: und andere)

femto
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G
g

h
HCI
His
hn

k
kDa

|
LB-Medium
Lsg.

M

m

V]
MG/MW
m3G
m7G
min
mM
MRNA
mMIiRNA
ms

NIS
nts
NTPs

OAC
oD
Oligo
ORF

P

P
PAA
PBS
PCA
PFA
pers.
pH
Pr&a-mRNA
Prp
%

Py

R
RBD
RNA
RNAI

Guanosin
Gramm/Zentrifugalkraft

Stunden/ human (als Pr&fix)
SalzsGure

Histidin

heterogenous nuclear

kilo (als Prafix)
Kilodalton

Liter
Luria-Bertani-Medium
L&ésung

molar

milli (als Prafix)

mikro (als Prafix)
Molekulargewicht/molecular weight
N2,N2,N7-Trimethylguanosin
N7-Monomethylguanosin
Minuten

millimolar

messenger RNA

micro RNA

Millisekunden

nano (als Pr&fix)
Non-Immunserum/Pr&immunserum
Nukleotide
Nukleosid-5'-Triphosphate

Aceftfat

Optische Dichte
Oligonukleotid

open reading frame

Phosphat

pico (als Pr&fix)

Polyacrylamid

Phosphate Buffered Saline

Mischung aus Phenol, Chloroform und Isoamylalkohol
Paraformaldehyd

persdnlich

negativer dekadischer Logarithmus der H+-lonen-Konzentration
Vorldufer-mRNA

pre-mRNA processing

Prozent

Pyrimidinbase

Purinbase
RNA-Bindungsdomdne
Ribonukleinséure
RNA-Interferenz
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RNase Ribonuklease

RNasin Ribonuklease-Inhibitor

RNP Ribonukleoprotein

rom rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
RRM RNA recognition motif

rRNA ribosomale RNA

RT Raumtemperatur

S Svedberg-Einheit (10-13 s)

S Sekunde

S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae

SDS Sodium-Dodecyl-Sulfat

s.d. Standardabweichung (standard deviation)
SIRNA small interfering RNA

sn small nuclear

sno small nucleolar

5. 0. siehe oben

SR serin-arginin-reich

ss einzelstréngig

SS SpleiBstelle

S. U. siehe unten

T Thymidin

Tab. Tabelle

TBE Tris-Borat-EDTA-L&sung

TEMED N.N,N',N’-Tetramethylethylendiamin
Tris/HCI Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan-Hydrochlorid
tRNA fransfer RNA

U Uracil/Unit (Einheit der Enzymakfivitat)

UK United Kingdom

USA United States of America

U snRNA uridine-rich small nuclear RNA

U snRNP uridine-rich small nuclear ribonucleoprotein
utp Uridinfriphosphat

UTR untranslated region

uv Ultraviolett

Vv Volt

val. vergleiche

Vol. Volumen

v/v volume per volume

w/v weight per volume

WT Wildtyp

WU-BLAST Washington University Basic Local Alignment Tool
Y Pyrimidinbase

z.B. zum Beispiel

Nicht angegebene AbkUrzungen fUr physikalische GréBen und deren Einheiten

entsprechen dem SI-System.
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Tabelle A-1. mRNA Sequenzen eingesetzt zur statistischen Analyse des Vorkommens
von “nur Leit-Strang siRNA”  Ziel-Regionen.  Accession-Nummern  und
Kurzbeschreibung zu 100 mRNAs (siehe Abschnitt 4.1.3.2).

gi| 40805828 | ref | NM_006710.4 | Homo sapiens COP9 constitutive photomorphogenic homolog subunit 8 (Arabidopsis) (COPS8), transcript
variant 1, mMRNA

gi| 41327743 | ref [INM_004321.4| Homo sapiens kinesin family member 1A (KIF1A), mRNA

gi| 56711325 | ref [NM_003983.3 | Homo sapiens solute carrier family 7 (cationic amino acid fransporter, y+ system), member 6 (SLC7Aé), mMRNA

gi| 34328912 | ref | NM_004625.3 | Homo sapiens wingless-type MMTV integration site family, member 7A (WNT7A), mRNA

gi| 4504482 | ref [NM_000194.1 | Homo sapiens hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 (Lesch-Nyhan syndrome) (HPRT1), mRNA

gi| 37704380 | ref | NM_004048.2 | Homo sapiens beta-2-microglobulin (B2M), mRNA

gi| 61744433 |ref [INM_003194.3 | Homo sapiens TATA box binding protein (TBP), mRNA

gi| 34222313 |ref | NM_014502.3 | Homo sapiens PRP19/PSO4 pre-mRNA processing factor 19 homolog (S. cerevisiae) (PRPF19), mRNA

gi| 17999536 | ref | NM_006445.2 | Homo sapiens PRP8 pre-mRNA processing factor 8 homolog (yeast) (PRPF8), mRNA

gi| 4557552 | ref [NM_000117.1 | Homo sapiens emerin (Emery-Dreifuss muscular dystrophy) (EMD), mRNA

gi| 27436944 | ref | NM_005572.2| Homo sapiens lamin A/C (LMNA), transcript variant 2, mRNA

gi| 83641890 | ref | NM_002046.3 | Homo sapiens glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), mRNA

gi| 28302128 | ref | NM_000518.4 | Homo sapiens hemoglobin, beta (HBB), mRNA

gi| 15718673 | ref [ NM_000024.3 | Homo sapiens adrenergic, beta-2-, receptor, surface (ADRB2), mRNA

gi| 14717406 | ref [INM_005642.2 | Homo sapiens TAF7 RNA polymerase Il, TATA box binding protein (TBP)-associated factor, 55kDa (TAF7), mRNA

gi| 28872795 | ref [INM_005194.2 | Homo sapiens CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), beta (CEBPB), mRNA

Qi| 18765721 | ref|NM_019066.2 | Homo sapiens MAGE-like 2 (MAGEL2), mRNA

gi| 5174532 | ref INM_005912.1 | Homo sapiens melanocortin 4 receptor (MC4R), mRNA

gi| 66346710 | ref [NM_000529.2 | Homo sapiens melanocortin 2 receptor (adrenocorticotropic hormone) (MC2R), mRNA

gi| 44890066 | ref | NM_002228.3 | Homo sapiens v-jun sarcoma virus 17 oncogene homolog (avian) (JUN), mRNA

gi| 34222271 |ref | NM_012084.3 | Homo sapiens glutamate dehydrogenase 2 (GLUD2), mRNA

gi| 26787973 | ref | NM_005345.4 | Homo sapiens heat shock 70kDa protein 1A (HSPATA), mRNA

gi| 53759132 | ref | NM_001393.2 | Homo sapiens extracellular matrix protein 2, female organ and adipocyte specific (ECM2), mRNA

gi| 19743828 | ref | NM_003529.2 | Homo sapiens histone 1, H3a (HISTIH3A), mRNA

gi| 4504222 | ref [NM_000181.1 | Homo sapiens glucuronidase, beta (GUSB), mMRNA

gi| 14589948 | ref |[NM_000937.2 | Homo sapiens polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide A, 220kDa (POLR2A), mRNA

gi| 29570786 | ref [NM_030877.3 | Homo sapiens catenin, beta like 1 (CTNNBL1), mRNA

gi| 5016088 | ref [INM_001101.2 | Homo sapiens actin, beta (ACTB), mRNA

gi| 62414288 | ref |[NM_003380.2 | Homo sapiens vimentin (VIM), mRNA

gi| 52630339 | ref [NM_002105.2 | Homo sapiens H2A histone family, member X (H2AFX), mRNA

gi| 13259530 | ref [NM_022877.1 | Homo sapiens survival of motor neuron 2, centromeric (SMN2), transcript variant ¢, mRNA

gi| 77404429 | ref | NM_002669.2 | Homo sapiens pleiotropic regulator 1 (PRLT homolog, Arabidopsis) (PLRG1), mRNA

gi| 45439322 | ref | NM_006347.3 | Homo sapiens peptidylprolyl isomerase H (cyclophilin H) (PPIH), mRNA

gi| 16357499 | ref| NM_001253.2 | Homo sapiens CDCS5 cell division cycle 5-like (S. pombe) (CDC5L), mRNA

gi| 18860912 | ref| NM_012245.2 | Homo sapiens SNW domain containing 1 (SNW1), mRNA

gi| 18375679 | ref[NM_016312.2| Homo sapiens WW domain binding protein 11 (WBP11), mRNA

gi| 28872757 | ref | NM_003913.3 | Homo sapiens PRP4 pre-mRNA processing factor 4 homolog B (yeast) (PRPF4B), franscript variant 1, mRNA

gi| 40254447 | ref [NM_003629.2 | Homo sapiens phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 3 (p55, gamma) (PIK3R3), mRNA

gi| 7657312 | ref INM_014462.1 | Homo sapiens LSM1 homolog, U6 small nuclear RNA associated (S. cerevisiae) (LSM1), mRNA

gi| 10947034 | ref [NM_019843.2 | Homo sapiens eukaryotic franslation initiation factor 4E nuclear import factor 1 (EIF4ENIF1), mRNA

gi| 58331235 | ref [NM_152624.4| Homo sapiens DCP2 decapping enzyme homolog (S. cerevisiae) (DCP2), mRNA

gi| 53829366 | ref [NM_015455.3 | Homo sapiens CCR4-NOT transcription complex, subunit 6 (CNOT6), mRNA

gi| 1732072 | gb | U75308.1 | HSU75308 Human TBP-associated factor (hTAFII130) mRNA, partial cds

gi| 458435 | gb | U06632.1 | HSUD6632 Homo sapiens p80-coilin mRNA, complete cds

gi| 50726967 | ref | NM_005926.2 | Homo sapiens microfibrillar-associated protein 1 (MFAP1), mRNA

