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3 Material und Method en

3.1 Mikrobiologische Methoden

3.1.1 Bakterienstdmme

Fir die Prdparation und Klonierung von rekombinanten Plasmiden wurde der
Bakterienstamm XL1-Blue (F::Tn10 poA'B* lad® A(laZ)M15recAl endAl
gyrA96(Nal") thi hsdR17(rk mk™) SupE44 relAl lad verwendet. Bakterien des
Stamms RZ1032 (dut® ung tet’) wurden zur Isolierung einzdstrangiger Uradl-
haltiger DNA Kkultiviert (Hagemeier, 1999.

3.1.2 Phagen

Der Helferphage R408 (Rus et al., 1986 Vieira und Messng, 1987 wurde air
Infektion von RZ1032Bakterien verwendet, um fir Mutagenese-Regktionen
einzdstrangige Uradl-haltige DNA zu praparieren.

3.1.3 Herstellung elektrokompetenter Bakterien und Elektropo ration

Elektrokompetente E. coli wurden entsprechend der Methode von Hanahan et al.,
1991 hergestellt. Folgende Veranderungen gegeniber dem Originalprotokoll
ergaben sich bei der Durchfihrung: as Medium wurde SOB ohre Mg*
verwendet, die Waschschritte afolgten mit 10% Glycerin und de ODggo der
Bakterienkultur betrug zum Zeitpunkt der Ernte 0,6-075 Absorptionseinheiten.
Elektrokompetente E. coli wurden bel -80°C bis zur Verwendung gelagert.

Zur Transformation durch Elektroporation wurde en Aliquot der kompetenten E.
coli auf Eis aufgetaut. 50 pl der Baktriensuspension wurden mit 1 pl der DNA-
Losung (bzw. Ligations- oder Mutageneseansatz) sowie 20 pl HyOpiget IN €ner
eiskalten Elektroporationskiivette (Peglab, Erlangen) vermischt. Der Ansatz
wurde in einem Elektroporator (BioRad) bei 2,5 kV, 25 puF, 200 Q elektroporiert,
in 600 pl LB-Medium aufgenommen und 45 Min. bel 37°C unter leichtem
Schitteln inkubiert. Anschlief3end wurden die Bakterien durch Zentrifugation in
einer Tischzentrifuge (5.000 rpm, 2 Min.) sedimentiert und auf einer LB-Platte
mit Ampicillin (100 pg/ml) ausgestrichen. Nach Ubernadt-Inkubation bei 37°C
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hatten die Kolonien sichtbare Grofe ereicht und konnten weiter verwendet
werden (Mutagenese, DNA-Prepsim Mini- oder Maxi-Mal3stab).

3.2 Kultur eukaryontischer Zellen

HelLa-Zelen (humane, epithelide Zervixkarzinom-Zellen) wurden, wenn ncht
anders vermerkt, bei 37°C, 5% CO, in einem feuchtigkeitsgeséttigten Inkubator
kultiviert. Als Zellkulturmedium diente DMEM (Dulbec®’s Modified Eagle's
Medium), das mit Glutamax, 10% fétaem Kaberserum, 100 U/ml Penicilli n und
100 pg/ml Streptomycin supdementiert wurde. Die Trandation von mRNAs mit
IREs in der 5'UTR wurde speafisch durch die Zugabe der Eisenquelle Ham-
Arginat (Leiras, Turku, Finnand) 20 h nach Waschen der Transfektion aktiviert
oder durch Zugabe des Eisenchelators Deferoxaminmesilat (Novartis Pharma) 6 h
nach Waschen der Transfektion inaktiviert.

3.3 Transfektion eukaryontischer Zellen

3.3.1 BBS/Kalziumphosphat Method e

Alle Transfektionen von HelaZellen — aul3er der Experimente mit den Histon
H1F3/B-Globin Hybridkonstrukten — wurden mit der BBS/Kalziumphosphat
Methode durchgefihrt.

Zur Transfektion wurden 7x10° HelLaZellen am Vortag in ener 10 cm
Zellkulturschale ausgesdt. Am nadsten Tag wurde das Zellkulturmedium 2-4
Stunden wvor der geplanten Transfektion gewedhselt. Fir hocheffiziente
Transfektionen wurden zwischen 30 und 50 pg Plasmid-DNA eingesetzt, das
Verhdltnis zwischen dem untersuchten Konstrukt und der Kontrolle fur variable
Transfektionseffizienzen wurde den jewelligen Expressonsdérken angepaldt (eine
Aufstellung der eingesetzten Mengen findet sich im nadsten Absatz). Die
verschiedenen Plasmide wurden sorgféltig gemischt und mit H,Opiges auf 450 pl
Gesamtvolumen aufgeflllt. Dann wurden 50 pl einer 2,5M CaCl,-Losung
zugefligt und erneut gemischt. Zum Schlul’ erfolgte die Zugabe von 500 pul einer
2xBBS Sammiosung. Der Transfektionsansatz wurde éschlief3end noch einmal
kréftig gemischt. Dieses Gemisch wurde d@wa 20-25 Min. bei Raumtemperatur
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inkubiert und anschlief3end auf die Zellkulturschalen pipettiert. Die Transfektion

erfolgte fir 20 h in einem Inkubator mit 3% CO,. Danach wurden die Zellen

zweimal mit TBS gewaschen und mit frischem Zellkulturmedium fir weitere 24 h

in einem Inkubator mit 5% CO, waelterkultiviert, um die Expresson der

transfizierten Plasmid-DNA zu ermdglichen. Zum Ernten wurden die
transfizierten Zellen mit PBS gewaschen, mit einem sterilen Zellschaber (Greiner)
von der Oberflacdhe der Zelkulturschale geschabt und in Mikrozentrifugen-
réhrchen Uberflihrt. Die weltere Aufarbeitung der Zellen zur RNA- oder

Proteinisolation ist in eigenen Abschnitten detailli ert beschrieben.

Folgende Mengen von Plasmiden wurden fir die verschiedenen Experimente

eingesetzt:

* Anayse der F2/HBB Hybridkonstrukte: 40 ug F2/HBB Konstrukt + 10 pg
WT300 Kontrolle.

* Konstrukte mit zwei 3'End-Prozesserungssgnaen: 40 pug der Konstrukte
ohne Kontrolle (daintern kontrolli ert).

* Analyse der Poly(A)-Schwanzlangen mit LM-PAT: 25 ug F2/HBB Konstrukt
+ 25 g Globin/CAT Konstrukt (Danckwardt et al., 2002.

* Untersuchungen mit dem AN/boxB System: 25 g des AN-Fusionskonstruktes
(bzw. nur AN-Peptid als Negativkontrolle) + 10 pg des 5boxB Konstruktes+ 5
pg der WT30Celll Kontralle.

* Immunprézpitationen: 15 pg von FLAG-hUpf3b (WT bzw. Mutanten) und 15
Mg AN-Y 14 bzw. AN-RNPSL oder nur 30 ug FLAG-hUpf3b oder AN-Y 14 fir
die Kontrollen.

Allen  Transfektionsansdtzen wurden ewa 2535 pg enes GFP-

Expressonsvektors zugefigt, um die Effizienz der Transfektion unter einem

FHuoreszenzmikroskop quditativ aoschatzenzu konnen.

3.3.2 HBS/Kalziumpho sphat Method e

Die Transfektionen fir die H1F3/B-Globin Experimente wurden mit der
HBS/Kalziumphosphat Methode durchgefihrt, da hierdurch ein bessres
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Verhdltnis zwischen spezfischen Banden und Hintergrundbanden in der
Ribonuklease-Protektions-Analyse erreicht wurde.

Zur Transfektion wurden am Vortag etwa 8-9x10° HelLa-Zellen in einer 10 cm
Zellkulturschale ausgesdt. 2-4 h vor der geplanten Transfektion wurde das
Zellkulturmedium gewedhselt. Fir diese Experimente wurden 35 pg des
Hybridkonstruktes und 0,75 pg eines (3-Globin Expressonsvektors gemischt und
mit HyoOpiges auf 450 pl Gesamtvolumen aufgefiillt. Die Plasmide wurden mit
50ul 2,5 M CaCl; versetzt und gu gemischt. 500 pl einer 2xHBS wurden in 15
ml Roéhrchen vorgelegt und das DNA/CaCl,-Gemisch unter stéandigem Vortexen
tropfenweise hinzupipettiert. Der fertige Transfektionsansatz wurde 10 Min. bei
Raumtemperatur inkubiert und dann zu den Zellen gegeben. Die Transfektion
erfolgte fir 18 h in einem Inkubator mit den tblichen 5% CO, (im Gegensatz zur
BBS-Methode). Danach wurden die Zellen zweimal mit TBS gewaschen und mit
frischem Zellkulturmedium fur weitere 22 h weiterkultiviert, um die Expresson
der transfizierten Plasmide a1 ermdglichen. Fir die Ernte wurden die
transfizierten Zellen mit PBS gewaschen, mit einem sterilen Zellschaber (Greiner)
von der Oberflache der Zellkulturschalen geschabt und in Mikrozentrifugen-
réhrchen Uberfihrt. Die weiteren Aufarbeitungs<hritte (RNA- oder Protein-
Isolation) sind in weiteren Abschnitten beschreiben (s.u.).

3.4 Plasmid-Konstrukte

Fur die F2/HBB Hybridkonstrukte wurden eine Xhol-Restriktionschnittstelle
direkt vor dem Terminationskodon und eine Hindlll -Schnittstelle 192 nt stromab
des Terminationskodons in einen [3-Globin Expressonsvektor (Thermann et al.,
1998 eingefugt. Die F2 3'UTR in einer Lange von 237 nt inklusive des
Terminationskodons und 3flankierender Sequenzen wurde mittels PCR aus
humaner genomischer DNA mit einem gedgneten Primer-Paa (5'-TTT TCT
CGA GTA GGG GG CAC TCA TAT TCT GGGC-3; 5'-TTT TAA GCT TCC
CAC CTC AGC CTC CQG AGT G-3') amplifiziert und in den modifizierten [3-
Globin  Expressonsvektor eingefliigt. Das F2*G-Konstrukt wurde mit
genomischer DNA eines gesunden Probanden erstellt, das F2* A-Konstrukt mit
der DNA eines homozygoten Tragers der F2 20210 G- A Mutation (zur
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Verfigung gestellt von B. Vetter). Die Konstrukte mit zwel 3'End-
Prozesserungsdellen wurden durch Insertion von PCR-amplifizierten Fragmenten
der F2*G, F2*A oder HBB 3'UTRs in die Hindlll -Schnittstelle entweder des
modifizierten [3-Globin Expressonsvektors (HBB/HBB-Konstrukt) oder der
F2*G- bzw. F2* A-Hybridkonstrukte (alle anderen Konstrukte mit zwel 3'End-
Prozesserungssgnalen) konstruiert.

Fur die Erstellung der H1F3/HBB Hybridkonstrukte wurde wie bei den F2/HBB-
Konstrukten eine Xhol-Restriktionschnittstelle direkt vor dem Terminations-
kodon in einen 3-Globin-Expressonsvektor (mit oder ohne @n PTC an Position
39 s ORF) inseriert, nicht jedoch eine Hindlll Schnittstelle in einer 3' gelegenen
Position, die nicht bendtigt wurde. Der verwendete Expressonsvektor enthielt ein
funktionelles IRE in der 5'UTR, um spezfisch die Trandation der mRNA
reguieren zu konnen (Thermann et al., 1998. Anschlieend wurde die
vollsténdige B-Globin 3'UTR mit dem Poly(A)-Signal AATAAA und einem
kryptischen Poly(A)-Signal ATTAAA sowie 1,8 kb 3'flankierender Sequenzen
(inklusive U-reichen Sequenzen fiur die Polyadenylierung) durch ein Fragment des
humanen H1F3 Gens ersetzt, das aus dem Terminationskodon, der 3'UTR sowie
918 nt stromab gelegener Sequenzen inklusive dem Histon-speafischen Purin-
reichen ,Space“-Element fir die Histon 3'End-Prozesserung (Muller und
Schumperli, 1997 bestand. Dieses Fragment wurde awischen der Xhol
Schnittstelle und der Xbal Schnittstelle (in der 3'flankierenden Region des [3-
Globin Gens, ca 1,7 kb stromab des Poly(A)-Signals) des Vektors eingefligt. Die
verwendete Histon 3'UTR enthdt keine offensichtliche Sequenz, die ds Poly(A)-
Signal benutzt werden konnte. Das H1F3-Fragment wurde as humaner
genomischer DNA amplifiziert (Primer-Paa : 5'-TTT TCT CGA GTG AAA
CTG GCG GGA CGT TCC CCT TTG-3; 5-TTT TTC TAG AGA GCC CCr
GGG AAA ATA AGT CC-3'). Die Konstrukte WT AC/H1 und NS 39 AC/H1
unterschieden sich von den IRE-Konstrukten durch die Deletion eines Cytosin-
Nukleotids in der IRE-Sequenz, wodurch das IRE funktionell inaktiviert wird
(Hentzeet al., 1987a; Hentze et al., 198M). In den Konstrukten cWT IRE/H1 und
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cNS 39 IRE/H1 wurde das intronhaltige genomische (3-Globin Gen durch einen
intronlosen 3-Globin ORF ersetzt (Neu-Yilik et al., 2007).

Der Vektor pCl-neo AN zur Expresson von N-terminal AN-fusionierten Proteinen
wurde durch Insertion der AN-Sequenz (mit einem ATG in einem guten Kontext
fur die Trandationsinitiation) zwischen der Nhel und der Xhol-Schnittstelle des
Vektors pCl-neo (Promega) erstellt. Die AN-Sequenz wurde mit PCR aus dem
Vektor AN-4G (zur Verfigung gestellt durch E. Gregorio) amplifiziert (Primer-
Paa: 5-TTT TTT GCT AGC CAC CAT GGA CGC ACA AAC ACG ACG-3
5-TTT TCT CGA GCG GTG GGI TTG CAGCTT TCCATT GAGCTT G-3).
Der Vektor zur Expresson einer 3-Globin mRNA mit 5boxB Bindungsgellen in
der 3'UTR wurde durch Insertion der boxB-Sequenz in die Xhol und de Apal-
Schnittstelle des Konstruktes WT-spf (Thermann et al., 1998 erstellt. Die Apal-
Schnittstelle wurde anschliefiend durch in vitro Mutagenese entfernt (Oligo: 5°-
CCT TCT TCA GG GCC CAG GAA TCC CA GTT TAGTAGTTG G-3) und
eine weitere boxB Sequenz durch PCR (Primer: 5-CCC ACA GCT CCT GGG
CAA CGT GC-3'; 5'-CCA TAT AGG GCC CIT CTT CAG GGC CCT ATA
TGG GCC CIT CTT CAG GGC CCA GTT TAG TAG TTG GAC-3') und
anschlief3ende Klonierung in die Xhol Schnittstelle engefiigt (Globin-2boxB). Die
doppelte boxB-Sequenz wurde mit einer weiteren PCR amplifiziert (Primer: 5°-
TCCTTT GTC GAC TAA GTC CAA CTA CTAAACTGG G3'; 5-AAG GCT
CGA GAT AAT ATC CTC GAT AGG GCC-3) und in das Konstrukt mit einer
boxB-Sequenz in die Xhol-Restriktionschnittstelle angefligt (Globin-3boxB).
Durch das Einfligen ener welteren doppelten boxB-Sequenz in die Xhol
Schnittstelle des 3boxB Plasmids wurde das Plasmid (3-Globin 5boxB erhalten.
Die Konstrukte IRE-5boxB und IREAC-5boxB wurden durch Umklonieren eines
EcoRI/Xbal Fragmentes aus dem 5boxB Konstrukt in enen [3-Globin
Expressonsvektor mit IRE bzw. AC-IRE in der 5'UTR erhalten. Ein 5boxB
Konstrukt mit einem nadh 3'verschobenen Terminationskodon wurde durch
Deletion des physiologischen Terminationskodons und eines Terminationskodons
in der 3'UTR (Oligos: 5'-GCA AGA AAG CGA GCT TGG TGA TAC TTG
TGG G3'; 5-GGA ATC CCCAGT TTG GTA GTT GGA CTT AGG3)
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erstellt. Ein weiteres Terminationskodon innerhalb der 5SboxB-Bindungsdellen
wurde mit einer weiteren in vitro Mutagenese aus dem Leserahmen geschoben
(5'-CAG GGC CCA GTT TGT AGT TGG ACT TAG-3').