gi| 44890049 | ref | NM_203399.1 | Homo sapiens stathmin 1/oncoprotein 18 (STMNT1), transcript variant 2, mRNA

gi| 56237019 |ref [INM_018695.2 | Homo sapiens erbb? interacting protein (ERBB2IP), transcript variant 2, mRNA

gi| 57165437 | ref| NM_003370.3 | Homo sapiens vasodilator-stimulated phosphoprotein (VASP), transcript variant 1, mRNA

gi| 23308730 | ref | NM_003302.1 | Homo sapiens thyroid hormone receptor interactor 6 (TRIP4), mRNA

gi| 15431325 | ref [NM_002284.2 | Homo sapiens keratin, hair, basic, 6 (monilethrix) (KRTHB4), mRNA
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gi| 83267869 | ref [NM_003746.2 | Homo sapiens dynein, light chain, LC8-type 1 (DYNLL1), franscript variant 3, mRNA

gi| 72198188 | ref | NM_000633.2 | Homo sapiens B-cell CLL/lymphoma 2 (BCL2), nuclear gene encoding mitochondrial protein, franscript variant
alpha, mRNA

gi| 16306490 | ref| NM_001786.2| Homo sapiens cell division cycle 2, G1 to S and G2 to M (CDC2), franscript variant 1, mRNA

gi| 71061467 |ref|[NM_001813.2| Homo sapiens centromere protein E, 312kDa (CENPE), mRNA

gi| 13699823 | ref | NM_004523.2 | Homo sapiens kinesin family member 11 (KIF11), mRNA

gi| 24430145 | ref [INM_005124.2 | Homo sapiens nucleoporin 153kDa (NUP153), mRNA

gi| 34222329 | ref | NM_015934.3 | Homo sapiens nucleolar protein NOP5/NOP58 (NOP5/NOP58), mRNA

gi| 41406063 | ref |[NM_005964.1 | Homo sapiens myosin, heavy polypeptide 10, non-muscle (MYH10), mRNA

gi| 34222261 |ref[INM_178014.2| Homo sapiens tubulin, beta (TUBB), mMRNA

gi| 38327534 | ref [INM_005543.2 | Homo sapiens insulin-like 3 (Leydig cell) (INSL3), mRNA

gi| 21071011 |ref [NM_002769.2 | Homo sapiens protease, serine, 1 (trypsin 1) (PRSST), mRNA

gi| 18375649 | ref [NM_080685.1 | Homo sapiens protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 13 (APO-1/CD95 (Fas)-associated
phosphatase) (PTPN13), transcript variant 4, mRNA

gi| 30089990 | ref | NM_004300.2 | Homo sapiens acid phosphatase 1, soluble (ACP1), franscript variant 3, mRNA

gi| 18860901 | ref | NM_002844.2 | Homo sapiens protein tyrosine phosphatase, receptor type, K (PTPRK), mRNA

gi| 37655179 | ref [NM_004090.2 | Homo sapiens dual specificity phosphatase 3 (vaccinia virus phosphatase VH1-related) (DUSP3), mRNA

gi| 73747916 | ref[INM_018833.2 | Homo sapiens transporter 2, ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP) (TAP2), transcript variant 2, mRNA

gi| 46592963 | ref [NM_207627.1 | Homo sapiens ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 1 (ABCG1), franscript variant 5, mRNA

gi| 71361681 |ref[NM_006185.2 | Homo sapiens nuclear mitotic apparatus protein 1 (NUMAT), mRNA

gi| 29337287 | ref [NM_006530.2 | Homo sapiens YEATS domain containing 4 (YEATS4), mRNA

gi| 60115820 | ref| NM_021961.3 | Homo sapiens TEA domain family member 1 (SV40 transcriptional enhancer factor) (TEAD1), mRNA

gi| 47157323 | ref | NM_006254.3 | Homo sapiens protein kinase C, delta (PRKCD), transcript variant 1, mRNA

gi| 38787996 | ref | NM_033627.3 | Homo sapiens three prime repair exonuclease 1 (TREX1), transcript variant 2, mRNA

gi| 4506164 | ref |[NM_000447.1 | Homo sapiens presenilin 2 (Alzheimer disease 4) (PSEN2), transcript variant 1, mRNA

gi| 41327753 | ref | NM_020639.2 | Homo sapiens receptor-interacting serine-threonine kinase 4 (RIPK4), mRNA

gi| 4502638 | ref | NM_000579.1 | Homo sapiens chemokine (C-C motif) receptor 5 (CCRS5), mRNA

gi| 33946328 | ref [ NM_005402.2 | Homo sapiens v-ral simian leukemia viral oncogene homolog A (ras related) (RALA), mRNA

gi| 34147632 | ref [NM_005030.3 | Homo sapiens polo-like kinase 1 (Drosophila) (PLKT), mRNA

gi| 20149636 | ref [NM_016442.2 | Homo sapiens type 1 fumor necrosis factor receptor shedding aminopeptidase regulator (ARTS-1), mRNA

gi| 8400737 | ref [NM_000546.2 | Homo sapiens fumor protein pS3 (Li-Fraumeni syndrome) (TP53), mRNA

gi| 73747817 | ref | NM_013247.4| Homo sapiens HirA serine peptidase 2 (HTRA2), nuclear gene encoding mitochondrial protein, transcript
variant 1, mMRNA

gi| 18141577 | ref | NM_080732.1 | Homo sapiens egl nine homolog 2 (C. elegans) (EGLN2), transcript variant 3, mRNA

gi| 50345996 | ref | NM_001429.2 | Homo sapiens E1A binding protein p300 (EP300), mRNA

gi| 45439351 | ref | NM_003955.3 | Homo sapiens suppressor of cytokine signaling 3 (SOCS3), mRNA

gi| 39812034 | ref | NM_004313.3 | Homo sapiens arrestin, beta 2 (ARRB2), franscript variant 1, mRNA

gi| 28610153 | ref |[NM_000584.2 | Homo sapiens interleukin 8 (IL8), mRNA

gi| 73623018 | ref [NM_001228.3 | Homo sapiens caspase 8, apoptosis-related cysteine peptidase (CASP8), tfranscript variant A, mRNA

gi| 47132615 |ref[NM_001755.2| Homo sapiens core-binding factor, beta subunit (CBFB), franscript variant 2, mRNA

gi| 66934968 | ref | NM_004348.3 | Homo sapiens runt-related franscription factor 2 (RUNX2), transcript variant 3, mRNA

gi| 46488908 | ref | NM_006879.2 | Homo sapiens Mdm2, transformed 313 cell double minute 2, p53 binding protein (mouse) (MDM?2), transcript
variant MDM2b, mRNA

gi| 19923847 | ref | NM_030928.2 | Homo sapiens DNA replication factor (CDT1), mRNA

gi| 58761545 | ref [INM_015013.2| Homo sapiens amine oxidase (flavin containing) domain 2 (AOF2), transcript variant 2, mRNA

gi| 4758395 | ref [ NM_004119.1 | Homo sapiens fms-related tyrosine kinase 3 (FLT3), mRNA

gi| 33188458 | ref | NM_004333.2 | Homo sapiens v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1 (BRAF), mRNA

gi| 23397677 | ref [INM_003153.3 | Homo sapiens signal fransducer and activator of franscription 6, interleukin-4 induced (STAT6), mRNA

gi| 21264342 | ref |[NM_002967.2 | Homo sapiens scaffold attachment factor B (SAFB), mRNA

gi| 22208966 | ref [NM_145899.1 | Homo sapiens high mobility group AT-hook 1 (HMGAT1), transcript variant 1, mRNA

gi| 46249365 | ref [INM_006115.3 | Homo sapiens preferentially expressed antigen in melanoma (PRAME), transcript variant 1, mRNA

gi| 5730022 | ref [NM_006666.1 | Homo sapiens RuvB-like 2 (E. coli) (RUVBL2), mRNA

gi| 34098945 | ref | NM_004559.2 | Homo sapiens Y box binding protein 1 (YBX1), mRNA

gi| 40807446 | ref | NM_005973.4| Homo sapiens papillary renal cell carcinoma (translocation-associated) (PRCC), transcript variant 1, mRNA




7. ANHANG

175

Tabelle A-2. siRNA-Sequenzen zum RNAi-Screening. Syn. — synthefisiert durch
Hersteller: | — eigenes Labor, Q - Qiagen, D — Dharmacon, A — Ambion. siRNA Ziel-
Region: ND —Region nicht bestimmt, da die siRNA Ziel-Sequenz unter angegebener

Acc.-Nummer(n) der humanen RefSeq Datenbank (Rel.28)

Sequenzidentitat vorliegt.

nicht mit

100%iger

Offizielles Gen-

mRNA Ziel-Sequenz

SiRNA-ID Protein Name Symbol Accession Nummer(n) (19mer, 5-3) SiRNA Ziel-Region | Syn.
11 9G8 SFRS7 NM_001031684 CCUAGAQQUUAGAAUGLUA SUTR Q
12 GCAUCUCCUCGACGAUUAA ND Q
1 ABSTRAKT DDX41 NM_016222 ACCUBCAUUAAAGOCCAA SUTR Q
22 - GOOCAAACCUCUAGOCCAA 3UTR Q
31 NM_015908 GGOGOGUUCGCAACAUCAA ORF 0