Die Expressonsvektoren AN-hUpf3b, AN-Y 14, AN-Magoh, AN-RNPSL, AN-
HNRNP D, AN-HNRNP K, AN-SRp20, AN-U5 116KD, AN-9G8, AN-HRH1, AN-
Hrpl und AN-HNRNP Al wurden durch Insertion der jeweilligen cDNAS im
korrekten Leserahmen mit dem AN-Peptid konstruiert. Die d™DNAs wurden
entweder mittels RT-PCR aus HelLa ojtoplasmatischer Gesamt-RNA (AN-
hUpf3b, AN-Y 14, AN-Magoh, AN-RNPSL, AN-HNRNP D, AN-HnRNP K, AN-
SRp20, AN-U5 116 AN-9G8, AN-HRH1) oder mittels PCR aus S cerevisae
genomischer DNA (AN-Hrp1) oder mittels PCR aus einem Plasmid fir HhNRNPA1
(zur Verfigung gestellt von D. Ostarek, EMBL, Heidelberg) amplifiziert. Die
dafir verwendeten Oligonukleotide sind in der folgenden Tabelle aufgdi stet.

Name Oligonukleotide
hUpf3b 5 -TTTTCTCGAGATGAAGGAAGAGAAGGAGCACAG-3
5 -TTTTTCTAGATCACTCCTCTCCTCCTTCTTTTCTATGGC-3'
Y14 5 -TTTTCTCGAGATGGCGGACGTGCTAGATC-3'
5 -TTTTTTTTGCGGCCGCTCAGCGACGTCTCCGGTCTGG-3
Magoh 5 -TTTTCTCGAGATGGAGAGTGACTTTTATCTGGA-3'
5'-CCATGTCCACACCAATATTTCAG-3'
RNPSL 5 -TTTTGAATTCGGATTTATCAGGAGTGAAAAAGAAGAG C-3'
5 -TTTTTCTAGATTATCGGGAGGAGTTGGAGCTGG-3'
HNnRNPD  5-TTTTGAATTCCTCGGAGGAGCAGTTCGGCGGGGACG-3'
5 -TTTTGTCGACTTAGTATGGTTTGTAGCTATTTTGATGACCACCTC-3
HNnRNPK  5-TTTTGAATTCCGAAACTGAACAGCCAGAAGAAA CCTTCC-3
5 -TTTTGTCGACTTAGAAAAA CTTTCCAGAATACTGCTTCACACTG-3'
SRp20 5 -TTTTGAATTCCCATCGTGATTCCTGTCCATTGGACTGTAAGG-3'
5 -TTTTGTCGACCTATTTCCTTTCATTTGACCTAGATCGACTACGAG-3'
U5-116kD  5-TTTTCTCGAGATGGATACCGACTTATATGATGAGTTTGG-3'
5 -TTTTTCTGAGTCACATGGGGTAATTGAGCACAACATCC-3
9G8 5 -TTTTGTCGACCTCGCGTTACGGGCGGTACGGAGG3'
5 -TTTTGTCGACTCAGTCCATTCTTTCAGGACTTGCACTTCTG-3'
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HRH1 5-TTTTGAATTCCATGGCTGTGGCTGTAGCC-3
5-TTTTTTTTGCGGCCGCTCACTGTCTGCCTTCCGCATCAGG-3

Hrpl 5-TTTTGAATTCCAGCTCTGACGAAGAAGATTTCAACGAC-3
5-TTTTGTCGACTTACCTATTATATGGATGGTAGCCATTATTACGTC-3

HNRNP A1 5-TTTTGAATTCCTCTAAGTCAGAGTCTCCTAAAGAGCC-3
5-TTTTGTCGACTTAAAATCTTCTGCCACTGCCATAGCTAC-3

Die meisten Deletions- und alle Punktmutanten von hUpf3b sind durch in vitro
Mutagenese hergestellt worden (Beschreibung der Durchfihrung und der
verwendeten  Oligonukleotide im  Abschnitt  Uber Mutagenese). Die
Deletionsmutanten A1-48, A451-470 wnd A371-470 wurden durch PCR mit
Oligonukleotiden mit den gewtnschten Deletionen (A1-48 5-TTT TCT CGA
GGC GCT GAG CAA GGT GG-3'; A451-470 5-TTT TGT CGA CTC ATT
CTG CTG CTG AAT CTC CG3'; A371-470 5-GGG TCG ACT CTA GAT CAC
TCT TTC TCA TAG C-3' ) sowie den pasenden Gegen-Primern amplifiziert und
in den Vektor pCl-neo AN insertiert. Die kurzen C-terminaden Fragmente von
hUpf3b mit AN-Peptid wurden durch PCR mit Oligos an den gewtinschten
Positionen innerhalb des hUpf3b ORF (200AA: 5-TTT TCT CGA GCT CAA
GAA GCC AGA AAA AGG-3; 150AA: 5-TTT TCT CGA GCC AAA GAG
ACCTGA AG-3; 1008A: 5'-TTT TCT CGA GAA GAC TTT TAA GAG AAA
AG-3'; 70AA: TTT TCT CGA GGG CAG CTC AGA AAA AAC TG-3') und
einem Gegen-Primer (5-TTT TGT CGA CTC ACT CCT CTC CTC C3Y)
amplifiziert und in das pCl-neo AN-Plasmid zwischen der Xhol und der Sall
Schnittstelle eingefigt.

Der Vektor pCl-neo FLAG wurde estellt durch Einfigen der Sequenz fir das
FLAG-Epitop im Kontext einer guten Trandationsinitiationssequenz 2wischen
den Redtriktionschnittstellen Nhel und Xhol. Dazu wurde an Oligo mit der
FLAG-Sequenz (5°-TTT TTT GCT AGC CAC CAT GGA CTA CAA GGA CGA
CGA TGA CAA GCC ACC GCT CGA GAT GGC G-3') und ein geagnetes
Gegen-Oligo (5'-TTT TGA ATT CTC GAG TCA GCG ACG TCT CCG GTC-
3) weliter stromab verwendet mit denen ein etwas grof3eres Fragment amplifiziert

wurde. Die unerwiinschten Sequenzen wurden anschlief?end duch einen Xhol-
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Verdau und Religation aus dem Expressonsvektor entfernt. Die Plasmide FLAG-
hUpf3bWT bzw. FLAG-hUpf3b A421-434 wurden durch Einfiigen der Xhol/Notl
Fragmente aus den korrespondierenden AN-hUpf3b Vektoren erstellt.

Die Kotransfektionskontrolle WT300+elll fur die AN/boxB-Versuche wurde
durch Modifikation des Vektors WT+300 (Neu-Yilik et al., 2001) erstellt. Hierzu
wurden Sequenzen aus [3-Globin Exon 3 in die 3*'UTR des WT+300 Konstruktes
(Schnittstellen Sall und Notl) eingeftigt. Alle Gbrigen verwendeten Konstrukte
sind bereits friher beschrieben worden (Brocke et al., 2002 Danckwardt et al.,
2002 Neu-Yilik et al., 2002, Thermannet al., 1998.

3.5 Invitro Mutagenese

In vitro Mutagenesen wurden nach zwel verschiedenen Methoden durchgefihrt,
wobe fur die Wahl der verwendeten Methode die jeweiligen Vor- und Nadteile
abgewogen wurden. Bel der PCR-Methode ist die Effizienz jedes Schritts der
Mutagenese direkt nachvollziehbar, so dal3 man eine nicht zufriedenstellende PCR
sofort noch einmal durchfihren kann, ohre aerst Klone aif die Mutation
untersuchen zu missen. Hinzu kommt, dal3 die Mutagenese-Effizienz beinahe
100% betragt. Der Nadhteil dieser Methode besteht in moglichen unerwiinschte
Punktmutationen, die durch die Fehlerrate der PCR-Reé&ktion entstehen. Daher
mul3 man die Mutanten stets Uber die gesamte Lange des amplifizierten
Fragmentes squenzieren. Ein Vortell der anderen Methode mit einzdstrangiger,
uradlhatiger DNA liegt darin, dal3 aus<hliefdich die gewtnschten Mutationen
eingefihrt werden (die Fehlerrate ist vernadilassgbar gering), zudem ist sie
weniger arbeitsaufwendig als die PCR-Methode. Nadteilig ist dabel jedoch, dal3
die anzdnen Schritte nicht Gberprifbar sind und de Mutagenesedfizienz bei nur
etwa 50% liegt.

In dieser Arbeit wurden die Mutagenesen fur die F2/HBB Hybridkonstrukte und
die H1F3/HBB Konstrukte sowie einige der Deletionen in hUpf3b unter
Verwendung einzdstrangiger DNA durchgeftihrt. Die Ubrigen Deletionen und ale
Punktmutationen in hUpf3b wurden mit der PCR-Methode e ngefihrt.
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3.5.1 PCRin vitro Mutagenese

Durch in vitro Mutagenese mittels PCR wurden die Deletionen A117-279 wnd
A49-143 sowie die Punktmutationen K421A, R423A, PA24A, Y429 und R434A
in den AN-hUpf3b Expressonsvektor eingefihrt. Die verwendeten Oligon-
ukleotide waren: A117-279 5-CTC TTT TGT CCA ATT CTT TAC CAT CAA
AGC GAT CCCG3'; AM49-143 5'-GGT ATCTCT TTTCTTAGT TTC TTT CTT
CTC CTT-3'; K421A: 5-CGC TGG ACG ATC CGC GTT TCT TAT TCG-3;
R423A: 5-CTG CAT CGC TGG AGC ATC CTT GTT TC-3'; P424A: 5'-GCT
GCA TCG CTG CAC GAT CCT TGT TTC-3'; Y429 5'-GCT CCT GGT TGG
AAA AGC TGC ATC GC-3'; R434A: 5'-CGA TTT CGG CTT GCA GCT CCT
GGT TG-3'. Diese Oligos wurden as Antisense-Primer fur die aste PCR-
Re&ktion verwendet, als Sense-Primer diente hUpf3b-Xhol-sense (5'-TTT TCT
CGA GAT GAA GGA AGA GAA GGA GCA CAG-3'). Die Bedingungen der
PCR wurden den jeweiligen Anneding-Temperaturen der Primer angepaldt. Als
Polymerase fir die PCR-Red&tionen wurde Vent[l-Polymerase (New England
Biolabs) eingesetzt, die a@ne hthere Genauigkeit als Tag-Polymerase aufweist. Es
wurden 30 PCR-Zyklen durchgefihrt, das enstandene Produkt wurde
anschlielend Uber ein Agarosegel aufgereinigt. Das Produkt diente bel der
zweiten PCR als Sense-Primer, Antisense-Primer war T3-antisense (5°-GCA TTA
ACC CIC ACT AAA GGG3). Mit enem wiederum angepaldten PCR-
Programm wurde das gewtinschte Stick der hUpf3b cDNA amplifiziert (ebenfalls
30 Zyklen) und (ber ein Agarosegel aufgereinigt. Die Fragmente wurden Uber
Nadt mit Xhol und Notl verdaut, aufgereinigt und in den Vektor pCl-neo AN
ligiert. Die ehdtenen Klone wurden zuerst mittels eines vorléaufigen
Restriktionsverdaus (Xhol und Notl) analysiert und abschlief3end vollstandig

sequenziert.

3.5.2 Invitro Mutagenese mit Uracil-haltiger einzelstrangiger DNA
Diese Methode der in vitro Mutagenese wurde wie beschrieben durchgefiihrt

(Hagemeier, 1996. Fir die Insertion der Xhol Schnittstelle in B-Globin (F2/HBB
und H1F3/HBB) wurde das Oligo 5-CAG CAA GAA AGC GAG CTT ACT
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CGA GGT GAT ACT TGT GGG CCA G-3' verwendet. Fir das Konstrukt
F2/HBB wurde ausétzlich noch eine Hindlll Schnittstelle mit dem Oligo 5°-CTT
CAT TTCTTT ATGTTT TAAAGC TTG CAC TGA CCT CCCACA TTC-3
eingefigt. Die Deletionsmutanten A154232, A268279 wnd A421-434 von
hUpf3b wurden mit den Oligos A154-232 5'-CCA TTT CCT CCT AGT CCC
GACTTT GG-3; A268279 5-CTT TTG TCCAAT TCT TTCTTT GGT TCA
TCC-3' und A421-434 5-GAG TCG ATT TCG GCT GTT TCT TAT TCG
ATC-3' ergellt.

3.6 Sequenzierung von DNA

DNA-Sequenzierungen wurden auf dem automatischen Sequenzierer LICOR
2000 (MWG-Biotedh) durchgefiihrt. Die Analyse der Rohdaten erfolgte mit der
Sequence Analysis Software (Base ImaglR, Verson 2.0) des Herstellers. Die
Sequenzresktionen wurden mit dem Sequenzierkit ,Thermo Sequenase
fluorescent labelled primer cycle sequencing kit with 7-deazadGTP* (Amersham
Pharmada Biotedh) gemald Herstellerangaben durchgefiihrt. Die verwendeten

IRD-800 markierten Oligonukleotide waren:

Bezeichnung Sequenz Bemerkung

F90 5 -TATGCTTACCAAGCTGTGATTCCA-3' | 3-Globin Promotor-Region

F115 5'-CCCCITCCTATGACATGAACTTAA-3' | B-Globin, 2. Intron, antisense
Orientierung

116 5'-CCAAGCTAGGCCCTTTTGCTAATC-3' | B-Globin, 3. Intron, sense Orientierung

F119 5'-TCCCAAGGTTTGAACTAGCTCTTC-3' | B-Globin, 3'UTR, antisense Orientierung

T3 5'-ATTAACCCTCACTAAAG-3 T3 Promotor

T7 5'-AATACGCACTATAG-3 T7 Promotor

SPF6 5 -ATTTAGGTGACACTATAGAATAC-3 SF6 Promotor

hUpf3b  473| 5-CGGGACTATCGATGATGATCC-3 hUpf3b, ORF Position 473

sense

hUpf3b  983| 5-CTCCCTATAGTCTCTGCCGC-3 hUpf3b, ORF PRosition 983 antisense

asense Orientierung
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3.7 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Die DNA-Aufreinigung Uber Agarosegele afolgte fur nadifolgende Klonierungen
oder fUr die spédtere Verwendung bel der in vitro Transkription. Die Aufreinigung
erfolgte mit Qiaquick Saulen (Qiagen) gemal? den Angaben des Herstellers. Die
gereinigte DNA wurde bel —20°C bis zur endgtigen Verwendung gelagert.

3.8 Plasmid-Praparation im Mini-Mal3stab

Praparationen von Plasmid-DNA im Mini-Mal3stab wurden mittels alkalischer
Lyse durchgefiihrt. Dazu wurden die Bakterien einer 1,5 ml Ubernachtkultur
abzentrifugiert (5.000 rpm, 2 Min.), der Uberstand abgenommen und das Pellet in
100 pl Puffer 1 (50 mM Glucose, 10 mM EDTA, 25mM Tris-Cl, pH 8.0)
resuspendiert. Die Lyse efolgte durch Zugabe von 200 pl Puffer 2 (200 mM
NaOH, 1% SDS). Nadch 5 Min. bei Raumtemperatur wurde der Ansatz durch
200pl Puffer 3 (3M KOAc, 5 M Aceda, pH 5.2) neutralisert und de
prazpitierten Proteine sedimentiert (13.000 rpm, 4°C, 10 Min.). Der Uberstand
wurde mit 800 pl 2-Propanol versetzt und de DNA gefdlt (13.000 rpm, 4°C,
20Min.). Das Pelet wurde mit 70% EtOH gewaschen, getrocknet und in etwa
40l H>O bidest resuspendiert. Diese DNA wurde fir Restriktionsverdaus,

Sequenzierungen und weitere Klonierungs<hritte benutzt.

3.9 Plasmid-Praparation im Midi-, Maxi- und Mega-Mal3stab

Die Prgparation von gréleren Mengen Plasmid DNA erfolgte aus 20 ml (Midi),
100 ml (Maxi) oder 500 ml (Mega) Ubernadhtkulturen. Die Isolation erfolgte mit
Anionenaustauschersaulen (Qiagen) gemd? Herstellerangaben. Die isolierten
Mengen an DNA lagen bei etwa 100 pg (Midi), 600 ug (Maxi) oder 2,5 mg
(Mega) hochreiner Plasmid-DNA. Diese DNAs wurden fir die Transfektion von
HelLaZellen verwendet.