ASR2 ARS2 _
3-2 NM_182800 CAGCCUUACUGCUAAUAAA 3UTR Q
4-1 CA150 (TAF2S) TCERG1 NM_006706 CCGUCAUAACUACAUGLY SUTR Q
42 GGGUGUUUCUUGUAAACUA 3UTR Q
51 _ GGOUCGUGAGAAGCAGGAA 3UTR Q
Cactin C190rf29 NM_001080543
52 - GGGAACAUCLCCAACAGAA 3UTR Q
61 CBP20 NCEP2 NM_007362 CCUUAAMQUGAGUIGUAGAA SUTR Q
62 GAACUUGAGUAUUUACUAA 3UTR Q
1 CBP80 NCBEP1 NM_002486 CECAGUAUGGACUAUGA SUTR Q
72 ACUUGUUAAAGGAAACAAA ND Q
81 NM_014337 / NM_148176 GGAGGAGAUCCGCAUUGAU ORF Q
Cyp-60 PPIL2
8-2 NM_148175 CCAAUUUGGACAAGUUCAA ORF Q
91 ODXL7 DDXL7 NM_006386 GGGACAUUGUAAUCAUAAA 3UTR Q
9-2 NM_030881 GGAGUGCAUUUGAUAGUUA 3'UTR Q
10-1 DDX3 DDX3X NM_001356 CCUUGACGUGRUGACEUA SUTR Q
102 CGUUGUACGUGCUGACGUA 5UTR Q
11-1 DDX35 DHX35 NM_021931 CCAUGUCLIQUACGAAUGAA SUTR Q
112 CAUGUAAAUAAUAGUGAUA 3UTR Q
121 068 . V004396 GAAAGACUAUAUUCAUAUA ORF Q
122 GGAAGUAAUGUUCCAAAUA ORF Q
131 DXO o V001357 CCUUAUGAUUGGCAGUACA ORF Q
132 GGUGUUGGUGGAGGOUAUA ORF Q
14-1 DHX34 DHX34 NM_014681 COGUCCAGCUGAMUCUGA ORF Q
142 - GAUUGUGAAUAAAGCCUCA 3UTR Q
151 ro1 RO M 004477 AAUUGAAAGCCGACAGAUA ORF Q
152 - GAAAUUUCAGAGCUUCCAA ORF Q
16-1 hPRP2 DHX16 NM_003587 CUAUAAAUAAUAUUALY SUTR Q
162 CCAAGUCCUCAUCAUUGAA ORF Q
17-1 hPRP4 kinase PRPF4B NM_003913 CUAGAMACCUCELUALUAA SUTR Q
172 CAUAACACAUGGUUGUCAA 3UTR Q
18-1 hsmu-1 SMU1 NM_018225 CAACUGAGCAGECAUAUUA ORF Q
182 - CGGOUAUGUCGAUCGAAAU SUTRIORF Q
19-1 hSNU23 FLI31121) ZMAT2 NM_144723 CACCUGAGUUIOOCAAUAM, SUTR Q
192 CAUGUAACAGGAAAUUAAA 3UTR Q
20-1 KIAAQD52 SKIV2L2 NM_015360 COUGIUGAUACAGIIGA SUTR Q
202 GAUUACAGUUGACUACAAA 3UTR Q
211 KIAAL604 KIAAL604 NM_020943 CCAUACACACOGAAUUAMA ORF Q
212 CGAGAUAAUCCAAGAAACA ORF Q
221 LUCTA cRop NM_016424 CCUUUGGAUUUAGAAGUAA 3UTR 0
22-2 NM_006107 CGUUAGUAUUCGUGUGAAU 3UTR Q
231 VAP AL M 005926 GGACCGAGUGACAGUUCAA ORF Q
232 - CGGOGUUUACAGAACCGUA ORF Q
24-1 MGC13125 BUD13 NM_032725 COGAGAUAUCCAGUGELAA SUTR Q
242 CAGUUGUCUGUGCUAAUAA 3UTR Q
251 NM_012218 / NM_004516 CGAUUUCACCACAUCUGAA | ND,3UTR3UTR | Q
NFAR ILF3
25-2 NM_153464 GGUUUAGCUAGAGAGUGAA ND,3UTR,3UTR | Q
26-1 PPiase ke 3b i3 NM_130906 / NM_032472 CGUAGGACAAAUUAAUUAA 3UTR Q
26-2 NM_131916 GAGCAUAUUCUUUAUUAUA 3'UTR Q
271 PRP16 DHX38 NM_014003 GACCUAMGEGAAUUIGLAA SUTR Q
272 CCUUGUGUAAAGCAGCAAA 3UTR Q
28-1 RED K NM_006083 CCCRUAACAAGAAGCUUAA ORF Q
282 - GCGAGUAUAUGAACAACAA ORF Q
- GGUUUGUCUUUAA '
29-1 sc3s SFRS2 NM_003016 CCAGCA SUTR Q
292 - GAUUGUUUAUCAAACACAA 3UTR Q
30-1 SF2/ASF SFRS1 NM_006924 COGUAGCAAUGOCAGUAM, SUTR Q
302 GUAUUGACCUUAUACUAAA 3UTR 0
311 NM_005877 GCAUGUAGGUAGOGUCCUA 3UTR Q
SF3a120 SF3A _
31-2 NM_001005409 AGGAUUUGAUAAAGUUUAA 3'UTR Q
82-1 SF3a60 SF3A3 NM_006802 COCAUUGAUGCAAUACUA SUTR Q
322 GGCACUGAUCUGCCUUAUA 3UTR Q
831 SF3a66 SF3A2 NM_007165 COCUGACAQUUCACAACAA ORF Q
332 CGUACUUCAUGAAGAACCA ORF Q
34-1 SF3b130 SF3B3 NM_012426 QUG ACAUGAUACAUGA SUTR Q
342 CCACUGCUCUAGAAUCUAA 3UTR Q
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351 CCAACUUUAUCUUCUUUAA

SF3b145 SF3B2 NM_006842 ORE Q
352 - AGAAGACCAUGAAGUCAAA ORF 0
36-1 GGGAAUGUUUAAULGAGAA -

SFab1ss N NM_012433 3UTRND Q
36-2 NM_001005526 CAGUGAUUAUAUACACUAU 3UTR Q
87-1 SF3b49 SF3B4 NM_005850 CCAUGECOUCAUGECLUA ORF Q
372 - CAGGCAACUCCAAAGGUUA ORF Q
38-1 sLu7 sLu7 NM_006425 CECUUAAUAAAUAULLICA SUTR Q
382 - GGCAGAUCCUACAAAGOUA ORF Q
39-1 SPF30 SMNDC1 NM_005871 CAAUAUCAAGAUACCUICUA ORF Q
392 - GAGUUGAGUUUAAGCCAAA 3UTR Q
40-1 SRp20 SFRS3 NM_003017 AAGAAUGUACUUIUACAA SUTR Q
402 AGUUGGUAUAGAAUGLIUAA 3UTR Q
41-1 TIP4ag RUVBL2 NM_006666 CCCACUACAUGAACGAGUA ORF Q
412 - CAGAUUGAUCGACCAGCAA ORF Q
42-1 TIP49 RUVBL1 NM_003707 CECOCAACLUGCLUGCUA ORF Q
422 - GGAAGGACAGCAULGAGAA ORF Q
43-1 U11/U12 59K PDCD7 NM_005707 AAGIACUIGUUAAUUUA SUTR Q
432 - GGAGGOUGCUAGUUAGGAA 3UTR Q
a4-1 U11/U12 65K RNP NM_017619 ACCUGUUGAUCCAGGUUAA ND Q
442 ACACUUUAUUCAAAUGAAA ND Q
45-1 U4/U6+U5-27K RY1 NM_006857 GACUGCCAUUAUAULAA SUTR Q
452 - GGUUCUCUCCGCAAGUAUA 3UTR Q
46-1 U5-100K DDX23 NM_004818 UGAAUAULAAGACUGLUAA SUTR Q
462 - GGAUGGUAAAGGAAGUUGA 3UTR Q
471 UAPS56 DDX39 NM_005804 CACAWUGUAUGAGAAUAN SUTR Q
472 - AGGUGAUAAUCUUCGLICAA ORF Q
48-1 YB-1/NSEP1 YBX1 NM_004559 CCAACCACCUGUUAAUAN SUTR Q
482 - UGUUAAUAAAGGUCUUAAA 3UTR Q
49-1 AcinusL ACINL NM_014977 CERUCULUCACAUCACCL) SUTR Q
492 - GGGUCACCUAUGAGCUGAA 3UTR Q
50-1 ALy THoca M 005782 GAGGUGGCAUGACUAGAAA ORF Q
50-2 - GGAACUCUUUGCUGAAULU ORF Q
511 GGAUAAAGCUCGCCGGGAA ORF Q
51-2 cbcaL2 cbcaL2 NM_033529 CCOUUCACCAGLUAGAA ORF Q
513 - AGAUCUACAUCGUGAUGAA ORF Q
514 GCAACAUGGACAAGAUCUA ORF Q
52-1 NM_007242 / NM_001014451 | __ AGUAGAACCUGCAAACAAA ORF Q