3.10 RNA-Praparation aus eukaryontischen Zellen

3.10.1 Praparation von zytoplasmatischer Gesamt-RNA

Die Zelen wurden, wie im Abschnitt Transfektion eukaryontischer Zellen
beschrieben, geeantet und in 1,5 ml Mikrozentrifugenrohrchen Gberfihrt. Die
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Zellen wurden vorsichtig abzentrifugiert (1.200 rpm, RT, 2 Min.) und der
Uberstand entfernt. Anschlie?end wurden die Zellen auf Eis in 250 pl eiskaltem
Lysepuffer (1O0mM Tris-Cl, 8 mM MgCl2, 10 mM NaCl, 1 mM DTT, 5 mM
Vanadyl-Ribosyl-Complex, 0,5 % NP-40, pH 7.5) resuspendiert und duch
mehrmaliges Aufziehen mit einer Spritze (Kanlle G23) lysiert. Nach 5 Min.
Inkubation auf Eis wurden die unlésichen Zellbestandteile (Membranen,
Zellkerne, etc.) abzentrifugiert (10.000 rpm, 4°C, 10 Min.). Der Uberstand wurde
in ein neues Mikrozentrifugenréhrchen Uberfihrt und mit 750 pul TRIzol LS
Reagenz (Gibco-BRL) gemischt. Die weitere Aufarbeitung der RNA erfolgte
gemal? den Herstellerangaben. Am Schiul3 wurde die RNA in etwa 20 pl HoOpiges
resuspendiert und bei —-80°C fiir die nadhfolgenden Analysen gelagert.

3.10.2 Praparation nuklearer Gesamt-RNA

Die Prdparation von rukle&er Gesamt-RNA erfolgte exakt wie bereits
beschrieben (Kugler et al., 1995. Die Untersuchung der nukle&en RNA erfolgte

mit der Primer-Extension-Analyse.

3.10.3 Fraktionierung von zytoplasmatischer Gesamt-RNA in poly(A)-
angereicherte und poly(A)-abgereicherte RNA

Zytoplasmatische Gesamt-RNA wurde mit dem ,,Poly(A) Spin Column Kit* (New
England Biolabs) in eine poly(A)-angereicherte und eine poly(A)-abgereicherte
Fraktion aufgetrennt. Als Ausgangsmaterial dienten 50 pg der Gesamt-RNA, die
mit Oligo-dT-Zellulose inkubiert wurden. Die poly(A)-abgereicherte Fraktion
bestand aus der RNA, die bel diesem ersten Bindungs<hritt nicht gebunden
wurde. Nadh mehreren Waschschritten (nach Herstellerangaben) wurde die
gebundene poly(A)-angereichterte RNA von der Oligo-dT-Zellulose duiert. Die
beiden Fraktionen wurden fir weitere Analysen bei —80°C gelagert.

3.11 Ribonuklease-Protektions-Analyse

Die 3-Sonde fur die H1F3/HBB Hybrid mRNAs wurde durch in vitro
Transkription eines Plasmids hergestellt, das Exon 3 des Konstruktes WT IRE/H1
bis zur Histon 3'Prozesserungsgelle mit 120 nt stromauf (Intron 2) und 113 nt
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stromab gelegenen Sequenzen enthielt. Diese Konstruktion der  Sonde
gewdhrleistet, dal3 sowohl korrekte Histon 3'End-Prozesserung, as auch
korrektes Spleil3en des 2. Introns mit nur einer Sonde Uberprift werden kdnren.
Die ewarteten Fragmente haben fUr korrekt gespleif3te und prozesserte Hybrid-
MRNAS eine Lange von 184 nt und fur das kotransfizierte WT [3-Globin eine
Lange von 125 nt. Die dNA Sonden fur die Analyse des kompletten ORF wurde
durch in vitro Transkription der Plasmide pGEM5-cDNA WT/H1 bzw. pGEM5-
cDNA NS 39H1 hergestellt. Sie enthadten die dDNA der Hybrid-mRNAs mit
oder ohre die NS 39 Mutation vom ATG-Initiationskodon his zur Histon
3'Prozesserungsdelle sowie 113 nt der stromab gelegenen Histonsequenzen. Mit
diesen Sonden kann die Histon 3'End-Prozesserung und zusétzlich das Spleil3en
beider Introns analysiert werden. Die ewarteten Fragmente haben fir vollstandig
gespleifdte und richtig prozesgerte Hybrid-mRNAs eine Lénge von 497 nt und fir
die Transfektionskontrolle 3-Globin eine Lange von 438 nt. Abnormales Spleil3en
des 1. oder 2 Introns wirde a1 protektierten Fragmenten von 403 oder 313 nt
fuhren. Die MNA NS 39 Sonde weist eine Fehlpaaung an der NS 39-Position
mit der B-Globin Kontrolle auf, daher kann ein partieller Verdau der Kontroll-
RNA nicht ausgeschlossen werden.

Die Sonden fur die Analysen der F2/HBB mRNASs wurden durch Transkription
eines Plasmids hergestellt, in dem das Xhol/Hindlll Fragment der 3'UTR von
F2/HBB einkloniert wurde. Die Sonde protektiert Fragmente von 105 nt fir
korrekt prozesserte Hybrid-mRNAs und 251 nt fur 3'verlangerte Hybrid-
MRNAs. Fir die Assys mit zwe 3'End-Prozesserungssgnalen in einem
Konstrukt (in vivo Kompetitionsassay) wurden die Xhol/Hindlll Fragmente der
3'UTRs dler Kompetitionskonstrukte subkloniert und fur die Sondentranskription
verwendet.

Die Durchfiihrung der Ribonuklease-Protektionsanalyse eafolgte nach Ublichen
Protokollen und wird daher nur in dler Kirze dargestellt. Zwischen 1-5 ug
zytoplasmatischer Gesamt-RNA wurden fir die Analysen mit 300000
1.000.000cpm der radioaktiv markierten spezfischen Sonden Uber Nadit in
Hybridiserungspuffer (40 mM Pipes, 400 mM NaCl, 1 mM EDTA, 80%
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deionisiertes Formamid, pH 6.4) hybridisert (Hybridiserungstemperaturen: 57°C
fur die HIF3/HBB mRNAS, 55°C fir die F2/HBB mRNAs und die Konstrukte mit
doppelten 3'Prozesserungssgnalen; die gedgneten Hybridisierungstemperaturen
wurden in Vorexperimenten ermittelt und stellen einen Kompromifd zwischen
Sengitivitat und Hintergrundhybridisierung dar). Die Menge an eingesetzter RNA
und Sonde wurde je nadh Experiment variiert, damit die Sonde stets im
Uberschu3 vorhanden war. Bei den H1IF3/HBB mRNAs wurden etwa 4-5 ug
RNA mit 300.000-500.000 cpm Sonde hybridisiert, bei den F2/HBB mRNAs
Ublicherweise 2-3 pg RNA mit 500.000-1.000.000 cpm Sonde. Am nadhsten Tag
wurden die Ansdtze aif Raumtemperatur abgekihlt und mit Ribonuklease T1 (2,5
U) und Ribonuklease A (3,5 1g) in RNase-Verdaupufer (10 mM Tris-Cl, 5 mM
EDTA, 300mM NaOAc, pH 7.5) vermischt. Der Verdau erfolgte fur 30 Min. bel
Raumtemperatur oder 30°C, je nach gewtinschter Stringenz. Anschlief3end wurden
die RNasen durch Zugabe von Proteinase K (50 pug — 15 Min. bel 37°C) und SDS
abgebaut und de Ansitze mit Phenol-Chloroform extrahiert. Der Uberstand der
Extraktion wurde mit Glykogen (40 pg) versetzt und de RNAs mit absolutem
Ethanol fir 15 Min. bei —20°C gefédllt und anschlief3end abzentrifugiert (13.000
rpm, 15 Min., 4°C). Die Uberstande wurden vollstandig entfernt und de Pellets in
7 ul RNA-Probenpuffer (80% Formamid, 0,1% Bromphenolblau, 0,1%
Xylencyanol, 2 mM EDTA) resuspendiert. Die Proben wurden fir 3 Min. bei
95°C denaturiert, auf Eis abgekthit und auf 4-6%igen denaturierenden
Polyaaylamid-Harnstoffgelen aufgetrennt. Nach Beendigung des Laufs wurden
die Gele auf Whatman 3MM Papier (Whatman-Biometra) Ubertragen und auf
einem Vakuum-Geltrockner fir 1 h getrocknet. Die radioaktiven Banden wurden
entweder durch ROntgenfilm-Autradiographie visualisiert oder mittels eines
Phosphoimagers (Bio-Rad, Moleaular Imager Modell GS-250 oder Raytest-Fuiji,
BAS 3000 quantifiziert.

3.12 RNA-Analyse mittels Northern-Blot

Die Sonden fur die Northern-Blot-Analysen wurden hergestellt durch in vitro
Transkription eines Plasmides, das 48 nt der B-Globin 3*UTR, 128 nt des
kodierenden Tells des 3-Globin Exons 3 und 19 nt von (3-Globin Exon 2 enthielt.
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Die Wahl dieser Sonde gestattet es, sowohl die F2/HBB mRNAs als auch die
5boxB mMRNAs zu detektieren, da in beiden Féllen die a1 Exon 2 und 3
komplementéren Regionen sehr effizient hybridisieren konnen.

Das verwendete Northern-Blot-Protokoll wird hier nur kurz zusammengefaldt
dargestellt. 3-6 pg zytoplasmatischer Gesamt-RNA wurde auf einem 1,4%igen
Formaldehyd-Agarosegel Uber Nadt (~16-18 h, 75 V) aufgetrennt. Nachdem die
28S und 18S ribosomalen RNAs ausreichend getrennt waren, wurde das Gel
abgebaut und de RNA Uber Nadt durch Kapillartransfer auf eine neutrale
Nylonmembran (Nytran N45, Schleicher & Schill) transferiert. Dann wurde die
RNA mit UV-Licht (120 m¥cm?) kovalent mit der Membran verbunden. Die
Hybridiserung mit der Sonde efolgte bel 65°C Uber Nadit in Church-Gilbert
Puffer (05 M NaHPO,;, 1 mM EDTA, 7% SDS, pH7.2) nach einem
Prahybridisierungsshritt (2 h, 65°C), der ebenfals in Church-Gilbert Puffer
durchgefihrt wurde. Die unspezfisch gebundene Sonde wurde am nadhsten Tag
durch mehrere Waschschritte (2x15 Min. Waschpuffer 1 [2xSSC, 0,1% SDS],
65°C und 2x15 Min. Waschpuffer 2 [0,2xSSC, 0,1% SDS] bei 65°C) entfernt. Die
Membran wurde aschlief3end kurz getrocknet und entweder mit Hilfe anes
Phosphoimagers (siehe Ribonuklease-Protektionsanalyse) quantifiziert oder durch
Rontgenfilm-Autoradiographie visualisiert.

3.13 In vitro Transkription

Radioaktiv markierte RNA-Sonden fir Northern-Blots und Ribonuklease-
Protektions-Analysen wurden durch in vitro Transkription wvon (durch
Restriktionsverdau) lineaisierten Plasmiden hergestellt. Hierzu wurden 0,5-1 ug
der DNA mit der geagneten Polymerase (SP6, T3, T7) in Transkriptionspuffer
(Roche Moleaular Biochemicds) in Anwesenheit von Nukleotiden (600 uM ATP,
CTP, UTP; Roche Moleaular Biochemicas) und dem RNasen-Inhibitor RNasin
(30 U; Promega) mit 50 pCi [a-**P]|GTP (800 mCi/mmol; NEN) fiir 30-60 Min.
inkubiert (SP6-Polymerase: 40°C; T3- und T7-Polymerase: 37°C). Danach wurde
die Plasmid-DNA verdaut (DNase I, 15 U, 20 Min., 37°C; Roche Moleallar
Biochemicds). Fur den Einsatz in Northern-Blots wurde die markierte Sonden-
RNA (ber Sephadex G-25 Saulen (Roche Moleaular Biochemicds) geméald den



Material & Methoden 47

Herstellerangaben aufgereinigt. Das Verhdtnis von markierter RNA (Durchflul3)
und nicht inkorporierten Nukleotiden (S&ulenmatrix) wurde mit einem Geiger-
Mdller-Zahler qualitativ bestimmt und dente ds Anhaltspunkt fur die Effizienz
der in vitro Transkriptionsregtion. FUr Ribonuklease-Protektions-Analysen
wurde die Sonde mit 20 ug E. coli tRNA (Fluka) versetzt, mit Phenol/Chloroform
extrahiert und abschliefiend mit 2-Propanol gefédllt. Das RNA-Pellet wurde mit
eiskaltem 70%igen Ethanol gewaschen und in Hybridiserungspuffer (30-50 pl,
sehe Ribonuklease-Protektions-Analyse) aufgenommen. 10 pl ener 1:100
Verdinnung der Sonde wurden in einem Szintill ationszéhler (Wallag vermessen
und gedgnete Mengen der Sonde (300.000-1.000.000 cpm) fur die Hybridisierung
verwendet. Die Qualitét der Sonde wurde durch Auftragen von 2.000-10.000 cpm
der unverdauten Sonde aif das Polyaaylamidgel der Protektionsanalyse
Uberprft.

3.14 Primer-Extension-Analyse

Die Primer-Extension-Analyse von zytoplasmatischer und nukle&er Gesamt-
RNA wurde mit den Oligonukleotiden 5'-AGA ACC TCT GGG TCC AAG GG
3' (Exon-speafisch) und 5-TGG TCT CCT TAA ACC TGT CT-3' (Intron-
speafisch) durchgefihrt. Die Oligonukleotide wurden zuerst radioaktiv markiert
(sehe Radioaktive Markierung von Oligonukleotiden), dann mit 20 pg der RNA-
Praparationen gemischt (Intron-spezfischer Primer mit nukle&er RNA, Exon-
speafischer Primer mit zytoplasmatischer  RNA) und gemeinsam  mit
1/20Volumen 3 M NaOAc und 25 Volumen eiskatem Ethanol praapitiert
(13.000 rpm, 4°C, 15 Min.). Das RNA-Pelet wurde mit 70%igem Ethanol
gewaschen und der Uberstand vollstandig entfernt. Das Pellet wurde dannin 20 pl
Anneding-Puffer (5xKonzentration: 1,25M KCI, 10 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA,
pH, 7.9) resuspendiert. Der Ansatz wurde fur 1% h bel 50°C inkubiert, dann
wurden 46 pl PE-Puffer (10 mM MgCl,, 5 mM DTT, 100 pg/ml Actinomycin D,
0,33 mM dNTP's, 20 mM Tris-Cl, pH 8.7) und 20 U Superskript Il Reverse
Transkriptase (Invitrogen) hinzugefigt und fir 1 h bei 37°C inkubiert. Der
Re&ktionsansatz wurde schliefdlich mit Ethanol (2,5 Volumen, eiskalt) gefallt
(13.000 rpm, 4°C, 15 Min.), gewaschen und in Formamid-Probenpuffer (80%
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Formamid, 0,1% Bromphenolblau, 0,1% Xylencyanol, 2 mM EDTA)
aufgenommen. Die Proben wurden fur 3 Min. bel 95°C denaturiert, rasch auf Eis
abgekihlt und auf einem 6%igen denaturierenden Harnstoff-Polyaaylamidgel
elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel wurde auf einem Vakuum-Geltrockner fir
eine Stunde getrocknet, die Banden wurden entweder mit einem Phosphoimager
(siehe Ribonuklease-Protektions-Analyse) quantifiziert oder durch
Autoradiographie auf Rontgenfilmen dargestdlit.

3.14.1 Radioaktive Markierung von Oligonu kleotiden

5 pmol des gewtinschten Oligonukleotids wurden mit 10 U T4 Polynukleotid-
Kinase (Life Techrologies/Invitrogen) in Anwesenheit von 50 pCi [y->2P]-ATP
(3000 mCi/mmol; NEN) bei 37°C fur 45 Min. markiert. Zum Abstoppen wurde
die Re&tion fur 15 Min. auf 65°C erhitzt. Anschlieend wurden die
uninkorporierten Nukleotide durch fraktionierende Aufreinigung Uber eine NICK-
Saule (Amersham-Pharmacia) gemdl3 Herstellerangaben entfernt. Das markierte

Oligonukleotid konnte nun fir die Primer Extenson-Analyse eingesetzt werden.