DBPS DDX19B
52-2 NM_001014449 GGAAGAUUAGGCAUGAAUA 3UTR Q
531 DGSI DGCR14 NM_022719 CAAGCUGUUUIGELIGUUUAA SUTR Q
532 - GAAGCUGUUGACCAUACCA 3UTR Q
54-1 OKFZPA3AI16 KIAAL429 NM_015496 GAAUUUGUUUGAUACCUAA 3UTRND Q
54-2 NM_183009 AGAUAUUCUCAAACUUUCU 3'UTR,ND Q
55-1 DKFZP58600120 FAM32A NM_014077 CCUCCUGUACUCAGUUA SUTR Q
55-2 GGAAAGUUUCUAAGUUUAU 3UTR 0
56-1 ELAV ELAVLL NM_001419 CAAMUGAUCBLICAACLA ORF Q
56-2 - GGGAUCUGGECGUUUAUAAA 3UTR Q
571 FLI21827 C11orf60 NM_020153 CAAGACGUUIGCAAGUALY SUTR Q
572 - GGOCCAUGCCCGACAUUGA ORF Q
58-1 HDAC2 HDAC2 NM_001527 CCRUCAUAUIGEAMUUAY ORF Q
58-2 - GGAGGAUUACAUCAUGCUA ORF Q
59-1 hPRP17 CDC40 NM_015891 CAGGACGUGLUAUAAULAA SUTR Q
50-2 - GOCUAUGACAGGUAUCUUA ORF Q
60-1 HPRP22 e M 004941 GGAUGAAGAUGALIGUGAAA ORF Q
60-2 - GCCUGAUUACUGUUAUGCA ORF Q
611 hPRP38/FLI14936/ CRPE3EA M 032804 GOUGUUAUUCAAAGAUCAA 3UTR Q
61-2 MGC3320 - CACGGACAUCGAUAAUCAA 3'UTR Q
62-1 hTraa/HSUS3209 TRA2A NM_013203 CAUAGCAUAGAALUCUUAA SUTR Q
62-2 - AGCUAAUCAAAUAAGGAAA 3UTR Q
63-1 KIAAO853 KIAAO853 NM_015070 CCCAUAUAGUAALACCCA SUTR Q
632 - CAAUAAGUUCUAAUAUCAA 3UTR Q
64-1 KIAA1590 C200rf23 NM_024704 GAAUUAUGGUGACGUAGAA ORF Q
64-2 - GCAUCGUGUGAUUAGUGAA ORF Q
65-1 Magoh MAGOH NM_002370 AGAGEOUUAUGUACAUAA ORF Q
65-2 GGAAGUUAAGAUAUGCCAA ORF Q
66-1 atring VARG NM_018834 CGOUGAUGAUCCCAACAAA ORF Q
66-2 NM_199189 CGGUGAAGAUGGUGAGAAA ORF Q
67-1 MGC2655 THOCS6 NM_024339 AGACGAUCGAGGUCLAUAA ORF Q
672 - AGACGAUCGAGGUCUAUAA ORF Q
68-1 MOV10 MOV10 NM_020963 CCUUAGLICAGECAAUUAA ORF Q
682 - GOCUGGAUUUGAACCGCAA ORF Q
69-1 NM_014110 / NM_138558 GCUGAAGUUUCUUAUUUAA 3UTR Q
NIPPL PPP1R8
69-2 NM_002713 CAUUGUAAAUUAAACGUAA 3'UTR Q
70-1 NOSIP NOSIP NM_015953 COQUCGAAUGORLIGGAGAA ORF Q
70-2 - GOGACAUCAUCGUGCUGCA ORF Q
- GGAAGGGUGUGGCCA