3.15 LM-PAT-Assay

Die Analyse der Poly(A)-Schwanzldngen mit LM-PAT erfolgte im wesentlichen
wie beschrieben (Salles et al., 1999 und wird daher nur kurz zusammengefalit.
Oligo(dT)121s Oligonukleotide (50 ng; Life Tednologies) wurden mit 1 pg einer
Praparationen von zytoplasmatischer Gesamt-RNA inkubiert (42°C, 30 Min.), ein
spezfisches Anker-Oligo (5'-GCG AGC TCC GCG GCC GCG(T)12-3') wurde
im 5-fachen Uberschul3 hinzugegeben (18°C, 2 h) und alle Oligos mit T4-DNA
Ligase (Roche Moleaular Biochemicds) ligiert. Anschlief3end wurde ane Reverse
Transkription mit 1 pl Superscript 11 (Invitrogen) durchgefiihrt. 10% dieser
Erststrangsynthese wurden in einer PCR mit dem Anker-Oligo und einem HBB-
speafischen Oligo (5°-TGT GCT GGC CCA TCA CT-3') in Gegenwart von 10
uCi [a-*?PJATP (800 mCi/mmol; NEN) eingesetzt. Die PCR-Produkte wurden
auf einem denaturierenden Harnstoff-Polyaaylamidgel (6 %ig) aufgetrenrt.



Material & Methoden 49

3.16 RT-PCR

Zur Klonierung von Faktoren (Komponenten des EJC oder andere Proteine des
MRNA Metabolismus) wurden Reverse Transkriptionen von zdlulérer RNA mit
anschlieBenden  Polymerase-Kettenresktionen  (PCR)  durchgeftihrt.  Die
Erststrangsynthese efolgte mit Superscript || Reverser Transkriptase (Life
Tedologies) oder Expand Reverser Transkriptase (Roche Moleaular
Biochemicds) mit Oligo(dT)i21s Primern (Life Tednologies). Fur die PCR-
Re&ktionen wurden Gen-spezfische Oligos eingesetzt. Als Polymerasen kamen
Vent[d-Polymerase (New England Biolabs), Expand High Fidelity-Mix oder
Expand Long Template-Mix (beide Roche Moleaular Biochemicas) zum Einsatz.
Es wurde @ne moglichst geringe Zahl von PCR-Zyklen (etwa 30-35)
durchgefihrt, um das Auftreten unerwinschter Mutationen zu verhindern. Die
amplifizierten Fragmente wurden durch Agarose-Gelelektrophorese aufgereinigt,
verdaut und in einen geagneten Vektor enligiert. Alle auf diese Weise estellten

Expressonsvektoren wurden in voller Lange sequenziert.

3.17 Proteinextraktion

Die Proteinextrakte fur Immunblot-Analysen wurden gemeinsam mit RNA-
Praparationen aus den gleichen Transfektionsansétzen gewonren. Dazu wurden
die Zellen wie beschrieben geentet und auf Eis lysert (siehe Abschnitt:
Prgparation wvon zytoplasmatischer Gesamt-RNA). Der Lysepuffer fur die
Proteinextraktion enthielt zusdtzlich den Proteaseninhibitor PMSF (1,5 mM). Die
unloslichen Zellbestandteile wurden abzentrifugiert, 40 pl des Uberstandes
wurden fir Protein-Analysen abgenommen und der Rest (~220 pl) fir die RNA-
| solation eingesetzt.

Fir Immunpraapitationen wurden die Zellen mit einem isotonischen Lysepuffer
(150 mM NaCl, 50 mM Tris-Cl, 1% Triton X-100, pH 7.5; 1 Tablette ,,complete®
Proteaseninhibitor [Roche Molealar Biochemicds] pro 10 ml, 1,5 mM PMSF)
lysiert, mehrmals durch eine G-23 Kantile gezogen und 5 Min. auf Eis inkubiert.
Die nicht solubiliserten Zellfraktionen wurden abzentrifugiert (10.000 rpm, 4°C,
10 Min.) und der Uberstand in neue Mikrozentrifugenrohrchen tberfuhrt. Fir
RNase-Verdaus der Extrakte wurden diese mit RNase A (3,5 pg/ml) fir 10 Min.



Material & Methoden 50

bei 30°C inkubiert. Die Extrakte wurden anschliefend duch Zentrifugation
(13.000 rpm, 4°C, 10 Min.) gekléart. Nun konnten die Protenlysate fur die
| mmunpraapitationen eingesetzt werden.

Die Proteinlysate wurden his zur endgtitigen Verwendung bei —-80°C gelagert.

3.17.1 Proteinbestimmung

Die Mesaing der Proteinkonzentration in zytoplasmatischen Extrakten erfolgte
mit dem ,Protein-Assay” (Bio-Rad) bel einer Wellenldnge von 595 nm in einem
Spektrophotometer (Bedkmann). Die Konzentrationen wurden unter Verwendung

einer BSA-Eichrelhe errechret.

3.18 Immunprazipitation

250 ul Proteinextrakt wurden fur die Immunpréaapitation mit 10 pl anti-FLAG-
M2 Agarose Affinity Gel (Sigma) versetzt und Uber Nadt bei 4°C unter
standigem Rotieren inkubiert. Am nadsten Tag wurde das Affinitatsgel
abzentrifugiert (10.000 rpm, 4 °C, 10 Sekunden), der Uberstand entfernt und das
Gelpéllet in 750 pl IP-Waschpuffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris-Cl, 0,1 % Triton
X-100, pH 7.5) resuspendiert. Dann wurde das Affinitdtsgel wiederum
abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Dieser Waschschritt wurde noch
dreimal wiederholt und der Uberstand der letzten Zentrifugation sehr sorgfaltig
(mdglichst vollstandig) entfernt. Die prazpitierten Proteine wurden mit 50 pl
Elutionspuffer (0,1 M Glycin, pH 3,00 bei Raumtemperatur eluiert, das
Affinitétsgel pelletiert und der Uberstand fiir Immunbl ot-Analysen eingesetzt.

3.19 Protein-Analyse mittels Immunblot

Die Proteinextrakte oder die Eluate der Immunprézpitationen wurden auf
geagneten SDS-Polyaaylamidgelen (8-14%ig) elektrophoretisch aufgetrennt. Es
wurden etwa 2030 pg der Protenextrakte bzw. die Haéfte der
Immunpraapitationen eingesetzt. Vor der Elektrophorese wurden die
Proteinextrakte mit 2x oder 6x SDS-Probenpuffer vermischt und 4 Min. bel 95°C
denaturiert. Nadh dem Gellauf wurden die Proteine durch ein Semi-Dry

Blotverfahren (mit zwel Anoden- und einem Kathoden-Puffer) auf eine PVDF-
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Membran (Roche Moleaular Biochemicas) Ubertragen. Unspeafische Bindung
des 1. Antikorpers an die PVDF-Membran wurde durch Inkubation in Block-
Puffer (5% Milchin TBS-T [TBS+0,1% Tween 20| fur anti--Globin Antikorper;
10% Milch in TBS-T fur anti-hUpf3b und anti-hUpf2 Antikorper; 10% FCS in
TBS-T fur anti-AN-Antikorper) fur eine Stunde bei Raumtemperatur (hUpf3b und
hUpf2 (ber Nadt bei 4°C) minimiert. Der speafische AntikGrper wurde in
Block-Puffer zur Membran gegeben und Uber Nadit bei 4°C inkubiert (hUpf3b
und hUpf2 12 h bei Raumtemperatur). Anschlief3end wurde die Membran mit
TBS-T mehrmals gewaschen und mit dem sekundéren Antikorper (Ziege anti-
Kaninchen HRP-Konjugat) in TBS-T fur eine Stunde bel Raumtemperatur
inkubiert. Danach wurde @neut mit einem Uberschul? an TBS-T gewaschen. Die
Detektion erfolgte mit dem ECL™“S Chemilumineszenzreagenz (Amersham-
Pharmada) und de Signale wurden auf Rontgenfilmen sichtbar gemadit. Die
Quantifizierung des Immunblots der Proteinmengen von F2*G und F2* A erfolgte
mit einem Chemi-Dok3-System (Bio-Rad).