71 NUK-34 DDX48 NM_014740 UUAA ORF Q
712 - CAUAAACUCUAUACUUCUA 3UTR Q
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721 pS5PIK PIK3R3 NM_003629 CECCUGLUAGUALUCAGUAA SUTR Q
722 GGOUUGAUAUACCAAAUAA 3UTR Q
- CCUUUCCUUGUAA '
731 PININ PNN NM_002687 CCAULA SUTR Q
732 - GCAGAAGAUUUCUUGAUAA 3UTR Q
74-1 NM_003678 / NM_001002877 | GAGAGUGCCUAUCUAACAA ORF
pK1.3/ C220rf19 THOCS NM_001002879 Q
74-2 NM_001002878 GACUUUGAGCGACUAUGUA ORF 9
751 PRP18 PRPF18 NM_003675 CCACUUAAUUAUUUCAGUA SUTR Q
752 - AGUUGUGGUUAGAUGAUUA 3UTR Q
76-1 PSF SFPQ NM_005066 CCCAAMGEAUICCAUUA ORF Q
762 GGGUGUAAGACAAUUGGUA 3UTR Q
) CGUUCAUGGUGGUCUUUCA '
7l RNPS1 RNPS1 NM_006711 / NM_080594 SUTR Q
772 - GGAAUGUGACAAAGGAUCA ORF Q
781 o1 o1 NM_004630 / NM_201995 | CAGAGAUGGUUGCACUCAA | ORF,ORFNDORF | Q
78-2 NM_201997 / NM_201998 GGUCUUCUGCUGCAAUUUA | 3'UTR,3UTRND,3UT| @
79-1 SFRS10 SFRS10 NM_004593 CCAUCUGAAUCUAGGLIUA ORF Q
79-2 - GGGUAUUCUGAAGAUCGAA 3UTR 0
80-1 SFRS14 SFRS14 NM_014884 GAAUGUUGUUAAUCAUUUA 3UTRND Q
80-2 NM_001017392 GACAUUGACAUGAAGACAA ORF Q
811 SRM160 SRRM1 NM_005839 GAAUAMAULUCUAAAU SUTR Q
812 GGUUUAUAUUGAUGUGUAA 3UTR Q
82-1 SRM300 SRRM2 NM_016333 COGACUGGACGUGUAUAA SUTR Q
822 - GUGAGUUCUUCCUGGUUCA 3UTR Q
83-1 SRp30c SFRS9 NM_003769 CAAUUCACUCAAAUGIL ND Q
832 - GGGUAUUCUGAAGAUCGAA ND Q
84-1 SRp40 SFRS5 NM_006925 GCAAUUAGULUAAUGOOU SUTR Q
84-2 GGGUGUCCUCCACUCUUUA 3UTR Q
85-1 SRps5 SFRS6 NM_006275 COUQUAGAUCLIOGCLICAA ORF Q
85-2 - GGAGUUACUAGGUUAGCAA 3UTR )
g6 TAT-SF1 HTATSF1 NM_014500 UAGUACAAUCCAAGUAMA SUTR Q
86-2 - GAUGAUAUUUAAUCCCUUA 3UTR Q
871 THocL THoCL M 005191 CGGOGAGACAAACCUGUAA ORF Q
872 - GACGGGAAAUGAGGAGUUA ND Q
88-1 THOC2 THOC?2 NM_020449 CACOUGAMGEEAACAM ORF Q
882 - GCUCUAUGACCAGUGUCAU ORF Q
89-1 THocs THocs M 032301 GAAUUGAGCAUUUAAUAAA 3UTR Q
89-2 - AGUUGGUAUAAAUUGUAAA 3UTR Q
90-1 o oo M 012112 GGOUAAUAAUGAGAUGUAA 3UTR Q
90-2 - ACCGUGAAUUUAUAGUUAA 3UTR Q
91-1 U1-70K SNRP70 NM_003089 CAWGAGOGECGACAGEAA ORF Q
912 - GGAGAAACUGCCACAUGAA ORF Q
92-1 UL-A SNRPA NM_004596 QUGUAGBOCGGAAUUAMA SUTR Q
922 - CGCAGAACAACGCCAUGAA ORF Q
93-1 ul-c SNRPC NM_003093 ACUAUUAUCAGAAAUGA ORF Q
932 - GCAGUGGAAGGAAACACAA ORF Q
94-1 US-40K/PRPF8BP WDR57 NM_004814 CECOCAAUGUGACAAAUL SUTR Q
942 - GCUUCCCUGUGGCCUUUAA ND Q
95-1 WA WA NM_004906 / NM_152858 | GGUUCGAUUGAGUGAAACA ORF Q
95-2 NM_152857 GCAAGUACACAGAUCUUAA ORF Q
96-1 Y14 RBMSA NM_005105 COUCUAGGGUUAAGGALLA SUTR Q
96-2 - CAGUAACUAUAAUGGUAAA 3UTR Q
971 DNPK1 PRKDC NM_006904 CCUAGUAUAGUUGAUGUA SUTR Q
972 - CAGGOUUACCAAAGUAUUA 3UTR Q
98-1 KIAAOL64 BCLAF1 NM_014739 CCACAACOCAMBAUACA ORF Q
982 - GAGGAAGCAUACCOGUUUA ORF Q
99-1 PRP43 DHX15 NM_001358 CAAAGUAGUUCUAUAUAUA SUTR Q
99-2 - UUCUGAUUUCAUAAAUUAA 3UTR Q
100-1 XTP2 BAT2D1 NM_015172 CAACUGUCOCACUAALUAA SUTR Q
100-2 - AGAUAAUGCUGGCAGCCAA 3UTR Q
101-1 SAP18 NM_005870 CCEGAUIGAUGAMAUCAA SUTR Q
1012 - CCUUUAGUUUGUUACAGUA 3UTR Q
102-1 KIAAO700 SIN3A NM_015477 CAUCUAAGAUCACCCAUUA SUTR Q
102-2 - CCUGUGGCCUAACUUUCAA 3UTR Q
103-1 TRAP150 THRAP3 NM_005119 CUUACUAMAUACCUAMA ORF Q
103-2 - CGAGGUAAAUCGAGAGAAU ORF Q
1041 | pAHO5870 / MGC4238 MORG1 NM_032332 CCAACGACUUCAGAUACCA SUTR Q
104-2 - CAGACAUGGAAGGACUUCA 3UTR Q
105-1 CPSF100 CPSF2 NM_017437 CAGUAUAUCAGACUOGAA SUTR Q
105-2 - GAUUAUAGUGLUAAUGCAA 3UTR Q
106-1 CPSF160 CPSF1 NM_013291 CCAUCUACCOCUGUACAA SUTRIORF Q
106-2 - GGGAAGACUCCACCAUGAU ORF Q
107-1 FBP11/FNBP3 PRPF40A NM_017892 CAUAAAGEUGECAAUUA SUTR Q
107-2 - GGOUAUUGUGAGGGCAUUA 3UTR Q
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108-1 HDB / DICE / DDX26 INTS6 NM_012141 QUAUCULICULICAAAUACAA SUTR Q
108-2 - GGCUAUUUGAAAUACUAAA 3UTR Q
109-1 hUPF / RENT1 UPF1 NM_002911 CCACCEUGCACACOEAAA SUTR Q
109-2 - GGGCCUUCAUUUAAAGAAA 3UTR Q
- GUGUGUCUGUAA !
110-1 KIAA0560 AQR NM_014691 i UCAUA SUTR Q
110-2 - GGAGGACAUGGCAGUCAAA 3UTR Q
111-1 NY-CO-10 SDCCAGI0 NM_005869 GUGGAAUGAUGUAAGCAAA 3UTR Q
111-2 GCUGGAAAUGUGOCUACAA 3UTR Q
112-1 Q15002/KIAA0073 PPWD1 NM_015342 ACAUCAUCULUCAAMGAUA SUTR Q
112-2 UAAUGUACUUGCAAAUAAA 3UTR Q
- GGCUCGUCCUA !
1131 Q9BRRS GPATCL NM_018025 GAAUCALL SUTR Q
1132 GACUGAACAGUUUAAUUAA 3UTR Q
114-1 GGAAGAUUCUGAUGACGAA ORF Q
By NM_012143
114-2 TEP1L —— _ GCAUUGUGAUCUACAUCGA ORF Q
114-3 NM_001008697 GGAAGAUUCUGAUGACGAA ORF Q
114-4 CGGCGAGACAAACCUGUAA ND Q
117-1 cLKI cLKL NM 004071 CGAUAGUAAGGAGCAUUUA ORF Q
117-2 - GUAUUUCCAACACACGAUA ORF Q
118-1 SRPK2 SRPK2 NM_182691 CCAGUACAUUGGACCUAAA 3UTR Q
118-2 NM_182692 ACGUGUUAAUUGUGUGGAA 3'UTR Q
119-1 NM_024707 / NM_001007270 CGACAGGAGUCCAGAUAAA 3UTR Q
SIP3 GEMIN7
119-2 NM_001007269 CCUUCAAGCCAUAAAGAUA 3'UTR Q
126-1 p80-collin colL NM_004645 GCAAUUAAAUGACGUGGUA 3UTR Q
126-2 CCAGCAAGUAGAUAUAGAA 3UTR Q
1271 | £ G proteinHSA277841 HSA277841 NM_018553 CAUGAAGIAGICGEGAA SUTR Q
127-2 - GAGCOGGUUAGAUAACUUA 3UTR Q
128-1 TNRCIS TNRCIS NM_015575 GGAAGAAUUGUUACGCAAA ORF Q
128-2 NM_015575 GCAUGAAUUUAUACGCUCA ORF Q
129-1 hsp27 HSPBL NM 001540 CAAAUAAAGUUCAAAGCAA ORF Q
129-2 - CAAAGCAACCACCUGUAAA ORF Q
130-1 hBRR2 ASCC3LL NM_014014 GGAUGUGACCCAGUCUUAA ORF Q
130-2 GGGUCAAGCAUAAAUCAUA ORF Q
181-1 RNPC2 (CC1.3) RNPC2 NM_004902 / NM_184234 CAUCUCCCUAAAUACUAA SUTR Q
131-2 GGAUCUACUGUCAUUUGUA 3UTR Q
182-1 DNAJ homolog DNAJC6 NM_014787 COUUAMUGAAACAUCUA SUTR Q
1322 CCGUUAAGUUACUCAUGAA 3UTR Q
- GUGCCGUGCCGUGUAA !
1331 SF4 (F23858) SF4 NM_172231 oA SUTR Q
133-2 CAGAGUACAAGGAGUUCAA 3UTR Q
134-1 FLI10839 CCARL NM 018237 GGUGUUAAAUAAUGUAAUA 3UTR Q
134-2 - AAUAAAGUUCAUCAGUUUA 3UTR Q
135-1 REMS REMS NM 005778 CCUUGUGUAUAUUUGUAUA 3UTR Q
135-2 - GUGUACAUAGUGUAAUGUA ORF Q
136-1 FBP21 WBP4 NM 007187 CUAUUACUAUAAUACAGAA 3UTR Q
136-2 - CGUUUGGGUAGAAGGUUUA 3UTR Q
138-1 U5 220K PRPF8 NM_006445 GCOCAUCAACGGAGCCAUC 3UTR Q
139-1 U11/U12 48K Céorf151 NM_152551 CERUUGUUGUGAUCUAA SUTR Q
139-2 - GGUGAAUUGUAGUAGGGAA ORF Q
140-1 Kin17 KIN NM 012311 GAGGUAUCAAACUAUGUAA ORF Q
140-2 - GCUUUAUUGUGGUAAUAAU ORF Q
141-1 SNIPL SNIPL NM_024700 CGAAGUCCUCACCACUCAA ORF Q
141-2 UGGUGGCAACAACAAAGAA 3UTR Q
142-1 SmB/E' SNRPE NM_003091 CCUGGUAUGAGACCUCCUA 3UTR Q
142-2 NM_198216 GGACCUCCUCCCAAAGAUA ORF Q
- \CUGGCCGCGAA
143-1 SmD2 SNRPD2 NM_004597 GGUUCUGA ORF Q
143-2 NM_177542 GGUUUGAAUCAGACUGCCU ORF Q
144-1 SMDL SNRPDL NM 006938 GAGCUGUCUAUUUAGUAUA 5'UTR Q
144-2 - CGCUGAGUAUUCGAGGAAA 5'UTR Q
145-1 SmE SNRPF NM 003095 CAGUGAUGGUGAAACUUAA 5'UTR Q
145-2 - GGUGUAAUAAUGUCCUUUA 5'UTR Q
146-1 Snurportin RNUT1 NM_005701 CAUCCACAAUGUARALAUA SUTR Q
146-2 - AAGACUGAUUUCCGAUUCUA ORF Q
147-1 NM_005973 GGUGCUUAUUAUCAGUUUA ORF Q
PRCC PRCC
147-2 NM_199416 GGAUGUCUGUUGAAAUAAA 3'UTR,ORF Q
148-1 ECM2 EcM2 NM 001393 GGUGGGAAUGGACCGAAUA ND Q
148-2 - GAUCAAUGUCAUUGUACUA ORF Q
149-1 CGACGGCUAUGAUUACGAU 3UTR Q
1492 SF2/ASF SFRS1 NM_006924 GAAAGAAGAUAUGACCUAU 3UTR Q
149-3 UAACUUACCUCCAGACAUC ORF Q
150-1 AACAUAGGACGCCUGAGCUA ORF Q
150-2 SRp55 SFRS6 NM_006275 UAAUUGAGUUUCGCUCCUA ORF Q
150-3 AAGACGGUCACGAAGUAGGA ORF Q
151-1 scas SFRS2 NM 003016 AAAAUCCAGGUCGCGAUCGA ORF Q
151-2 - AAAGUCCAGAUCCGCACGAA ORF Q




7. ANHANG 179
SiRNA-ID Protein Name Omzé(;l:ﬁ; j ity Accession Nummer(n) mR’(\leafq':::S;%%enz sﬂ;l\égig:]el- Syn.
AAL AAGAAGAAUACUGCAGCUUCCUU ORF I
AA2 SNL SMNL NM_000344 AAAGUGGAAUGGGUAACUCUUCUU 3UTR I
AA3 NM_022874 AAUGGGUAACUCUUCUUGAUUAA 3UTR I
AAL AACCAAAUGCAAUGUGAAAUAUU 3UTR I
AC1 M 003616 AAGUGGCACAGUUUUCAACUGUU ORF I
AC4 GEMIN2 siP1 NM_001009183 AACUACAGAUUUICAACACALIOY SUTR !
AC5 NM_ 001009182 CAGCCUAACUCUGAGGAAAACAA 3UTR |
AC6 AAGGCUGGAAGAAAUUUUGUCUG ORF I
AD2 AAUUUUUGGGACAUAGAGOUGAA 3UTR I
AD3 GEMING DDX20 NM_007204 AAGUUUCAGGGUGCCAUUUUCUA 3UTR I
AD5 AAGCUUUUAGAAGAAGGCAGCUU ORF I
AD6 GAGCUGAAAGUUUCAGGGUGCCA 3UTR I
AE4 AACAAGUUGUCACCAGCAGAAGA 3UTR I
AE5 AAGAAUAUGAUGUGGAAGCACAU ORF I
AEe pICIn CLNSI1A NM_001293 AU A CAGAGACOR oR |
AE7 CAGAAGAUAGAUAAUAUGACCUU 3UTR |
AF4 AAAUCUAUGAAGACCUCAGGCCAG 3UTR I
AF5 AAGACUAUCUGCAGUCCCOGCUU ORF I
AF6 PRMTS PRMTS NM_006109 /AAGOCACCAAUCUAUGAAGACCU 3UTR |
AF8 AAUUAGUGCUGGAUUUGAAGCUA 3UTR I
AHL AACGGCUGGCAGGUGGACCAGGEC ORF D
AH2 AAGAUGGACGAGGUCCUGUACAG ORF D
AH3 AAAUGUCGUGGAGCOCUUUUUGU 3UTR D
AH4 U5-15.5K TXNL4A NM_006701 AAGCUAUUUAAAGCCUUUGGAAA 3UTR D
AH5 AAAGCCUUUGGAAAAUACAGGAA 3UTR D
AHG AAGCUCCAGGGOUGGAGCACCUC 3UTR |
AH7 AAGCAGGAGAUGGUGGACAUCAU ORF I
AJ2 AAGUGUCUCAGGCAGOGAGGAAA 3UTR |
AJ3 UB.52K CD2BP2 NM_ 0067110 CAGOGAGGAAAUUGGAGGCCAUU 3UTR I
AJ5 AAGGGUUUGEGGUGUCAGACCCU ORF I
AJ6 GAGGCACCAAGUGUCUCAGGCAG 3UTR I
AKL AAAGCGCUAUGACCAAGAUCUGU ORF D
AK2 AAGACUCCCAGAUAUGCACCGUG ORF D
AK3 AAAAGAGAGGAGCUUGGGCUCAC 3UTR D
AK4 Snulid /AAACCCCAAGGGGECOCUAUCUUU 3UTR D
AKS Snrpl116 AAGGGGECOCUAUCUUUGGGAUUU 3UTR D
AK6 KIAApOO3l EFTUD2 NM_004247 AAGCCCAAGAUUGAGCACACCUA ORF |
AKT U5-116KD GAGOCCCAGUGAGAGAGGAGCAU 3UTR |
AK8 GAGAGAGGAGCAUUUGGECCUCCU 3UTR I
AK9 GAGGAGCAUUUGGCCUCCUGCUU 3UTR I
AK10 AAAUGUGACCCUUUGUGGACAUC ORF I
AL5 ' oro AAAGCUACAAGUAGCUCGGAACCU ORF I
AL6 u5-1rgzK; PRPF6 NM_012469 GAGOEEUUCOCAUCECOCEUCUC SUTR !
AL7 PRPGF CAUGGOCGGUCUCCGUGGGGCAG 3UTR I
AL8 CAGGGUUGGGCOGCAUGUGGAAG 3UTR I
AM5 AAGUGUUCGAGAUUGAAGAGCAU ORF I
AMG AAUGGGAAAAGGACUUGAACCUC 3UTR I
AM7 Prpdp PRPFA NM_004697 /AAGGACUUGAACCUCAAGCUCUC 3UTR I
AMS /AAGGAGCUGUUUUCCUCAAACGA 3UTR I
ANL AAAGCUCGAAUCCAAGCCCAGCUG ORF I
AN2 Prop PRPE3 NM_004698 AAACUGUGCCAAGCAGACACUGGG 3UTR I
AN3 AAGCAGACACUGGGACAAAGGGA 3UTR |
AN4 AAGGGAGAAUAUCUUGCUCCCCU 3UTR I
AP4 Suss AAAGOUCCCUCCUUAUUUUUUCA 3UTR I
APS MGnCu2038 SART1 NM_005146 AACCUCCEGAAGAUAAGACCCY ORF !
AP6 SART1259 AAGAGUUUGGUGUCAGCACUCUG ORF I
AP7 AAGAAGCCUGACUACCUGCCCUA ORF I
AR4 AAACAUCAAGCCUUGGGAUUCUU 3UTR I
AR5 u4/ug‘.3u|_52i5 kD USP3S M 00659 AAGUUGCCUCCAUAUCUAAUCUU ORF I
ARG HSPC332 - /AAGCCUUGGGAUUCUUGGAGCAA 3UTR I
AR7 AAGCAGAAAGCCAGUAACUUCGC 3UTR I
ASL AAGAAUGCAUGUGAUCACCUAUC ORF D
AS2 SAP14 UAAAUCCCACGAAUGACAACUAC 3UTR D
AS3 CGI-110 GAGGAACAGUUGAAGCUUCUCAA ORF |
AS4 HSPC175 SF3Bl4 NM_016047 AAUCCCACGAAUGACAACUACCA 3UTR |
ASt SF3Bl4a CACGAAUGACAACUACCACCUUU 3UTR I
AS6 AACUACCACCUUUUUUUCCUUUU 3UTR I
ATL oven CAGUUCUGCACCGGAGAAUUCAG ORF I
AT3 b5 PPIH NM_006347 AAGACUGAAUCAGEOCUUCCCUU 3UTR I
AT4 MGC5016 AAUCAGGCCUUCCCUUCUUCUUG 3UTR I
ATS CAGACAAAGACUGAAUCAGGCCU 3UTR |
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AUS AAGAUGAGUGAAAUCUUUCCCUU ORF |
hPrp 24; TIP110 GGCUGCA CAA
AUG KIAA0156 SART3 NM_014706 AA GAAUA CCAY ORF !
AU9 MGC138188 - AAGUAAUUUCUGUAACCUUCGAG ORF |
AU10 GAGAAAGCUUUGAAUGCCGECUU ORF |
AW4 AACAUGGCAGGUCUGUAGGEGEUC 3'UTR |
AW5 AAGGGAUUCCAGUGGCUGCUCUU ORF |
GEMIN4 GEMIN4
AW6 NM_015721 CAGGUCUGUAGGGGEUCAGACCCG 3'UTR |
AW7 UAGGGGUCAGACCCGAGCAGCCU 3'UTR |
AX2 AAAGCAAGUCCCCCAUGAGUGUC 3'UTR |
AX3 WD45 AAGUCCCCCAUGAGUGUCCACUU 3'UTR |
AX5 MEPS50 WDRT77 NM_024102 AAGCCAGCAUCACAGAUUGGECUG ORF |
AX6 AAGACAAAAAGCAAGUCCCCCAU 3'UTR |
BAL AAGCAUACAGCCCAGAGGAUCUG ORF |
BA2 AAGUGUGAACAUACUGAUAGAAA 3'UTR |
BA3 GEMING GEMING NM_024775 AACAUA A GACUA 3UTR 0
BA4 AAGACUAUAUUUUAUCCCUCAUA 3'UTR |
BD2 AAGCAGCAGAAAGGCCGCGGCAU ORF |
BD3 CAGAAAGGAAGAGGCAGGEOGCCA 3'UTR |
BD4 hLSm4 LSM4 NM_012321 CAGGCGCCAGGGEGAACCCCCUU 3'UTR |
BD5 CAGGGGGAACCCCCUUCGUGEUUU 3'UTR |
BD6 AACGGCCGUCCCAAAGCUGECUG 3'UTR |
BE2 AAGAAACAGAUUCUGCGCUUGAU ORF |
BE3 hLSms Lsmg NM_016200 ARAUCULUGUACAGAAACUGALL SUTR !
BE4 - AACUGAUUAUUCUGAGGAUGAUA 3'UTR |
BE5 GAGUUUUUAUGAGUGUGUCACUG 3'UTR |
BJ1 AAGAAGAGAAAAGCUCGUUCCUU ORF |
BJ2 UAGAUGUUUUUGCAGUAAUCCAA 3'UTR |
BJ3 GEMIN5 GEMINS NM_015465 AAGGAUUAAGUUUGAAUCAACCC 3'UTR |
BJ4 AAGUUUGAAUCAACCCUGCCUAC 3'UTR |
BJ5 AACCAUUCGAAUCUGGAGCUGUU ORF |
BK1 GAGAGCAAAGCGCGAGUCCGECUU ORF |
BK2 SF3B5 CAUGGCUCCUGCGCCUCGUGCUU 3'UTR |
BK3 SF3b10 SF3Bs NM_031287 UACAGAAGUGCUUGCCCGGGGAG 3'UTR |
BK4 AAGUGCUUGCCCGGEGEGAGUCCCG 3'UTR |
BL1 AAGUGUGUGAUUUGUGACUCCUA ORF |
BL2 PHF5A CAGCAGAAAGGGAGCAGAGCCCA 3'UTR |
BL3 SF3b14b PHFSA NM_032758 GAGCAGAGOCCAGAGCAUCACCA 3'UTR |
BL4 CAGAGCAUCACCAGGAGUGCCUG 3'UTR |
BM1 AAGGUGUGGCCUAUACCCUACUC ORF |
BM2 DDX42 DDX42 NM_007372 AAGUGUAAGGACCCCCUGCCCUU 3'UTR |
BM3 Sf3b125 NM_203499 AAGGACCCCCUGCOCUUAGUGGA 3'UTR |
BM4 GAGAGCUGGAGCUUGGAGACAUU 3'UTR |
BN1 AAGAGAGCCAAGCGGECUGAGCUC ORF |
BN2 NM_019103 UAGGAAGCCAAGCCCGEUUCCUG 3'UTR |