3.20 Puffer und L6ésungen

2-Propanol

Ammoniumaceat/PEG zur 3,5M NH4OAc pH 7.5, 20% (w/v)
Mutagenese PEGso00

Anreding Puffer (10x) zur 0,5M NaCl, 100mM TrispH 8.0, 100
Mutagenese mM MgCl,, 50mM DTT

Anoden Puffer I, f. Western Blot 30mM Tris-Base, 20 % Methanol

Anoden Puffer 11, f. Western Blot 300mM Tris-Base, 20 % Methanol

BBS (2x) 50mM BES (N,N-bis(hydroxyethyl)-2-
aminoethansulfonat), 1.5 mM Na;HPO,,
280mM NaCl, pH 6.96, sterilfiltriert,
bei -80°C gelagert

CaCl; zur Transfektion 2,5 M in H2Opiges, Sterilfiltriert, bei —
20°C gelagertt



Material & Methoden 52

Church-Gilbert Puffer, Northern

Deferoxaminmesilat (DFO)
Desoxynukleotid (ANTP)-Mix

DNA-Probenpuffer

Ethanol, 7020

Ethanol, absolut
HBS (2x)

Hybridiserungspuffer, RPA

| P-Elutionspuffer

| P-Waschpuffer

Kathodenpuffer, f. Western Blot

Laeanmli Laufpuffer

Losung | (Plasmidisal. aus E. coli)

Losung Il (Plasmidisal. aus E. coli)

Losung Il (Plasmidisal. aus E. coli)

Lysepuffer (isotonisch)

0,5M NaHPO,4, 1 mM EDTA, 7%
SDS, pH 7,2

100mM in HoOpigest

25mM jedATP, dCTP, dGTP, dTTP
iN H2Opigest

30% Glycerin, ImM EDTA, 0,25%

Bromphenolblau

50 mM HEPES, 1,5 mM Na,HPO, 280
mM NaCl, 20mM KCl, 12mM
glucose, pH 6,96, sterilfiltriert, bei —
80°C gelagert

40 mM Pipes, 400mM NaCl, 1 mM,
EDTA, 80% Formamid (deionisiert),
pH 6,4, sterilfiltriert, bei —20°C gelagert
0,1 M Glycin, pH 3,0

150mM NaCl, 50 mM Tris-Cl, 0,1%
Triton X-100 pH 7,5

25mM Tris-Base, 40mM 6-
Aminohexansaure, 20 % Methanol
25mM Tris-Base, 1.4% Glycin (w/v),
0.1% DS

50 mM Glucose, 10mM EDTA, 25 mM
Tris-Cl pH 8.0, steril filtriert

200mM NaOH, 1% DS

3M/5M KOAc

150mM NaCl, 50 mM Tris-Cl, 1%
Triton X-100 pH 7,5, 1 Tablette

complete
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Lysepuffer fir HeLa-Zellen

MOPS Puffer pH 7.0 (10x)

PBS (10%)

PE-Annedingpufer (5x)

PE-Puffer

RNA Ladepuffer, RPA

RNA-Probenpuffer

RNase-Verdaupufer, RPA

SDS

SDS-Probenpuffer (2x)

SDS-Probenpuffer (6x)

ST (20%)

TBE

10 mM Tris-HCI ph 7.5, 10 mM NaCl,
8 MM MgCl;, 1mM DTT, .5 mM
PMSF, 0,5% NP-40

0,2M MOPS 80mM NaOAc, 10mM
EDTA, pH 7.0, lichtgeschiitzt gelagert
85 mM NaHPO,- 15mM K ;HPO, pH
7.4, 1.37 M NaCl, 30mM KCl,
autoklaviert

1,25M KCI, 10mM Tris-Cl, 1 mM
EDTA, pH, 7,9

10mM MgCl,, 5mM DTT, 100pg/ml
Actinomycin D, 0,33mM dNTFP's, 20
mM Tris-Cl, pH 8,7

80% Formamid (deionisiert), 0,1%
Xylencyanol, 0,1% Bromphenolblau, 2
mM EDTA

50% Glycerin, ImM EDTA, 0.25%
Bromphenolblau

10mM Tris-Cl, 5mM EDTA, 300mM
NaOAc, pH 7,5, autoklaviert

10% in H2Ovidest

0,125M Tris-Cl, 20% Glycerin, 4%
(w/v) SDS, 2% B-Mercgptoethanol,
0,25% Bromphenolblau

0,35M Tris-Cl, 36% Glycerin, 10%
(w/v) SDS, 9,3% Ww/v) DTT, 0,5%
Bromphenolblau

3 M NaCl, 0.3 M Trinatriumzitrat, pH
7.0

0.9M TrispH 8.3, 0.9 M Borsdure, 10
mM EDTA pH 8.0
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TBS (10%)

TBST

TE pH 8.0
Waschpuffer 1, Northern

Waschpuffer 2, Northern

1.5M NaCl, 200mM Tris-Cl pH 7.5,
autoklaviert

100mM Tris-Cl pH 7.5, 0.9% NaCl,
0.5% Tween

10mM Tris-Cl pH 8.0, 1 mM EDTA
2x SC, 0,1% DS

0,2x SSC, 0,1% DS

3.21 Medien fur Bakterienkultur

Luria-Bertani Medium (L B):

10g Bado Trypton (Difco)
5 g Yeast Extrad (Difco)

10g NaCl

gelost in 950 ml H,Opigest, aUtoklaviert

2XYT Medium:

16 g Bado Trypton (Difco)
10g Yeast Extrad (Difco)

5gNaCl

gelost in 950 ml H,Opigest, aUtoklaviert

SOB Medium (-Mg*"):

20g Badao Trypton (Difco)
5 g Yeast Extrad (Difco)

0,58 g NaCl (10mM)
0,19gKCl (25mM)

auf 1000ml aufgeftllt mit H2Opiges, aUtoklaviert
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LB-Agarplatten:

1,5% (w/w) Bado Agar in LB Medium suspendiert, autoklaviert, auf 50°C
abgekihit und nach Zugabe von Antibiotika in Petrischalen erstarren lassen; bei
4°C gelagert.

3.22 Reagenzien und Materialien

3.22.1 Chemikalien

Acrylamid/Bisaaylamid Roth
Agarose Biozym
Ampicilli n Grinentha
-Mercaptoenthanol Roth
Bado-Agar Difco
Bado Yeast Extrad Difco
Bado-Tryptone Difco
Bromphenolblau Huka

DM SO (Dimethylsulfoxid) Sigma
DMEM Gibco BRL
Ethidiumbromid Roth

E. coli tRNA Fluka
EDTA Roth

FCS Biochrom
MOPS(3-(N-Morpholino)-Propansulfonat) Roth
Penicilli n-Streptomycin Losung Biochrom
PM SF (Phenylmethylsulfonyl-Fluorid) Sigma
Tris-Base Merck
Triton X100 Sigma

Weltere Standardchemikalien wurden von den Firmen Roth, Merck und Sigma

bezogen.



Material & Methoden

56

3.22.2 Antikorper

Antikorper Verdinnung | Beaug

Anti B-Globin 1:2000 Eurogentec

Anti AN Peptid 1:2000 Ennio De Gregorio, EMBL,
Heidelberg

Anti hUpf2 1:2000 J. Lykke-Andersen, Yade
University, New Haven, USA

Anti hUpf3b 1:5000 J. Lykke-Andersen

Anti  Kaninchen 1gG, HRP-|1:5000 Dianova

gekoppelt

3.22.3 Laborkunststoffwaren

Samtliche  Kunststoffwaren  fir  Zellkultur, Bakteriologie, PCR und

Molekularbiologie wurden von den Firmen Falcon, Nagene, TPP Europe, Nunc,

Biozym und Eppendorf bezogen.

3.22.4 Enzyme

Enzyme wurden von den Firmen Roche Moleaular Biochemicds, Amersham-

Pharmada Life Sciences, New England Biolabs, Promega und Invitroger/Life

Tednologies bezogen.