BNG U11/U12-20kD ZMATS NM_001003692 AAGOCOGRUUCOUGCUACGCOCE | 3UTR i
BN4 GAGGCUCCGAGACCAUCUGCCCA 3'UTR |
BR1 AAGAAGACUCUGAUGAAAUGCCU ORF |
BR2 UAGAAAUGUUUGUCCUUCCCCCA 3'UTR |
BR3 U11/U12-65kD RNPC3 NM_017619 AAUGUUUGUCCUUCCOCCACOUG 3UTR 0
BR4 CACCUGUUGAUCCAGGUUAAGGA 3'UTR |
UCCCUCGGCGA
BS1 NM_180703 AAGGGUGGA Cuy ORF I
BS2 NM_180699 GAGGCCCAACAGCAGAACCCCAA 3'UTR |
BS3 U11/U12-35kD U1SNRNPBP NM_007020 AACACCAGRA S 3UTR 0
BS4 NVE022 71 AACCCCAAAGUGAAGUUACAGUG 3UTR I
BT1 AAGUUACCUCUAAGGAAGCUCUG ORF |
BT2 DDX46 AAGAUUUUUACCUGUGCUGGEUCU 3'UTR |
DDX46 NM_014829
BT3 Prp5 - GAUGUAUGUGGCAGUUGCUGUCU 3'UTR |
BT4 CAGUUGCUGUCUGCAGUUUACAA 3'UTR |
BU1 AAGACUGACCCGUCCUGEUUCCU ORF |
BU2 DNAJCS CAGAACCUUUCCCCUGCUAUCUC 3'UTR |
BU3 SPF31 DNAJCE NM_014280 UAUCUCCCUUCCUGCUUCGAAGG 3'UTR |
BU4 AAGGACUCAUUCUUUCCUCCCAC 3'UTR |
BW1 CAGCCUCCGCACCCCCACAACUU ORF |
BW2 GAGGAAGAUUGCAGUGACAGCUC 3'UTR |
BW3 CHERP CHERP NM_006387 GACAGCUCAGUUCUUACACCGUC 3'UTR |
BW4 CAGUUCUUACACCGUCUCCACUU 3'UTR |
BX1 AAGCAGCCGCUGAUGGCGUACUA ORF |
BX2 CAGGAAAGGACUUAGGUGAACUG 3'UTR |
BX3 U11/U12-59kD PDCD7 NM_005707 A CUGAGEUUUUUACCA JUTR 0
BX4 CAGUGAAUGACCUUGGUUCACCA 3'UTR |
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CALl AAGAGUUACCCCGCGAUUUUCCU ORF |
CA2 UAAGAACUAGAGCACGAGUCAUC 3'UTR |
RBM17 RBM17 NM_032905
CA3 - GAUCCUUAAAUGAACUGCAGGECU 3'UTR |
CA4 GAGAAAAGAAGGAAAAAGGUCAC 3'UTR |
cCc1 AAGUCAACUCCCAAAUAGCCCUA ORF |
cc2 GAAUCAUCGUGCCUCUUUCACAG 3'UTR |
cc3 U11/U12-25kD C160rf33 NM_024571 A SCACGUUGUGEUGECU 3UTR 0
CcCc4 AAAGGACGUUGUGGUGGECCUCAC 3'UTR |
CD1 AAGCAACGGGUAAUGACUUGCUU ORF |
CD2 UAAGAUGCUGUCACUUAUUGGAA 3'UTR |
CD3 SR140 SR140 XM_031553 GUUGLUU 3UTR 0
CD4 GAUUUGUUUUGUGCCUGAACGEU 3'UTR |
CEl AAGAAAGCCGCAGAUGAGGCCAA ORF |
CE2 DDX15 GAACUCAAAAGUUCGAGUUGUGC 3'UTR |
CE3 PRPF43 DHX15 NM_001358 GAGUUGUGCUCUUCACGUUGEUU 3'UTR |
CE4 CACGUUGGUUCGAUAAUGGCCUU 3'UTR |
CF1 /AAGAGGAUGAAAUGUAUAAUCCU ORF |
CF2 AACUGCAGUUGGGAAAGACAGUG ORF |
CF3 U11/U12-48kD Cé6orf151 NM_152551 AAACAUAUGCAGUAUGCUUUUUG 3UTR 0
CF4 CAAAUGAUAUCCUUUUAAAAGUA 3'UTR |
CJ1 AAGAACUGCUUCAUUCGGEEGECUC ORF |
CcJ2 AAGUCCCAGCCCAGAACCCCUAA 3'UTR |
hLSm2 LSM2 NM_021177
cJ3 m - CAGCCCAGAACCCCUAACCCCCA 3'UTR |
cJ4 AACCCCCAAUACUUGAAGGEEEUU 3'UTR |
CK1 AAAUGAGAAAUGACCGAGAGCUU ORF |
CK2 AAGAGAAACCUGCAUACAUUUUG 3'UTR |
K3 hLSm3 LSM3 NM_014463 A UAAU GUCUU JUTR 0
CK4 AAUUCCGGGGAUUCUUCCACUCC 3'UTR |
CM1 CAGUACACAGAAGAGACGGAUGU ORF |
CcM2 AAGACACCAAGAGAGCAACGCUU 3'UTR |
cM3 hLSm6 LSM6 NM_007080 AAGAGAGCAACGCUUUUCAUAGU 3'UTR |
cMa AACGCUUUUCAUAGUUGGAUAUA 3'UTR |
CN1 GAGGCCAUCCCCAACCCCUUCAU ORF |
CN2 CAGGGCAGGECCCGAGCAGCUCGG 3'UTR |
hLSm7 LSM7 NM_016199
CN3 m - CAGCUCGGUUUCCCGCGGACUUG 3'UTR |
CN4 GACUUGGCUGCUGCUCCCACCGC 3'UTR |
CP1 AAGAAGGCUCGCAGCUGAAACAG ORF |
GAGGUUGUGUAUCAUAUUAUCUG 3
CP2 SNU13 NHP2L1 NM_005008 3'UTR |
cP3 NM_001003796 UAUCUGUGUUAGCAUGUAGUAUU 3UTR |
CP4 CAUGUAGUAUUUUCAGCUACUCU 3'UTR |
CR1 CAGGAACCACGGECUUUCCCECUU ORF |
CR2 CPSF 160 kd CPSF1 NM_013291 AAGGUCCCUCACAACAUCAACUU ORF |
CR3 AAGAGCAUUUCGCUGCUGCGCUA ORF |
CS1 AAGAGGAUCUAGGAGAAACCCUC ORF |
CS2 xrni Xl NM 019001 AAAAUUAUCUAAUGGCUUACUGG ORF |
Cs3 m m - AAAAUCUACAGGGUACAAUGAUU 3UTR [
CS4 UAGUAAAAUUGUUUCAAAAUCUA 3'UTR |
CT1 AAGCCCAUCAACGGAGCCAUCUU ORF |
CT2 PRPES PRPES NM 006445 CAGGCCGCUGACAUUCAGCAGUU 3'UTR |
CT3 - GACAUUCAGCAGUUUGGECCUCUU 3'UTR |
CT4 CAGCAGUUUGECCUCUUUCCCUC 3'UTR |
Cul AAGAAAAAGUCAGGCUGGEECCUG ORF |
CuU2 CAGUCCUCUCACUUAUUCUAUUU 3'UTR |
PRPF3 PRPF3 NM_004698
CuU3 - UAUUUCCCAACCCCCUCCCACUU 3'UTR |
Cu4 AACCCCCUCCCACUUGUUUGUGU 3'UTR |
CwW1 AAGUGGAUCUCACUCACCAACUU ORF |
CW2 hAar2 AAUCUCUCCAGGUCCUGCAAAGA 3'UTR |
cw3 CGI-23 C20orf4 NM_015511 CAGGUCCUGCAAAGAUGGAGCCA 3UTR |
cwa AAAGAUGGAGCCAGAAUUCCCUU 3'UTR |
DE2 AAGAGACUCCCCAGGEUGUGCCUG 3'UTR |
DE3 TIP49 RUVBL1 NM_003707 AAGGAACCAAACAGUUGAAACUG ORF |
DE4 GAGUCUUCUAUCGCUCCCAUCGU ORF |
DD2 TiP4s CAUCCCCCGACCCCACCCUGUUU 3'UTR |
DD3 CGl-46 RUVBL2 NM_006666 GAGACCAUCUACGACCUGGGCAC ORF |
DD4 GAGAGUGACAUGGECGECCUGUCCU ORF |
DN1 AAAAUGGGAGUACCAACAUAUGG ORF |
DN2 hbep2 beP2 NM_152624 AAGACUAUAUUUGUAAGGAUGAU ORF [
DR1 hDcpl; SMIF AAGACUGAUAUAGAAGGGACCUU ORF |
DR2 SMAD4IP1; HSA275986 DCP1A NM_018403 AAGAGGAGACACGGCGAUCCCAG ORF |
DT1 AAUGCUGGUUCCUGGAGGAGAAG ORF |
DT2 AAGUUUCCCGUUAAAGGGAAGUG 3UTR |
hLSm5 LSM5 NM_012322
DT3 - AAAGGGAAGUGCUUUGAAGAUGU 3'UTR |
DT4 AAGUGCUUUGAAGAUGUGUACCC 3'UTR |
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EAL AAGCCAAAGCUUCAGAAGUGAUG ORF |
EA2 U4/U6 61 kD PRPF31 NM_015629 CAGUAUGGGCUAGAGCAGGUCUU 3'UTR |
EA3 AAGGGACACAGAGGUCCAGUCCU 3'UTR |
EC1 AAGACUCCAAGGECCGCUUGUCUU 3'UTR |
EC2 U5 40 kD WDR57 NM_004814 CAAAUGUUGGAUGUCCAGGCUAG 3'UTR |
EC3 CAGGAUGACUAAGGCAAGCUUCC 3'UTR |
ED1 PRPF28 GAAGCCAGACACGGAUGAGGCUG ORF |
ED2 MGC8416 DDX23 NM_004818 AAAACAAUCCAACUCCCUAGCCC 3'UTR |
ED3 US-100K GAGGACGACGCUGUCGGAGGCAG 3UTR |
EE1 CAAGAUUCCAUUUGACCAUGCAG 3'UTR |
EE2 Y14 RBMB8A NM_005105 A CAGEAUA = ORE 0
EF1 GAACAUUCAGCUUGUCACGUCAC ORF |
EF2 g:;; THOC4 NM_005782 GAAGGUGGECGUUUCCACCUUUUC 3'UTR |
EF3 CAGACCAGCAAAUCCGCGUGCGG 3'UTR |
EJ1 GAGUGGUACGGGUAUCACUUUCC ORF |
EJ2 Nop56 NOL5A NM_006392 CAAUAUGAUCAUCCAGUCCAUUA ORF |
EJ3 GAAUGCAAAUGGACAUUCUCUGG 3'UTR |
EK1 HSPC120 NOP5/NOP5 NM_015934 CAAGCA v ue ORF !
EK2 - UAACUUCAAACCUAUUUGUCUUG 3'UTR |
EN1 Fibl CAAGCUAGCAGCAGCAAUCCUGG ORF |
EN2 FIB FBL NM_001436 CAGUCGAGUUCUCCCACCGCUCU ORF |
EN3 FLRN/RNU3IP1 GAUGUGUGUUGAUACUGUUGCAC 3UTR |
ER1 L CAGAAGGUCUCCAAGCAAACCCC ORF |
ER2 LARaPS SSB NM_003142 GAAUUAGGUCCACUUCAAUGUCC 3'UTR |
ER3 AAGAUUCUUCCAUUAAAUUGCCU 3'UTR |
ES1 PLK; STPK13 PLK1 NM_005030 AAAGAGACCUACCUCCGGAUCAA ORF |
EwW1l Snurprotein CAGACUGAUUUCCGAUUCUACUG ORF |
EW2 KPNBL RNUTL NM_005701 GAGGUUCCCAGAUUGCGUAGCAU 3'UTR |
EX1 CAGUGAAUUCCGUGUUGCUCUUG 3'UTR |
DAN PARN NM_002582
EX2 - CAGUUGCAGCCCUCGEUUAGUCU 3'UTR |
FAl Dhh1; P54; RCK CAGCUGACUCUCGUGCAUUUCAA 3'UTR |
FA2 HLR2; FLJ36338 DDX6 NM_004397 AAAAGGCUCGUUUGGAUCUGUGA 3'UTR |
FeL TAP; MEX67 NXF1 NM_006362 A UALUA SUTR !
FC2 ' - AAGAUUGAGCCUCACUGGUGCCA 3'UTR |
FD1 MGC8417 DDX39 NM_138998 CAGUGCAUGAUGUUCAGCGCCAC ORF |
FD2 MGC18203 NM_005804 CAGGOGCCACUGUUGAGAAGCUA 3'UTR |
FE1 CAFL CNOT? NM_013354 GAACGGAUAGGACCACAACAUCA ORF |
FE2 NM_054026 CAGUACUAAGUAUGACCGUUCCU 3UTR |
FF1 CCR4 CAGACUCUGGUGUUGUAGAAUAU ORF |
FF2 KIAA1194 CNOT6 NM_015455 AAAUGUGUGAACAGCGUAUUCUC 3'UTR |
FJ1 . CAGUAUACAGUCCUGUGEUCUCC 3'UTR |
2 Nucleolin NCL NM_005381 AAGCA UUGA ORF 1
K1 4E-T EIF4ENIF1 NM_019843 ARGEALCA UA UAA ORF !
FK2 - CAGUCGAGUGGAGUGUACAUUGU 3'UTR |
FN1 EBNA-2 co-activator UAGCUACAAGCCCGUGUUUGUGA ORF |
SND1 NM_014390
FN2 p100 - CAGACUGCCCUCGUCCCAGCUCU 3'UTR |
FR1 TGS1 NCOA6IP NM_024831 ANGAU UAA ORF !
FR2 - UAUCACCGUAUGAAAUGGAAACU 3'UTR |
FS1 UAGUAUCAGCGAGGAACAAAUUA ORF |
FS2 PHAX RNUXA NM_032177 AAGAGUAUAUAGCACAGGAUUUA 3'UTR |
FT1 . AAGACCUCGUCUAACCUACAUGA ORF |
=) Transportin-SR TNPO3 NM_012470 AAGUCCUCAUCOCUAUCUUACAG ORE 0
FU1 Importin beta 1 CAGAACAACCUGAGGAGUUCUGC ORF |
FU2 IMB1; IPOB KPNBL NM_002265 AAGUGAGGAGUGUGCACGGAUGC 3'UTR |
FW1 Transportin TNPOL NM_002270 CAGACACGUACCUGAAGCCAUUA ORF |
FW2 i NM_153188 CAGUACAAUCCCAACCCUACUGG 3'UTR |
FX1 NM_014494 CAGCAGGGUCGACCUCUUAGUGU ORF |
FX2 cwis2 TNRCEA NM_020847 CAGACUCACCGACCGGGACCUCA 3'UTR |
JAL P15-2 NXT2 NM 018698 UAGUGAGUUCCAGGUCAAUAUGU ORF |
JA2 ) - CACAUGAUCUUGGUACUAACAUA 3'UTR |
JG1 AAGAGAAUAAUUGACGACAGUGA ORF |
1G2 Magoh MAGOH NM_002370 GAUCCAGAAGGCUUACGAGUALU ORF I
Ji1 NM_006711 AAGCCUAUGCGUACGUAGAGUUU ORF A
o MGC117332 RNPS1 NM_080594 AAGCUCAUCCGUUUCCGGUUUCU 3IUTR A
JK1 AAGGGAUCUGCCCACCAUUCCGG ORF A
IF4E-BP1 EIF4AEBP1 NM_004095
K2 © - CAUCGUGUGGAGCACUACCAAGG 3UTR A
IS Npw38BP WBP11 NM_016312 A CAUCAUCE ORF !
JS2 P - UCCCACUGACCUAAACUUUCAGU 3'UTR |
NM_001032383
JT1 NM_001032382 GCOGAGGACUAUGACGAUGAUCC ORF |
Npw38 PQBP1 NM_001032385
2 NM_001032381 JAAAAGCUUUCUGGUGAUCCUGC 3'UTR |
NM_001032384 / NM_005710
JU1l UGCCAGCCUGAUUACUGUUAUGC ORF |
hPRP22 DDX8 NM_004941
Ju2 - CUCAACUCGACUCUCAUUUCUUC 3'UTR |
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IW1 hPRP19 GGGCACGGAUGUCCAGAUCUACA ORF |
W2 PRPF19 PRPF19 NM_014502 UGGGACAUUCACAUCAUUUCACU 3UTR |
X1 AAGAAGGAAGUUUGACUAAAUGC ORF |
hCLF1 CRNKL1 NM_016652
IX2 - CUCCAGAGUGGUUGAGUUUGUAA 3UTR |
KAL GAGGAGAGGAAUGUCCAUACAGA ORF |
FKJ10290 RBM22 NM_018047
KA2 - AUGGAGCUGUGUACCAUCGAAGA 3UTR |
KC1 UUCAAUCAGAAGAGCAAAUAACC 3'UTR |
KC2 KIAA0560 AQR NM_014691 AAGAAGAGGACAGAAUAUACUGG 3'UTR |
KD1 CVD-E PPIE NM_006112 / NM_203456 CGGGACCAGGUCUACUAUCCAUG ORF |
KD2 yP NM_203457 AAGCAGCAUUUGGGAUAUGUGCC 3'UTR |
KEL i AUGAACCAUAAUGCUGCUUCUUG 3UTR |
PPlase-likel PPILL NM_016059
KE2 - UGUCAGCCCUCUUAACUCUGUGC 3'UTR |
KFL DDX35 DHX35 NM_021931 UGBGACAACGRUIGIULACAACC ORF !
KE2 - UAGCAGAGGAUUUGUGUUUCACA 3UTR |
K1 AGAGAACACCUUGAUCAAAUACA ORF |
PRP16 DHX38 NM_014003
K32 - GOGGACAAAGCCCUUUCAUCUGA 3UTR |
KKL AAGGAACUUCAACAUAGAUAUGC ORF |
CcDC5 CDC5L NM_001253
KK2 - AAGGCUGAAACUGAUGUUUAUCU 3UTR |
KN1 UCGCAGAUACCGACCUACUAAGA ORF |
N2 SPF27 BCAS2 NM_005872 AAGACAGLIGA CAGLUALC TUTR |
KR1 PRL1 PLRG1 NM_002669 UGCAGAMGACAMCAAGUGAAY ORF !
KR2 - CAGUCUGAAAGUCGAUUACUAAC ORF |
KS1 hSYF1 GOGGAACCAAUUCUCUGUCAAAU ORF |
KsS2 HCNP XAB2 NM_020196 CAGCUACGUUUGUACAUCAAAAA 3'UTR |
KTL hisY1 KIAA1160 NM_020701 CUGACCOOCAMBIGAGAAGE ORF !
KT2 - AGGGGAGAAGAAUCAAUUAGUGG 3UTR |
KU1 SKIP AAAGACAAGAGUAGCCUUAGAAA ORF |
Ku2 SKIIP SNW1 NM_012245 AGGCACAGGUCUCUCCAAAGUGA 3UTR |
KW1 GCIP p29 SYE2 NM_015484 AUGCAGAUAUCGACUACAUUAAU ORF |
KW2 CCNDP1 NM_207170 GUGGAGCUAUCCUUCCAUGAUCU 3UTR |
KX1 AAGACCAAGCAUCUCAGAGAAGA ORF |
MGC23918 ccbCci12 NM_144716
KX2 - CUGCCCAUCAAGUCUGAAACCCC 3'UTR |
NAL G10 CAGCAGAGAACUCUAUGAAUAUU ORF |
NA2 EDG-2 BUDs1 NM_003910 GAGCCAACACUGGAUGAAUUAGA ORF |
NC1 CCAP2 AGGGAUCGUCCAACCCGAGAACA ORF |
NC2 AD-002 HSPC148 NM_016403 UUGAUAAUGGACUUGGGAAUAGG 3'UTR |
ND1 o CGGCOGCUAUCGGGAAGAAGAAA ORF |
ND2 R-catenin likel CTNNBL1 NM_030877 A CCAUCAGUUUCUACACAACUCU IUTR 1
NE1 NM_002708 / NM_206873 AAGAGACGCUACAACAUCAAACU ORF |
NE2 PPP1CA PPP1CA NM_001008709 AUGGAUUGAUUGUACAGAAAUCA 3UTR I
NF1 CCAP1 HSPAS NM_006597 AAGGCGAGCGUGCCAUGACAAAG ORF |
NE2 hsp 73 NM_153201 AAGGACCUAAAUUCGUAGCAAAU 3UTR |
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